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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de seis extractos hidroetandlicos de
plantas sobre el desarrollo in vitro de Moniliophthora roreri, fitopatogeno de cacao
(Theobroma cacao L.). Los extractos de Amaranthus bledo, Cyperus odoratus, Euphorbia
hirta, Tagetes minuta, Scoparia dulcis y Portulaca oleracea fueron usados en tres
concentraciones (10, 20 y 30%) para modificar medio papa dextrose agar (PDA). Se
evaluaron germinacion de esporas y crecimiento de micelio de M. roreri. Adicionalmente,
a través del microscopio se observaron las estructuras de las hifas del patdgeno después de
su cultivo en medio liquido papa dextrosa modificado con los extractos. Los resultados
revelaron que el extracto de A. bledo en todas las concentraciones inhibieron el 100% de la
germinacion de esporas, en los tratamientos restantes al incrementar la concentracion de los
extractos de 10% al 30% se incremento la capacidad de restringir la germinacion de las
esporas, con la excepcion de S. dulcis. La germinacion en los medios modificados con los
otros extractos decrecio cuando la concentracion se incremento de 20 al 30%. Resultados
similares se alcanzaron en el test de crecimiento miceliar, en donde A. bledo y E. hirta
mostraron tener el mayor efecto sobre el crecimiento de M. roreri. Los extractos estudiados
no solo inhibieron el desarrollo del micelio, sino que también provocaron la muerte del
mismo, alteraciones en las hifas y en las estructuras celulares de M. roreri. Las especies A.
bledo y E. hirta fueron quienes mostraron mayor efecto sobre la germinacion y desarrollo

de M. roreri.

Palabras claves: inhibicion, crecimiento, extractos vegetales, M. roreri.



SUMMARY

The objective of this research was to evaluate the effect of six hydroethanolic plant extracts
on the in vitro development of the Moniliopthora roreri, phytopathogen of cocoa
(Theobroma cacao L.). Extracts of Amaranthus bledo, Cyperus odoratus, Euphorbia hirta,
Tagetes minuta, Scoparia dulcis and Portulaca oleracea, were used in three concentrations
(10, 20 and 30%) to modify potato dextrose agar (PDA). Spore germination and mycelium
growth of M. roreri were evaluated. In addition, the structures of hyphae of M. roreri were
observed at microscope after they growth in modified potato dextrose media with the
extracts. The results showed that the extract of A. bledo in all the concentrations inhibited
100% germination of M. roreri spores, in the other treatments increasing the concentration
of 10 to 30% increased the ability to restrict germination of spores, with the exception of S.
dulcis. The germination in the modified media with the other extracts decreased when the
concentrations increased to 20% and 30%. Similar results were reached in the mycelium
growth test, A. bledo and E. hirta had the mayor effect over the M. roreri growth. The
studied extracts not only inhibited the mycelium growth, also provocated the mycelium
death, alterations in the hyphae and cellular structures of M. roreri. The species of A. bledo

and E. hirta were the plant with the mayor effect over M. roreri germination and growth.

Keywords: inhibition, growth, plant extracts, M. roreri.
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es una planta originaria de los tropicos himedos de América,
su centro de origen se cree estar situado en el noroeste de América del sur, en la zona
amazonica. El cacao es de importancia relevante en la economia del Ecuador, por ser un
producto de exportacidn que a su vez constituye una fuente de empleo para un alto porcentaje
de habitantes de los sectores rurales y urbanos. Esta especie representa uno de los rubros
mas importantes para el pais, aportando el 5% de la produccion mundial. Adicionalmente,
es uno de los cultivos tradicionales de interés comercial en la provincia de Los Rios (1).

Entre las enfermedades més frecuentes que afectan la produccion y calidad de las cosechas
de este cultivo se destacan: la moniliasis (Moniliophthora roreri Cif & Par), mazorca negra
(Phytophthora palmivora), escoba de bruja provocada (Moniliophthora perniciosa). Las tres
enfermedades atacan a las mazorcas desde estadios tempranos, afectando su desarrollo y por
ende el potencial productivo del cultivo. A pesar de la importancia econdémica del cultivo y
del impacto negativo de los patdgenos sobre las cosechas hasta el momento no existe una

herramienta de control 100 % efectiva (2).

Actualmente existe una creciente preocupacion publica sobre el nivel de residuos de
pesticidas en los alimentos alentando a los investigadores a buscar soluciones alternativas al
uso de pesticidas sintéticos (3). La seguridad alimentaria se ha convertido en una
preocupacion compartida entre los paises desarrollados y en desarrollo, por lo que es
imperativo dirigir la investigacion actual hacia la utilizacion de nuevas alternativas de

sustratos vegetales para promover la seguridad y sostenibilidad de la produccion (4).

Las plantas tienen capacidad para sintetizar metabolitos secundarios aromaticos, como
fenoles, acidos fendlicos, quinonas, flavonas, flavonoides, flavonoles, taninos y cumarina
(4). Estos grupos de compuestos muestran un efecto antimicrobiano y sirven como
mecanismos de defensa de las plantas contra microorganismos patdgenos. Algunas plantas
contienen componentes que son tdxicos para los patdgenos gque cuando se extraen y se
aplican en cultivos infestados pueden realizar un control efectivo de las enfermedades, a

estos productos se los Ilaman (pesticidas botanicos o productos botanicos) (3).



Considerando lo anterior, la presente investigacion pretende explorar el potencial
antifungico in vitro de extractos vegetales de seis plantas locales contra el hongo
fitopatdgeno M. roreri, para de este modo aprovecharlas para su control, ddndole una mayor

apreciacion y otra perspectiva a estas plantas que comunmente son consideradas como
malezas.



CAPITULO I

CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problematizacién

1.1.1. Planteamiento del problema

En Ecuador uno de sus principales cultivos es el cacao, sin embargo, también es considerado
como uno de los paises de origen de la enfermedad conocida como moniliasis (M. roreri)
del cacao. Por tanto, es una prioridad nacional desarrollar alternativas que sean amigables
con los agro ecosistemas y eficaces para el control de esta enfermedad tan limitante, pero
accesibles a los productores de cacao, que contribuya a disminuir su incidencia, debido a
que esta enfermedad es una de las méas problematicas en el cultivo sobre todo en la época
lluviosa. Esta patologia sola o combinada con otras enfermedades puede llegar a disminuir

la produccion entre un 30 — 80 %, repercutiendo tanto en lo productivo y econémico.

AUn con las inversiones que se realizan para su control (mano de obra y usos de plaguicidas),
es casi imposible detener su propagacion dentro del campo, debido a las condiciones
climaticas del pais y la elevada presion de inoculo del patdgeno.

1.1.2. Formulacién del problema

¢Cual es el efecto de extractos hidroetandlicos vegetales de seis plantas sobre el desarrollo

in vitro de Moniliopthora roreri fitopatdgeno del cultivo de cacao (Theobroma cacao L.)?

1.1.3. Sistematizacion del problema

e ;Cual es el efecto de seis extractos de plantas sobre la germinacion de esporas de M.

roreri. en condiciones in vitro?

e ;Qué respuesta presenta el crecimiento y viabilidad del micelio del patégeno M. roreri

en medios de cultivo adicionados con los seis extractos vegetales?

e ;Qué cambios en la estructura del micelio del patégeno M. roreri en medios de cultivo

produce la adicion con los seis extractos vegetales?



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de extractos hidroetandlicos vegetales de seis plantas sobre el desarrollo
in vitro de Moniliopthora roreri fitopatdgeno del cultivo de cacao (Theobroma cacao L.).

1.2.2. Objetivos especificos

e Determinar el efecto de seis extractos de plantas sobre la germinacion de esporas de M.

roreri. en condiciones in vitro.

e Evaluar el crecimiento y viabilidad del micelio del patogeno M. roreri en medios de

cultivo adicionados con los seis extractos vegetales.

e Evaluar la estructura del micelio del patdégeno M. roreri en medios de cultivo

adicionados con los seis extractos vegetales.

1.3. Justificacion

La Moniliasis en la enfermedad maés dificil de controlar en el cultivo de cacao (4). Las
medidas de control quimico y bioldgico desarrolladas para la enfermedad no han sido
ampliamente adoptadas por los pequefios agricultores debido a que incrementan los costos

de produccion (1).

El Ecuador presenta las condiciones para la diseminacion de la Moniliasis, sobre todo en la
época lluviosa donde presenta las caracteristicas idoneas para la propagacion de esta
enfermedad, provocando grandes pérdidas a los productores, que aun tomando las medidas
preventivas necesarias se ven afectados en cada cosecha. Los productos quimicos sintéticos
usados para el manejo de M. roreri no son lo suficientemente efectivos para controlar la
enfermedad y a su vez provocan un deterioro de la calidad ambiental y afectan a la salud

humana (5).



La investigacion se realiz6 con la finalidad de identificar plantas locales, algunas
catalogadas como malezas, que tengan potencial para el control de M. roreri en el cultivo
de cacao, las plantas seleccionadas para el estudio en algunos casos presentan reportes
internacionales y locales sobre su uso como antisépticos o antiinflamatorios, lo que indicaria
que potencialmente contengan compuestos con actividad antimicrobiana. Las plantas
utilizadas en el presente estudio son: bledo (Amaranthus bledo), coquito (Cyperus odoratus),
lechosa (Euphorbia hirta), rosa de muerto (Tagetes minuta), teatina (Scoparia dulcis) y

verdolaga (Portulaca oleracea).

El conocimiento obtenido permitird a futuro incursionar en la investigacion del efecto de los
extractos sobre este y otros patdgenos a nivel de campo, asi como también la identificacion

de los compuestos presentes en los extractos estudiados.



CAPITULO II

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual

Se presentan a continuacion algunos de los términos de mayor relevancia empleados en el
desarrollo de la investigacion, con la finalidad de conocer su significado y que sean

comprendidos con mayor facilidad.

2.1.1. Moniliasis

Es una enfermedad de importancia econémica en el cultivo de cacao (Theobroma cacao L.),
el agente causal de la Moniliasis es el hongo M. roreri que se disemina facilmente con la
accion del aire, lluvias, animales y las personas. La infeccion se da principalmente en las
primeras etapas de desarrollo del fruto. La penetracion del hongo ocurre directamente a

través de la epidermis de los frutos llegando a destruir la calidad de las semillas (5).

2.1.2. Extracto hidroetandlico

Extracto con olor caracteristico, obtenido a partir de materia prima desecada de origen
vegetal, por maceracion o percolacion en contacto con etanol y agua, seguida de la
eliminacion de dicho solvente por un procedimiento fisico (7).

2.1.3. Fitopatdgeno

Organismo capaz de causar enfermedad o cualquier proceso patoldgico en una especie

vegetal (8).

2.1.4. Compuestos antifungicos

Cualquier sustancia capaz de producir una alteracién tal de las estructuras de una célula
fangica que consiga inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de
supervivencia, bien directa o indirectamente, lo que facilita el funcionamiento de los

sistemas de defensa del huésped (9).



2.1.5. Germinacion de esporas

Es el proceso por el cual las esporas pasan a formar células vegetativas, el cual se lleva a
cabo cuando se las coloca en el medio adecuado y se requiere en muchos casos la
disponibilidad, entre otros, de glucosa, aminoécidos y nucledsidos (10).

2.1.6. Micelio

Es el cuerpo vegetativo de un hongo, el cual consiste de una red de filamentos profusamente
ramificados conocidos como hifas, y una masa de hifas (11).

2.1.7. Patogeno

Es un agente infeccioso que puede provocar una enfermedad a su huésped. Este término se
emplea normalmente para describir microorganismos como los virus, bacterias y hongos,
entre otros. Estos agentes pueden perturbar la fisiologia normal de plantas (12).

2.1.8. Medios de cultivo

Es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros componentes que crean las

condiciones necesarias para el desarrollo de los microorganismos (13).

2.1.9. Esporas

Son el medio de dispersion de los hongos hacia nuevos lugares, y algunas de ellas ayudan al

hongo a sobrevivir en condiciones adversas, como la deshidratacion o la congelacion (14).
2.1.10. Extractos de plantas
Son preparados concentrados de consistencia solida, liquida o intermedia, derivados

generalmente de material vegetal desecado, se obtienen al evaporar parcial o totalmente el

disolvente en los liquidos extractivos de origen vegetal (14).



2.2. Marco referencial

2.2.1. Cultivo de cacao

El arbol del cacao esta presente en los bosques himedos tropicales con clima célido y a una
altitud de hasta 500 metros sobre el nivel del mar. Es un pequefio arbol de cuatro a ocho
metros de altura, que en condiciones silvestres puede alcanzar hasta los diez metros, si crece

con buena sombra (10).

Sus frutos, denominados comunmente mazorcas, son bayas que presentan una coloracion
amarillo-rojiza, son de forma alargada, con surcos de hasta 20 cm de largo, contienen de 30
a 40 semillas de color marrdn-rojizo al exterior y estan cubiertas de una pulpa blanca dulce
comestible (10)

El cacao (Theobroma cacao L.) es de gran importancia en la economia del Ecuador, por ser
un rubro prometedor y que constituye una fuente de empleo para un alto porcentaje de
habitantes de los sectores rurales y urbanos (11). Es de vital importancia para la balanza
comercial del mismo, este rubro se encuentra en el cuarto puesto de las exportaciones no

petroleras del mismo (12).

2.2.2. Moniliasis

La Moniliasis del cacao es potencialmente la enfermedad mas destructiva de este cultivo
(13), esta actualmente distribuida en Belice, Bolivia, Colombia, Costa Rica, El Salvador,
Guatemala, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Per( y Ecuador (14). La enfermedad

fue por primera vez reportada por el fitopatélogo James B. Rorer en 1918.
La enfermedad puede llegar a causar pérdidas superiores al 50% de la produccion.

Evaluaciones, en plantaciones con bajo nivel de tecnologia han revelado que la pérdida de

mazorcas puede llegar a niveles superiores al 80% (15).
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2.2.2.1. Agente causal

El agente causal es el hongo Moniliopthora roreri que se describi6 originalmente por Ciferri
y Parodi en 1933, clasificandolo como Monilia roreri, sin embargo, Evans y su grupo de
investigadores en el afio 2007 observaron caracteristicas miceliales tipicas de
Basidiomycetes, por lo que decidieron crear un nuevo nombre para denominar la especie
con el nombre de Moniliopthora roreri. Mediante técnicas moleculares se confirmé que el
hongo es un Basidiomycete perteneciente al orden Agaricales. Posteriormente, confirmaron
la ubicacion de M. roreri dentro de la familia Tricholomataceae (13).

2.2.2.2. Descripcion taxonomica

La taxonomia del fitopatdgeno causante de la Moniliasis del cacao perteneciente es la

siguiente:

Clase: Deuteromycetes
Orden: Hyphales
Familia: Moniliaceae
Género: Moniliophthora
Especie: roreri (16).

M. roreri es un patdgeno que tiene dos fases: una parasitica en la que crece activamente
seguida de una fase necrofitica en los tejidos secos y muertos del hospedero. EI micelio del
hongo es monocariotico que luego se vuelve dicariético en la etapa saprofita del patdgeno.
Las esporas usualmente son redondas gque con el tiempo se vuelven globosas o subglobosas

de 8-15 um tienen una pared celular gruesa y su color poder ir de hialinas a marrones (14).

2.2.2.3. Sintomas y ciclo de la enfermedad

Durante la fase biotrofica de la enfermedad los Unicos sintomas observados son las
malformaciones de las mazorcas, sin embargo, no ocurre en todas las mazorcas infectadas.
El dafio externo es caracterizado por una necrosis, deformacion y pudricién en mazorcas,
aunque algunos frutos de 60 y 80 dias pueden completar su desarrollo sin sintomas externos,

pero con el tejido interno necrosado. Esto conlleva a la muerte del fruto, con un color café
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oscuro, para luego cubrirse de una “felpa” de color crema, que son las esporas del hongo

(15).

El dafio interno causado por la enfermedad puede ser mas grave que el externo, pudiendo
llegar a perderse casi todas las almendras, sin importar la edad del fruto. Los tejidos
centrales, pulpa, semillas y algunas veces la céscara, forman una sola masa en donde los
tejidos son rodeados por una sustancia acuosa debido a la descomposicion de ellos, siendo
también las almendras destruidas parcial o completamente, dependiendo del tiempo de
infestacion de los frutos (15).

En los frutos menores de dos meses, la infeccion aparece primero como pequefios
abultamientos o gibas (protuberancias) en la superficie de la mazorca, incluso esa area se
descolora (se vuelve més clara); después que emerge esa giba, se presenta una mancha café
(chocolate) que se va extendiendo (el fruto muere poco despues), empezando a aparecer una
felpa blanca correspondiendo al micelio del hongo (filamentos vegetativos), para luego de
tres a siete dias, sobre el micelio blanquecino emerger las esporas de tipo conidias de color
crema. Un sintoma adicional es la lamada madurez prematura, donde las mazorcas cambian
de color dando la apariencia de madurez en frutos que todavia estdn inmaduros. Los frutos

pequefios son susceptibles hasta las diez semanas de edad (15).

La sobrevivencia del patdgeno empieza en los residuos de cosecha (mazorcas
contaminadas). Luego las conidias son diseminadas por el viento y la lluvia, ocurriendo
también contaminacion de frutos o mazorcas con moniliasis de una plantacion a otra. La
diseminacion de las conidias es realizada por el viento, pudiendo el agua de lluvia tener un
papel importante en las infecciones a corta distancia en la copa del cacao. Ademas, debido
al movimiento producido por las labores de cosecha las esporas se movilizan en el aire y
bajo condiciones propicias de humedad y temperatura, infectan constantemente los frutos
que recién estan formandose. La mayor cantidad de esporas de moniliasis se encuentran a

un metro de altura en las plantas de cacao (16).

Las conidias se depositan sobre el fruto, germinan si hay agua o mueren por la
radiacion/desecacion; estas al germinar pueden penetrar directamente a la cascara del fruto.
Su penetracién ocurre directamente a través de las estomas, creciendo entre las células del

cértex, produciendo conidias dentro y en la superficie de los frutos. Una de las caracteristicas
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del patdgeno es su largo periodo de incubacion antes de aparecer los sintomas. El tiempo de
infeccion puede ser de 3 a 8 semanas, pudiendo variar segun la edad del fruto, la severidad
del ataque, la susceptibilidad del arbol y las condiciones de clima, principalmente presencia
de lluvias, mientras que, en frutos tiernos, en dias lluviosos y calurosos, el periodo de

incubacidn se acorta a tres semanas (13).

2.2.2.4. Manejo de la enfermedad

En una plantacion de cacao desatendida técnicamente, la Moniliasis puede destruir hasta el
100 % en los frutos (17), lo que hace antiecondémico el cultivo aun en épocas de buenos
precios en el mercado. Por el contrario, cuando se realizan practicas de manejo como control
de malezas, podas a los arboles de cacao, regulacion de sombra, hace remocion frecuente de
frutos enfermos y mejora los drenajes, entre otras practicas, las pérdidas en la produccion

pueden reducirse considerablemente (16).

Para tener estos bajos niveles de incidencia de la enfermedad, es necesario no desatender las
otras labores agricolas como deshijes, la chapia, el despunte de ramas y eliminacion de
aquellas ramas entrecruzadas, cosechas frecuentes de frutos sanos y enfermos y finalmente
la fertilizacion, ya sea con abonos organicos o quimicos, teniendo como base los resultados

del analisis quimico del suelo (17).

Existen diversas técnicas de manejo que permiten realizar un control parcial de la
enfermedad. Todas tienen como objetivo eliminar por completo el indculo del patdégeno, sin
embargo, sélo llevan a reducir los dafios. Los métodos usados varian solo en el proceso y la
herramienta base, otorgando un nombre segun el modo de aplicacion. Entre los mas comunes

se encuentran (17):

e Control cultural

Para un control satisfactorio de la enfermedad se deben realizar podas frecuentes y suaves a
los arboles, controlar la sombra del cultivo y remover los frutos con sintomas para su
posterior incineracion. Adicionalmente, se propone una frecuencia con la que se deberian
hacer las remociones de los frutos, teniendo en cuenta los sintomas de la enfermedad, la

época del afio y la metodologia de poda. Se recomienda entonces, que la remocion de frutos
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con sintomas se haga cada siete dias, para evitar asi que el hongo alcance la fase de
esporulacion y diseminacion de las esporas a frutos sanos. Finalmente, es factible hacer
podas de mantenimiento, dos veces al afio, justo despues de la cosecha, para incrementar el

namero de flores y frutos en los arboles (19).

e Control quimico

Para el control de la moniliasis tradicionalmente se han empleado productos protectantes,
con una eficiencia limitada. No obstante, se han venido enriqueciendo con sulfato de cobre
en dosis de 2 kg/ha y protectantes organicos, lo que muestra una reduccion en la incidencia
de la enfermedad. Estos productos deben ser aplicados en cultivos con alta densidad,
semanalmente, durante tres meses, e iniciando en los picos mas altos de floracion. Por otro
lado, los fungicidas sistémicos pueden mejorar la eficiencia en el control de M. roreri pero

incrementan los costos de produccion (19).

e Control biologico

Se basa en la implementacion de organismos vivos (microorganismos) como herramienta
base en la erradicacion o reduccion del indculo de un patégeno. Se emplean organismos
antagonistas nativos para la inhibicion del crecimiento del patdgeno. Este tipo de control
debe ser utilizado conjuntamente con otros métodos. Se han obtenido resultados promisorios
utilizando microorganismos como Trichoderma sp., Clonostachys rosea y C. byssicola para

controlar M. roreri (19).

e Control genético

El control de enfermedades fungicas en utilizacién de clones resistentes, sin duda, la
alternativa mas atractiva para los agricultores ya que por este método se reducen
drasticamente los costos de produccion y se favorece el medio ambiente. No obstante, hasta
la fecha se han desarrollado muy pocos genotipos altamente resistentes a las infecciones, 1o
que indica que gran parte de la poblacién vegetal actual contiene genotipos débiles,

vulnerables a infecciones por patdgenos. Para minimizar este riesgo, dependiendo del sitio
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de cultivo, es necesario seleccionar clones de cacao adecuados, se debe implementar la

siembra de hibridos o clones con mayor resistencia (17).

2.2.3. Uso de extractos de plantas para el control de enfermedades

A nivel mundial muchos investigadores han demostrado los efectos negativos que tienen los
extractos vegetales de ciertas especies sobre el desarrollo de fitopatdgenos (20). El empleo
de plantas que son consideradas malezas resulta una fuente econémica y muy importante de

obtencidn de extractos vegetales con actividad antimicrobiana (21).

Entre los principales compuestos que tienen actividad antifungica tenemos: fenoles, acidos
fenolicos, quinonas, flavonoles, flavonoides, taninos y cumarinas, compuestos que forman
parte de las plantas y que sirven como mecanismos de defensa frente a los patdgenos (22).
Cabe destacar, que a diferencia de los compuestos vegetales con accion insecticida los
compuestos de origen vegetal con accion fungicida tienen relativamente muy baja o poca

toxicidad lo que incrementa su potencial para el desarrollo de fungicidas botanicos (23).

Los compuestos como fenoles, acidos fenolicos, quinonas, flavonoles, flavonoides, taninos
y cumarinas tienen registros de actividad antifungica, compuestos que forman parte de las

plantas y que sirven como mecanismos de defensa frente a los patdégenos (4).

Algunos patdgenos fungicos de importancia econdmica han sido utilizados para pruebas
frente a extractos vegetales. Por ejemplo, los extractos vegetales de neem (Azadirachta
indica), cebolla (Allium cepa) y ajo (Allium sativum) han mostrado tener efectos negativos
sobre el desarrollo del patdgeno Cercospora cajani en frejol gandul (Cajanus cajan L.) a
nivel de campo (24). En estudios in vitro se ha encontrado que los extractos de ajo
presentaron un efecto similar sobre el desarrollo del micelio de Phytium ultimum, resultados
que fueron similares a los observados en los tratamientos quimicos (captan y metalaxyl), lo

que indicaria el potencial de esta especie para el control del patdgeno.

En investigaciones similares, extractos de especies de malezas como Cyperus rotundus
inhibieron la germinacion de esporas y/o desarrollo de micelio de Colletotrichum

gloesporoides y Curvularia spp (25), Fusarium udum (26), Puccinia arachidis (27) entre
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otros patdgenos; resultados similares han sido observados por extractos obtenidos a partir
de Amaranthus spp. frente a patdgenos como Alternaria alternata, Fusarium solani,
Candida albicans, Fusarium oxysporum, Trichoderma sp. y Aspergillus ochraceus (28);
Tagetes minuta frente a Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum y Sclerotium rolfsii

(29); Euphorbia hirta frente a Fusarium moniliforme y Phoma sorghina (30).

En el caso de patdgenos del cultivo de cacao, muy pocas investigaciones se han llevado a
cabo para evaluar el uso de extractos frente a los agentes causales de las principales
enfermedades del cultivo, y aunque los resultados han sido efectivos muy poca atencion se
ha enfocado en el desarrollo de herramientas de manejo de la enfermedad que incluyan estas
opciones (29). Extractos de romero y lavanda han mostrado efecto sobre las especies de
Phytophthora spp. que afectan al cacao (32). En el caso de la moniliasis, especies como
Lippia spp. (33) , Origanum vulgare, Tradescantia spathacea y Zingiber officinale han
usadas para preparar extractos o destilados con los que se han enmendado medios de cultivo
sobre los que se ha evaluado el desarrollo de M. roreri encontrandose que las especies
vegetales tienen un efecto negativo sobre la germinacién y desarrollo de micelio del
patogeno (34) (35).

Los extractos de A. espinosus a partir tanto de raices, hojas, como de flores fueron efectivos
para disminuir la germinacion de esporas de P. pachyrhizi, provocan mayor porcentaje de
lisis de esporas del mencionado hongo. Amaranthus contiene alcaloides, flavonoides,
taninos, saponinas y terpenoides por lo que puede ser utilizado como fungicida botanico para

controlar la germinacion de esporas (45).

La concentracion en la que se aplican los diferentes extractos vegetales es un factor clave
para el control de enfermedades causadas por diferentes patdgenos. Mukherjee et al (2011),
evidencidé que al incrementar la concentracién de los extractos de S. macrophylla, Z.
officinale, N. tabacum, C gigantea, A. sativum y S. apetala, desde el 30 al 70%, se
incremento significativamente la inhibicién del crecimiento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides desde el 21.51% hasta un 41.04%.
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2.2.4. Plantas utilizadas en el proyecto de investigacion

A continuacion, se resume la informacion botanica de las plantas a ser utilizadas en el
presente estudio de acuerdo a lo publicado en el Manual de Identificacion Taxonémica de
Malezas (36).

2.2.4.1. Bledo (Amaranthus bledo)

Esta planta pertenecer a la familia Amaranthaceae. Es de tipo anual y erecta, llegando a
alcanzar hasta un metro de altura. Posee tallos redondos con rayas longitudinales, a veces de
color rojizo. Sus hojas son opuestas, ovadas, rombicas, de hasta 12 cm de largo y de hasta
6.5 cm de ancho, puntiagudas, angostadas en la base, peciolos delgados, de 12 cm de largo.
La inflorescencia es una espiga, terminal, erguida, de 10 a 20 cm de largo, formada por
pequefias flores, las cuales tienen cinco tépalos ampliamente lanceolados, los externos
ligeramente mas largos que los internos, puntiagudos, con escasos pelillos. Sus frutos son
subglobosos, de 1.5 a 2.5 mm de largo, se abre transversalmente. Las semillas son de

contorno circular, de color negro, brillante, de mas 0 menos 1.2 mm de diametro (36).

2.2.4.2. Teatina (Scoparia dulcis)

La teatina pertenece a la familia Plantaginaceae. Es una especie anual a perenne en funcién
de las condiciones de humedad del suelo. Se multiplica principalmente por semillas. El tallo
es poligonal y lleno. A menudo es sublignificado en la base. Es glabro. Las hojas son
opuestas o verticiladas en tres. Son simples y sésiles. EI limbo es oblanceolado, largo de 2.5
a 5 cm y ancho de 1.5 cm. La base es atenuada en angulo agudo, formando un pseudo-
peciolo. El apice es en angulo ancho. Las dos caras son glabras y con glandulas verdes,
brillantes. EI margen es entero en la mitad inferior y dentado en la mitad superior. Las flores
son solitarias o por pares en la axila de las hojas. Son de color azulado. Son portadas por un
pedunculo de 6 a 8 mm de largo. El céliz esta formado de 5 sépalos libres casi hasta la base.
Son de forma eliptica, terminan en punta en el apice. Son finamente pubescentes. La corola
estd formada de 4 pétalos, raramente 5, libres casi hasta la base. Son ovales, con apice
apiculado. La totalidad del caliz y la corola tiene un largo de 3 a 4 mm. Los 4 estambres

poseen anteras con 2 loculos iguales. El ovario esta coronado por un estilo filiforme que no
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rebasa la corola. Las semillas son en extremo pequefias midiendo 0,1 mm de largo. Son de
forma obcdnica (36).

2.2.4.3. Coquito (Cyperus odoratus)

Pertenece a la familia Cyperaceae. Es de tipo perenne, con raices fibrosas. Puede llegar a
alcanzar hasta 60 cm de alto. El tallo es triquetro, hasta de 5 mm de ancho. Las hojas tienen
laminas en forma de V o de M, de 10 a 65 cm de largo y de 4 a 12 mm de ancho. La
inflorescencia consta de bracteas de 5 a 9, horizontales a ascendentes, rayos hasta 25 cm de
largo, espigas sésiles, de 14 cm de largo; Espiguillas: Oblongas a lineares, teretes de 5 a 27
mm de largo y hasta 2 mm de ancho, cafés a rojizas. El fruto es aquenio de seccidn triangular
con alas persistentes, de hasta 2 mm de largo y hasta 1 mm de ancho, casi liso, café a negro,

la superficie con puntuaciones diminutas (36).

2.2.4.4. Rosa de muerto (Tagetes minuta)

Esta planta se encuentra dentro de la familia Asteraceae. Es una planta de ciclo anual, de
0.30 hasta 1.80 m de alto. El tallo es erecto cilindrico. Sus hojas son de 8 a 15 cm de largo,
foliolos de 9 a 17, estrechamente lanceoladas a linear-lanceolados de 1.2 a 2.5 y hasta 5 cm
de largo por 0.2 hasta 0.7 mm de ancho. La inflorescencia consta de cabezuelas
(inflorescencia flores densas, sésiles, sobre una estructura parecida a un cojin) en corimbos
(flores a una misma altura, pero con pedicelos de diferentes longitudes), pedunculo (sostén
de la inflorescencia) de 0.1 a 0.5 cm de largo. Involucro (grupo de hijitas que rodean a la
inflorescencia) de 0.7 a 1 cm de largo por 0.15 a 0.3 cm de ancho. Las flores son liguladas
(flores periféricas) de 1 a 3, amarillas, ovadas (con forma de huevo) a elipticas de 0.1 a 0.2
cm de largo. Flores del disco (flores centrales) de 3 a 5, corola de 0.3 a 0.4 cm de largo.
Vilano (caliz modificado) 1 o 2 de escamas subuladas (angostamente triangular) de 0.2 a 0.3
cm de largo. El fruto de esta planta es una capsula (fruto simple, seco que abre al madurar)
desde 0.45 hasta 0.7 cm de largo (36).

2.2.4.5. Lechosa (Euphorbia hirta)

La lechosa es una maleza que pertenece a la familia Euphorbiaceae. Es una planta herbacea

anual, erecta o decumbente, pilosa. Tamafio: Hasta de 50 cm de largo. Posee tallo ramificado
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en forma dicotdmica, de hasta 60 cm de largo, con tricomas cortos y patentes. Sus hojas son
opuestas, ovadas a romboides, estipulas pequefias, en forma de aristas, margenes aserrados,
de 0.4 a 4 cm de largo y de 0.3 a 3 cm de ancho. Inflorescencia: Ciatios aglomerados en
cimas en forma de umbela, terminales; involucros pequefios, de hasta 1 mm de alto,
petaloides blancos a rojizos densamente pubescente. El fruto es una cépsula trilobada, con
pelos cortos. Posee semillas ovoides de 0.7 a 1.2 mm de largo, de color café rojizo (36).

2.2.4.6. Verdolaga (Portulaca oleracea)

Es de la familia Urticaceae. Es una planta de tipo herbacea anual, erecta. Tamafio: De hasta
40 cm de alto. Posee tallos suculento, carnoso, glabro, ramificado. Las hojas son opuestas,
pecioladas, cada par difiere de tamafo, generalmente de hasta 6 mm de largo, pecioladas,
glabras, ovadas y se encuentran agrupadas a lo largo del tallo, excepto en el apice. Las
inflorescencias son axilares, en cada axila se encuentran de 5 a 25 flores, cortamente
pedunculadas. Presente flores pequefias, de aproximadamente 1 mm de largo, las femeninas
de color blanquecino, las flores masculinas de color rojizo. Su fruto es seco, ovado, de hasta
0.6 mm de largo, de color negruzco, cada fruto contiene una semilla. Las semillas son ovadas

de color cafe, lisas (36).
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CAPITULO 111

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion de la investigacion

La presente investigacion de llevo a cabo en el laboratorio de Rumiologia del campus “La
Maria”, de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, ubicada en el km 7.5 de la via
Quevedo — EI Empalme, recinto San Felipe, cantdbn Mocache, provincia de Los Rios,
ubicada entre las coordenadas geograficas de 01° 06’ de latitud Sur y 79° 29’ de longitud
Oeste, a una altitud de 120 m.s.n.m con una temperatura media de 25.8 °C.

3.2. Tipo de investigacion

La investigacion se fundamento bajo la linea de investigacion No. 2 de la UTEQ:
“Desarrollo de conocimiento y tecnologias de agricultura alternativa aplicable a las
condiciones del trépico himedo y semihiimedo del Litoral Ecuatoriano”, al evaluar el efecto
de seis extractos vegetales sobre el desarrollo del agente causal de la moniliasis (M. roreri)
del cacao (Theobroma cacao L). La investigacion fue de tipo experimental-exploratoria
consiste en determinar el efecto de extractos etandlicos vegetales sobre el desarrollo in vitro
de fitopatogenos para el control de enfermedades de importancia economica en el cultivo de

Ccacao.

3.3. Métodos de investigacion

Se utilizé los métodos inductivo, deductivo y analitico. EI primero permitio plantear las
variables de respuesta, el segundo posibilito la determinacion del efecto de los extractos
sobre la germinacion de esporas y evaluar el crecimiento, viabilidad y estructura del micelio
del patégeno M. roreri, en medios de cultivo enmendados con extractos vegetales.
Finalmente, el método analitico sirvio para el analisis e interpretacion de los resultados

obtenidos en la evaluacion de las variables de respuesta.

3.4. Fuentes de recopilacion de la investigacion

La informacion obtenida en la investigacion se consiguié mediante fuentes primarias a través
de la obtencién de medios de cultivo y como fuentes secundarias se utilizo: libros, articulos

cientificos, tesis de ingenieria, entre otros.
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3.5. Disefio de la investigacion

Se aplic6é un disefio completamente al azar (DCA) con un arreglo factorial 3x6+1 en 10
repeticiones, considerando como unidad experimental una caja de Petri. Se consideraron dos
factores en estudio: concentraciones y extractos, cuyas combinaciones se compararon con
un tratamiento control. Para establecer diferencias entre las medias de los tratamientos se
hizo uso de la prueba de rango multiple de Tukey (P<0.05). El procesamiento estadistico se

lo realizé en “R”

Tabla 1. Esquema del analisis de varianza utilizado

en el ensayo
Fuentes de variacion Grados de libertad
Concentraciones 2
Extractos 5
Concentraciones * Extractos 10
Control vs factorial 1
Error 171
Total 190

Modelo matematico
Yijk = p+ ai+ Bj + (a.BB) ij + eijk
Donde:
u  =esel efecto de la media
ai  =es un efecto del nivel “i-ésimo” del factor A
Bj = esun efecto del nivel “j-ésimo” del factor B
(o .B)ij = es un efecto debido a la interaccion del “i-esimo” nivel del factor A con el “jota-
¢sio” nivel del factor B

eijk = es un efecto aleatorio (2).

3.5.1. Factores estudiados

3.5.1.1. Concentraciones

C1: 10% viv
C2: 20% viv
Cs: 30% viv
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3.5.1.2. Extractos

E1
E>
Es

: Bledo (Amaranthus bledo)

: Coquito (Cyperus odoratus)

: Lechosa (Euphorbia hirta)

E4: Rosa de muerto (Tagetes minuta)

Es
Es

3.5.2. Tratamientos estudiados

: Teatina (Scoparia dulcis)

: Verdolaga (Portulaca oleracea)

La combinacion de los dos factores en estudio reflejo 18 tratamientos, los mismos que se

compararon con un tratamiento control (testigo), tal como se describen a continuacion:

Tabla 2. Descripcion de los tratamientos evaluados

Trat Cod. Concentracion Extractos UE
T.  CiEa Bledo (A. bledo) 10
T, CiE2 Coquito (C. odoratus ) 10
Ts  CiEs Lechosa (E. hirta ) 10

10% viv _
Ts  CiE4 Rosa de muerto (T. minuta) 10
Ts  CiEs Teatina (S. dulcis ) 10
Te  CiEs Verdolaga (P. oleracea) 10
T CEx Bledo (A. bledo) 10
Ts  CoE2 Coquito (C. odoratus) 10
To  CaEs Lechosa (E. hirta) 10

20% viv )
Tio CoE4 Rosa de muerto (T. minuta) 10
T  CoEs Teatina (S. dulcis ) 10
Tz CaEs Verdolaga (P. oleracea) 10
Tiz GCsEx Bledo (A. bledo) 10
Tiu  CsE2 Coquito (C. odoratus) 10
Tis  CsEs 30% viv Lechosa (E. hirta ) | 10
Tie  CsEq Rosa de muerto (T. minuta) 10
Tz CsEs Teatina (S. dulcis) 10
Tis  CsEs Verdolaga (P.oleracea) 10
Ti9 Control Testigo sin aplicacion de extractos 10
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3.6. Procedimiento experimental

3.6.1. Cultivo y conservacién del patégeno

Para este estudio se utilizé el aislamiento del patogeno M. roreri (cddigo MR. Nacional 01)
perteneciente a la coleccion de fitopatogenos del Laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo, previamente obtenido a partir de tejidos infectados
de mazorcas de cacao (T. cacao L.) e identificado molecularmente por los técnicos del

laboratorio.

Los cultivos puros del patogeno fueron obtenidos a partir de la cepa madre mediante repique
en cajas de Petri con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) incubados durante quince

dias a temperatura ambiente (25 °C).

3.6.2. Obtencion de los extractos vegetales

Las plantas a usarse en el estudio fueron previamente seleccionadas para el proyecto de
investigacion en funcion de su potencial actividad antimicrobiana y/o antioxidante, a través

de indices fitoquimicos bibliograficos y su disponibilidad en la region.

Las seis plantas que se estudiaron fueron: bledo (A. bledo), coquito (C. odoratus), lechosa

(E. hirta), rosa de muerto (T. minuta), teatina (S. dulcis) y verdolaga (P. oleracea).

De cada planta se colectaron muestras de hojas, tallos y flores que fueron secadas en estufa
a 35 °C hasta que alcancen peso constante. Las muestras secas se trituraron con un molino
y se colocaron en una solucion hidroetanolica (50% agua destilada estéril y 50% etanol) a
razon de 140 g de tejido vegetal triturado por litro de solucion. Después de un periodo de
ocho dias se obtuvo los extractos mediante filtracion con papel filtro estéril, las soluciones
obtenidas fueron sometidas a un proceso de eliminacion de alcohol usando un

rotoevaporador. Los extractos fueron conservados en botellas de vidrio estéril a 14 °C.
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Figura 1. Flujograma del proceso de investigacion

Elaboracién: Autora

25



3.7. Variables evaluadas

3.7.1. Efecto de los extractos vegetales sobre el porcentaje de germinacion

de esporas

Para obtener esporas del patdgeno M. roreri se realizaron subcultivos en placas de Petri
conteniendo medio PDA. La incubacidn se realiz6 durante 24 dias a 25 °C+2 °C. Al finalizar
el periodo de incubacion, en cada placa se colocaron 20 ml de agua destilada estéril con
Tween 20 al 0.01 % y con la ayuda de un asa de Drigalsky se removieron las esporas de la
superficie del medio de cultivo. La suspension se ajustd a una concentracion de 1 x 108

conidias/ml.

El medio de cultivo utilizado en este ensayo fue PDA enmendado con los extractos vegetales
en tres concentraciones diferentes. Para ello se prepar0, el medio PDA que luego se diluyo
y mezclo con los extractos (a una temperatura de 55 °C) en las tres concentraciones
estudiadas: 10, 20 y 30% v/v. Adicionalmente, se prepard medio de cultivo sin enmendar

para el control.

La inoculacion se realizé distribuyendo 100 uL de la suspension de conidios sobre la
superficie del medio de cultivo. Por cada extracto/concentracion se inoculé diez placas de
Petri; ademas, se inoculd el patdgeno en diez placas con medio PDA (control). La incubacion
se realizo a una temperatura de 25 °C+2 °C. Las evaluaciones se realizaron a las 8, 16 y 24
horas después de la inoculacién. Para ello, en cada ocasion se realizd observaciones al
microscopio (lente objetivo 40 X), y cuando el control alcanzo el 100 % de germinacion se
detuvo la germinacion en todos los tratamientos colocando cuatro gotas de una solucion de
Trypan Blue al 0.4 %, se escogieron cuatro campos Opticos para realizar contaje de cien
esporas (germinadas y no germinadas) por cada caja de Petri y con estos datos se calcularon

los porcentajes de germinacion. Siendo por tanto de cada cien esporas observadas:

N° esporas germinadas = % esporas germinadas

N° esporas no germinadas = % esporas no germinadas
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3.7.2. Efecto de extractos vegetales sobre el crecimiento y viabilidad del

patdgeno

Para evaluar el efecto de los extractos vegetales sobre el crecimiento del micelio del
patdgeno se inoculd M. roreri en medio de cultivo PDA enmendado con los extractos
vegetales en tres concentraciones diferentes: 10, 20 y 30% v/v.

Inicialmente, se obtuvieron cultivos del patégeno en PDA de 21 dias de edad. Para ello, a
partir del cultivo madre se realizaron repiques a placas de Petri conteniendo 20 ml de medio
PDA estéril. Las placas se incubaron a 25 °C+2 °C durante 21 dias en oscuridad.

Los medios enmendados se prepararon mezclando medio PDA 100% (diluido y a una
temperatura de 50 °C) con los extractos en las concentraciones antes mencionadas. Se
inocularon diez placas de Petri por cada uno de los extractos y tres concentraciones
diferentes. La inoculacion se realizé colocando discos de micelio del patdgeno de 5 mm de
diametro en el centro de cada placa de Petri previamente envasada con 20 ml de medio de
cultivo enmendado. Adicionalmente, se inocularon diez placas de Petri conteniendo medio
PDA sin enmendar (testigo). La incubacion se realiz6 a 25 °C+ 2°C durante 24 dias tiempo
en el que el micelio en el control cubrid totalmente la superficie de la placa de Petri (9 cm
de didmetro). Durante el periodo de incubacion se registro el didmetro de crecimiento de M.
roreri cada 48 horas, con los datos obtenidos se elabor6 una curva de crecimiento y se
calcularon los porcentajes de inhibicidn, con los valores registrados a los 24 dias a través de

la formula:

Diametro del testigo — Diametro del tratamiento

Porcentaje de inhibicion= Diémetro del testigo x100

En aquellos tratamientos/repeticiones en donde no se presentd crecimiento de los
microrganismos, se tomaron los discos de micelio usados como inéculo y se colocaron en
placas de Petri conteniendo medio PDA estéril, con la finalidad de determinar su viabilidad.
Se establecieron los testigos siguiendo el mismo procedimiento del anterior (cultivo del
patdgeno en medio PDA sin enmendar). La evaluacion se realizé una vez que los testigos
cubran completamente el medio de cultivo y consistid en registrar los diametros de

crecimiento de los patdgenos en cada una de las placas. Aquellas placas en donde no se
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registré crecimiento se consideré como muerte del micelio y en ese caso se consideré como
efecto fungicida. Con los datos obtenidos (nimero de placas sin crecimiento) se calculo el
porcentaje de accion fungicida por cada uno de los extractos y concentraciones usadas:

Numero de placas con muerte del micelio

Porcentaje de accion fungicida = NGmero de placas del testigo x100

3.7.3. Efecto de extractos vegetales sobre la estructura del micelio de M.

roreri

Para evaluar el efecto de los extractos vegetales sobre la estructura del micelio del patégeno
se inoculé M. roreri en medio de cultivo liquido Papa Dextrosa enmendado con los extractos

vegetales en tres concentraciones diferentes: 10, 20 y 30% v/v.

Inicialmente, se obtuvieron cultivos del patdogeno en PDA de 21 dias de edad. Para ello, a
partir del cultivo madre se realizd repiques a placas de Petri conteniendo 20 ml de medio

PDA estéril. Las placas se incubaron a 25 °C+2 °C durante 21 dias en oscuridad.

Los medios enmendados se prepararon utilizando medio liquido Papa Dextrosa 100% al que
se le afiadio los extractos en las concentraciones antes mencionadas. Se inoculd tres matraces
Erlenmeyer de 25mL (10 ml de medio liquido cada uno) por cada uno de los extractos y tres
concentraciones diferentes, en cada matraz se colocaron dos discos de micelio del patégeno
de 5 mm de diametro. Adicionalmente, se inoculo tres matraces con medio sin enmendar
(testigo). La incubacion se realizd a 25°C+2°C durante 15 dias, al final de los cuales se
realizd la evaluacion de la estructura del micelio y desarrollo del mismo en los medios

liquidos.

Por cada matraz se retiraron los discos de micelio y se verificd su crecimiento.
Adicionalmente, en los tratamientos con crecimiento micelial se preparé placas para
observacién microscépica con aumento de 100X. De acuerdo a la estructura del micelio del

patégeno en cada tratamiento se le asignaron los valores:
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Tabla 3. Valores utilizados para evaluar la estructura del micelio de M. roreri

Valores Descripcion

0(-) Sin crecimiento de micelio

Crecimiento del micelio con estructuras celulares y citoplasma alteradas,
desorganizacion de los contenidos celulares

2 (++)  Crecimiento de micelio sin alteraciones en el citoplasma

1(+)

3.8. Recursos humanos y materiales

3.8.1. Recursos humanos

Esta investigacion se realizo con la orientacion metodologica por parte de la Ing. Raquel
Guerrero, Ing. Pablo Ramos e Ing. Erick Eguez miembros del equipo del Proyecto de
Investigacion “Aprovechamiento de la actividad antifungica de plantas para el control de
enfermedades en cultivos de interés econémico” financiado por la Universidad Tecnica
Estatal de Quevedo a través del Fondo Competitivo de Investigacion Cientifica y

Tecnoldgica FOCICYT quinta convocatoria extraordinaria.

3.8.2. Recursos materiales

3.8.2.1. Materiales

e Agitador calentador magnético.
e Autoclave

e Balanza

e Camara de aislamiento.

e Céamara de incubacion

e Estufa

e Lupa estereoscopica Difco R

e Microscopio

¢ Roto evaporador

e Trituradora
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3.8.2.2. Equipos

Algodon

Botellas para medios de cultivo
Cajas Petri

Embudos

Jeringas

Matraces

Mechero

Papel aluminio

Papel filtro

3.8.2.3. Insumos

Agua destilada

Alcohol

PDA (agar de papa dextrosa) D
Trypan Blue

Tween 20

3.8.2.4. Materia prima

Bledo (A. hybridus)
Coquito (C. odoratus)
Rosa de muerto (T. minuta)
Teatina (S. dulcis)
Verdolaga (P. oleracea)
Lechosa (E. hirta)

3.8.2.5. Materiales de oficina

Agenda

Computadora
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Esferos

Hojas de papel bond A4
Impresora

Léapiz

Pendrive

Regla
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados

4.1.1. Efecto de los extractos vegetales sobre el porcentaje de germinacion

de esporas.

En la Tabla 4, se presenta el efecto de los extractos vegetales sobre la germinacion de las
esporas de M. roreri. Todos los extractos evaluados tuvieron un efecto sobre la germinacion
de esporas, observandose que en todos los casos al aumentar las concentraciones disminuye

el porcentaje de germinacion de las mismas.

Se observé que los extractos que tuvieron mayor efecto sobre la germinacion de esporas
fueron los de las especies A. bledo, E. hirtay T. minuta, los cuales no presentaron diferencias
estadisticas entre ellos, llegando a inhibir en el caso de A. bledo el 100% de la germinacion
en las tres concentraciones, mientras que en las especies E. hirtay T. minuta las esporas del
patogeno germinaron en 0.40 y 1.40%, respectivamente, cuando se enmendd el medio con
la concentracion del 10%. En ambos extractos no se observaron esporas germinadas en las

concentraciones de 20 y 30%.

Las esporas del patdgeno no germinaron en los medios de cultivo enmendados con las
especies C. odoratus y P. oleracea, en las concentraciones de 20 y 30%, sin embargo, se
observaron esporas germinadas en los medios enmendados con los extractos al 10%,

obteniéndose porcentajes de germinacion de 21.40y 26.60 %, respectivamente.

Por otra parte, el extracto con el que se obtuvo germinacion de las esporas en todas las
concentraciones fue S. dulcis con porcentajes de germinacion de 38.80% de esporas
germinadas (medio enmendado con 10% de extracto), 6.5% (medio enmendado con 20% de
extracto) y 1,80% (medio enmendado con 30% de extracto), lo que indicaria que de los seis
extractos evaluados S. dulcis seria la especie con menor efecto sobre la germinacion de las

esporas de M. roreri.
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Tabla 4. Efecto de los extractos vegetales sobre la germinacion de esporas del patdgeno

M. roreri
) Porcentajes de germinacion de M. roreri
Especie
Medio al 10 % Medio al 20 % Medio al 30 %

Bledo (A. bledo) 0.00 d 0.00 b 0.00 b
Coquito (C. odoratus) 2140 c 0.00 b 0.00 b
Lechosa (E. hirta) 040 d 0.00 b 0.00 b
Rosa de muerto (T. minuta) 140 d 0.00 b 0.00 b
Teatina (S. dulcis) 38.80 a 6.50 a 180 a
Verdolaga (P. oleracea) 26.60 b 0.00 b 0.00 b

Promedios con la misma letra en cada grupo de datos, no difieren estadisticamente segln la prueba de Tukey al 5%.

En la Tabla 5, se muestran los resultados del analisis del efecto de las concentraciones de
los extractos sobre la germinacion de esporas de M. roreri. Los resultados indican que en
los extractos de A. bledo, E. hirta y T. minuta, no se encontraron diferencias significativas
entre las concentraciones evaluadas, evidencidndose que todos afectan significativamente la

germinacion de esporas del patdgeno aun en la concentracién mas baja (10%).

Para los extractos restantes, la concentracion de 10% mostro diferencias significativas por
encima de las concentraciones de 20 y 30%, registrandose valores de 21.40, 38.80 y 26.60%
de germinacion en los extractos de C. odoratus, T. minuta y P. oleracea aplicados al 10%,

respectivamente.

Tabla 5. Efecto de las concentraciones de los extractos vegetales sobre la germinacion de

esporas in vitro del patégeno M. roreri

Concentraciones A.bledo  C.odoratus E. hirta T.minuta S. dulcis P. oleracea
C1: 10% viv 0 214 a 0.4 14 38.8 a 26.6 a

C2: 20% viv 0 0 b 0 0 6.5 b 0 b
Cs: 30% v/v 0 0 b 0 0 1.8 C 0 b

Promedios con la misma letra en cada grupo de datos, no difieren estadisticamente segun la prueba de Tukey al 5%.

34



4.1.2. Efecto de extractos vegetales sobre el crecimiento y viabilidad

micelial del patdgeno

El efecto de los sustratos vegetales sobre la inhibicion del crecimiento micelial in vitro del
patdgeno M. roreri se presenta en la Tabla 6. Los resultados muestran que el extracto de
Bledo (A. bledo) usado al 10% tuvo mayor porcentaje de inhibicién sobre el crecimiento
micelial (100%) del patégeno, mostrando diferencias significativas con los demés extractos.
Los tratamientos con extractos de E. hirta y C. odoratus al 10% registraron porcentajes de
inhibicion de 46.11 y 21.29%, respectivamente, mientras que los extractos restantes en esta

concentracion, no provocaron efecto alguno sobre el crecimiento micelial.

Al evaluarse el uso de los extractos a una concentracion del 20%, los porcentajes mas altos
de inhibicion del crecimiento micelial de M. roreri se obtuvieron con A. bledo, E. hirtay T.
minuta, alcanzandose con los dos primeros el 100%, y 97.64% de inhibicion con el tercero,
superando significativamente a los demas que registraron entre 12.24y 60.23% de inhibicion

del crecimiento micelial. El extracto de C. odoratus no inhibio el crecimiento micelial.

Cuando se aplicaron los extractos en una concentracion del 30%, no se encontraron
diferencias significativas entre los extractos aplicados, evidenciandose que todos éstos, a
excepcion del de C. odoratus que mostré un 98.24% de inhibicidn, alcanzaron un 100% de

inhibicion del crecimiento micelial del hongo.

Tabla 6. Efecto de los extractos vegetales sobre la inhibicion del crecimiento micelial in

vitro del patégeno M. roreri

Inhibicion del crecimiento micelial

Extractos
Medio al 10 % Medio al 20 % Medio al 30 %

Bledo (A. bledo) 100.00 a 100.00 a 100.00
Coquito (C. odoratus) 21.29 ¢ 60.00 d 98.24
Lechosa (E. hirta) 46.11 b 100.00 a 100.00
Rosa de muerto (T. minuta) 0.00 d 97.64 a 100.00
Teatina (S. dulcis) 0.00 d 1224 ¢ 100.00
Verdolaga (P. oleracea) 0.00 d 60.23 Db 100.00

Promedios con la misma letra en cada grupo de datos, no difieren estadisticamente segun la prueba de Tukey al 5%.
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En lo correspondiente al efecto de las concentraciones sobre la inhibicion del crecimiento
micelial de M. roreri, como se muestra en la Tabla 7, las concentraciones no difirieron entre
si para el extracto de A. bledo, con un 100.00% de inhibicion en cada concentracion. En los
extractos de C. odoratus, T. minuta, S. dulcis y P. oleracea, la concentracion 30% mostro
mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial, evidencidndose diferencias

significativas por encima de las concentraciones de 10 y 20%.

Las concentraciones del extracto de E. hirta al 20 y 30% mostraron un 100.00% de
inhibicion del crecimiento micelial de M. roreri, cada una, superando estadisticamente a la

concentracion del 10% que registr6 un 46.12% de inhibicién.

Tabla 7. Efecto de las concentraciones de los extractos vegetales sobre la inhibicion del

crecimiento micelial in vitro del patdgeno M. roreri

Concentraciones A.bledo  C. odoratus E. hirta T. minuta S dulcis P. oleracea
Ci1:10% 100.00 a 21.29 c 4612 b 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢
C2: 20% 100.00 a 60.00 b 100.00 a 9765 b 1224 b 60.24 b
Cs: 30% 100.00 a 98.24 a 100.00 a 100.00 a 100.00 a 100.00 a

Promedios con la misma letra en cada grupo de datos, no difieren estadisticamente segin la prueba de Tukey al 5%.

Los analisis de correlacion de las concentraciones de cada uno de los extractos y el tiempo
de evaluacion del didmetro micelial de M. roreri, reflejaron coeficiente de determinacién
superiores al 0.88, que por ser méas proximos a 1, demuestran que la variacion observada del

diametro del micelio del patdgeno puede ser explicada en funcién del tiempo de evaluacion.
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Figura 2.

Cultivos de M. roreri en medio PDA enmendado con extractos de E. hirta al 10% (1), 20% (2) y
30% (3); T. minuta al 10% (4), 20% (5) y 30% (6); A. bledo al 10% (7), 20% (8) y 30% (9); P.
oleracea al 10% (10), 20% (11) y 30% /(12); C. odoratus al 10% (13), 20% (14) y 30% (15); v,
S. dulcis al 10% (16), 20% (17) y 30% (18).
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Al evaluarse la viabilidad de los discos de micelio del patégeno (también llamada actividad
antifungica) en aquellos tratamientos/repeticiones en donde no se presentd crecimiento en
el experimento anterior, se encontrd que la actividad antifungica del extracto de A. bledo fue
del 100% en todas las concentraciones evaluadas, es decir, que ninguno de los discos del
patégeno tenia micelio viable (micelio vivo). En la concentracion del 20% el extracto de E.
hirta también registr6 un 100% de actividad antifungica, mientras que el extracto de T.
minuta alcanzé un 50% de actividad antifungica. En el caso del extracto de C. odoratus
unicamente la concentracién del 30% mostré tener actividad antifingica (80%), en este caso
los discos de micelio que en los medios enmendados no mostraron crecimiento si se
desarrollaron en el medio PDA puro, lo que indica que el extracto inhibe el crecimiento del
micelio, pero no produce la muerte del mismo en las concentraciones de 10 y 20%. Los
extractos restantes, todos alcanzaron un 100% de actividad antifingica en la concentracion
de 30% (Gréfico 2).

Grafico 2. Accion antifungica (%) de los extractos vegetales frente al patdgeno M. roreri
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4.1.3. Efecto de extractos vegetales sobre la estructura del micelio de M.

roreri
En la Tabla 8, se presentan los cambios generados por los extractos, sobre la estructura del
micelio de M. roreri. Los extractos de bledo (A. bledo) y lechosa (E. hirta) no permitieron
el desarrollo de micelio del patdgeno en los medios liquidos enmendados. Igual efecto se

obtuvo con los extractos de C. odoratus (coquito), P. oleracea (verdolaga), T. minuta y S.
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dulcis cuando fueron utilizados para enmendar los medios de cultivo con concentraciones
de 20 y 30%. Sin embargo, los extractos de C. odoratus y P. oleracea al 10% permitieron el
crecimiento de micelio, pero se observo que las estructuras internas de las hifas del patégeno
sufrieron alteraciones a nivel de citoplasma, con desorganizacién de los contenidos
celulares. M. roreri present6 crecimiento del micelio sin mostrar alteraciones cuando crecio

en los medios enmendados con T. minuta y S. dulcis al 10%.

Tabla 8. Efecto de los extractos vegetales sobre la estructura del micelio de M. roreri
Tratamientos Valores
Control ++
Bledo 10% -
Bledo 20% -
Bledo 30% -
Coquito 10% +

Coquito 20% -
Coquito 30% -
Lechosa 10% -
Lechosa 20% -
Lechosa 30% -
Rosa 10% ++
Rosa 20% -
Rosa 30% -
Teatina 10% ++
Teatina 20% -
Teatina 30% -
Verdolaga 10% +
Verdolaga 20% -
Verdolaga 30% -

—: Sin crecimiento de micelio

+: Crecimiento del micelio con estructuras celulares y citoplasma
alteradas, desorganizacion de los contenidos celulares

++: Crecimiento de micelio sin alteraciones en el citoplasma
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Figura 3. Estructura del micelio de M. roreri en medio liquido PDA sin
emnendar (a) y medios enmendados con T. minuta al 10% (b), S.
dulcis al 10% (c), C. odoratus al 10% (d) y P. oleracea al 10% ().

4.2. Discusion

Los resultados demuestran que A. bledo y E. hirta tienen el mayor potencial para afectar el
desarrollo de los patogenos, tanto en su germinacién como en el crecimiento y viabilidad de
su micelio. El efecto observado es similar al que fue reportado por Yusnawan (45) al evaluar
los extractos de una de las especies de Amaranthus (A. espinosus), los mismos que fueron
efectivos para disminuir la germinacion de esporas de P. pachyrhizi, provocando mayor
porcentaje de lisis de esporas del mencionado hongo. EI mencionado autor sostiene que las
especies de Amaranthus sp. contienen alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas y
terpenoides por lo que puede ser utilizado como fungicida botanico para controlar la
germinacion de esporas. Esto coincide con lo sefialado por Singh y Kumar (3), quienes
sostienen que compuestos como fenoles, 4acidos fendlicos, quinonas, flavonoles,
flavonoides, taninos y cumarinas tienen registros de actividad antifangica, compuestos que

forman parte de las plantas y que sirven como mecanismos de defensa frente a los patdgenos.

Por otro lado, al evaluarse el crecimiento micelial de los hongos, se observé una tendencia
similar a la alcanzada en la germinacion, siendo el incremento de la concentracion un factor
importante para causar un mayor impacto en el crecimiento micelial, de tal manera que al
aumentarla, también se incrementa la efectividad en la inhibicién del crecimiento micelial.

Estos resultados son corroborados por los reportes de Mukherjee et al. (48), quienes al
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incrementar la concentracién de los extractos de S. macrophylla, Z. officinale, N. tabacum,
C gigantea, A. sativum y S. apetala, desde el 30 al 70%, observaron un incremento
significativo en la inhibicion del crecimiento micelial de Colletotrichum gloeosporioides

desde el 21.51% hasta un 41.04%, respectivamente.

En investigaciones similares, extractos de especies de malezas como Cyperus rotundus
inhibieron la germinacion de esporas y/o desarrollo de micelio de Colletotrichum
gloesporoides y Curvularia spp (25), Fusarium udum (26), Puccinia arachidis (27) entre
otros patdgenos; resultados similares han sido observados por extractos obtenidos a partir
de Amaranthus spp. frente a patdgenos como Alternaria alternata, Fusarium solani,
Candida albicans, Fusarium oxysporum, Trichoderma sp. y Aspergillus ochraceus (28);
Tagetes minuta frente a Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum y Sclerotium rolfsii

(29); Euphorbia hirta frente a Fusarium moniliforme y Phoma sorghina (30).

Los dafios ocasionados por los extractos de A. bledo y de E. hirta en todas las
concentraciones fueron a nivel celular dado que no solo inhibieron el desarrollo del patégeno
sino que provocaron la muerte del mismo debido al efecto de los extractos sobre la integridad
de la membrana plasmatica, puesto que esta tiene un papel crucial en el mantenimiento de
la viabilidad fdngica, tal como lo mencionan Shao et al. (41) y Tao et al. (42) en sus
investigaciones. En aquellos extractos en que se observo crecimiento micelial, pero con
alteraciones en su estructura se alcanza un efecto importante aun cuando no hay muerte
celular debido que la desorganizacion de los contenidos celulares puede afectar a posteriori
el desarrollo y multiplicacion del patogeno (41). Adicionalmente, autores como Tao et al.
(42), Shreaz et al. (43) y OuYang et al. (44), encontraron indicios que demuestran que por
ejemplo los aceites esenciales de plantas (que también son ricos en compuestos
antimicrobiano presentes en los extractos vegetales) pueden aumentar la permeabilidad de
la membrana celular y dafiar la integridad de la membrana al disminuir los componentes

importantes de la estructura de la membrana celular, los lipidos totales y el ergosterol.

42



CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

e Todos los extractos evaluados tuvieron efecto sobre la germinacion de esporas de M.
roreri, destacandose las especies A. bledo y E. hirta cuyo efecto fue considerablemente
mayor que el alcanzado con las otras malezas.

« Al igual que en el caso de la germinacion, los extractos de las especies evaluadas
ejercieron un efecto negativo sobre el desarrollo del micelio del patégeno, en donde las
especies A. bledo y E. hirta mostraron tener el mayor efecto inhibitorio sobre el
desarrollo del patgeno.

e Los extractos evaluados no solo inhibieron el desarrollo del micelio, sino que también
provocaron la muerte del micelio y alteraciones en la estructura del micelio y contenidos

celulares.

5.2. Recomendaciones

e ldentificar el tipo de compuestos con efecto antifungico presentes en las plantas
evaluadas, especialmente en las especies A. bledo y E. hirta que se destacaron por su
efecto tanto en la germinacion como en el desarrollo y viabilidad del micelio del hongo
fitopatdgeno usado en el estudio.

e Evaluar el efecto de los extractos con mayor efecto sobre el M. roreri, a nivel de campo
para determinar si el efecto se mantiene en las condiciones en la que el patdgeno se
desarrolla de manera natural.

e Determinar las dosis minimas inhibitorias de los extractos para el control de M. roreri.

e Evaluar los extractos con mejor desempefio frente a otras especies de fitopatdgenos.
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CAPITULO VII

ANEXOS



Anexo 1.

Filtrado de extractos (1), eliminacion del alcohol de los extractos en
el rotoevaporador (2), incubacion de los cultivos de M. roreri (3),
registro de didmetro de las colonias de M. roreri (4), cajas de Petri
conteniendo medios de cultivo enmendados con extractos y
colonias de M roreri (5) evaluacion microscopica de la estructura
micelial de M. roreri (6).
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