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RESUMEN

Los extractos vegetales de Rottboellia cochinchinensis poseen propiedades alelopéticas, lo
que les permite combatir patdogenos del cacao Moniliophthora roreri y Lasidiodiplodia
theobromae, inhibiendo sus esporas y proporcionando asi una alternativa organica y
sostenible a los fungicidas quimicos para el manejo de enfermedades agricolas. El objetivo
de este proyecto fue analizar los extractos vegetales de R. cochinchinensis (Lour) W.D. para
evaluar su potencial actividad fitofungicida en la agricultura. los hongos se cultivaron en
medio PDA aun pH de 5.7, con alternancia de luz y oscuridad (16/8 horas) a una temperatura
de 26-28°C durante 7 dias. Con 20 mL del extracto se incub6 en PDA con 1 mL de extracto
y distribuyéndolo en placas Petri, inoculando con micelio de 0,8 cm. Las evaluaciones se
realizaron a 3, 5y 7 dias midiendo el diametro de colonias del micelio. Se emple6 un DCA
con tres repeticiones por tratamiento. se encontrd que el extracto hidroalcohdlico fue el mas
efectivo, mostrando una diferencia significativa en términos de inhibicion, con un porcentaje
mas alto. Este extracto redujo la esporulacion de los patdgenos de manera mas eficaz que los
otros extractos evaluados. Por otro lado, el extracto de alcohol al 100% resulto ser el menos
eficaz, exhibiendo un menor porcentaje de inhibicion y un crecimiento micelial mas similar
al grupo de control. Sin embargo, en comparacion con el fungicida Ridomil, los extractos
vegetales no lograron igualar su efectividad, ya que Ridomil préacticamente detuvo casi por
completo el crecimiento micelar de los hongos. Los extractos vegetales de R.
cochinchinensis muestran potencial como agentes fitofungicidas contra M. roreri y L.
theobromae, ofreciendo una alternativa orgénica y sostenible a los fungicidas quimicos en

la agricultura.

Palabras clave: Alelopaticas, fito fungicida, micelar, inhibicion, patégenos.
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ABSTRACT

The plant extracts of Rottboellia cochinchinensis have allelopathic properties, which allows
them to combat cocoa pathogens Moniliophthora roreri and Lasidiodiplodia theobromae,
inhibiting their spores and thus providing an organic and sustainable alternative to chemical
fungicides for the management of agricultural diseases. The objective of this project was to
analyze the plant extracts of R. cochinchinensis (Lour) W.D. to evaluate its potential
phytofungal activity in agriculture. The fungi were grown in PDA medium at a pH of 5.7,
with alternating light and darkness (16/8 hours) at a temperature of 26-28°C for 7 days. With
20 mL of the extract, it was incubated in PDA with 1 mL of extract and distributing it in
Petri dishes, inoculating with 0.8 cm mycelium. The evaluations were carried out at 3, 5 and
7 days by measuring the diameter of mycelium colonies. A DCA was used with three
repetitions per treatment. It was found that the hydroalcoholic extract was the most effective,
showing a significant difference in terms of inhibition, with a higher percentage. This extract
reduced pathogen sporulation more effectively than the other extracts tested. On the other
hand, the 100% alcohol extract turned out to be the least effective, exhibiting a lower
percentage of inhibition and a mycelial growth more similar to the control group. However,
compared to the fungicide Ridomil, plant extracts failed to match its effectiveness, as
Ridomil virtually stopped the micellar growth of fungi almost completely. Plant extracts of
R. cochinchinensis show potential as phytofungal agents against M. roreri and L.
theobromae, offering an organic and sustainable alternative to chemical fungicides in

agriculture.

Keywords: Allelopathic, phytofungicide, mycelial, inhibition, pathogens.
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Introduccion

Moniliophthora roreri y Lasiodiplodia theobromae son dos enfermedades originarias de
Ameérica del Sur, de distribucién geogréfica limitada y con un fuerte impacto en la

produccion de cultivos como el cacao (Moreira et al., 2021; Pérez, 2018).

En la lucha contra enfermedades que afectan a las plantas, se recurre a los fungicidas
sintéticos como método de control. No obstante, su uso excesivo puede desencadenar dafios
fisiol6gicos en estos organismos vegetales. La precaucion en la aplicacion de estos productos
quimicos se vuelve imperativa para evitar cualquier repercusion negativa en la salud

humana, animal y el entorno ambiental (Zuccarelli, 2019; Ruano, 2019).

Las plantas han desarrollado un sistema de defensa fascinante y altamente eficiente contra
las amenazas fungosas que enfrentan en su entorno (Camacho et al., 2020). Una de las
estrategias mas impresionantes es su habilidad para producir compuestos antifungicos de
manera natural. Estos compuestos, presentes en diversas partes de la planta, como las hojas,
tallos, raices e incluso en sus secreciones, constituyen un arsenal quimico que les permite

enfrentar patdgenos de forma activa (Burbano, 2020).

Estos compuestos antifangicos, también conocidos como fitoalexinas, son metabolitos
secundarios que se desencadenan como respuesta a la presencia de patdgenos invasores. Su
funcion principal es inhibir el crecimiento y desarrollo de hongos y otros agentes patégenos,

protegiendo asi a la planta de posibles infecciones (Pietrobelli et al., 2020).

La diversidad de estos compuestos es sorprendente: desde alcaloides hasta terpenoides,
flavonoides y polifenoles, cada uno con propiedades especificas que atacan distintas fases
del ciclo de vida de los hongos. Algunos interrumpen su reproduccion, otros afectan su
estructura celular o su capacidad para desarrollar micelios, contribuyendo en conjunto a una
respuesta defensiva efectiva (Simonetti et al., 2020; Gémez et al., 2020). Ademas, estas
sustancias antifangicas no solo actian como una defensa directa contra patdgenos, sino que
también desempefian un papel crucial en la resistencia de las plantas a enfermedades,

fortaleciendo su sistema inmunolégico (Brindha et al., 2021).



La Rottboellia cochinchinensis conocido inicialmente como caminadora, es una graminea
anual de autopolinizacion, esta ampliamente distribuida en América latina se encuentran en
los cultivos de arroz, algodon, maiz, sorgo y cafia de azlcar, asi como en potreros y

plantaciones tropicales mangos, citricos y papaya (Carpio et al., 2020).

Debido a su convivencia con los cultivos, la caminadora ha coevolucionado para su
supervivencia, desarrollando aleloguimicos que inhiben el desarrollo de otras especies, esta
caracteristica inhibitoria ejercida por una especie sobre otra se conoce como alelopatia
(Blanco, 2006).

Se ha confirmado la capacidad alelopatica de la caminadora para afectar plantas de diversas
especies. La consideracion de los efectos alopaticos de esta planta constituye una estrategia
interesante en el manejo integrado de malezas (Soriano, 2017). La utilizacion de los
mecanismos fitofungicidas de la caminadora permite aprovechar sus propios mecanismos

desarrollados para obtener ventaja sobre otras especies vegetales (Cabeza, 2021).

El presente estudio se enfocé en la validacion in vitro de extractos vegetales de R.
cochinchinensis (Lour) WD, especificamente para el control de dos hongos fitopatdgenos de
importancia econdémica: M. roreri, causante de la moniliasis del cacao, y L. theobromae. El
uso de fungicidas quimicos ha sido la estrategia tradicional para controlar estas
enfermedades, pero su uso excesivo puede tener impactos negativos en el medio ambiente y
la salud humana. Por lo tanto, existe un creciente interés en encontrar alternativas mas

sostenibles, como el uso de extractos vegetales con propiedades fungicidas.

Los resultados obtenidos a partir de esta investigacion pueden contribuir al desarrollo de
estrategias de manejo integrado de enfermedades en la agricultura, al proporcionar una
alternativa natural y sostenible al uso de fungicidas quimicos. Ademas, podran sentar las

bases para futuros estudios encaminados a la identificacion.



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de investigacion

1.1.1.Planteamiento del problema

Para el control de estos hongos el uso de fungicidas quimicos ha sido una estrategia
comunmente empleada para el control de patdgenos en los cultivos agricolas, incluyendo
Moniliophthora roreri y Lasidiodiplodia theobromae. Estos productos quimicos estan
disefiados para eliminar o suprimir el crecimiento de los hongos y reducir la incidencia de
las enfermedades en los cultivos. Sin embargo, su uso no estd exento de consecuencias que

deben ser consideradas.

Uno de los aspectos importantes a considerar son los riesgos para la salud humana. Los
fungicidas quimicos pueden contener compuestos toxicos que pueden representar un peligro
para los trabajadores agricolas y los consumidores si no se utilizan correctamente o si no se

siguen las préacticas adecuadas de seguridad y manejo.

Diagnostico

EL control actual de estos hongos se realiza mediante el uso indiscriminado de fungicidas
quimicos los cuales tiene impactos negativos como en el medio ambiente. Estos productos
pueden persistir en el suelo, el agua y los tejidos de las plantas, lo que puede afectar la calidad
del agua y la biodiversidad de los ecosistemas. Ademas, algunos fungicidas pueden tener
efectos adversos en organismos no objetivo, como insectos beneficiosos, abejas y otros
polinizadores, lo que puede afectar negativamente la salud de los ecosistemas agricolas y la

biodiversidad en general.

Prondstico

Se propone la elaboracién e implementacion de un extracto vegetal proveniente de la
Rottboellia cochinchinens. Esta iniciativa surge debido a la observacion de que ciertos
extractos vegetales pueden poseer propiedades antifungicas, brindando alternativas
sostenibles para el control de patdgenos en la agricultura. Se ha identificado que este extracto

contiene compuestos bioactivos con potencial actividad antifungica.



La solucion a este problema podria ofrecer una alternativa prometedora y ecolodgica para el
control de Moniliophthora roreri y Lasidiodiplodia theobromae, contribuyendo asi a la
proteccion de los cultivos agricolas y la seguridad alimentaria. Ademas, este estudio podria
proporcionar conocimientos adicionales sobre los compuestos bioactivos presentes en R.
cochinchinensis.

1.1.2. Formulacion del problema

¢Cudl es el efecto de los extractos vegetales in vitro de Rottboellia cochinchinensis (Lour)
W.D. como Fito fungicida agricola?

1.1.3. Sistematizacion del problema

¢Por qué establecer un método rentable de extractos vegetales de actividad fungica?

¢Por qué determinar los metabolitos secundarios presentes en los extractos de estudio?

¢Para qué evaluar la actividad antagdnica de los extractos vegetales sobre la inhibicion

micelial de hongos fitopatdgenos?



1.2. Objetivos

1.2.1.Objetivo general

Analizar los extractos vegetales in vitro de Rottboellia cochinchinensis (Lour)W.D. de

actividad Fito fungicida agricola.

1.2.2. Objetivos especificos

e Establecer la metodologia apropiada para la extraccion de extractos vegetales con

actividad fungica.

e Determinar los metabolitos secundarios presentes en los extractos de estudio.

e Evaluar la actividad antagonica de los extractos vegetales sobre la inhibicion micelial

de hongos fitopatdgenos.



1.3. Justificacion

La Moniliophthora roreri y Lasidiodiplodia theobromae son dos fitopatdgenos de
importancia agricola que afectan cultivos de alto valor econémico, como el cacao y otras
plantas frutales. Estos pueden causar pérdidas significativas en la produccion agricola, lo
que afecta directamente la economia de los agricultores y la seguridad alimentaria en las

regiones afectadas.

Los fungicidas quimicos pueden tener efectos negativos en el medio ambiente y en la salud
humana si no se utilizan de manera adecuada, el uso indiscriminado de quimicos ha llevado
al desarrollo de resistencia en muchos patdgenos, lo que ha disminuido la eficacia de estos
productos y ha aumentado los costos de produccion. La validacién de extractos vegetales
como Fito fungicidas ofrece una opcién mas sostenible y respetuosa con el medio ambiente,
ya que los compuestos naturales presentes en las plantas pueden tener propiedades

antifangicas efectivas sin los efectos secundarios negativos de los quimicos sintéticos.

La R cochinchinensis es una planta poco estudiada en términos de sus propiedades
antifungicas debido a que es considerada una maleza la cual es perjudicial para los cultivos
agricolas, sin embargo, esta tesis enfocada en la validacidn in vitro de sus extractos vegetales
como fitofungicida abriria nuevas oportunidades de investigacion y podra proporcionar

conocimientos valiosos sobre las propiedades bioactivas de esta planta en particular.

Posible impacto econdmico: Si los resultados de la tesis demuestran la efectividad de los
extractos vegetales de R cochinchinensis como fitofungicidas contra los patdgenos
mencionados, esto podria tener un impacto positivo en la industria agricola. Los agricultores
podrian beneficiarse de una alternativa mas econdmica y sostenible para el control de
enfermedades, esto podria contribuir a proteger los cultivos y mantener una produccion

agricola mas estable.

El objetivo de esta investigacion es la validacion in vitro de extractos vegetales de R.
cochinchinensis como fitofungicida agricola contra la M. roreri y L. theobromae es relevante
debido a su potencial impacto en la agricultura, su enfoque en soluciones sostenibles y su
contribucion a la fitomedicina, lo que podria beneficiar tanto a los agricultores como a la

seguridad alimentaria.



CAPITULO Il
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual

2.1.1. Extractos vegetales

Los extractos vegetales son preparaciones liquidas o semiliquidas que se obtienen a partir de
partes de plantas, como hojas, tallos, raices, flores, frutos o semillas. Estos extractos
contienen una concentracion de compuestos bioactivos presentes en la planta original. Se
utilizan en diversas aplicaciones, como la medicina, la industria alimentaria, la cosmética y

la agricultura, debido a sus propiedades beneficiosas (Celis et al., 2008).

2.1.2. Caminadora

Rottboellia cochinchinensis que a veces se Ilama “"caminadora” o "pata de gallina" debido a
la forma de sus inflorescencias que se asemejan a las patas de una gallina, es una maleza
invasora que puede ser perjudicial para los cultivos y pastizales en algunas regiones
(Esqueda, 2005).

2.1.3. Fungicida

Un fungicida es un tipo de pesticida o agente quimico utilizado en la agricultura y la
horticultura para controlar, prevenir o eliminar las infecciones por hongos en plantas y
cultivos (Celis et al., 2008).

2.1.4. Fito fungicida

Un fitofungicida es un tipo de pesticida o agente quimico disefiado especificamente para
prevenir, controlar o eliminar las infecciones por hongos en plantas y cultivos. A diferencia
de los fungicidas convencionales, que son productos quimicos sintéticos, los fitofungicidas
se derivan de fuentes naturales, como plantas, microorganismos beneficiosos u otras
sustancias naturales, y son utilizados en la agricultura y la horticultura para proteger las

plantas de enfermedades fungicas (Lujan et al., 2010).



2.1.5. Maceracion

La maceracion es un proceso de extraccion utilizado para obtener compuestos solubles en
un liquido, generalmente utilizando la inmersién de una sustancia sélida en ese liquido. Este
método se utiliza ampliamente en diversas aplicaciones, como la preparacion de extractos
vegetales, la fabricacion de bebidas alcohdlicas, la produccién de perfumes y la elaboracién

de alimentos, entre otros (Montoya et al., 2003).

2.2. Marco referencial

2.2.1. Rotthoelia cochinchinensis

Rottboellia cochinchinensis, es una especie de hierba nativa de Ecuador y de otras regiones.
Se trata de una planta invasiva altamente problematica debido a su crecimiento agresivo y

su capacidad para desplazar la vegetacion nativa y los cultivos (Esqueda, 2005).

2.2.1.1. Clasificacion taxonémica

e Reino: Plantae

e Filo: Magnoliofita

e Clase: Angiospermas

e Categoria: Commelinidos

e Orden: Poales

e Familia: Poaceas

e Subfamilia: Panicoideae

e Género: Rotthoellia

e Especie: Rottboellia cochinchinensis (EPPO, 2001)

2.2.1.2. Habitat

Esta planta puede colonizar campos agricolas, terrenos baldios, areas perturbadas, pastizales,
zonas riberefias y areas forestales. Ademas, se encuentra en entornos urbanos y suburbanos,

asi como en habitats naturales. Su adaptabilidad y crecimiento agresivo la convierten en una
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amenaza para la agricultura y los ecosistemas locales, lo que requiere esfuerzos de control y

gestion en muchas regiones afectadas (Anzalone et al., 2006).

2.2.1.3. Distribucion

Se extiende a través de medios naturales, como el viento y el agua que dispersan sus semillas,
asi como por actividades humanas, como el comercio de cultivos y la contaminacién de
equipos agricolas. Como resultado se encuentra en varias partes del mundo, abarcando desde
Asia, su lugar de origen, hasta Africa, América y Australia, donde se ha convertido en una
problematica especie invasiva en campos agricolas y areas naturales (Meksawat y Pornprom,
2010).

2.2.1.4. Distribucion altitudinal

Esta especie de hierba prefiere habitats de altitudes bajas, tipicamente por debajo de los 1,000
metros sobre el nivel del mar, en algunas areas de climas subtropicales, puede encontrarse
en altitudes un poco méas elevadas. Por lo tanto, su distribucién altitudinal se encuentra
principalmente en las tierras bajas y las regiones costeras de las areas tropicales y

subtropicales en todo el mundo (Delgado et al., 2006).

2.2.1.5. Influencia del ser humano sobre su distribucion local o regional

La expansion a regiones fuera de su distribucion nativa se ha facilitado a través del transporte
humano y el comercio internacional de cultivos, semillas logrando adherirse a maquinaria
agricola y vehiculos, lo que permite su propagacion a nuevas areas. La actividad humana,
como la deforestacion y la expansion de la agricultura, a menudo crea condiciones favorables

para su crecimiento (Silva et al., 2009).

En algunas ocasiones, ha sido introducido intencionalmente en regiones como forraje para
el ganado o para la estabilizacion del suelo en areas degradadas. Sin embargo, estas
introducciones a menudo han tenido consecuencias no deseadas, ya que la planta se convierte

en una especie invasiva. (Silva et al., 2009).
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2.2.1.6. Descripcion morfoldgica

Rottboellia cochinchinensis presenta una serie de caracteristicas morfoldgicas distintivas
que ayudan a identificarla. Es una hierba perenne que puede crecer hasta alturas de 1 a 2
metros (3 a 6.6 pies). Las hojas son largas, lanceoladas y afiladas en los bordes. Tienen un
color verde oscuro y una textura rugosa (Delgado et al., 2008).

Produce inflorescencias en forma de paniculas con una estructura alargada y ramificada en
la parte superior del tallo. Las flores son pequefias y generalmente de color amarillo o0 marrén
claro. Son de forma simple y no muy llamativas. Los tallos son robustos y generalmente
erguidos. Pueden ser lefiosos en la base y méas delgados hacia la parte superior. El sistema
de raices es fibroso y se extiende en el suelo, lo que le permite propagarse y colonizar areas
facilmente (Delgado et al., 2008).

Produce semillas pequerfias, generalmente de forma ovalada y color marrén claro. Estas
semillas son dispersadas por el viento, el agua y los animales. Uno de los rasgos mas
distintivos del pasto comején son los pequefios pelos o espinas en los tallos y las hojas
(Delgado et al., 2008).

2.2.1.7. Ecologia

Resistente a condiciones de sequia y puede sobrevivir en areas con estrés hidrico. Esto le
permite colonizar areas donde otras plantas pueden tener dificultades para prosperar. La
planta se reproduce tanto por semillas como vegetativamente a través de brotes o tallos. Sus
semillas son dispersadas por el viento, el agua y animales, lo que facilita su propagacion a

nuevas areas (Esqueda, 2005).

En campos agricolas, puede reducir significativamente los rendimientos de los cultivos y
aumentar los costos de control de malezas, lo que tiene un impacto econémico negativo. La
invasion tambien puede afectar a la fauna, ya que puede alterar los habitats y disminuir la
disponibilidad de alimentos y refugio para la vida silvestre. El control puede ser dificil

debido a su capacidad de propagacién y resistencia a herbicidas (Esqueda, 2005).
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2.2.1.8. Capacidad alelopética de la caminadora Rottboellia cochinchinensis.

Se ha asociado con la capacidad alelopatica en algunos estudios cientificos, se ha observado
que produce compuestos quimicos que pueden inhibir el crecimiento de otras plantas y
competir por recursos; la investigacion sobre la alelopatia de esta especie puede proporcionar
informacion valiosa para desarrollar estrategias de control y manejo, especialmente en areas

donde es una planta invasiva problematica (Anzalone et al., 2006).

Los compuestos alelopaticos liberados pueden afectar plantas cercanas reduciendo su
capacidad para germinar, crecer o desarrollarse adecuadamente; la alelopatia puede variar

segun las condiciones ambientales y la genética de las poblaciones (Anzalone et al., 2006).

2.2.1.9. Importancia de la caminadora en la agricultura

Sirve como refugio y hospedaje para plagas y enfermedades que pueden afectar a los
cultivos, lo que aumenta el riesgo de brotes de enfermedades y pestes en la agricultura. Su
impacto puede desplazar la vegetacion nativa en ecosistemas naturales, lo que afecta la
biodiversidad y la salud de estos ecosistemas. La presencia de caminadora en los campos
agricolas puede resultar en pérdidas econdémicas significativas para los agricultores, lo que

reduce su rentabilidad y estabilidad financiera (Meksawat y Pornprom, 2010).

2.2.2.Hongos fitopatdgenos

Los hongos fitopatdgenos son organismos fangicos que causan enfermedades en plantas, lo
que puede resultar en dafios significativos en la agricultura, la silvicultura y la horticultura.
Estos hongos pueden infectar diferentes partes de las plantas, como las hojas, tallos, raices,
flores o frutos, y pueden causar sintomas variados, como manchas, deformaciones, marchitez

y muerte de la planta (Castafio, 2015).

2.2.2.1. Caracteristicas generales de los hongos

Los hongos son organismos eucariotas heterotrofos, es decir obtienen su nutricion
absorbiendo sustancias organicas, como nutrientes disueltos o materia organica en

descomposicion del entorno lo que hace que se diferencien de las plantas porque realizan la
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fotosintesis para producir su propio alimento, los hongos son heteroétrofos. Esto significa que
(Infante et al., 2009).

Tienen una pared celular compuesta de quitina, un polisacarido resistente que les
proporciona estructura y soporte, pueden reproducirse de manera asexual mediante la
formacion de esporas o fragmentacion, asi como de manera sexual mediante la fusion de

células sexuales especializadas llamadas gametos (Infante et al., 2009).

Algunos hongos forman simbiosis beneficiosas con otros organismos, como las micorrizas,
que ayudan a las plantas a absorber nutrientes del suelo, o las asociaciones con liquenes,
donde se asocian con algas para formar estructuras resistentes. Los hongos tienen una gran
importancia econémica en la produccién de alimentos, bebidas y productos quimicos, asi

como en la investigacion cientifica. (Montes, 2009).

2.2.2.2. Morfologia

El cuerpo principal de un hongo se llama micelio, es la parte vegetativa del hongo y est4
oculto bajo la superficie en la mayoria de las especies. Las hifas son los filamentos tubulares
que componen el micelio. Pueden ser septadas, con tabiques que dividen las hifas en

compartimentos, o no septadas, lo que significa que son continuas (Trigos et al., 2008).

En muchas especies de hongos, el cuerpo reproductivo es visible y se llama cuerpo fructifero
que es la parte del hongo que produce esporas y que es reconocible a simple vista. Las
esporas son las estructuras reproductivas de los hongos. Vienen en una variedad de formas
y tamafios, y pueden ser producidas en grandes cantidades. Las esporas son liberadas por el
cuerpo fructifero para propagar el hongo y pueden ser transportadas por el viento, el agua,
los animales o incluso insectos (Trigos et al., 2008).

La morfologia externa del cuerpo fructifero puede variar en color, textura y forma. algunas
setas pueden ser grandes y carnudas con sombreros de colores brillantes, mientras que otros
pueden tener una apariencia mas pequefia y delicada (Trigos et al., 2008). La morfologia de

los hongos también puede estar relacionada con su habitat y sustrato (Rodriguez et al., 2000).
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2.2.2.3. Reproduccion de los hongos

Los hongos pueden reproducirse de varias maneras, y su ciclo de vida puede incluir tanto
reproduccion sexual como asexual. La reproduccion asexual puede ocurrir por division
binaria, donde una célula madre se divide en dos células hijas idénticas; por gemacion, donde
una célula madre produce una protuberancia 0 yema que eventualmente se separa para

formar una nueva célula hija (Castafio, 2015).

Algunos hongos multicelulares pueden reproducirse por fragmentacion, donde la
esporulacion asexual es un método comdn de reproduccion en los hongos produciendo
esporas asexuales en estructuras llamadas conididsporas o esporangios que son liberadas y
dispersadas en el ambiente para formar nuevos micelios cuando encuentran condiciones
adecuadas (Castafo, 2015).

En el proceso de reproduccion sexual de los hongos, dos hifas de diferentes tipos se
encuentran y fusionan sus citoplasmas en un proceso llamado plasmogamia, la fusion de los
ndcleos de las células se Ilama cariogamia. Este evento marca la etapa final de la
reproduccion sexual y forma una célula diploide llamada cigoto ahi se realiza la meiosis para
formar esporas haploides que son liberadas y pueden desarrollarse en nuevos micelios
(Infante et al., 2009).

2.2.2.4. Ecologia de los hongos.

La ecologia y la diseminacion de los hongos son procesos fundamentales que influyen en la
distribucion y la funcion de estos organismos en los ecosistemas, desempefian un papel
fundamental en la descomposicion de materia organica en los ecosistemas y son
responsables de descomponer restos organicos para liberar nutrientes esenciales en el
proceso (Montes, 2009).

Muchos hongos forman relaciones simbioticas beneficiosas con otros organismos. Las
micorrizas crean asociaciones entre hongos y las raices de las plantas que mejoran la
absorcion de nutrientes por parte de las plantas. Los hongos pueden competir con otros

organismos, incluyendo plantas, por recursos como nutrientes y agua. Algunos hongos son

15



patdgenos de plantas y pueden causar enfermedades que afectan la salud de los cultivos
(Montes, 2009).

2.2.2.5. Diseminacion de los hongos

La mayoria de los hongos se reproducen mediante la produccion y liberacién de esporas.
Estas esporas pueden ser transportadas por el viento, el agua, los animales, insectos u otros
vectores. Muchas esporas fungicas son pequefias y ligeras, lo que les permite ser
transportadas por el viento a largas distancias. Esto facilita su dispersion y colonizacion de
nuevos habitats (Trigos et al., 2008).

En ambientes acuaticos, las esporas pueden ser transportadas por el agua como los hongos
acuaticos. La actividad humana, como el transporte de madera, suelos contaminados o
productos agricolas, también puede contribuir a la dispersion de hongos, incluyendo

patdgenos que afectan a cultivos (Trigos et al., 2008).

2.2.3. Moniliophthora roreri

Hongo fitopatdgeno que causa una enfermedad conocida como la "Moniliasis del cacao™ o
"Moniliasis del cacao fino de aroma™ que es una enfermedad que afecta al cacao, la planta
de la cual se obtiene el grano de cacao utilizado para producir chocolate y otros productos
relacionados (Tirado et al., 2016).

Produce sintomas caracteristicos en el cacao, que incluyen la pudricion de los frutos
(mazorcas), especialmente cuando estdn maduros. Los granos de cacao dentro de las
mazorcas afectadas se vuelven negros y pegajosos debido a la actividad del hongo, lo que
reduce la calidad y la cantidad de la cosecha. Ademas, las flores y los brotes de la planta

también pueden infectarse (Tirado et al., 2016).

La diseminacion de M. roreri generalmente ocurre a través de la dispersion de esporas, que
pueden ser transportadas por el viento y el agua. También puede propagarse mediante el
contacto directo con material vegetativo infectado, como mazorcas o brotes, y por el uso de

herramientas agricolas contaminadas (Tirado et al., 2016).
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La Moniliasis del cacao puede tener un impacto econdmico significativo en la industria del
cacao. Los agricultores pueden experimentar pérdidas importantes en la produccién y
calidad de los granos de cacao, lo que afecta la rentabilidad y la sostenibilidad de los cultivos

de cacao en las regiones afectadas (Suarez y Rangel, 2013).

El control de M. roreri puede ser un desafio. Se utilizan diversas estrategias para el manejo
de la enfermedad, que incluyen practicas culturales como la poda de ramas infectadas, el uso
de fungicidas, y la seleccion de variedades de cacao resistentes. Ademas, la investigacion
genética para desarrollar variedades de cacao més resistentes a la enfermedad es un &rea
activa de investigacion (Suarez y Rangel, 2013).

2.2.3.1. Sintomas

Los sintomas pueden variar en su manifestacion y severidad, uno de los sintomas méas
caracteristicos es la pudricion de los frutos de cacao, comenzando como pequefias lesiones
de color marrén o negras en la superficie de la mazorca. A medida que la infeccion avanza,
estas lesiones se agrandan y se tornan negras y pegajosas. Los granos de cacao dentro de las
mazorcas infectadas también se vuelven oscuros y pegajosos (Pérez, 2018).

Ademas de los frutos, también puede infectar flores y brotes de cacao provocando la muerte
de estas estructuras antes de que puedan desarrollarse completamente, la infeccién reduce
significativamente la produccién de cacao y la calidad de los granos. A medida que los frutos
infectados se descomponen, el hongo produce esporas que pueden ser liberadas al ambiente,
contribuyendo a la diseminacion de la enfermedad a otras plantas de cacao cercanas (Pérez,
2018).

2.2.3.2. Ciclo de vida
El ciclo de vida consiste de varias etapas que estan relacionadas con la infeccion de las
plantas y la produccion de esporas para su diseminacion. Comienza con la produccion de

esporas llamadas "basidiosporas™ que son las estructuras reproductivas del hongo (Correa et
al., 2014).
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Las basidiosporas son liberadas al ambiente desde los basidiocarpos del hongo
(transportadas por el viento, el agua, los insectos u otros vectores). Cuando las basidiosporas
llegan a las plantas comienzan a infectar diversas partes de la planta, incluyendo frutos
(mazorcas), flores y brotes, penetra en los tejidos de la planta y comienza a crecer y

propagarse internamente (Correa et al., 2014).

En la planta infectada, M. roreri forma estructuras reproductivas especializadas llamadas
"peritecios"” que contienen ascos (estructuras reproductivas adicionales) y producen esporas

sexuales llamadas "ascosporas (Correa et al., 2014).

Dentro de los peritecios, ocurre la reproduccién sexual cuando las ascosporas se forman y
maduran. Las ascosporas son liberadas al ambiente desde los peritecios pueden germinar y
dar lugar a la formacion de nuevas estructuras micelares que infectan otras plantas de cacao

cercanas. Este proceso completa el ciclo de vida del hongo (Tirado et al., 2016).

2.2.4. Lasidiodiplodia theobromae

Hongo fitopatdgeno que pertenece al genero Lasiodiplodia conocido por causar la
enfermedad de "Pudricién de raices y cuello™ en diversas plantas, es un hongo que pertenece

a la clase Sordariomycetes y a la familia Botryosphaeriaceae (Picos et al., 2015).

Los sintomas de la infeccion pueden variar segun la planta huésped, pero generalmente
incluyen la pudricion de las raices, la necrosis de tejidos en el cuello de la planta, la
formacion de cankers (Ulceras) en tallos y la reduccién del crecimiento y la produccion de
la planta. También puede provocar la muerte de la planta si la infeccion es severa (Picos et
al., 2015).

Las esporas de L. theobromae son liberadas al ambiente desde las estructuras reproductivas
del hongo y pueden ser transportadas por el viento, el agua, insectos u otros vectores.
También puede diseminarse mediante material vegetativo contaminado, como herramientas

agricolas o maquinaria (Picos et al., 2015).

Este hongo patdgeno tiene una amplia gama de hospederos, lo que significa que puede

infectar una variedad de plantas, desde arboles frutales y cultivos agricolas hasta plantas
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ornamentales. Algunos de los cultivos afectados incluyen el cacao, el café, los citricos, el
aguacate y muchas otras especies vegetales (Alama et al., 2006).

2.2.4.1. Sintomas

Los sintomas de una infeccion causada por Lasiodiplodia theobromae pueden variar segin
la planta huésped y las condiciones especificas, uno de los sintomas mas comunes es la
pudricion de las raices que pueden volverse marrones o negras, y su textura se vuelve blanda
y descompuesta conduciendo a un sistema radicular debilitado y menos eficiente en la
absorcion de nutrientes y agua (Salvatore et al., 2020).

Las infecciones por L. theobromae pueden provocar la necrosis (muerte) de tejidos en el
cuello de la planta, en la base del tallo y en otras partes; esta necrosis se manifiesta como
areas oscuras, secas y dafiadas. En algunos casos, puede causar la formacion de cankers, que
son Ulceras o lesiones en los tallos. Estas areas afectadas suelen ser de color oscuro y pueden

exudar savia o liquido (Salvatore et al., 2020).

Las plantas infectadas a menudo experimentan marchitez y un crecimiento deficiente. Si la
infeccion es severa y no se controla adecuadamente, puede provocar la muerte de la planta
huésped (Salvatore et al., 2020).

2.2.4.2. Ciclo de vida

El ciclo de vida de Lasiodiplodia theobromae, comienza con la produccién de esporas del
hongo que son las estructuras reproductivas que producen esporas de dos tipos:

conidiosporas (esporas asexuales) y esporas sexuales (Moreira et al., 2021).

Las conidiosporas son liberadas al ambiente desde las estructuras reproductivas del hongo o
desde las lesiones de plantas infectadas, pueden ser transportadas por el viento, el agua,
insectos u otros vectores, lo que facilita la diseminacion del hongo a otras plantas. Cuando
Ilegan a una planta huésped, pueden infectar diversas partes de la planta, como las raices, el
cuello del tallo o los tejidos cercanos. EI hongo penetra en los tejidos de la planta y comienza

a crecer y propagarse internamente (Moreira et al., 2021).
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En el huésped infectado, L. theobromae puede formar estructuras reproductivas
especializadas llamadas peritecios que contienen esporas sexuales conocidas como
ascosporas. Dentro de los peritecios, ocurre la reproduccion sexual cuando las ascosporas se
forman y maduran. Las ascosporas son liberadas al ambiente desde los peritecios (Saha et
al., 2012).

Las ascdsporas pueden germinar en condiciones adecuadas y dar lugar a la formacién de
nuevos micelios y conidiosporas asexuales. Estos conidios se producen en gran cantidad y
contribuyen a la propagacion del hongo a otras plantas huéspedes. Este ciclo de vida se repite
continuamente, lo que permite que L. theobromae se disemine y cause infecciones en nuevas
plantas (Saha et al., 2012).

2.2.5. Extractos vegetales

Los extractos vegetales son productos obtenidos a partir de plantas que contienen una
concentracion de compuestos bioactivos, como polifenoles, flavonoides, terpenoides,
alcaloides y otros, que se extraen de las partes de la planta, como las hojas, tallos, raices,
flores, frutos o semillas, pueden tener propiedades medicinales, antioxidantes,
antimicrobianas, nutricionales o funcionales, y se utilizan en una variedad de aplicaciones

en la industria alimentaria, cosmética, farmacéutica, agricola y mas (Celis et al., 2008).

La composicion quimica de los extractos vegetales varia segun la planta de origen y la parte
de la planta utilizada. Pueden contener una amplia gama de compuestos, como polifenoles,
taninos, aceites esenciales, alcaloides, vitaminas y minerales, entre otros (Celis et al., 2008).

2.2.5.1. Tipos de extractos vegetales

Los extractos vegetales se pueden agrupar en funcion de varios criterios, como la parte de la

planta de la que se obtienen, sus propiedades y aplicaciones (Lujan et al., 2010).

Por la parte de la planta:

e Extractos de hojas: Se obtienen de las hojas de diversas plantas y pueden utilizarse

en la industria alimentaria, cosmética y fitoterapia.
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Extractos de raices: Provenientes de las raices de plantas, se utilizan en productos

medicinales y suplementos nutricionales.

Extractos de flores: Se obtienen de las flores y se utilizan en la perfumeria, la

industria cosmética y en la preparacion de infusiones.

Extractos de frutos: Procedentes de los frutos o semillas de plantas, se utilizan en

la industria alimentaria y en la extraccion de aceites esenciales.

Extractos de corteza: Se obtienen de la corteza de arboles y arbustos, y se utilizan
en la fabricacion de tintes, medicamentos y productos a base de hierbas (Lujan et al.,
2010).

Por propiedades y aplicaciones:

Extractos antioxidantes: Contienen compuestos que combaten los radicales libres

y se utilizan en suplementos dietéticos y productos antienvejecimiento.
Extractos antimicrobianos: Tienen propiedades para inhibir el crecimiento de
microorganismos y se utilizan en la conservacion de alimentos y productos de

cuidado personal.

Extractos antiinflamatorios: Contienen compuestos que reducen la inflamacion y

se utilizan en productos farmacéuticos y cosméticos para la piel sensible.

Extractos digestivos: Se utilizan para promover la salud digestiva y aliviar

trastornos gastrointestinales.

Extractos energizantes: Contienen compuestos estimulantes y se utilizan en

suplementos y bebidas energéticas (Celis et al., 2009).
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Por tipo de compuestos principales:

Extractos de polifenoles: Contienen polifenoles, compuestos antioxidantes que se

encuentran en muchas plantas, como el té verde y el vino tinto.

Extractos de alcaloides: Contienen alcaloides, compuestos organicos nitrogenados

que pueden tener propiedades estimulantes o medicinales.

Extractos de aceites esenciales: Contienen los aceites volatiles aromaticos de las

plantas y se utilizan en la aromaterapia y la fabricacion de perfumes.

Extractos de taninos: Contienen taninos, compuestos que pueden tener propiedades
astringentes y antioxidantes, y se utilizan en productos farmacéuticos y en la industria
del vino (Lauzardo et al., 2007).

2.2.5.2. Métodos de extraccidn y caracterizacion de extractos vegetales.

Los métodos de extraccion y caracterizacion de extractos vegetales son fundamentales para

obtener compuestos bioactivos de plantas y para comprender su composicion quimica y
propiedades (Celis et al., 2008).

a. Métodos de extraccion de extractos vegetales:

Maceracion: Consiste en sumergir las partes de la planta en un solvente, como
alcohol o agua, durante un periodo de tiempo para permitir que los compuestos se
disuelvan. Luego, el liquido se filtra y se concentra para obtener el extracto.
Infusion: Similar a la maceracion, pero se utiliza principalmente para obtener
compuestos solubles en agua, como los que se encuentran en las hojas y las flores.
Se vierte agua caliente sobre las partes de la planta y se deja reposar antes de filtrar
el liquido.

Destilacion: Este método se utiliza para extraer aceites esenciales de plantas. Implica
la evaporacion de los compuestos volatiles de las plantas mediante vapor de agua,

seguido de su condensacidn para recoger el aceite esencial.
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e Extraccion con solventes orgénicos: Se utilizan solventes organicos, como etanol
0 hexano, para extraer compuestos lipofilicos de las plantas. El extracto se obtiene

evaporando el solvente (Celis et al., 2008).

b. Métodos de caracterizacion de extractos vegetales:

e Cromatografia: La cromatografia en sus diversas formas, como la cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC) y la cromatografia de gases (GC), se utiliza para
separar y cuantificar los compuestos presentes en los extractos vegetales.

e [Espectroscopia: La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y la
espectroscopia infrarroja (IR) son técnicas que permiten identificar compuestos
quimicos y determinar su estructura.

e [Espectrometria de masas: La espectrometria de masas se utiliza para analizar la
masa molecular de los compuestos presentes en los extractos, lo que ayuda en la
identificacion y cuantificacion precisa.

¢ Anélisis de contenido fitoquimico: Esto incluye la determinacion de contenido de
compuestos especificos, como polifenoles, flavonoides, alcaloides y otros
metabolitos secundarios presentes en los extractos.

e Pruebas de actividad bioldgica: Se realizan ensayos bioldgicos para evaluar la
actividad antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria u otras propiedades
bioldgicas de los extractos vegetales.

e Microscopia: La microscopia permite observar la morfologia y la estructura de las
células vegetales en los extractos, lo que puede ser relevante para la identificacion y
caracterizacion.

e Analisis sensorial: En la industria alimentaria, se pueden realizar pruebas
sensoriales para evaluar el sabor, el aroma y la textura de productos que contienen

extractos vegetales (Lujan et al., 2010).
2.2.6. Metabolitos secundarios
Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos producidos por organismos Vivos,
como plantas, animales, bacterias y hongos, que no estan directamente involucrados en las

funciones metabdlicas esenciales para el crecimiento, desarrollo y reproduccion del
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organismo. Aungue no son necesarios para la supervivencia inmediata del organismo,

desempefian un papel importante en la adaptacién y en la interaccion con el entorno.

a. Los metabolitos secundarios se pueden clasificar en varios grupos, que incluyen:

Alcaloides: Compuestos nitrogenados que a menudo tienen propiedades

farmacoldgicas o toxicas. Ejemplos incluyen la cafeina, la morfina y la quinina.

Terpenoides: Compuestos basados en unidades de isopreno que incluyen aceites

esenciales, esteroides y carotenoides.

Fenoles: Compuestos que contienen grupos fenolicos y que tienen propiedades

antioxidantes. Ejemplos incluyen el resveratrol y el acido tanico.

Glicésidos: Compuestos que contienen azlcares unidos a otras moléculas y que

pueden tener propiedades medicinales o saborizantes.

Glucosinolatos: Compuestos sulfurados que se encuentran en plantas cruciferas y

que tienen propiedades antinutricionales o defensivas contra herbivoros.

Saponinas: Compuestos que pueden formar espuma en agua y que se utilizan en la

fabricacion de jabones y detergentes (Montoya et al., 2003).

b. Los metabolitos secundarios desempefian diversas funciones en los organismos, que

incluyen:

Defensa: Algunos metabolitos secundarios actian como defensas quimicas contra
herbivoros y patdgenos.

Atraccion y repulsion: Algunos son responsables de atraer a polinizadores o
dispersores de semillas, mientras que otros pueden repeler a insectos y animales no

deseados.
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e Regulacién del crecimiento y desarrollo: Pueden tener un papel en la regulacion

del crecimiento y el desarrollo de los organismos (Montoya et al., 2003).

2.2.7. Revision historica del tema en estudio

En la investigacion de (Caicedo Escudero, 2015) con el objetivo de evaluar el efecto de los
fungicidas organicos Sonata, Serenade, Max-Fun, para el control de la Sigatoka Negra
(Mycosphaerella finjiensis) en el cultivo de banano (Mussa AAA). Los tratamientos en
estudio estuvieron constituidos por el testigo absoluto T1, el fungicida Max-Fun T2 en dosis
de 2 I/ha, Serenade en la dosis de 2 I/ha y Sonata en la dosis de 2 I/ha. En la variable de
residualidad obtuvimos los siguientes resultados a los 49 dias: EI T1 presento un promedio
de 29.20 a, el T2 presento un promedio de 65.93 b, El T3 presento un promedio de 65.60 b,
y el T4 presento un promedio de 75.27 c. En la variable de eficacia: EI T1 reporto un
promedio de 78.68 c, el T2 reporto un promedio de 37.61 b, el T3 reporto un promedio de
37.49 b, y el T4 reporto un promedio de 32.13 a.

Asi mismo (Scribano y Garcete, 2016) analizé la eficacia del uso de fungicidas de sintesis y
organicos en el control de la pudricion de corona del fruto del banano. Se identificaron
fungicidas de sintesis que permiten controlar la pudricion de corona evaluados alos 3, 7y 9
dias después de la aplicacion. Los resultados demostraron que con el uso de fungicidas de
sintesis se controlo la enfermedad con dos de los tratamientos (Azoxystrobin y Tebuconazole
+ Carbendazim) respecto al testigo. El fungicida organico no presentd diferencias

significativas respecto al testigo.

Por otro lado (Padilla Morales, 2013) evaluo cuatro fungicidas organicos para el control de
la roya (Uromyces spp) en el cultivo de vainita (Phaseolus vulgaris L.), con el propdsito de
controlar uno de los problemas serios en este tipo de cultivo como es la roya mediante el
control con fungicidas organicos; se determind el mejor tratamiento fungicida organico en

el control de la roya, y se analizé econdmicamente a cada uno de los tratamientos.

(Sanchez et al., 2021) evaluo la aplicacion de fungicidas organicos sobre la severidad de
Sigatoka negra en el cultivo de banano. Se evalud la evolucion de la enfermedad (%,
Fumipalma S.A.) hasta 35 dias después de la aplicacion, area bajo la curva del progreso de
la enfermedad (AUDPC) en H1 y H2. La evolucién de la enfermedad en H1 en SLT, estuvo
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entre 16,60-50,00%; la menor la presentd Progranic cinnacar y el testigo con el mayor valor.
El indice de severidad (AUDPC) presento diferencias estadisticas con valores entre 217,4-
556,1. El area afectada estuvo entre 27,50-56,25%. EI AUDPC presentd diferencias
estadisticas significativas, el testigo fue més afectado. La aplicacion de fungicidas organicos
genera control sobre SN, el porcentaje de &rea afectada y el indice de severidad de la
enfermedad en el testigo fue mayor. En H2 la severidad de la enfermedad fue mayor que en
H1.

Otros autores como (Carrillo et al., 2022) con el objetivo de determinar la dosis apropiada
de un fungicida orgénico para el control de Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis
Morelet) en banano. Los resultados sefialaron al T3 como el mejor, permitiendo a las plantas
Ilegar con un nimero adecuado de hojas a cosecha. La cosecha se realiz6 entre enero-abril,
momento de mayor presion de la enfermedad en la zona de evaluacion, mostrando un buen

desempefio del fungicida en el mercado para el control de Sigatoka negra.

Asi mismo (Bartra, 2017) con el objetivo de: evaluar la eficacia de tres agentes para el
control de B. cinérea Pers. en el cultivo de granadilla. Se lleg6 a las siguientes conclusiones:
1) La mayor incidencia del Moho gris causado por Botrytis cinerea en el cultivo de granadilla
se presenta a los 45 dias después de iniciada la cosecha, alcanzando en el testigo un 25.3 %;
mientras que en los tratamientos con Caldo bordalés (T1), Trichoderma (T2) y fungicida
Epoxiconazole + Pyraclostrobin (T3) fueron de 18.3, 11y 9 % respectivamente; ii) Existen
solo diferencias estadisticas en el control de la incidencia de Botrytis cinerea en frutos a los
45 y 60 dias de iniciadas las cosechas; siendo, los tratamientos con Trichoderma (T2) y
fungicida Epoxiconazole + Pyraclostrobin (T3) estadisticamente mejor solo frente al
tratamiento testigo (T4); iii) Aun cuando no existen diferencias estadisticas para los
rendimientos de frutos sanos, los tratamientos con el fungicida Epoxiconazole +
Pyraclostrobin (T3), Trichoderma (T2) y Caldo bordalés (T1) lograron producir 299.7, 299.4
y 177.5 % mas frutos sanos que el Testigo (T4); y iv).

(Almagro et al., 2018) con el objetivo de evaluar el comportamiento agronémico del cultivo
de arroz ante diferentes dosis de fungicidas quimicos y organicos, la zona arrocera norte del
pais. Se obtuvieron los siguientes resultados, al comparar el mejor resultado de cada
tratamiento con el testigo: El tratamiento 5 presento mayor nimero de macollos buenos en

comparacion al testigo que fue quien obtuvo mayor nimero de macollos vanos, el cual
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coinciden con el alto nimero de granos vanos. Para la variable de longitud de panicula el

tratamiento 2 fue significativamente diferente con una media de 30,77 cm.

Mientras que tratamiento 2 y 3 resultaron iguales en la variable de peso de mil semillas dando
como resultado 25g los dos comparado con el testigo. Mientras que el tratamiento 6 (testigo)
fue el que mas granos vanos presento en comparacion con los demas tratamientos estudiados.
Al hablar de la incidencia de manchado de grano resalta el tratamiento 3 con la menor
presencia de esta enfermedad en comparacion al tratamiento testigo. En la variable de
rendimiento el tratamiento 1 presento mayor cantidad de kilogramos en comparacién al

testigo, con una diferencia de 299 kg a favor (Almagro et al., 2018).

De igual manera (Gonzalez, 2018) con el objetivo de evaluar tres dosis de aplicacién (9.5,
19 y 285 L/ha) de dos fungicidas organicos Reynoutria sachalinensises y Bacillus
amyloliquefaciens en cultivo de platano. Para las variables nimero de hojas, diametro de
tallo, incidencia de afecciones foliares y rendimiento (peso de racimo y numero de dedos)
no hubo efecto de la dosis de aplicacion de Reynoutria sachalinensises y Bacillus
amyloliquefaciens a las 35, 39, 43 y 47 semanas después de siembra. Durante el desarrollo
del ensayo, se presentaron cambios progresivos del grado de afecciones, con un porcentaje
de incidencia maximo de 41%. No es recomendable la aplicaciéon de Reynoutria
sachalinensises y Bacillus amyloliquefaciens en dosis desde 9.5 hasta 28.5 L/ha, posterior a

las 35 semanas después de la siembra en produccion de platano.

(Riascos Balarezo, 2016) con el objetivo de evaluar la efectividad de la aplicaciéon de
fungicidas organicos e inorganicos basados en el rendimiento y la calidad de la semilla. Se
obtuvieron los siguientes resultados: para el porcentaje de granos sanos se obtuvo mayor
porcentaje en el tratamiento T1 con 99,26% vy el tratamiento T6 el de menor porcentaje con
95,97%; para el porcentaje de granos vanos el que alcanzo el menor porcentaje fue el
tratamiento T5 y tratamiento T1 con un 0,33% apreciando que el de mayor porcentaje de
granos vanos fue el tratamiento T6 con un 0,74%; para el porcentaje de granos manchados
el mejor control se presento en el tratamiento T1 con un 0,41% mientras que el tratamiento
T6 alcanzo un total de 3,29%.

Para las medias de peso de granos sanos pudimos observar que no existe diferencia

significativa entre tratamientos; en el peso de granos vanos observamos que el mayor peso
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se presento en el tratamiento T6 con un total de 46,51 kg/ha y el de menos porcentaje el
tratamiento T1 con 23,2 6kg/ha; en cuanto al peso de granos manchados se observé que el
tratamiento T6 alcanzo el mayor peso con 209,3 kg/ha y el de menor peso el tratamiento T1
con 29,07 kg/ha; en la variable rendimiento kg/ha se observé que el mayor rendimiento se
alcanzo en el tratamiento T2 con 8622,09 kg/ha seguido por el tratamiento T4 con 8270,35
kg/hay el menor rendimiento el tratamiento T6 con 6433,14 kg/ha (Riascos Balarezo, 2016)

(Rosado Rivera, 2016) con el objetivo de evaluar fungicidas organicos y convencionales in
vitro e in vivo para el manejo de enfermedades foliares en el fiame. Los fungicidas
seleccionados para los experimentos in vitro e in vivo fueron Switch®, Trilogy®, Regalia®,
Kphite®, Chlorothalonil®, Fontelis®, Kocide® y Quadris®. Los fungicidas
Chlorothalonil®, Fontelis® y Switch® fueron los que mejor inhibieron el crecimiento
micelial de C. gloesporioides y C. alatae en los ensayos colorimétricos in vitro. Mientras
que Switch® fue el unico que fue estadisticamente diferente comparada con el control no
tratado en controlar la enfermedad de antracnosis in vivo. Ninguno de los tratamientos a base
de extracto de plantas (Trilogy® y Regalia®) y los otros fungicidas convencionales fueron

significativamente diferente en la reduccion de la severidad.

En la evaluacion de la sensibilidad, ambos aislados (C. gloesporioides y C. alatae) crecieron
en el medio enmendado con fungicida al igual que él no enmendado. Estos resultados
sugieren el desarrollo de resistencia de aislados de Colletotrichum expuestos a azoxystrobin
en la isla (Rosado Rivera, 2016)

(Colque vy lquize, 2020) con el objetivo de realizar el control del hongo (Leptosphaeria
polylepidis) que en los ultimos afios van diezmando a la poblacion de Kefiuas (Polylepis
tarapacana) del Parque Nacional Sajama. Los resultados que se obtuvieron arrojan que para
el control del hongo (Leptosphaeria polylepidis) el fungicida quimico Cobrethane, en una
triple dosis (2250 g/200 I) y quintuple dosis (3750 g/200 I) de la recomendacion comercial,
es efectivo para el control en un 100% a los 4 dias de la aplicacion. Ademas de que el
desarrollo del hongo (Leptosphaeria polylepidis) en medio PDC, en principio siempre
empieza el desarrollo tomando un color amarillo-veige (10YR 7/6), hasta tornarse café claro
(10YR 6/6) y finalmente olivo- amarillo (2.5 y 6/8), formando los anillos concéntricos como
caracteristica Unica del género. Con todo lo anteriormente sefialado es necesario realizarla

aplicacion de los fungicidas en condiciones de campo para comprobar su efectividad.
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(Coromoto et al., 2017) con el objetivo de evaluar el efecto que tienen dos fungicidas
orgénicos a base de orégano (ganore y fungol) sobre el control del hongo Colletotrichum
gloeosporioides. Los resultados de un efecto inhibidor de un 100% de los dos fungicidas
organicos en los diferentes tratamientos empleados con concentraciones de ganore,dosis alta
15 mL, dosis recomendada 10 mL y dosis baja 5 mL y fungol dosis alta 1,5 mL, dosis
recomendada 1 mL y dosis baja 0,5 mL; el efecto inhibidor de estos fungicidas orgéanicos
sobre el hongo in vitro, como en la superficie de los frutos de lechosa aplicados directamente.
Se concluye, que los productos a base de orégano pueden ser una alternativa organica para
el control del hongo Colletotrichum gloeosporioides, de manera natural y eficaz, sin afectar

la calidad postcosecha de la lechosa.

(Cascon y Kronfle, 2018) con el objetivo de evaluar el efecto de dos fungicidas organicos
(Reynoutria sachalinensis y M-110) y tres frecuencias de aplicacién en la produccion de
platano. Para las variables nimero de hojas, incidencia de enfermedad foliar y rendimiento,
no hubo efecto de la frecuencia de aplicacién de los biofungicidas (R. sachalinensis y M-
110) a las 38, 44 y 50 semanas después de siembra. R. sachalinensis mostré un control
parcial de los tubos germinativos de M. fijensis. No es recomendable hacer aplicaciones de
los fungicidas organicos en las condiciones del experimento a las 38 semanas después de

siembra, ya que ningun biofungicida mostro efecto en la produccion del platano.

(Sauhing Aspiazu, 2017) con el objetivo de evaluar fungicidas organicos para el manejo del
manchado del grano en arroz (Oryza sativa) bajo riego en Abras de Mantequilla. EI mejor
tratamiento en controlar el manchado del grano fue el T7 (Acido pirolefioso a 0,75 L/ha),
con el 7,67 % de granos manchados y una eficacia de control de 51,31 %, el mayor porcentaje
de vaneo lo mostr6 el T3 con 13,67 %, el mayor nimero de espiga/m2 a la cosecha lo
consiguio el T2 con 275 espiga/m2, en nimeros de granos por espiga, los mayores valores
los consiguieron los tratamientos T8-T4-T9 con 129 unidades, el mayor peso de mil granos
manchados, estuvo en el T5 con 26,43 gramos, en el rendimiento el mayor valor fue para el
T3 con 7 346,67 kg/ha, el analisis econdmico, demostrd que el T1=Testigo, fue el que obtuvo

mayor relacion B/C con $ 0,11 dando una rentabilidad de 11 %.

Por altimo (Vargas Bustos, 2000) con el objetivo de este estudio fue evaluar la efectividad
de tres fungicidas de origen organico: extracto de semilla de pomelo (BC-1000),

pentahidrato sulfato de Cu (Phyton 27) y una levadura (Levadura AH Golondrina), en el
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control de pudricion gris, en relacion a un fungicida tradicional (Benomilo). En la evaluacion
in vitro, donde se tested el porcentaje de inhibicion de diferentes concentraciones de
fungicidas en el crecimiento de micelio de B. cinerea, en medio de cultivo PDA, Levadura
AH presento la menor ED50 (0,024 g/l) y, por lo tanto, el mejor comportamiento entre los

productos organicos testeados.

En el ensayo en terreno, en el cual se evalu6 el porcentaje de incidencia de la enfermedad en
un total de frutos colectados al momento de cosecha, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el control de pudricion gris exdgena entre las alternativas
orgénicas y el fungicida tradicional Benomilo, aunque BC-1000, en dos de las
concentraciones evaluadas (100 y 200 ml/hl), supero al resto de los tratamientos. De acuerdo
a estos resultados, los fungicidas organicos evaluados constituirian interesantes opciones de

control de pudricion gris en este cultivo (Vargas Bustos, 2000)
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CAPITULO 11l
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion

El proyecto de investigacion se desarrollo en los Laboratorios de Microbiologia, Biologia
y Bioquimica en el Campus Universitario “La Maria”, perteneciente a la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo, ubicada en el Km 7.5 via Quevedo — EI Empalme, Provincia
de Los Rios, con coordenadas geografica de 01° 04" 49.2°" de altitud Sur y 79° 30" 05.3”"

de longitud Oeste con una altitud elipsoidal de 67 m.s.n.m.

3.2. Tipo de investigacion

La investigacion que se llevd a cabo en un contexto exploratorio-experimental, en la
formulacidn de extractos vegetales con el objetivo de evaluar su eficacia frente a agentes fito
fangicos. Ademas, se encuadra dentro de la categoria de investigacion exploratoria, dado
gue no existen investigaciones previas relacionadas con la elaboracion de extractos de
Rottboelli cochinchinensis destinados a la prevencion del ataque de hongos fitopatogenos,

como Lasiodiplodia theobromae y Moniliopthora roreri.

3.3. Métodos de investigacién

La investigacion empled una combinacion de los métodos inductivo, deductivo y analitico
para abordar el estudio de los extractos vegetales de R. cochinchinensis (Lour) W.D. como
agentes Fito fungicidas agricolas.

e Deductivo: Para identificar los efectos especificos derivados de la aplicacion del

extracto vegetal de R. cochinchinensis.

e Analitico: Se aplicé para examinar los datos recopilados durante la evaluacion de
las variables de respuesta frente a la accion del extracto vegetal R. cochinchinensis
en presencia de agentes fitofungicos, lo que servira como base para la elaboracion de

los resultados de la investigacion.
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e Observacion: Se utilizo el extracto vegetal de R. cochinchinensis para inhibir dos

fitopatdgenos, donde se observo la inhibicion miceliar de los mismos.
3.4. Fuentes de recopilacion de la informacién
3.4.1. Fuente primaria
Se obtuvo esta informacion de campo de los distintos experimentos que se realizaron con los
implementos de laboratorio en los que se aplicaron los tratamientos de estudio e
investigacion, y posteriormente fueron registrados para obtener asi los resultados.
3.4.2. Fuente secundaria
Estas son fuentes que provienen de manera investigativa a través de articulos cientificos,
revistas, tesis, libros, entre otros, los cuales serén utilizados para consultar, verificar y
comparar con los resultados obtenidos en la investigacion realizada.
3.5. Disefio de la investigacion

3.5.1. Factores en estudio

Se estudiaron métodos de extraccion vegetal sobre la inhibicion micelial de hongos

fitopatdgenos (Moniliophthora roreri y Lasiodiplodea Theobromae).

3.5.2. Tratamientos

Para llevar a cabo los experimentos de la actividad antagdnica de los extractos vegetales sobre la
inhibicion micelial de hongos fitopatégenos (Moniliophthora roreri y Lasiodiplodea Theobromae)
Se establecieron cinco tratamientos con 3 repeticiones y 3 unidades experimentales cada uno

los cuales se detallan en la (tabla 1).
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Tabla 1

Tratamientos de estudio

Tratamientos

T1 Acuoso 100%

T2 Etandlico 100%

T3 Hidroalcohdlico 50/50%
T4 Ridomil

T5 Agua

Elaborado: Autor

3.5.3. Disefo experimental

El estudio se llevo a cabo utilizando un Disefio de Bloques Completamente al Azar (DBCA),
se contd con 5 tratamientos, tres repeticiones y tres unidades experimentales por cada uno.
Para realizar las comparaciones entre las medias se utilizo la prueba de Tukey al 0.5 (Tabla
2).

Tabla 2

Esquema del analisis de varianza

Fuentes de variacion Grados de libertad
Tratamientos 4
Repeticiones 2
Error 8
Total 14

Elaborado: Autor
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3.6. Instrumentos de investigacion

3.6.1. Manejo del experimento

3.6.1.1. Recoleccidn de la Rottboellia conchinchinensis.

La recoleccion de las plantas se realizé en la extension de la Universidad Técnica Estatal de
Quevedo Finca Experimental “La Maria” y fueron provenientes de un entorno aislado de
cultivos con el fin de prevenir la contaminacion con residuos quimicos en los extractos
vegetales. Para la seleccion, se opt6 por plantas que exhibieran caracteristicas morfoldgicas
superiores, priorizando la vitalidad de su coloracion verde, su estado de salud 6ptimo, la

presencia de semillas y una altura media de 1,50 metros.

3.6.1.2. Extraccion con solventes polares.

El material, en estado seco y molido, fue sometido a un proceso de extraccion a temperatura
ambiente utilizando 500 ml de etanol para el extracto 100% alcoholico y 250 ml de etanol
con 250 ml de agua destilada para el extracto hidroalcohélico 50/50%, durante un periodo
de 48 horas, con agitacion constante. Posteriormente, se repitio este procedimiento. Los
extractos resultantes fueron sometidos a un proceso de filtracion mediante papel filtro y se

combinaron.

El residuo obtenido de la extraccion previa se dejé reposar a temperatura ambiente, los
solventes fueron evaporados bajo presion reducida utilizando un evaporador rotatorio
Heidolph, y se calcul6 el rendimiento en términos de gramos de extracto obtenido por cada
50 gramos de material vegetal seco. Los extractos resultantes se utilizaron para llevar a cabo

analisis quimicos y cromatograficos preliminares.
3.6.1.3. Extraccion acuosa.
El material seco fue extraido con agua, mediante una decoccién al 20% durante 15 minutos.

El extracto acuoso que se obtuvo se liofilizé en un equipo liofilizador L-T4 Rificor y se

calcul6 su rendimiento en g de liofilizado/100 g de partes aéreas.
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3.6.1.4. Pruebas quimicas.

Los ensayos para la identificacion cualitativa de metabolitos secundarios, se basaron en
identificar metabolitos secundarios en los extractos (etéreos, alcohdlicos y acuosos) de las
partes aéreas de la planta, se siguid los procedimientos como se muestra en las variables

evaluadas.

3.6.1.5. Aislamiento de Moniliophthora roreri.

El aislamiento de este fitopatdgeno se llevo a cabo a través de la identificacion de una
mazorca de cacao que presentaba sintomas de infeccién por M. roreri en la plantacion
experimental ubicada en La Finca Experimental “La Maria” del canton Mocache. La muestra
fue posteriormente identificada, etiquetada y transportada a las instalaciones de los
laboratorios de Biologia y Microbiologia de la UTEQ.

Para minimizar la presencia de contaminantes externos que pudieran interferir con el proceso
de aislamiento, la muestra fue sometida a un lavado exhaustivo con agua y posteriormente

se procedid a su secado al ambiente.

Se prepar6 un medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) a pH=5.7, el cual fue esterilizado
adecuadamente antes de ser vertido en placas de Petri previamente esterilizadas. A
continuacidn, se realizé un corte horizontal en la parte de la mazorca que mostraba sintomas
y un corte interno para extraer una porcion del area necrotica, que fue luego inoculada en las
placas de Petri con el medio de cultivo preparado. Las placas de Petri se incubaron a una
temperatura de 28 °C durante un periodo de 48 horas con el propdésito de observar y evaluar

el crecimiento colonial resultante.

3.6.2. Variables evaluadas

3.6.2.1. Rendimiento seco de Rottboellia cochinchinensis (Lour) W.D.

Tras la recoleccion de las muestras, se transportaron al laboratorio donde se procedié a

seccionar la planta, enfocandose principalmente en el tallo y las hojas para moler las

muestras utilizando un molino de aspas cortas. Posteriormente, se registré el peso de la
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muestra en su estado fresco, seguido por el proceso de secado el cual se realiz6 a dos
temperaturas diferentes las cuales fueron a menos de 45° C y a mas de 45° C hasta llegar a

peso constante en una estufa en contra corriente.

Una vez completado el proceso de secado, se efectu6 la medicion del peso de la muestra ya
deshidratada, permitiendo calcular el rendimiento del secado de la planta.

3.6.2.2. Rendimiento del extracto de Rotthoellia cochinchinensis (Lour) W.D.

La obtencidn de extractos vegetales de la planta caminadora implico el tratamiento de
muestras secas mediante un proceso de molienda empleando un molino de aspas cortas. Se
extrajo una porcion de muestra seca ajustada a 50 gramos de peso, mientras se prepararon
tres matraces: uno con 500 ml de etanol para el extracto 100% etandlico, otro con 250 ml de
etanol y 250 ml de agua para el extracto hidroalcohdlico, y un tercero con 500 ml de agua

destilada calentada a 70°C para el extracto acuoso.

Posteriormente, se introdujeron los 50 gramos de muestra en cada matraz correspondiente
para iniciar la obtencion de los distintos extractos vegetales. El proceso de extraccion se
Ilevd a cabo mediante agitacion constante utilizando un equipo de agitacion conocido como
"vortex" durante un lapso de 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo, los extractos fueron

sometidos a un proceso de filtracion utilizando papel filtro.

Los extractos etanolico y acuoso fueron introducidos en un rotavapor para su concentracion,
mientras que el extracto hidroalcoholico pasd por un destilador y posteriormente por el

rotavapor. Estos procesos tuvieron como objetivo separar el soluto del solvente.

Tras la separacion del solvente, los extractos resultantes se almacenaron en refrigeracion
hasta el siguiente paso del proceso, que consistid en la transformacion del extracto liquido a

extracto seco. Este proceso permitio obtener el rendimiento del extracto final

3.6.2.3. Determinacién de metabolitos secundarios.

Se envi6 100 g de muestra seca para ser evaluados los distintos metabolitos presentes segun

la metodologia:
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Determinacién de alcaloides.

El Ensayo de Dragendorff se tomé una alicuota del extracto y se afiadié una gota de
acido clorhidrico concentrado. Se calentd levemente y se dejo enfriar hasta que el pH
se torne en valores acidos, posteriormente se afiadieron 3 gotas del reactivo de
Dragendorff. Los resultados del ensayo se consideraron positivos si se aprecian las
siguientes caracteristicas:

Presencia (+), alta presencia (++), precipitado (+++).

Determinacién de azlcares reductores.

Ensayo de Fehling. Se adicion6 a una alicuota del extracto 2 mL de reactivo y se
calentara en bafio de agua de 5 a 10 minutos. El ensayo se considero positivo (+++)

si la solucién toma coloracién roja o aparece un precipitado rojo.

Determinacion de saponinas.

Ensayo de la espuma. Se tomé una alicuota del extracto y se diluyd en 5 veces su
volumen en agua, agitandose fuertemente el tubo de ensayo, de 5 a 10 minutos. El
ensayo se considero positivo (+++) si aparece una espuma de 2 mm de espesor como

minimo y persistente por mas de 2 minutos.

Determinacién de flavonoides.

Ensayo de Shinoda. Se tomé una alicuota del extracto y se afiadié 1 ml de &cido
clorhidrico concentrado y una pequefia porcion de cinta de magnesio metalico.
Después de 5 minutos se afiadido 1 ml de alcohol amilico. Se considerd un ensayo
positivo (+++) cuando el alcohol amilico se coloree de amarillo, naranja, carmelita o

rojo intenso en todos los casos.
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Determinacion de compuestos fenélicos y/o taninos.

Ensayo de cloruro férrico. A una alicuota del extracto se afiadié acetato de sodio para
neutralizar y 3 gotas de una solucion de tricloruro férrico al 5% en solucion salina
fisioldgica. El ensayo se considerd positivo (+++) para compuestos fenolicos en
general, al observarse un cambio de coloracion a rojo-vino; para taninos del tipo
pirocatecélicos una coloracion verde intensa y para taninos del tipo pirogalotanicos

una coloracién azul.

Determinacion de estructuras del tipo polisacéridicas.

El ensayo de mucilagos. Una alicuota del extracto se enfrié a una temperatura de 0°C
a 5°C y se observd si la solucion toma una consistencia gelatinosa. El ensayo se

considero positivo (+++) si la muestra toma consistencia gelatinosa.

Determinacion de triterpenos y esteroides.

Ensayo de Liebermann-Burchard. Se adiciond 1 ml de anhidrido acético y se mezclo
bien. Por la pared del tubo de ensayos se dejaran caer 3 gotas de acido sulfarico
concentrado sin agitar. El ensayo es positivo si el cambio de coloracion es rapido; de
rosado a azul muy rapido (+++), a verde intenso visible rapido (++), a verde oscuro-
negro al final de la reaccion (+). Este método permite diferenciar las estructuras
esteroidales de las triterpenoides, las primeras producen coloraciones azules o azul

verdoso, mientras que en las segundas se observa rojo, rosado o purpura.
Determinacion de aminoé&cidos libres o aminas.

Ensayo de Ninhidrina. Se tomo una alicuota del extracto alcoholico se mezclo con 2
ml de solucion de Ninhidrina al 2 % en agua. La mezcla se calentd 5-10 minutos en

bafio de agua. Este ensayo se considerd positivo cuando el extracto presentd una

coloracion azul violacea ante la presencia de Ninhidrina.
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e Determinacion de Quinonas.

Ensayo de Borntanger. Se evaporo el extracto alcohdlico en bafio de aguay el residuo
se redisolvié en 1 ml de cloroformo, luego se adicion6 1 ml de hidroxido de sodio al
5 % en agua, posteriormente se agitd mezclando las fases, y se dejo en reposo hasta

su separacion. El ensayo se considero.
3.6.2.4. Porcentaje de inhibicion.

Para la prueba de actividad inhibitoria se utilizd el método de siembra directa con
crecimiento. Para la siembra se tomé un area de crecimiento 5 mm x 5 mm de cada aislado
que se encuentre en el mismo tiempo de crecimiento (7 dias), el cual se inocul6 sobre la
superficie del medio de cultivo papa- dextrosa- agar (PDA), en ambiente aséptico. Una vez
realizada la siembra de los diferentes aislados, se procedio a efectuar la prueba de inhibicion,
adicionandole 250 ul de cada extracto sobre la superficie de crecimiento de cada aislado y
su posterior incubacion a 30°C. En las evaluaciones se incluy6é un control positivo con
ridomil (4 mg/ml) y un testigo absoluto sin tratamiento. La prueba se realizd por 3
repeticiones y se midio el crecimiento radial a las 96 y 168 horas, para esto se utilizd la

férmula de (PICR) y el resultado se interpreté como porcentaje de indice de inhibicidn.

R1—R2
PICR (%) = T * 100

Donde:
PICR= Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial.
R1= Radio mayor (Radio de patégeno testigo).

R2= Radio menor (Radio del patdgeno en enfrentamiento con el antagonista).

3.7.  Tratamiento de datos

El analisis estadistico de los resultados obtenidos de las variables bajo estudio, se realizé
mediante un analisis de varianza (DCA), para determinar diferencias significativas. Se aplico la

prueba de significancia de Tukey al 5% para establecer la diferencia significativa de los

factores, esto a su vez es ejecutada en el software estadistico InfoStat (2020e).
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3.8. Recursos humanos y materiales

3.8.1. Recursos humanos

e Docente tutor: Ing. Pablo Cesar Ramos Corrales Ph.D

e Estudiante: Josué Daniel Kang Moscoso

3.8.2. Recursos materiales

e Agua destilada

e Alcohol 75%

e Alcohol 100%

e Bisturi

o Botellas esterilizables de 500 ml

e Cajas Petri

e Cloro

e Cubreobjetos

e Embudos simples de vidrio

e Frascos Chopp de vidrio (500 ml)

e Fundas de polipropileno

o Gasa esteril

e Guantes Quirurgicos

e Juego de Micro-pipetas (0.2-10ul, 2- Oul, 20-200ul y 100-1000pl)
e Papel Toalla

e Piseta de 500 mi

e Puntas amarillas de micro-pipeta (200 pl)

e Tijeras Quirlrgicas

e Tubos de Eppendorf (1.5 ml)

e Vasos de precipitacion (50 ml, 250 ml y 500ml)

3.8.3. Equipos

e Agitador



e Autoclave

e Balanzade 0.001 g

e Bafio Maria

e Camara de flujo Laminar
e Centrifuga

e Destilador de agua

e Estufa

e Incubadora

e Nevera

e \Ortex

3.8.4. Material bioldgico

e La Rottboellia cochinchinensis (Lour) W.D. recolectada en las instalaciones de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo Campus “La Maria” en la provincia de Los

Rios cantdon Mocache.

e Mazorcas de cacao CCN-51 para obtener el hongo patégeno Moniliophthora roreri en
la plantacion experimental ubicada en la Universidad Técnica Estatal de Quevedo

extension “La Maria” en la provincia de Los Rios canton Mocache.

e Lasidiodiplodia theobromae perteneciente al banco de cepas patogénicas del laboratorio
de Biologia y Microbiologia de la UTEQ.

3.8.5. Materiales de oficina

e Computador

e Cuaderno
e Lapicero
e Pendrive
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados

4.1.1.Rendimiento seco de Rottboellia cochinchinensis (Lour) W.D

Se determin6 que la mejor temperatura y tiempo de exposicion permite definir el mayor
rendimiento de material seco de los restos vegetales de la R. cochinchinensis, a menores de
45° C y 10 h de exposicién con un rendimiento 63,2 % de material seco. A comparacion de
a temperaturas superiores a los 45° C 'y 7 h de exposicion se verifico un rendimiento 52,5 %

de material seco (Tabla 3).

Tabla 3
Rendimiento del peso seco de la muestra puesta a secar en diferentes temperaturas.
TEMPERATURA Peso Peso Seco RENDIMIENTO Tiempo (h)
(°C) Fresco (9) (9) %
<45 1000 632,5 63,2 10 h
>45 1000 525,2 52,5 7h

Elaborado: Autor

4.1.2.Rendimiento del extracto de Rottboellia cochinchinensis (Lour) W.D

El analisis de rendimiento del extracto determina el proceso de extraccién hidroalcohdlico,
permite la obtencion de 19 g del extracto de R. cochinchinensis, en contraste con la
aplicacion de la extraccion por la aplicacion del 100% de etandlico que exhibio el
rendimiento mas bajo con 2 g. Con el extracto acuoso que logré 10 g. esto sefiala al extracto
100% Etandlico con una reduccién significativa en comparacion con los otros extractos

analizados (Tabla 4).

Tabla 4
Rendimiento del extracto seco
Acuoso Hidro alcohdlico 100% Etanolico
109 199 29

Elaborado: Autor
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4.1.3. Determinacion de metabolitos secundarios

Tras analizar los extractos vegetales de R. cochinchinensis, se identificaron distintos

metabolitos secundarios.

Los extractos acuosos e hidroalcohdlicos exhibieron la mayor concentracion de estos
metabolitos en comparacion con el extracto 100% etandlico, donde la mayoria de los
metabolitos no estaban presentes. Alcaloides: Los extractos a procedentes del método de
extraccion por acuosos e hidroalcoholicos revelaron la presencia de este metabolito (+),
mientras que el método de extraccion por etandlico no se detectaron la presencia de
alcaloides. Azucares Reductores: Los extractos a procedentes del método de extraccion por
acuosos se verifico un alto contenido (++) y por e hidroalcoholicos revelaron la presencia de
este metabolito (+), mientras que el método de extraccion por etandlico no se detectaron la
presencia de azucares reductores. Saponinas: Se pudo observar la presencia exclusiva de
saponinas Unicamente en el extracto acuoso (+), mientras que en los extractos
hidroalcoholico y etandlico no se detecto la presencia de estos compuestos (-). Flavonoides:
Los extractos a procedentes del método de extraccion por acuosos e hidroalcohdlico se
verifico un alto contenido (++), mientras que el método de extraccién por etandlico no se
detectaron la presencia de flavonoides. Fendlicos y/o Taninos: En todos los extractos
vegetales analizados se identifico la presencia de fenoles y/o taninos (+). Polisacaridos: Los
extractos a procedentes del método de extraccion por solventes hidroalcohdlico y etanélico
revelaron la presencia de este metabolito (+), mientras que el método de extraccion acuosa
no se detectaron la presencia de polisacaridos. Triterpenos y Esteroides: Los extractos a
procedentes del método de extraccidn por acuosos e hidroalcohdlicos revelaron la presencia
de estos metabolitos (+), mientras que el método de extraccion por etandlico no se detectaron
la presencia de triterpenos y esteroides. Aminoacidos libres 0 Aminas: En relacién a la
presencia de aminoacidos libres o aminas, no se evidencio la deteccion de estos compuestos
en ninguno de los tres extractos vegetales analizados (-). Quinonas: No se pudo detectar la

presencia de quinonas en ninguno de los tres extractos vegetales analizados (-). (Tabla 5).
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Tabla 5
Metabolitos secundarios presentes en los extractos vegetales luego se realizar una prueba

quimica.

Extractos vegetales

Compuestos presentes

Acuoso Hidroalcoholico 100% etanol

Alcaloides + + -
Azucares Reductores ++ + -
Saponinas + - -
Flavonoides ++ ++ +
Fenolicos y/o Taninos. + + +
Polisacaridos - + +
Triterpenos y

+ + -
Esteroides.

Aminoacidos libres o
Aminas

Quinonas. - - -

Nota: (-) No detectable, (+) Presencia, (++) Alta presencia.
Elaborado: Autor

4.1.4.Porcentaje de inhibicion micelar de la Moniliophthora roreri

En el tercer dia, después de la inoculacion de los extractos vegetales. Se evidenciaron
diferencias significativas en la variable de porcentaje de inhibicion en relacion con la
inoculacién de los extractos vegetales, al patdgeno evaluado; se registrd que el extracto
hidroalcoholico exhibié la mayor inhibicion micelial, con un porcentaje del 67.9 7%,
superando al fungicida quimico ridomil que obtuvo la inhibicidn de 58.96%. En contraste,
porcentajes bajos de inhibicion, con el extracto acuoso la inhibicion de 20.96%, y el
etanolico, de 16.20% de inhibicion micelial.

En el quinto dia, después de la inoculacién de los extractos vegetales. Se evidenciaron
diferencias significativas donde se pudo determinar que el ridomil obtuvo el mayor
porcentaje de inhibicion con 67.79% crecimiento micelial. Sin embargo, con similar

respuesta el extracto contenido en hidroalcohdlico genera la inhibicion del 66.56%. En
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contraste, porcentajes notablemente bajos de inhibicion, el extracto acuoso la inhibicion de
12.17%, y el etanolico 7.92% de inhibicion micelar.

En el séptimo dia, después de la inoculacion de los extractos vegetales. Se detectaron
diferencias significativas en funcion de los extractos vegetales utilizados y el patogeno
evaluado; se pudo definir que tanto el ridomil como el extracto hidroalcoho6lico mostraron
similitudes en los niveles de inhibicion micelial del patdgeno, con la inhibicion de (79.46%
y 78.64%), respectivamente. Estos resultados fueron notablemente superiores a los otros
extractos. El extracto acuoso y el etandlico con inhibicion (43.16%, y 14.42%).

Respectivamente (Figura 1).

Figura 1
Porcentaje de inhibicion de M. roreri al tercer, quinto y séptimo dia después de inoculados

los extractos vegetales
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Nota: Las barras de error indican +DE; diferentes letras indican diferencias significativas entre los promedios
a p<0.05 (test de Tukey).

Los registros fotograficos que documentan el crecimiento en relacion con el porcentaje de
inhibicién de M. roreri revelan una tasa de crecimiento caracterizada por su lentitud,

atribuible a las caracteristicas reproductivas del patégeno. Sin embargo, se ha demostrado
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que existe inhibicion al concluir el séptimo dia del experimento. Con esto se destaca la
eficiencia del extracto hidroalcohdlico 50/50%, exhibiendo un porcentaje de inhibicion
superior en comparacion al fungicida quimico Ridomil y a su vez diferenciandose de otros

extractos que presentaron un bajo nivel de inhibicion. (Figura 2).

Figura 2

Porcentaje de inhibicion de M. roreri, en la parte superior se muestran los dias de
evaluacion y en el costado izquierdo muestra los diferentes tratamientos
Tipo/ Dias
Concentracion 3er dia 5to dia 7mo dia

Control

Ridomil

100% Etanol

50/50
Hidroalcoholico
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Acuoso

Nota: Columna izquierda (Tipo y Concentracion de extracto); Parte superior (dias de evaluacion).
Elaborado: Autor

4.1.5. Porcentaje de inhibicién micelar de la Lasidiodiplodia theobromae

En el tercer dia, después de la inoculacion de los extractos vegetales. Se evidenciaron
diferencias significativas en la variable de porcentaje de inhibicion en relacién con la
inoculacién de los extractos vegetales, al patdgeno evaluado; se registré que el fungicida
quimico mostré la mayor inhibicién micelal, con un porcentaje del 84.22%, superando los
extractos vegetales; el hidroalcohdlico inhibio 40.26%, el extracto etandlico inhibid poco

14.7%, y el extracto acuoso demostrd el menor porcentaje de inhibicion de 6.02%.

En el quinto dia, después de la inoculacion de los extractos vegetales. Se evidenciaron
diferencias significativas en la variable de porcentaje de inhibicion al utilizar los diferentes
tratamientos, se exhibid que el fungicida quimico mostré el mayor porcentaje de inhibicion,
con el 74.17%. Esta diferencia fue significativa en comparacion con los extractos vegetales;
el hidroalcoholico inhibié 30.08%, el extracto acuoso al 8.88%, y el extracto etandlico

demostro el menor porcentaje de inhibicion de 4.89%.

En el séptimo dia, después de la inoculacion de los extractos vegetales. Se detectaron
diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion micelar al utilizar los diferentes
tratamientos. Se pudo definir que el fungicida quimico mostré el mayor porcentaje de
inhibicidn con 55.25%. Esta diferencia fue significativa en comparacion con los extractos
vegetales: el hidroalcoholico inhibié 28.98%, el extracto etandlico de 5.58%, y el extracto

acuoso de 2.66% inhibicion micelar. (Figura 3).
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Figura 3
Porcentaje de inhibicién de L. theobromae al tercer, quinto y séptimo dia después de

inoculados los extractos vegetales

Lasidiodiplodia theobromae
90 A A
80
70 7
S 60 ? A
3 50 ﬁ .
£ 40 f L
= 7 s
© 30 7 .
° / o
82 B ﬁ B >
10 B B ] Z ° B 2
s £ 2 2 38 s £ 3 2 38 § 8 3 2 8
[+ = [+ — © —
R s & ° s s & S g |z
S S S 8 S o
- S = h= = S
T T T
3 3 3 3 3 5 5 5 5 5 77 1 1 7
Tratamientos

Nota: Las barras de error indican +DE; diferentes letras indican diferencias significativas entre los promedios

a p<0.05 (test de Tukey).

Los registros fotograficos que documentan el crecimiento en relacion con el porcentaje de
inhibicion de L. theobromae muestran una tasa de crecimiento completa debido a la rapida
capacidad reproductiva del patdgeno. En el tercer dia, tanto en el grupo control como en el
extracto al 100% de etanol, se observé un crecimiento completo, mientras que el fungicida
quimico ridomil mostré una inhibicion notable. Alrededor del séptimo dia, se not6 que los
extractos acuosos y al 100% de etanol no lograron inhibir completamente el patdgeno, pero
si limitaron su capacidad de esporulacién. El extracto que demostro la mayor capacidad de
inhibicidn fue el hidroalcoholico 50/50, a pesar de la agresividad de L. theobromae, lo que
sugiere que los extractos de la caminadora si influyen en la inhibicion de este patdogeno
(Figura 4).
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Figura 4

Crecimiento de L. theobromae, en la parte superior se muestran las horas de evaluacion y
en el costado izquierdo muestra los diferentes tratamientos
Tipo/ Dias
Concentracion 3er dia 5to dia 7mo dia

Control

100% Etanol

50/50

Hidroalcoholico

Acuoso

Nota: Columna izquierda (Tipo y Concentracion de extracto); Parte superior (dias de evaluacion).
Elaborado: Autor
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4.2. Discusién

En este estudio, se logrd identificar que el rango optimo de temperatura para la extraccion
de compuestos derivados de R. cochinchinensis fue a temperatura menores a 45°C,
mantenido durante un periodo de 10 horas, lo que resultd en la obtencion del 63,2% de
material seco. Estos datos concuerdan con lo descrito por Ramos et al (2022) quien indica
que los parametros cruciales en el proceso son la temperatura de secado y la velocidad del
flujo de aire. En su investigacion, determin6 que, para lograr un mayor rendimiento de un
polvo rico en saponinas, es necesario mantener una temperatura de secado igual o inferior a
50°C.

El andlisis de rendimiento del extracto determind que la extraccion hidroalcohdlica, permitio
la obtencion de 19 g de extracto R. cochinchinensis, diferencidndose de la extraccion con
100% de etanolico que exhibié el rendimiento més bajo con 2 g y con el extracto acuoso que
logr6 10 g. Lozano et al (2022), indica que el impacto de las temperaturas de secado en la
preservacion de los componentes quimicos de las plantas, que desempefian un papel en el
control biolégico contra patdégenos. Mientras que Luisetti et al (2020), destaca que las
temperaturas elevadas pueden provocar la desnaturalizacién de las proteinas en las plantas,

lo que altera su estructura y funcién, conduciendo a la pérdida de su actividad bioldgica.

En el estudio de extraccion y cuantificacion de compuestos se observd una mayor
persistencia de componentes en la extraccion hidroalcohdlica, evidenciada principalmente
por las concentraciones elevadas de flavonoides. Cevallos (2021) sefiala que los flavonoides
son compuestos polifendlicos que tienden a ser solubles tanto en agua como en alcohol. Por
otra parte, Molina et al (2022) menciona que la combinacion de estos dos solventes en la
extraccion hidroalcoholica permite una mayor capacidad para disolver una amplia gama de

compuestos, incluyendo los flavonoides.

La existencia de compuestos vinculados al grupo de los polifenoles desencadend una
respuesta inhibitoria contra M. roreri. El extracto hidroalcohdlico presentdé la mayor
inhibicién micelial, alcanzando un porcentaje del 67.97%, superando la efectividad del
fungicida quimico ridomil. Esto concuerda con la investigacion ejecutada por Ricardez et
al (2020), quien destaca que la inhibicion de M. roreri es el resultado de la accion de los

compuestos polifenolicos presentes en el extracto hidroalcoholico. Mientras tanto Muzzio

52



(2021), destaca que los polifenoles son conocidos por sus propiedades antimicrobianas y
antifungicas, y pueden interferir con los procesos vitales de los microorganismos, como la

permeabilidad de las membranas celulares, la sintesis de proteinas y la respiracion celular.

Se observé un efecto similar de inhibicion en el desarrollo de L. theobromae al aplicar el
extracto hidroalcohdlico, logrando una inhibicion del 40.26% en el crecimiento del
patdgeno. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Flores et al (2023) quien obtuvo
resultados de inhibicion cercanos al 50% destacando que estos compuestos pueden causar
dafo a nivel celular, afectando las estructuras esenciales para el crecimiento de las esporas.
Por otra parte, Cardenas et al (2017), sefiala que los componentes del extracto generan la
desestabilizacion de membranas celulares o la interferencia con la division celular, lo que

limita la capacidad de las esporas para proliferar.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

La metodologia de extraccion aplicada, permitio determinar que a 45°C y durante 10
horas el secado de las plantas resulta el més &ptimo, siendo el extracto
hidroalcoholico con mayor rendimiento de extracto seco (19g), superando a los otros

tipos de extractos vegetales.

El extracto acuoso y el extracto hidroalcoholico de Rottboellia cochinchinensis
exhiben perfiles de metabolitos secundarios significativamente mas complejos y
diversos en comparacion con el extracto 100% etandlico. proporcionando una
comprension detallada de la composicion quimica de esta especie vegetal que pueden

ser aprovechadas como control orgénico.

Se observé una inhibicion del crecimiento micelial de M. roreri y L. theobromae tras
la exposicion a extractos vegetales durante tres, cinco y siete dias. Destacando el
extracto hidroalcohdlico inhibiendo significativamente el crecimiento de los hongos

generando estrés e impidiendo la esporulacion de los hongos.
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5.2.

Recomendaciones

Se establece como recomendacién el uso del extracto hidroalcoholico de Rottboellia
conchinchinensis para el control bilégico de la Moniliophthora roreri y

Lasidiodiplodia theobromae en condiciones de campo.

Determinar si los metabolitos secundarios de los extractos de R. conchinchinensis

presentan propiedades alelopéticas.

Investigar en el campo para evaluar la efectividad de los extractos vegetales de R.
conchinchinensis en situaciones agricolas reales. incluyendo variables como las
cantidades adecuadas, formas de aplicacion y su influencia en la salud de las plantas

y el entorno.
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CAPITULO VII

ANEXOS



7.1. Anexos

Anexo A. Corte y pesado de la muestra.

Anexo C. Extraccién del solvente de la Rottboellia conchinchinensis con el equipo

llamado “rotavapor”.
™~
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Anexo D. Proceso de inoculacion de los extractos vegetales.

Anexo F. Andlisis de varianza de inhibicion micelar al tercer dia de M. roreri sobre la

inoculacion de los extractos vegetales.

Variable N R2 R2 Aj Cv

Data 14 0.98 0.96 18.16

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo  10362.83 6 1727.14 47.9 <0.0001
extr 10326.16 4 2581.54 71.59 <0.0001
Rep 36.67 2 18.34 0.51 0.622
Error 252.4 7 36.06

67



Total 10615.23 13

Anexo G. Analisis de varianza de inhibicion micelar al quinto dia de M. roreri sobre la
inoculacion de los extractos vegetales.

Variable N R2 R2 Aj CV
Data 15 0.99 0.98 13.5

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo  13579.85 6 2263.31 130.23 <0.0001
extrc 13396.55 4 3349.14 192.7 <0.0001
rep 183.3 2 91.65 5.27 0.0346
Error 139.04 8 17.38

Total 13718.89 14

Anexo H. Analisis de varianza de inhibicién micelar al séptimo dia de M. roreri sobre la
inoculacidn de los extractos vegetales.

Variable N R2 R2 Aj CV
Data 15 0.99 0.98 11.81

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo  15803.62 6 2633.94 101.53 <0.0001
extrc 15798.17 4 3949.54 152.24 <0.0001
rep 5.45 2 2.73 0.11 0.9015
Error 207.55 8 25.94

Total 16011.17 14

Anexo |. Analisis de varianza de inhibicion micelar al tercer dia de L. theobromae sobre la
inoculacion de los extractos vegetales.

Variable N R? R2 Aj CV
Data 15 0.86 0.75 61.07

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo  15235.06 6 2539.18 8.07 0.0048
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extr 14246.94 4 3561.74 11.32 0.0022
Rep 988.12 2 494.06 1.57 0.2658
Error 2516.21 8 314.53
Total 17751.27 14

Anexo J. Andlisis de varianza de inhibicion micelar al quinto dia de L. theobromae sobre la

inoculacion de los extractos vegetales.

Variable N R? R2 Aj CcVv
Data 15 0.85 0.73 69.55
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo  11862.9 6 1977.15 7.34 0.0065
extr 11168.55 4 2792.14 10.36 0.003
Rep 694.35 2 347.18 1.29 0.3273
Error 2155.89 8 269.49
Total 14018.79 14

Anexo K. Andlisis de varianza de inhibicion micelar al séptimo dia de L. theobromae sobre
la inoculacién de los extractos vegetales.

Variable

N

R2 R? Aj CcV
Data 15 0.77 0.61 86.43
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo 1)
| Fv. | sc | g | e | F | p-alor |
Modelo 7073.58 6 1178.93 4.58 0.026
extr 6637.97 4 1659.49 6.45 0.0127
Rep 435.61 2 217.81 0.85 0.4638
Error 2057.31 8 257.16
Total 9130.89 14
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