REPUBLICA DEL ECUADOR

UNIVERSIDAD ESTATAL AMAZONICA

CARRERA DE INGENIERIA AGROPECUARIA

TEMA:

“ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA in vitro DE EXTRACTOS
DE Bixa orellana L., Carica papaya L., Piper aduncum L. CONTRA
PATOGENOS VEGETALES”

Tesis previa a la obtencion del Titulo de Ingeniero Agropecuario
Autor: Cuvi Cuvi, Jemberly Johana

Directora: Dra. Laura Scalvenzi

PUYO - ECUADOR

Mayo 2013



APROBACION DEL TUTOR

En mi calidad de Directora del informe de investigacién sobre el
tema: “ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA in vitro DE
EXTRACTOS DE Bixa orellana L., Carica papaya L., Piper
aduncum L. CONTRA PATOGENOS VEGETALES” de la
autora Jemberly Johana Cuvi Cuvi, estudiante de la Carrera de
Ingenieria Agropecuaria, considero que reune los requisitos y
meéritos suficientes para ser sometido a la evaluacién del jurado

examinador designado

Puyo, de del 2013



AUTORIA DEL TRABAJO

Los criterios emitidos en el trabajo de investigacion: “ESTUDIO
DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA in vitro DE EXTRACTOS DE
Bixa orellana L., Carica papaya L., Piper aduncum L.
CONTRA PATOGENOS VEGETALES” como también los
contenidos, ideas, andlisis, conclusiones y propuesta son de
exclusiva responsabilidad de mi persona, como autor de este
trabajo de grado.

Puyo, del 2013

AUTOR

Jemberly Johana Cuvi Cuvi



DERECHO DE AUTOR

El autor cede sus derechos, para que la instituciéon pueda hacer
uso en lo que estime conveniente, siempre y cuando sea para
fines investigativos o de consulta.

Puyo, de del 2013

AUTOR

Jemberly J. Cuvi C.



APROBACION DEL JURADO EXAMINADOR

Los miembros del tribunal examinador aprueban el informe de
investigacion, sobre el tema: “ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD
BIOLOGICA in vitro DE EXTRACTOS DE Bixa orellana L.,
Carica papaya L., Piper aduncum L. CONTRA PATOGENOS
VEGETALES”, de la autora de nombres y apellidos Jemberly
Johana Cuvi Cuvi, estudiante de la carrera de Ingenieria
Agropecuaria.

Puyo, 2013

Para constancia firman



DEDICATORIA

A mis padres que a cada instante fueron la fuerza
principal para culminar mi carrera.

A mis hermanos quienes me han ayudado de una u otra
manera.

A mi familia en general quienes con sus oraciones fueron
un pilar principal para mi.



AGRADECIMIENTO

Agradezco a Dios por haberme permitido y dado fuerzas

para culminar mi carrera.

Agradezco a mis padres quienes son mi apoyo

fundamental en todo.

Agradezco a mis hermanos quienes de una u otra manera

estuvieron apoyando a lo largo de mi carrera de estudios.

Mis sinceros agradecimientos a la Dra. Laura Scalvenzi,
Directora de Tesis quien con mucha paciencia me ha

brindado apoyo en la elaboracién del Trabajo.

A mis amigos, familia y hermanos que siempre estaban

con palabras de animo.



INDICE

1. INTRODUGCCION ...ttt se s sneenes 1
A OBIETIVOS ...ttt ettt st st bbbt 4
ODJEtiVO GENEIAL.......oeiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeeeeeeeeee e 4
ODbjetivos ESPECITICOS. .....ccoiiiiiiiiiiii e 4

. HIPOTESIS. ...ttt aenans 4
2. REVISION DE LITERATURA ..ottt 5
2.1 Bixa orellana L. (Achiote 0 ANNALLO) .........ccceevveveeeerieiiee e 6
2.2 Carica papaya L. (Papaya) ......cccceeceveireecienieeeeieeeeie et e e 9
2.3 Piper aduncum L. (MAtiCO)........cccevuiieeviieieeeeie et 10
2.4 Descripcion del ReINO FUNQGi.....cccccviieiiiicieieceececeeece e 12

2.4.1 Descripcién morfolégica de los hongos fitopatégenos estudiados

13

®  SCIEIOLIUM ...ttt st ereas 13

L S 1] [T (o1 1 = P 16

®  AIBIMANTA ...ttt 18

®  FUSANUM ..ottt be st ae e e eneeneas 20

3. MATERIALES Y METODOS.......c oottt ettt ettt 23
3.1 Localizacion y duracion del experimento..........cccccecveveeenereseneereereeeenene 23
3.2 Condiciones MeteorolOgICas........ccevvrirrererrerieieeeiee et 23
3.3. MaterialeS ¥ €QUIPOS ....c.ecveieeeeieiieeetesteete et ste et esee e aesresneensens 24
3.4, Factores de EStUdIO .........cceieieirinireieceeeeeees s 25
3.5. Disefio eXPeriMENtal ...........cccvveeierieieiiesieieseseete et 25
3.6. Mediciones experimentales ...........ccecveeeeenieeereseee e 26

3.7. Manejo del eXPeriMeENtO ........cccoeieriiieiereeere ettt 26



3.7.1 Recolecciodn e identificacion taxondmica de las plantas

1)Y= 1o = Lo F= 1R 26
®  BiXa Orellana L. .....coceeuivieieiiieieeseeeseseeeeee e 26
o CariCa PAPAYA L. ..cceeviieieiiieee e 27
o PiperadunCum L. ...t 29
3.7.2 Especimenes para el Herbario ECUAMZ ...........ccccvvvvvvvvveennnnnn., 30
3.7.3 Obtencidn de extractos vegetales .........ccooeveeeviiiiiiiiiiiiieeeeeceenn, 36
3.7.4 Aislamiento de patdgenos vegetalesS...........ccevvvvvviiiiiiieeeeeiinnn, 39

3.7.7 Actividad bioldgica in vitro de los extractos de Piper aduncum L.,

Carica papaya L. y Bixaorellana L.............ccovieeiiiiiiiiiiiiiiee e, 41
Preparacion del material de 1aboratorio...........cocccveeveineineicneneene 41
Evaluacién de la actividad bioldgica de los extractos ..........cccceevevenennee. 41

3.8 ANAIISIS ECONOIMICO......c.ccuiirtiieiiieieieiere et 43
. RESULTADOS EXPERIMENTALES........coiiirtt ettt 44
4.1 Secado de plantas para produccién de extractos vegetales................... 44
4.2 Produccion de extractos vegetales...........ccceererenininneneeneeseeseeee 44
4.3 Actividad antifingica in vitro de los extractos vegetales..........c.cccoouue... 45
Actividad antifingica in vitro del extracto de Bixa orellana L. ............ 45
Actividad antifingica in vitro del extracto de Carica papaya L............ 52
Actividad antifangica in vitro del extracto de Piper aduncum L.......... 56

- DISCUSION ....oiiiiiiiiieeisseeseste sttt 65
. CONCLUSIONES ...ttt sttt st s 65
. RECOMENDACIONES......cooitoeeteetteteterte ettt st s naees 66
CRESUMEN ..ottt st sttt st s 67
 SUMMARY .ttt ettt st b e sttt sbe e nees 69

10. BIBLIOGRAFIA ..ot 70



10. ANEXOS



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 - Inflorescencia de Bixa orellana L. ...........cccocvieecieiiiiiieiieiies e 6
Figura 2 - Planta, flores, frutos y semillas de Carica papaya L. ..........ccccoeevveevvcueeennnen. 9
Figura 3 - Hojas e inflorescencia de Piper aduncum L. ...........ccocoeviiiiiiinnieenieeenieens 10

Figura 4 - Pudricion de la raiz causada por el hongo Sclerotium sp. (Izquierda).

Crecimiento in vitro de Sclerotium sp. (Derecha) .......ccccecveevcieeeceeeccieescee e ecee e 14
Figura 5 - Esclerocios redondos (lzquierda) o irregulares (derecha) .........ccccecvveeeunennes 15
Figura 6— Forma de Asco de Sclerotinia sp. CON aSCOSPOras .......ccceevevvveerrcuveeerrceeeeenans 16

Figura 7 - Sclerotinia sclerotiorum en zanahoria (lzquierda). Crecimiento In vitro de
Sclerotinia SP. (DErECHA) ......cocuiii e e e 17

Figura 8 — Desarrollo y sintomas de las enfermedades de hortalizas y flores
producidas por el hongo Sclerotinia sclerotiorum...............ccccceeeevvuveeeeeeeeeicciveeeeeeeenn. 18

Figura 9 - Desarrollo y sintomas de las enfermedades producidas por Alternaria sp. 19
Figura 10 - Conidios del SENero FUSAritim SP........cccecueeeeicieeeeeiieeeeecieeeessieeessereeeasnans 20

Figura 11 - Ciclo patoldgico de la marchitez del tomate ocasionado por Fusarium
OXYSPOIUM f. [YCOPOISICI..vvvvieerieeiieiiieieeiiee e ettt ee e e ee e e ee e e srae e e s abee e e snbeee e s nres 21

Figura 12 - Micelio amarillento y rosado, algodonoso caracteristico de Fusarium sp.22

Figura 13 - Ubicacién de la localidad de estudio: Ciudad de Puyo, Cantén Pastaza,
Provincia de Pastaza, ECUAON ....u..iiiiiiieeieee ettt e e e e aa s 23

Figura 14 - Planta de Bixa orellana (Achiote) con su inflorescencia y hojas secas..... 27
Figura 15 - Planta, flores, frutos y semillas de Carica papaya L. .............ccoueeeecuveeennes 27
Figura 16 - Planta femenina de C. papaya L. (A) y planta masculina de C. papaya (B) 28
Figura 17 — Hojas e inflorescencia de Piper aduncum L. (Matico).........ccccovveeecrineennns 29

Figura 18 - Disposicidn de las hojas de una muestra de planta sobre una cartulina de
herbario. Las hojas excedentes se cortan dejando el peciolo visible (Missouri
Botanical GAarden, Sf).....uc it e et e et e e e e e rraeaeeans 31

Figura 19 — Prensa manual para secado de muestras botdanicas...........ccccceeeecuveeenns 32


file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566379
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566380
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566381
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566382
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566382
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566383
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566384
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566385
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566385
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566386
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566386
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566387
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566388
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566389
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566389
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566390
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566391
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566391
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566392
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566393
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566394
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566395
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566396
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566396
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566396
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566397

Figura 20 — A) muestra seca de C. papaya L. By C) Montaje de especimenes Bixa

orellana L., D) pesas para fijar [a muestra ........ccceecvereeeiieee e e 33
Figura 21 - Cocido del espécimen en la cartuling ........cocceevieiiiieeniiennieeiee e 34
Figura 22 — Etiqueta de Carica papaya L. (Papaya) para catalogacion...........ccceeuee.. 35

Figura 23 — Especimenes botdnicos montados: A) P. aduncum L. B) B. orellana L. C) C.

PAPAYA L oo, 35
Figura 24 - Percoladores de acero para el proceso de extraccion...........cccveeeecvveeennns 36
Figura 25 — Corte longitudinal de un percolador..........ccoccvveeieciiieicciiee e 37

Figura 26 - Extracto de Piper aduncum L. percolador (lzquierda), extracto de P.
aduncum en el Rotovapor (derecha) .....c.eccceeecieecciee e 38

Figura 27 - A) Rotovapor con el extracto B. orellana L., B) Vasos de precipitacidon con
los extractos fluidos, C) Extracto seco de B. orellana L. ............ccccoeeecvveeeccieeeeccieeeens 39

Figura 28 — A) Cultivos puros de Sclerotium sp. B) Sclerotinia sp. aislados de vainas de
LV LT =T 01 (=101 0T ST 40

Figura 29 — A) Disco del hongo fitopatégeno (5 mm), B) Siembra del hongo en medio
(o [ o101 Y/ PP RPN 43

Figura 30 - Actividad antifungica contra Fusarium sp. del extracto de Bixa orellana L.

Figura 31 — A) Fusarium sp. en medio de cultivo sin extracto (Patrén). B) Fusarium sp.
en medio de cultivo con extracto de Bixa orellana (0,5 mg/mL)......ccccccovveevreecreeennenn. 47

Figura 32 - Actividad antiflingica contra Sclerotium sp., de extracto de Bixa orellana L

Figura 33 — A) Sclerotium sp. en medio de cultivo sin extracto (Patrén). B) Sclerotium
sp. en medio de cultivo con extracto de Bixa orellana (3 mg/mL) .....c..cccveeeereeneennee. 48

Figura 34 - Actividad antifungica contra Alternaria sp., de extracto de Bixa orellana L

Figura 35 — A) Alternaria sp. en medio de cultivo sin extracto (Patrén). B) Alternaria
sp. en medio de cultivo con extracto de Bixa orellana (6 mg/mL). ......ccccevvevvvevreennnens 49

Figura 36 - Actividad antifungica contra Sclerotinia sp., de extracto de Bixa orellana L.


file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566398
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566398
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566399
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566400
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566401
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566401
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566402
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566403
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566404
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566404
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566405
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566405
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566406
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566406
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566407
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566407
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566408
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566408
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566409
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566409
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566410
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566410
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566411
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566411
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566412
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566412
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566413
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566413
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566414
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566414

Figura 37 — A) Sclerotinia sp. en medio de cultivo sin extracto (Patrdn). B) Sclerotinia
sp. en medio de cultivo con extracto de Bixa orellana (3 mg/mL). .....cccceeeveevrvevieennnnns 50

Figura 38 - Actividad antifungica contra Fusarium sp., de extracto de Carica papaya L.

Figura 39 — A) Fusarium sp. en medio de cultivo sin extracto (Patrén). B) Fusarium sp.
en medio de cultivo con extracto de Carica papaya L. (0,5 Mg/ML)....ccccccuervvrrvurennnnns 53

Figura 40 - Actividad antifungica contra Alternaria sp., de extracto de Carica papaya

Figura 41 — A) Medio de cultivo sin extracto (Patrdn). B) Alternaria sp. en medio de
cultivo con extracto de Carica papaya (6 ME/ML).....ccueeeeeeiieeeiieeeieeeciee et 54

Figura 42 - Actividad antifungica contra Sclerotium sp., de extracto de Carica papaya

Figura 45 - A) Fusarium sp. en medio de cultivo con extracto de Piper aduncum L.
(6mg/mL) B) Fusarium sp. en medio de cultivo sin extracto. ........ccceevvevveeecrereenneenns 56

Figura 46 - Actividad antifungica contra Alternaria sp., de extracto de Piper aduncum

Figura 47 — A) Alternaria sp. en medio de cultivo sin extracto., B) Extracto de Piper
aduncum (3 mg/mL) inhibe el crecimiento de Alternaria sp. ......cccccceveeeveecveeeecneenne. 57

Figura 48 - Actividad antifungica contra Sclerotium sp., de extracto de Piper aduncum

Figura 49 — A) Sclerotium sp. en medio de cultivo sin extracto. B) Sclerotium sp. en
medio de cultivo con extracto de Piper aduncum L. a una concentracién de 3 mg/mL.

Figura 51 — Crecimiento del hongo Fusarium sp. en contacto con tres extractos
vegetales, a diferentes concentraciones: A) B. orellana L., B) C. papaya L., C) P.
QAUNCUM Lueeiiiiiiiiiiiecite ettt sttt st st e s e s sab e e s abe e sabte e sabaesbteenateesabaeesabeesases 61


file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566415
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566415
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566416
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566416
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566417
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566417
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566418
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566418
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566419
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566419
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566420
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566420
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566421
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566421
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566422
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566422
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566423
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566423
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566424
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566424
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566425
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566425
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566426
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566426
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566427
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566427
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566427
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566428
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566428
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566429
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566429
file:///C:/Users/Jemberly/Documents/TESIS%20JEMBERLY/Tesis%20Jemberly%20Final.doc%23_Toc356566429

Figura 52 — Crecimiento del hongo Alternaria sp. en contacto con tres extractos
vegetales, a diferentes concentraciones: A) B. orellana L., B) C. papaya L., C) P.
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Figura 53 — Crecimiento del hongo Sclerotium sp. en contacto con tres extractos
vegetales, a diferentes concentraciones: A) B. orellana L., B) C. papaya L., C) P.
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Figura 54 - Crecimiento del hongo Sclerotinia sp. en contacto con tres extractos
vegetales, a diferentes concentraciones: A) B. orellana L., B) C. papaya L., C) P.
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1. INTRODUCCION

El Ecuador es un pais pequefio que posee un alto porcentaje de
Biodiversidad mundial ya que cuenta con una gran diversidad de
flora y fauna. La flora ecuatoriana es inmensamente rica ya que
posee alrededor de 25.000 especies de plantas vasculares de
las cuales 4.173 especies son endémicas propias del pais
(Estrella, 2005). Un estudio de la FAO afirma que las plantas
amazoénicas son muy aprovechadas en varios ambitos de la vida
humana, como es el alimenticio, el medicinal y contra los

patégenos vegetales (FAO, 2011).

Las plantas poseen componentes quimicos denominados
principios activos que dan a las mismas ciertas propiedades por
las cuales el hombre las utiliza. Los principios activos “son
sustancias que ejercen una accion farmacoldgica, beneficiosa o
perjudicial, sobre el organismo vivo” (Mufoz, 2002). Muchos de
los principios activos tienen propiedades importantes entre ellas
la antimicrobiana. Esta propiedad consiste en inhibir el

crecimiento de los microorganismos como bacterias y hongos.

La produccion agricola siempre ha enfrentado el problema de las
patologias vegetales, originadas por microrganismos. Desde la
Revolucién Verde el uso de productos de sintesis para aumentar
la produccion (fertilizantes) y para combatir los patdégenos
vegetales (agroquimicos) ha tenido gran difusién. Sin embargo
se ha descubierto que el mal uso de dichos productos ocasiona

problemas al medio ambiente y al Hombre (Murillo et al., 2012).

Desde algunas décadas se esta difundiendo la agricultura
organica que prevé el uso de productos amigables con el

ambiente y con el hombre, y capaces de reducir el impacto de



los agentes patdgenos. Los agricultores organicos sustituyen el
uso de agroquimicos de sintesis con el manejo integral del agro-
ecosistema favoreciendo la diversificacion de los cultivos
mediante rotaciones o cultivos en asociacion, el uso de abonos
organicos y técnicas de lucha contra los patdogenos que prevén
el uso de extractos vegetales de plantas (FAO, 2003).

De acuerdo a esta situacion, muchos paises y agricultores han
priorizado el cuidado ambiental, realizando investigaciones
finalizadas a descubrir nuevos compuestos bioactivos que se
puedan utilizar en el Manejo Integrado de Plagas (MIP). Los
productos naturales obtenidos de las plantas son usados desde
la antigiiedad para el control de las enfermedades vegetales. Por
ello los derivados vegetales (extractos, tinturas, aceites
esenciales entre otros) han sido muy estudiado cientificamente,
con especial énfasis a los metabolitos secundarios, los cuales
estan involucrados en la accién antimicrobiana y antifingica de
los derivados (Singh & Singh, 2000).

Estos productos estan constituidos por compuestos de origen
natural que son parte de la estrategia de defensa de la planta
frente a los patdégenos; de hecho dichos compuestos son los que
confieren a la planta las caracteristicas antimicrobianas,
repelentes, antivirales, antifingica, que le permiten sobrevivir o
resistir a los ataques externos. Por ende el uso de productos
agroquimicos de origen natural permite aprovechar de las
caracteristicas de esos compuestos y utilizarlos para proteger
los cultivos y asegurar la produccion, sin impacto ambiental. Se
han investigado extractos vegetales de muchos tipos de plantas
diferentes, aplicando criterios de seleccion muy variados: la

literatura cientifica, el uso tradicional hecho por las comunidades



locales, el dar un uso alternativo a plantas consideradas

malezas, etc. (Osorio, 2006).

Entre las sustancias naturales mas usadas en la agricultura se
encuentran las piretrinas, que son aisladas del genero
Chrysanthemum, las cuales actian como insecticidas. Las flores
secas se pulverizan y los compuestos activos (piretrinas),
contenidos en las cascaras de las semillas, se extraen. Las
piretrinas extraidas se asperjan como una suspension en agua o
aceite, 0 como polvo. Las piretrinas atacan el sistema nervioso
de todos los insectos. Uno de los métodos para combatir el uso
de agroquimicos es desarrollar métodos de control alternativo,
dando como prioridad el uso de extractos de plantas con el fin de
investigar y presentar alternativas de combate contra las plagas

y las enfermedades en los cultivos (Murillo et al., 2012).

El objetivo principal de esta tesis de pregrado es contribuir a
encontrar extractos vegetales de plantas tropicales de uso
comun y etnobotanica, que tengan propiedades antifingicas que
puedan ser utilizadas en la lucha contra los patdégenos

vegetales.



a. OBJETIVOS

Objetivo General
Comprobar la efectividad de extractos de plantas amazdnicas

contra los patégenos vegetales

Objetivos Especificos
v’ Generar especimenes botanicos para el Herbario

ECUAMZ de las tres especies estudiadas.

v' Realizar extractos hidroalcohdlicos de las plantas
amazonicas Piper aduncum L., Bixa orellana L. y Carica

papaya L.;

v' Aislar del medio amazoénico cuatro hongos patdgenos

vegetales de interés agronémico;

v' Estudiar la actividad biologica in vitro de los extractos
vegetales contra hongos fitopatbgenos de interés

agronomico;

v De cada extracto determinar la concentracibn minima
inhibitoria (MIC) es decir la concentracion mas baja que
inhibe el crecimiento del microorganismo después de su

incubacion.

b. HIPOTESIS
Los extractos de plantas amazénicas usadas en la tradicion local

con fines medicinales y en la lucha contra patdgenos vegetales
tienen actividad biol6gica in vitro contra hongos fitopatégenos
propios del medio.



2. REVISION DE LITERATURA
Algunas plantas y sus derivados han mostrado efectos

controladores hacia agentes patégenos como por ejemplo
acaros, bacterias, virus, hongos e insectos. Algunas especies de
plantas son usadas con fines alimenticios y controladores de
plagas en los cultivos, entre ellas se menciona el ajo (Allium
sativum), el aji (Capsicum frutescens), la higuerilla (Ricinus
communis) y el Neem (Azadirachta indica); algunas de estas
plantas son usadas para la elaboracion de insecticidas
comerciales y en general de productos contra patdogenos
vegetales. Entre los derivados vegetales que se utilizan mucho
en este sentido se encuentran los extractos vegetales. Estos son
mezclas de compuestos quimicos extraidos desde las plantas
mediante el uso de diferentes solventes como el agua, el
alcohol, las grasas entre otros. Otros estudios recalcan la
importancia de los extractos vegetales como controladores de
fitopatdbgenos. Mencionamos como ejemplo una investigacion
sobre la actividad de los extractos de Croton rhamnifolius var.
caudatus (Euphorbiaceae) y de Waltheria sp. (Sterculiaceae) en
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, que ha demostrado que el
extracto estéd en capacidad de inhibir el crecimiento del patégeno
(Celis et al, 2008).

En la presente tesis se han investigado tres plantas tipicas de la
Amazonia ecuatoriana: Bixa orellana L., Carica papaya L. y
Piper aduncum L. A continuacion se da una descripcion botanica
de las plantas y también de sus caracteristicas fitoquimicas de
acuerdo a la literatura. Las especies vegetales estudiadas en
esta tesis de pre-grado, han sido seleccionadas en funcién de
sus antecedentes etnobotanicas y su disponibilidad en el medio

amazonico. Las principales caracteristicas de las plantas,



consideradas por su potencial bioactividad, son resumidas en la

Tabla 1.

Tabla 1 - Actividad biolédgica de B. orellana L., C. papaya L.y P. aduncum L. de
acuerdo a la literatura cientifica

Nombre Nombre comun | Actividad biolégica reportada

cientifico en Ecuador

Bixa orellana L. Achiote Antibacteriano (Irobi et al., 1996)

Carica papaya L. | Papaya Analgésico y antiparasitario (Rios,
2007)

Piper aduncum L. | Matico Antibacteriano, propiedades

insecticidas (Guerrini et al., 2011)

Fuente: Elaboracion propia del autor, 2013

2.1 Bixa orellana L. (Achiote o Annatto)
La planta Bixa orellana L. pertenece a la familia Bixaceae y esta

difundida dentro de las regiones intertropicales de Ameérica

(Figura 1).

Figura 1 - Inflorescencia de Bixa orellana L.

R

"

Fuente: commons.wikipedia.org

La planta es reconocida por un amplio rango de cualidades tanto
medicinales como alimenticias, cosméticas y decorativas.
Cuando los espafioles llegaron a Ameérica, en el XV siglo,
conocieron el enorme patrimonio botanico de esta regién y una

de las plantas que llamé su atencion fue el Achiote. Los nativos




usaban esta planta como un tinte, gracias al elevado contenido
de carotenoides. Estos pigmentos se encuentran en la semilla.
Muchas poblaciones amazoénicas usan el colorante rojo sacado
de la semilla fresca también como pintura corporal y facial y para
tefiir cerAmica. Las nacionalidades Shuar, Achuar y Waorani del
Ecuador usan el Achiote de esta forma. EIl Achiote tiene un uso
muy difundido en el sector alimenticio, de hecho se utiliza para
dar color a los quesos, el pescado, las mantecas, los dulces y en
general en los platos tipicos preparados en muchos paises de
Sur y Centro América. Ademas B. orellana L. esta retomando su
auge a nivel industrial en todo el mundo como colorante natural,
debido especialmente a las limitaciones, cada dia mas
restrictivas, que impone la legislacién en materia de colorantes.
Por cuanto se refiere al Achiote, la Organizacion Mundial para la
Salud ha reconocido que no tiene toxicidad y por lo tanto es un
valioso sustituto de los colorantes de sintesis (Lourido &
Martinez, 2010).

Adicionalmente el Achiote tiene varios usos medicinales entre
los cuales se subrayan el antirreumatico, el cicatrizante, el

antimicrobiano y el oftalmico (Rios et al, 2007).

En las Filipinas se utiliza la decocciéon de hojas para curar las
guemaduras y las enfermedades de la piel. En Camboya las
hojas se utilizan para curar la fiebre, su infusiébn se aplica como
purgante y en el tratamiento de la diarrea. En la India, en la
medicina ayurvedica, el Achiote es utilizado como astringente y
también en el tratamiento de los problemas hepéticos (Tamil,
2011).

Ademas estudios de la actividad antimicrobiana in vitro del

extracto de Bixa orellana L., realizados mediante el ensayo de



difusion en disco, han demostrado que ese tiene actividad
antibacteriana especificamente contra las bacterias Gram-
positivas. lrobi et al (1996) estudi6 el comportamiento del
extracto alcohdlico de las hojas de B. orellana L. contra las
bacterias  Bacillus  subtilis, Staphyloccocus aureus vy
Streptococcus faecalis. Determind que la MIC (Minima
Concentracion Inhibitoria) del extracto correspondia a 4-16

mg/mL.

Otras investigaciones, realizadas sobre los extractos
metandlicos de hojas y semilla han mostrado buenas actividades
de inhibicion con respecto a las bacterias Staphylococcus
aureus, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus fecalis y también con respecto a los
hongos patégenos humanos Candida albicans, Aspergillus niger

y los dermatofitos Trichophyton mentagrophytes (Tamil, 2011).



2.2 Carica papaya L. (Papaya)

Caricaceae es una familia pequefia con 33 especies distribuidas
en cinco géneros, de los cuales cuatro (Carica, Jacaratia, Jarilla,
Vascasonsella) estan en América tropical. Ver Figura 2.

Figura 2 - Planta, flores, frutos y semillas de Carica
papaya L.

Fuente: http://es.wikipedia.org/wiki/Carica_papaya

La especie mas conocida es la papaya (Carica papaya L.), de la
cual no se conoce su origen geografico preciso, pero podria ser
del sur de México (Moraos et al., 2006).

Un estudio realizado por Chavez et al (2011) menciona que la
actividad antifungica del extracto de C. papaya, especificamente
de las hojas, demostrd ser un inhibidor moderado de Fusarium
spp. y un inhibidor débil de Colletotrichum gloeosporioides. El
extracto de la hoja exhibe el espectro de accion mas amplio. La
concentracion del extracto fue 0.625 mg/mL de Fusarium sp. y
10 mg/mL de C. gloeosporioides, ambos iguales a
aproximadamente el 20% de inhibicion del crecimiento del
micelio, ambos considerados patdégenos vegetales de gran
impacto en la produccion agricola, debido a las graves
enfermedades que ocasionan, la fusariosis y la antracnosis. Otro
estudio realizado por Marin et al (2008) demuestra que el hongo

Mycosphaerella fijiensis, agente ecolégico de la enfermedad



Sigatoka negra del platano, presenta susceptibilidad a las

aplicaciones de extractos naturales de C. papaya L.

En Nigeria se han dado investigaciones acerca de la propiedad
antimicrobiana de extractos de fruto, semillas y hojas de Papaya.
Los extractos de fruto y semillas han registrado una significativa
actividad antimicrobiana contra S. aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Shigella flexneri. La
Minima Concentracion Inhibitoria para las bacterias Gram
positivas fue de 0,2 - 0,3 mg/mL (Emeruwa, 1982).

2.3 Piper aduncum L. (Matico)
La tercera planta estudiada por la bioactividad de su extracto es

el Piper aduncum L. (Figura 3).

Figura 3 - Hojas e inflorescencia de Piper aduncum L.

-

Fuente:luirig.altervista.org/schedenam/fnam.php?taxon=Piper+aduncum

Piper aduncum L. también conocida como Matico es un arbusto
nativo del Caribe. Dentro de la familia Piperaceae, se destacan
especies del género Piper por su importancia a nivel medicinal y
comercial. De hecho cabe destacar que la pimienta, usada en
todo el mundo, se obtiene de los frutos aromaticos secos y
pulverizados de Piper nigrum. Numerosas especies son
utilizadas en la medicina tradicional de varios paises en el
mundo, debido a sus propiedades antisépticas, insecticidas y
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antimicrobianas. Las nacionalidades amazobnicas usan varias
especies del género Piper con diferentes finalidades: medicinal
(antiinflamatorio, analgésico, antigripal) y ritual. ElI género Piper
comprende alrededor de 1000 especies, que se encuentran
frecuentemente en la vegetacion secundaria de los bosques
tropicales de América y Asia. La mayoria de las especies son de
rapido crecimiento, algunos Piper se emplean en la medicina
popular como analgésicos en el tratamiento del dolor, dolor de
muela y de heridas. El aceite esencial es un insecticida,
molusquicida y antibacteriano, segun estudios demuestran que
el aceite esencial de Piper aduncum tiene capacidad de inhibir
por un 70% el crecimiento del hongo fitopatogeno Botrytis

cinérea, a la concentracion de 0,5 mg/mL (Guerrini et al, 2009).

Un estudio realizado por Celis (2008), demuestra que diferentes
partes de plantas pertenecientes a trece familias, entre ellas la
familia Piperaceae, utilizando diferentes concentraciones de
estos extractos bajo condiciones in vitro se investigo la actividad
antifangica contra Mycosphaerella fijiensis, hongo causante de la
sigatoka negra en platanos y bananos. Como resultado
obtuvieron que de 20 extractos investigados, solo de 8 especies
entre ellas Piper hispidum y Piper peltatum; mostraron actividad
antifingica, especificamente en la germinacién de esporas como
en el desarrollo de colonias de M. fijiensis. Esta misma
investigacion detallaron derivados antifungosos cinnamoyl de las
semillas y hojas de Piper tuberculatum. La aplicacion de
extractos vegetales de hojas de Piper aduncum, Thymus vulgaris
y de flores de Matricaria chamomilla permite controlar, bajo
condiciones in vitro y en plantulas, el desarrollo del hongo
Colletotrichum gloesporoides, causante de la antracnosis en el

tomate de arbol.
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2.4 Descripcion del Reino Fungi
La disciplina cientifica que estudia a los hongos se llama

micologia. Los hongos son microorganismos unicelulares o
pluricelulares, con células eucariotas que se alimentan mediante
la absorcion directa de nutrientes. Los hongos constituyen un
Reino a parte de la Naturaleza, el Reino Fungi. Dentro de este
Reino se encuentran los mohos, las levaduras y las setas. Los
hongos tienen unas caracteristicas morfologicas y fisiologicas
que los distinguen de los seres vivos. Los hongos tienen células
eucarioticos, la mayor parte de ellos tiene pared celular que
contienen quitina, celulosa o ambas, producen esporas para la
reproduccion, tiene reproduccién sexual o asexual, y existen

casos donde se dan ambas formas (Rivera, 1999).

Morfoldgicamente los hongos se caracterizan por tener un
cuerpo vegetativo, llamado micelio y un cuerpo fructifero que
produce esporas, las mismas que representan la forma de
propagacion de estos microorganismos. Adicionalmente a las
esporas, los hongos producen conidios que son formas de

reproduccion asexuada.

La mayoria de los hongos son saprofitos, es decir se alimentan
de restos muertos de plantas y animales, mientras otra parte
estd formada por parasitos obligados, es decir organismos que
necesitan del huésped vivo para poder sobrevivir. Los hongos
saprofitos se alimentan degradando la materia orgénica
mediante la secrecion de enzimas y posteriormente absorben los
nutrientes generados. Los hongos son causantes de la
putrefaccion y descomposicion de toda materia organica, por
ende su papel en el ecosistema es muy relevante ya que de
ellos dependen los ciclos de los elementos quimicos. Algunos

hongos son pardsitos de organismos vivos y causan graves

12



enfermedades en plantas y animales. En el sector de la
produccién agricola cada afo se registran graves peérdidas de
materia prima agricola debido a las enfermedades de origen
fungico. Los hongos fitopatbgenos son objeto de numerosos
estudios de investigacion, a fin de encontrar formas para poder
controlarlos (Agrios, 2008).

Los hongos fitopatdgenos son un grupo de hongos que atacan a
las plantas en diferentes estados vegetativos y provocan
enfermedades. Hoy en dia se conocen aproximadamente 8000
especies de hongo fitopatdgenos, de hecho cabe destacar que
toda planta es atacada, por lo menos una vez en la vida, por un
hongo y a su vez los fitopatbgenos pueden atacar uno o mas
tipos de plantas. El ciclo biolégico de los hongos fitopatdgenos
se da parcialmente dentro de la planta huésped y parcialmente
en el suelo y/o en restos muertos vegetales. Cuando las
condiciones ambientales y del huésped son adecuadas, el hongo

se insidia en la planta dando origen al proceso patolégico.

2.4.1 Descripcion morfoldgica de los hongos fitopatégenos
estudiados

En esta tesis de pregrado se estudiara el efecto inhibidor de
extractos de plantas amazonicas sobre cuatro hongos
fitopatdgenos de amplia difusion: Sclerotium sp., Sclerotinia sp.,

Fusarium sp. y Alternaria sp.

e Sclerotium
El género Sclerotium es un género de hongo que provoca la

pudricion de la raiz y del tallo en muchas plantas (Figura 4). Es
un hongo imperfecto y su forma sexuada pertenece al género
Aethalia.

13



Su clasificacion taxondmica es:

Clase: Agonomycetes
Orden: Agonomycetales
Género: Sclerotium

Figura 4 - Pudricion de la raiz causada por el hongo Sclerotium sp. (Izquierda). Crecimiento
in vitro de Sclerotium sp. (Derecha)
A7 > & v % B
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Fuente: Elaboracion propia del autor, 2013.

El hongo Sclerotium sp. produce enfermedades de ahogamiento
de plantas, cancrosis del tallo y pudriciones de la raiz. También
ataca en la post-cosecha provocando pudriciones; este hongo se
desarrolla especialmente en climas célidos. Las enfermedades
causadas por este hongo afectan a hortalizas, flores, plantas
para forraje y malezas. La infecciébn provocada por Sclerotium
sp. empieza con una lesién café oscuro que aparece sobre el
tallo suculento y debajo de la superficie del suelo; los sintomas
que se observan son amarillamiento o marchitez de las hojas
inferiores. Con el paso del tiempo los sintomas avanzan a las
hojas de la parte superior de la planta. A medida que el tiempo
transcurre y en condiciones de elevada humedad, el hongo se
propaga con mayor rapidez hacia las raices de la planta
destruyendo el sistema radical. ElI micelio de la parte infectada,

crece sobre el suelo hasta las plantas vecinas produciendo
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nuevas infecciones. El hongo Sclerotium sp. infecta bulbos o
raices carnosas, donde produce una pudricibn aguanosa; sobre
los tejidos infectados, el hongo produce numerosos esclerocios
pequefios de tamafio uniforme que son redondos o irregulares y
blancos cuando inmaduros, pero de color café oscuro y negro

cuando llegan a su madurez (Figura 5).

Figura 5 - Esclerocios redondos (lzquierda) o irregulares (derecha)

Scleratium

Fuente: Agrios, 2008

El hongo Sclerotium sp. se disemina a través del agua, del suelo
infectado, mediante herramientas contaminadas, plantulas

infectadas y en forma de esclerocios mezclados con semillas.

El hongo de género Sclerotium ataca directamente los tejidos,
produciendo una masa de micelio, ademas mata y desintegra
dichos tejidos al secretar acido oxalico, asi como también
enzimas pectinoliticas, celuloliticas y otras enzimas antes de que
penetre al hospedante. Una vez que el hongo se establece en la
planta forma micelio y esclerocios con gran rapidez,
especialmente cuando hay suficiente humedad y temperatura
alta. Controlar al hongo Sclerotium sp. es dificil; algunas
medidas que se toman son la rotacién de cultivos, el barbecho
profundo de la tierra, enterramiento de los esclerocios del hongo

con los restos vegetales, etc. (Agrios, 2008).
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e Sclerotinia
Es un hongo imperfecto que pertenece a la familia de

Sclerotiniaceae; provoca la pudricion de la raiz y de los tallos.
Clasificacion taxondémica:

Clase: Discomycetes
Orden: Helotiales
Género: Sclerotinia

El hongo Sclerotinia sp. causa las pudriciones de la corona y los
tizones de casi todos los tipos de plantas suculentas,
principalmente florales y hortalizas, asi como la pudricion de la
corona y raiz de los pastos, una enfermedad conocida como
mancha de délar. Los sintomas que produce Sclerotinia sp.
varian un poco con el hospedante o la parte afectada de él y las
condiciones del medio ambiente. Las plantas més afectadas por
este género son las leguminosas (fréjol, mani, haba) asi como

también algunas solanaceas (papa, tomate, berenjena), etc.

El sintoma primario mas caracteristico y evidente de las
enfermedades provocadas por Sclerotinia sp. es la aparicion,
sobre la planta infectada, de un micelio velloso y blanco en el
que en poco tiempo se desarrollan grandes estructuras

compactas de resistencia, llamados esclerocios.

Figura 6— Forma de Asco de Sclerotinia sp. con ascosporas

Scleratinia

Fuente: Agrios, 2008.
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Los esclerocios son estructuras de conservacion de algunos
hongos y estan constituidos por una masa de hifas protegidas
por una pared de melanina. La forma de los esclerocios puede
ser redonda, alargada, irregular y la coloracion varia de marrén a
negra. Los esclerocios son de color blanco en una fase inicial,
pero mas tarde se ennegrecen y endurecen superficialmente. Su

diametro puede ser de 0,5 a 1 mm (Agrios, 2008).

En las primeras etapas de desarrollo, el follaje muestra muy
pocos signos del ataque del hongo, hasta que el hongo se
desarrolla totalmente sobre el tallo y lo pudre. El follaje
localizado arriba de la lesibn se marchita y muere. En algunos
casos la infeccién se inicia sobre una hoja y avanza después
hacia el tallo. Las hojas de las plantas como la lechuga, el apio
y la remolacha se colapsan y mueren rapidamente a medida que

el hongo infecta las bases del tallo y las hojas inferiores.

En 6rganos vegetales carnosos como las raices, Sclerotinia
desarrolla una masa fungosa algodonosa y blanca sobre la
superficie. Los tejidos invadidos aparecen mas negros que los

sanos y se vuelven blandos (Figura 7).

Figura 7 - Sclerotinia sclerotiorum en zanahoria (lzquierda). Crecimiento In vitro de
Sclerotinia sp. (Derecha)

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013
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También los frutos carnosos (pepino, calabaza, berenjena, etc.)
y las vainas de las leguminosas son atacados por Sclerotinia. El
hongo produce una pudricion hiumeda que se extiende desde la
punta del fruto hasta el resto del érgano, el cual se pudre y se
degrada por completo. ElI micelio blanco del hongo y sus
esclerocios negros se observan a menudo sobre la superficie y
el interior de las vainas de frutos afectados (Figura 8) (Agrios,

2008).

Figura 8 — Desarrollo y sintomas de las enfermedades de hortalizas y flores
producidas por el hongo Sclerotinia sclerotiorum
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Fuente: Agrios, 2008.

e Alternaria

Dentro de los hongos imperfectos se encuentra el género
Alternaria; este género consta aproximadamente de 50 especies
entre fitoparasitas o saprofitas. El género Alternaria, ademas de
vegetales, es capaz de colonizar y degradar numerosos otros

sustratos como papel, cuero, pinturas o alimentos.

18



Su taxonomia es la siguiente:

Clase: Hyphomycetes

Orden: Moniliales

Género: Alternaria

Las enfermedades causadas por Alternaria sp. tienen como
sintomas manchas y tizones foliares y también pueden dar
origen el ahogamiento de las plantulas. En las hojas se
presentan pequefias manchas de color café rodeadas por un
halo amarillo. De hecho este hongo ataca principalmente el
follaje de las plantas anuales y/o perennes mediante conidios
qgue se forman en hifas libres individuales o agrupadas; en las
zonas infectadas se producen conidios, los cuales son
diseminados por el viento, la lluvia, el agua y los insectos (Figura
25) (Agrios, 2008).

Figura 9 - Desarrollo y sintomas de las enfermedades producidas por Alternaria sp.
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Fuente: Agrios, 2008.
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e Fusarium
Fusarium sp. es un hongo Deuteromicete (imperfecto),
patbgeno, que provoca el marchitamiento de los vasos

vasculares (Agrios, 2008).

Su caracterizacion taxondémica es la siguiente:

Clase: Hyphomycetes
Orden: Moniliales
Género: Fusarium sp.

Figura 10 - Conidios del género
Fusarium sp.

Fusarium

Fuente: Agrios, 2008.

Los marchitamientos vasculares son enfermedades que se
encuentran ampliamente distribuidas y son muy destructivas.
Estas se manifiestan en un marchitamiento, empardecimiento y
muerte de hojas en vastagos suculentos de algunas plantas. El
hongo ataca a los tejidos xileméaticos de las plantas. Las plantas
herbaceas mueren después de poco tiempo de la infeccion
mientras las plantas perennes pueden vivir algunos afios. Los
sintomas de la enfermedad son amarillamiento parcial de las
hojas, enanismo y disminucién en el crecimiento de la planta,
hasta alcanzar un marchitamiento generalizado (Agrios, 2008).

Un ejemplo de ciclo patolégico de Fusarium sp, se muestra en la

Figura 11.
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Figura 11 - Ciclo patoldgico de la marchitez del tomate ocasionado por Fusarium oxysporum f.
lycopersici
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Fuente: Agrios, 2008.

El patdgeno continla desarrollandose y propagandose
internamente en forma de micelio o conidios a través de los

vasos xilémicos hasta que muere toda la planta.

Este tipo de hongo se caracteriza por producir colonias de
crecimientos rapido. Su micelio es generalmente aéreo,
abundante, algodonoso y con coloracion variable de blanco a
rosado durazno (Figura 12) (Agrios, 2008).
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Figura 12 - Micelio amarillento y rosado,
algodonoso caracteristico de Fusarium sp.

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013

Fusarium sp. es un hongo que se encuentra en el suelo e infecta
la planta a través de sus raices, tanto directamente como a
través de heridas. El micelio del hongo se extiende hasta los
vasos del xilema, donde forma conidios que posteriormente se
difunden a toda la plantas mediante los vasos conductores.
Fusarium sp. inverna en el suelo o en restos de plantas en forma
de clamidosporas (esporas asexuales de pared gruesa). El
tomate (Lycopersicum esculentum) es muy sujeto al ataque de
Fusarium sp. La enfermedad provoca achaparramiento de las
plantas, las cuales en poco tiempo se marchitan y finalmente
mueren. Mientras la planta esta viva, el micelio del hongo no
aparece en la superficie del vegetal. Los frutos que son
infectados se pudren y se desprenden sin que aparezcan
manchas en ellos. Las raices también son infectadas y después
de un periodo inicial de achaparramiento se pudren (Agrios,
2008).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion y duracion del experimento

La presente tesis se realizd en las instalaciones de la
Universidad Estatal Amazonica, en la ciudad de Puyo, provincia
de Pastaza (Figura 13). La parte fitoquimica del trabajo de tesis
se realiz0 en el laboratorio de Quimica y el estudio de
bioactividad de los extractos vegetales en el laboratorio de

Biologia. El trabajo experimental de esta tesis de grado duro

aproximadamente 9 meses.

Figura 13 - Ubicacion de la localidad de estudio: Ciudad de Puyo, Cantdn
Pastaza, Provincia de Pastaza, Ecuador

3.2 Condiciones meteoroldgicas

Puyo es la capital de Pastaza (Ecuador), se encuentra a una
altura de 950 msnm a una latitud de 01° 30"y una longitud de 77°
56°, tiene clima calido - himedo y una temperatura promedio
entre 17 y 24°C. La ciudad se caracteriza por tener

precipitaciones anuales alrededor de los 4500mm (INAMHI,
2012).
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3.3. Materiales y equipos
A continuacion se describen los materiales y equipos utilizados

referentes a cada objetivo especifico anteriormente definido:

3.3.1 OBJETIVO ESPECIFICO 1 (Montar especimenes

botanicos para el Herbario ECUAMZ de las tres especies

estudiadas.): tres muestras de cada planta seleccionada fueron
secadas y etiquetadas para la respectiva identificacion y
conservadas en el Herbario de la UEA (CIPCA). El secado
necesitdé de papel periddico, cartulinas, tablas de madera y

secadora;

3.3.2 OBJETIVO ESPECIFICO 2 (Obtener extractos

hidroalcoholicos de las plantas amazonicas seleccionadas): los

extractos hidroalcoholicos se realizaron utilizando: menstruo
formado por alcohol etilico y agua destilada, percoladores de

acero, vasos de precipitacion, filtros de papel, rotovapor;

3.3.3 OBJETIVO ESPECIFICO 3 (Aislar del medio amazdnico

tres patdgenos vegetales de interés agronémico): los patégenos

vegetales se aislaron de plantas/frutos de interés agronémico.
La técnica consisti6 en tomar muestras de microorganismo
mediante el uso de un asa estéril y repicarlo en medio agarizado
en cajas Petri. EI material necesario fue: material de vidrio (cajas
Petri, tubos de ensayo, botellas microbiologicas, Erlenmeyer,
vasos precipitacion), insumos (PDA, Parafilm, agua destilada).
Los equipos necesarios han sido: microscopio, autoclave,

incubadora, cabina de flujo laminar, refrigerador;
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3.3.4 OBJETIVO ESPECIFICO 4 (Estudiar la actividad biologica

in vitro de los extractos vegetales contra hongos fitopatdogenos

de interés agronémico): la bioactividad in vitro de los extractos
se realiz6 inoculando los fitopatdgenos en medio agarizado por
lo cual se utilizé el material entre paréntesis (cajas Petri, tubos,
botellas microbiolégicas, Erlenmeyer, vasos precipitacion, PDA,
Parafilm, agua destilada). Los equipos necesarios fueron:

autoclave, camara de flujo laminar, refrigerador;

3.3.5 OBJETIVO ESPECIFICO 5 (De cada extracto determinar

la concentracibn minima inhibitoria-MIC): la MIC se determiné

analizando el efecto de diferentes concentraciones del extracto
vegetal sobre el crecimiento del hongo, por lo cual se utilizé el

mismo extracto.

3.4. Factores de Estudio
Los factores de estudio fueron (i) la propiedad antifingica de

cada extracto de planta amazébnica y, en caso de existencia de
dicha propiedad, (ii) la cuantificacion de la minima concentracién
de extracto que inhibe el crecimiento de los fitopatdgenos

considerados.

3.5. Disefio experimental
Las pruebas de actividad antifingica de los extractos vegetales

sobre los cuatro hongos fitopatdgenos se evaluaron por cada
uno de los tres extractos, a tres concentraciones diferentes mas
el control, en un disefio completamente al azar (DCA). Por cada
tratamiento se ha calculado el valor promedio del diametro de la

colonia fangica, por cada repeticion, y la desviacion estandar.
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3.6. Mediciones experimentales
Las variables consideradas en la investigacion se midieron de la

siguiente manera:

» Propiedad antifingica: presencia/ausencia de la propiedad
antifungica;

» Minima Concentracion Inhibitoria (MIC): concentracién de
extracto que inhibe el crecimiento del patdgeno, expresada

en mg/mL.

3.7. Manejo del experimento
Los experimentos realizados en la presente tesis constaron de 5

fases sucesivas correspondientes a los 5 objetivos especificos.
A continuacién se describe como han sido manejados los

experimentos.

3.7.1 Recoleccion e identificacion taxondémica de las plantas
investigadas

La seleccion de las plantas objeto de estudio se realizo
analizando literatura etnobotanica y cientifica sobre aquellas
usadas en la medicina tradicional y en la lucha contra los
patdgenos vegetales. Las plantas seleccionadas fueron: Piper
aduncum L., Carica papaya L. y Bixa orellana L.

e BixaorellanalL.
La planta Bixa orellana L. (Figura 14) pertenece a la familia

Bixaceae y es una especie arborescente de las regiones
intertropicales de América, cultivada en varios paises entre ellos
Ecuador, donde se la conoce como Achiote. La planta adulta
puede medir entre 6 y 20 metros de altura y el promedio de la

edad de vida es de 50 afos aproximadamente.
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Figura 14 - Planta de Bixa orellana (Achiote) con su inflorescencia y hojas secas

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

Las flores del Achiote son de color blanco o rosado-blanco. Las
semillas tienen un tamafio aproximado de 5 mm y son de color
rojizo-naranja y se desarrollan dentro de una capsula dehiscente
espinosa; dentro de cada capsula crecen aproximadamente 50
semillas. Dependiendo del color de las flores, la vaina es verde o

rojo. Las semillas tienen el mismo color (Lorence, 2012).

e Caricapapayal.

Carica papaya L. es una planta arborea, pertenece a la familia
Caricaceae, posee un crecimiento rapido que puede alcanzar los
10 m de altura y una vida promedio entre 15 y 30 afios (Figura
15).

Figura 15 - Planta, flores, frutos y semillas de Carica papaya L.

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.
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La papaya es una planta dioica por tener los o6rganos
reproductores femenino y masculino en plantas diferentes. De
hecho la Papaya tiene plantas femeninas y plantas masculinas
(Figura 16). Como cultivo, la papaya se caracteriza por un alto
rendimiento y precocidad de algunas variedades, ya que
comienza la produccion a escala antes del primer afio (Chavez,
2011).

Figura 16 - Planta femenina de C. papaya L. (A) y planta masculina de C. papaya (B)

Fuente: foroantiguo.infojardin.com, 2013.

Tiene hojas palminervias y sus frutos son apreciados en todo el
mundo por su sabor y propiedades nutritivas; su peso varia,
puede pesar entre 100 g y 10 kg; su forma es redonda-ovalada
hasta oblonga, el color de su pulpa es blanco amarillento,
amarillo profundo, anaranjado o amarillo rojizo (Augstburger et
al., 2000).
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e Piper aduncum L.
Dentro de la familia Piperaceae, se destacan especies del

género Piper por su importancia a nivel medicinal y comercial.
(Figura 17).

Figura 17 — Hojas e inflorescencia de Piper aduncum L. (Matico)

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

Las caracteristicas botanicas de Piper aduncum L. son una
altura aproximada de 4 m, tallo de color verde, nudos hincados.
Las hojas poseen peciolo corto y su lamina es ovada, mide
aproximadamente 15 x 9 cm, la inflorescencia es erecta y mide
aproximadamente 4 mm de grosor y 12 cm de largo, es curvada
y de color blanco (Mejia y Renjifo, 2000). Sus semillas son de
color marrén a negro, miden aproximadamente de 0,7 a 1,25
mm de largo (Starr, 2003).

Los extractos se realizaron con las tres plantas seleccionadas.
Las plantas fueron recolectadas del jardin botanico de la UEA
ubicado en el campus Puyo. Muestras de las mismas se
recogieron para preparar los especimenes botanicos para el
Herbario ECUAMZ de la UEA.
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3.7.2 Especimenes para el Herbario ECUAMZ
La obtencion de los especimenes para el herbario se realiz6é de

acuerdo a la metodologia para colecciones de plantas
vasculares, desde la colecta en el campo hasta el montaje de los
especimenes de las tres especies en estudio.

Para obtener una muestra botanica representativa es importante
realizar una correcta recoleccion de las muestras de plantas. Se
necesit6 podadora de mano, fundas, camara fotogréfica,

cuaderno de campo, lapiz HB y GPS.

Las muestras botanicas recolectadas deben tener esencialmente
Organos vegetativos (ramas con hojas) y 6rganos reproductivos
(flores y frutos) y solo el achiote se pudo recolectar con el fruto.
El tamafio del espécimen no debe exceder las dimensiones de la
cartulina de montaje, es decir 40 x 30 cm.

De cada individuo de cada especie se tomaron tres muestras o
duplicados, los ejemplares se colocaron dentro de papel
periodico cuidando que se observe haz y envés de las hojas. A
Cada ejemplar se le asigné un namero botanico o de coleccién
de la autora, colocado en la parte inferior derecha. Los datos de
campo se anotaron en el cuaderno o libreta de campo, donde se
registraron datos importantes de localidad (pais, la provincia, el
cantdén, coordenadas de GPS, Coordenadas, Altitud, Tipo de
bosque, fecha, colectores) y de la planta viva, preferentemente
de aquellas caracteristicas que no se aprecian cuando la
muestra esta seca. Se describio también el habitat donde se
encontré el vegetal, el tipo de suelo y las asociaciones con otras
especies. Los datos importantes a resaltar en cuanto a las
caracteristicas de la planta es la condicién en que se encuentra
el espécimen como su habito, forma de crecimiento, tamafio del

vegetal, posicion de los 6rganos y otras estructuras de interés
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taxondémico como el color, la textura, el olor y el sabor, dificultad
para quebrar ramas y dureza de corteza. Se anota todos los
datos que describan las estructuras de la planta como raiz, tallo,
flores y frutos.

La primera fase para obtener un espécimen botanico es la
recoleccion de una muestra de la planta estudiada.

Por cada planta objeto de estudio se recolectd una muestra
formada por una porcion de tallo y una muestra de la flor,
cuando presente. Las hojas se dispusieron de forma tal que se
evidencie su haz y envés; las hojas en exceso fueron eliminadas
cortandolas a nivel del peciolo, a fin de dejar evidencia de la
posicion original de la hoja. En la Figura 18 se puede observar el

corte que se realiza en caso de exceso de hojas.

Figura 18 - Disposicion de las hojas de
una muestra de planta sobre una
cartulina de herbario. Las hojas
excedentes se cortan dejando el
peciolo visible (Missouri Botanical
Garden, sf)

Fuente: Agrios, 2008.

Este proceso tiene como fin mostrar las caracteristicas botanicas

de la planta.
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Para poder montar los especimenes botanicos de las plantas
estudiadas fue necesario previamente prensarlas y secarlas. El
proceso de prensado de las muestras frescas se realizo
mediante la utilizacion de una prensa manual constituida por dos
tablas de madera de 40 X 30 cm, que forman respectivamente la

base y la tapa de la prensa (Figura 19).
Figura 19 — Prensa manual para secado de muestras botanicas

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

El orden de posicionamiento de las diferentes piezas, a partir de
la base, fue: tabla de madera, cartén, carton secante, lamina de
aluminio, carton secante, muestra vegetal en papel periddico
numerado, cartén secante, lamina de aluminio, tabla o prensa de
madera. Sucesivamente la pila de muestras fue prensada
utilizando una correa especial, puesta alrededor de la prensa y
ajustada lo suficiente para prensar las muestras sin dafarlas
(Figura 19).

Luego, previa exposicidon a los rayos solares, se colocé en el
secador a una temperatura entre 60C y 70°'C por un tiempo

variable entre 18 y 24 horas.
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Una vez que el espécimen estuvo completamente seco se
coloc6 en una cartulina especial para herbarios, libre de &cido
(43 X 32 cm, 300 g) y se hizo adherir con goma y cinta

engomada (Figura 20).
Figura 20 — A) muestra seca de C. papaya L. By C) Montaje de

especimenes Bixa orellana L., D) pesas para fijar la muestra

Fuente: Elaboracién propia del Autor, 2013.

Luego de realizar el montaje de los especimenes en las
cartulinas, se dispusieron unas pesas que permitieron al
espécimen adherirse a la cartulina. Este proceso duré 3 dias.
Una vez secos los especimenes, se realizd el pegado de
estructuras sueltas como partes sin pegamento, etc.
Seguidamente con el uso de hilo dental blanco y aguja se realizé
el cocido de algunas partes de la muestra, especificamente de la
rama principal o estructuras vegetales gruesas, con el fin de que

la muestra no se mueva de la cartulina (Figura 21).
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Figura 21 - Cocido del espécimen en la cartulina

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

Cada espécimen botanico se acompafid de una etiqueta, cuyo
fin es identificar taxondmicamente a la planta e indicar todos los
datos importantes referentes a la planta misma.

Para la elaboracion de las etiquetas, se utilizdé la informacién
anotada en el cuaderno de campo. Siguiendo un modelo de
etiquetado del Herbario ECUAMZ, y se realizé una etiqueta por
cada duplicado o repeticibn de las tres especies objeto de
estudio. La etiqueta contiene los siguientes datos: nombre del
Taxdén, pais, provincia, localidad, elevacion, coordenadas,
colector, numero de coleccion, fecha, condicion de
especimenes, tipo de bosque, tipo de suelo, informacién del
espécimen, numero de duplicados y familia. Un ejemplo se

observa en la Figura 22.
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Figura 22 — Etiqueta de Carica papaya L. (Papaya) para catalogacién

ECUADOR
CARICACERE
Carica papaya L.
Det. Jemberly Cuvi, 2012
Pastaza: Puyo Cantdén

Sendero Eco turistico del Jardin Boténico
Zmazdnico de la Universidad Estatal Zmazdnica.
Bosque Pluvial Premontado. Suelos de orden
Inceptisoles, suborden Andepts y gran grupo
Hydrandept, no posee materiales sulfidicos,
bajas cantidades de arcilla (8%). Especie
colectada en el Em 2% via al Tena,
aproximadamente a 1 km del ingreso principal de
la Universidad.

192778.25'8 T71°9-59.713'W 563 msnm

Especie arbbrea, altura 3 m y 30 cm de dap.
Planta masculina. Tallo de color café y verde,
corteza lisa, nudos de 3 mm de alto cada 3 cm.

Sus hojas son palmiticas lobadas, con 7
nervaduras principales. Su inflorescencia es en
corimbo.

26 Febrero 2013

Jemberly Cuvi & Laura Scalwvenzi 01

UNIVERSIDAD ESTATAL AMAZONICA
HERBARIO AMAZONICO DEL ECUADOR (ECUAMZ)

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

Los especimenes botanicos forman parte del Herbario ECUAMZ
de la UEA (Figura 23).

Figura 23 — Especimenes botanicos montados: A) P. aduncum L. B) B. orellana L. C) C. papaya L.

A

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.
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3.7.3 Obtencién de extractos vegetales

La recoleccién de las hojas de Matico, Papaya y Achiote se
realiz6 manualmente con la ayuda de una podadora, en el jardin
botanico de la UEA. Se recolectaron hojas de plantas adultas
libres de enfermedades. Del Matico se recolectaron 1,5 kg de
hojas frescas, de la Papaya 1,4 kg y del Achiote 1,5 Kg.
Posteriormente en el laboratorio se lavaron las hojas, se pesaron
y se dejaron secar a temperatura ambiente por el lapso de un

dia, al fin eliminar parte del agua mediante evaporacién natural.

Posteriormente las hojas se secaron en la estufa a una
temperatura de 40°C, por el lapso de 2 semanas. De esta forma
se obtuvo la droga seca que luego se procedid a triturar

manualmente hasta alcanzar particulas de tamafio de 2 — 3 mm.

Los extractos vegetales se realizaron mediante el método de la
percolacién, que consiste en el paso lento de un disolvente a
través de una droga seca, con la finalidad de separar ciertos
componentes quimicos presentes dentro de la droga.

Para obtener los extractos se usaron percoladores de acero
inoxidable. El percolador es un aparato de forma cilindrica, de
aproximadamente 60 cm de alto y 20 cm de didmetro, con una
abertura en la parte superior, que permite la carga y descarga
del material vegetal, y una llave en la parte conica inferior, para

la salida del extracto liquido (Figura 24).

Figura 24 - Percoladores de acero para el proceso de extraccion
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Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.



El menstruo utilizado en la percolacién, es decir el disolvente,
fue una solucién hidroalcolica al 80%. Los extractos fueron
obtenidos respetando la proporcion 1:5 entre droga y menstruo.
La primera fase de la percolacion consistié en mojar 100 gr de
hojas secas con 100 mL de menstruo por 30 minutos; el proceso
de remojo consiste en la hidratacion de las células para luego
facilitar la extraccion de los compuestos por percolacion.
Terminada la fase de remojo de la droga, se procedio a cargar el
percolador colocando los siguientes materiales en el orden
indicado: 1) algodon para cubrir el orificio de salida, 2) papel
filtro circular, 3) droga seca remojada (100 g), 4) papel filtro
circular, 5) alcohol potable al 80% hasta cubrir el papel filtro
(Figura 25).

Figura 25 — Corte longitudinal de un
percolador

PERCOLADOR
Cubierta
Alcohol potable 80%
Papel filtro circular

Material vegetal

Droga seca remojada
(100gr)

Papel filtro circular

w - ”//Tap(m de algoddn
R F

/ Llave drenaje
: Percolado
. /Extracto Fluido

Fuente: Elaboracion propia del autor, 2013.

Posteriormente se tapa el percolador y se deja reposar hasta el

siguiente dia.
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Luego de 24 horas se empez0 a percolar, abriendo la llave del
percolador y dejando caer aproximadamente 3 mL por minuto.
Se utilizaron para el estudio de bioactividad los primeros 500
mL. El extracto liquido se colocé en frascos ambar con tapa
rosca. Obtenidos los tres extractos liquidos se procedid a
obtener los extractos secos en los laboratorios de la Universidad
Politécnica Salesiana de Quito, mediante un rotovapor (Tecnall
T-210). El rotovapor es un equipo que permite la evaporacion
rapida de solventes de una disolucion, haciendo que quede el
soluto. La evaporacion ocurre mediante una destilacion a vacio.
Cada extracto estuvo en el rotovapor aproximadamente 4 horas
a una temperatura de 50°C y un periodo rotativo de 2 (Figura
26).

Figura 26 - Extracto de Piper aduncum L. percolador (lzquierda), extracto de P.

aduncum en el Rotovapor (derecha)

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

El extracto obtenido con el Rotovapor aun contenia agua, lo que
impedia tener el extracto seco, indispensable para comenzar
con las pruebas in vitro; por lo tanto se procedié a colocar en
vasos de precipitacion el extracto fluido obtenido, con el fin de
realizar el proceso de evaporacién natural del agua. El extracto

se coloc6 en la estufa a una temperatura de 40°C
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aproximadamente una semana, dando como resultado el

extracto seco (Figura 27).

Figura 27 - A) Rotovapor con el extracto B. orellana L., B) Vasos de precipitacion con los
extractos fluidos, C) Extracto seco de B. orellana L.

by

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

3.7.4 Aislamiento de patdgenos vegetales

Las pruebas in vitro de actividad antifUngica de los extractos
vegetales se realizaron sobre cuatro géneros diferentes de
patbgenos vegetales: Alternaria sp., Fusarium sp., Sclerotium
sp. y Sclerotinia sp. El aislamiento de hongos se realizdé en el
laboratorio de Biologia de la UEA. Las cepas de los hongos
Sclerotium sp. y Sclerotinia sp., fueron aisladas de vainas de
arveja (Pisum sativum L. var. sativum ) enferma procedente de
agricultores de Ambato. El protocolo que seguimos en el
aislamiento de hongos fue el de Andreotti, E. 2002-2004. El
proceso de aislamiento se realiz6 bajo condiciones de
esterilidad, utilizando una cabina de flujo laminar. Inicialmente se
esterilizo el material a utilizarse (cajas Petri, tubos de ensayo,
asas, pinzas, etc.) y se limpio el area de trabajo con alcohol.

Las vainas de arveja enferma fueron esterilizadas quimicamente

en la parte externa, mediante remojo en etanol al 70% por 1
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minuto, luego en hipoclorito al 5% por 5 minutos y finalmente en
agua destilada para enjuagar, durante 10 minutos. Después de
haber esterilizado externamente el material vegetal, se procedid
a aislar el patogeno. Con el uso de una aguja se extrajeron
pequefias particulas del hongo (esclerocios). Posteriormente se
inoculd el hongo en tubos de ensayo con medio de cultivo solido
PDA. Sucesivamente se realizaron repiques hasta obtener el

hongo en cultura pura (Figura 28).

Figura 28 — A) Cultivos puros de Sclerotium sp. B) Sclerotinia sp.
aislados de vainas de arveja enfermas

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

Las cepas de los hongos Fusarium sp. y Alternaria sp., fueron
aisladas respectivamente desde el suelo y desde plantas de col
(Brassica oleraceae) enfermas, en los laboratorios de Ingenieria
en Alimentos de la Universidad del Azuay, en la ciudad de

Cuenca.
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3.7.7 Actividad bioldgicain vitro de los extractos de Piper
aduncum L., Carica papaya L. y Bixa orellana L.

Preparacion del material de laboratorio
Para investigar la actividad in vitro de los extractos vegetales se

preparan los materiales de laboratorio y los medios de cultivo
necesarios. El material de vidrio utilizado correspondid a cajas
Petri, varillas de vidrio, botellas de microbiologia, Erlenmeyer,
vasos de precipitacion de 500 mL y tubos de ensayo. Estos
materiales han sido esterilizados mediante calor seco usando
una estufa (BINDER) a una temperatura de 180°C por el lapso

de 2 horas.

Adicionalmente se preparé el medio de cultivo para hongos
Sabouraud Dextrose Agar w/Chloramphenicol, agregandole 65
gr por 1000 mL de agua y se aplicoé el método de esterilizacion
con calor humedo mediante el uso de un autoclave (SHENAN
SA modelo LDZX- 50FDS) a una temperatura de 121°C para 20

min.

Ademas se realizé la limpieza de la cabina laminar (BIOMEDIS)
con alcohol potable al 80% con el fin de evitar al maximo la

contaminacion.

Evaluacion de la actividad bioldgica de los extractos
La evaluaciéon de la inhibicibn de cada extracto, contra los

hongos fitopatdgenos, se realizd por medio de la medicién del
diametro de crecimiento de la colonia del hongo, crecido en

contacto con el extracto a estudiar.

Para determinar la actividad antifUngica de cada extracto, se
colocaron diferentes concentraciones del mismo dentro del
medio de cultivo Sabouraud Dextrose Agar (with

Chloramphenicol), cuando todavia estaba en estado liquido el
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medio de cultivo, después de haber sido sacado de la autoclave,
se dejo enfriar hasta la temperatura de 45°C y posteriormente se
agrego la correspondiente concentracion de extracto. De esta
forma nos aseguramos que las caracteristicas fitoquimicas de
los extractos no se alteraran por via de la temperatura del medio
de cultivo. A continuacién se indican las concentraciones de
cada extracto estudiado: Piper aduncum L. (0,5 -15-3 -6
mg/mL); Carica papaya L. (0,5 — 1,5 — 3 mg/mL) y Bixa orellana
L. (0,5 - 1,5 - 3 mg/mL). Para la investigacion se consideraron
las concentraciones mencionadas, tomadas desde otras

investigaciones (Irobi et al., 1996).

Con la balanza eléctrica (OHAUS) pesamos la cantidad de
extracto a utilizar y la colocamos en el medio de cultivo todavia
liquido; la mezcla se realizé con la ayuda de un plato magnético
agitador (IKA C-MAG HS 10). Posteriormente se colocé el medio
de cultivo en las cajas Petri y se dejé enfriar por 15 minutos;
después de este lapso de tiempo el medio de cultivo agarizado
se volvio solido. Luego se etiquetaron las cajas con el nombre
del hongo, el extracto, la fecha y las repeticiones (3 repeticiones
por hongo, por concentracion). Todo el proceso descrito se
realizé bajo condiciones de esterilidad utilizando una cabina de
flujo laminar (BIOMEDIS). Después de haber preparado el
material, se procedio a realizar la experimentacion. Previamente,
se desinfecto la cabina de flujo laminar con alcohol con el fin de
reducir la eventual contaminacion. Dias anteriores a la siembra,
los hongos guardados en refrigeracion se revitalizaron con el
propdsito de obtener muestras vitales de los mismos. La
inoculacion de los hongos fitopatdgenos se realizé colocando un
disco de agar de 5 mm, con el hongo de interés, sobre el medio

de cultivo previamente preparado con la concentracion
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adecuada de extracto; el proceso se desarroll6 en un ambiente
aséptico. Se realiz6 el etiquetado con nombres del hongo, del
extracto, fecha. Posteriormente se incubd a 25°C (Figura 29).

Figura 29 — A) Disco del hongo fitopatdgeno (5 mm), B) Siembra del hongo en medio de
cultivo

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

Para la evaluaciéon de la actividad antifungica del extracto, se
midieron los diametros de las colonias del hongo, por el lapso de
5 dias desde la inoculacion. Ademas para las evaluaciones se
incluyd un testigo sin tratamiento, o sea sin extracto. La prueba
se realizé con 3 repeticiones para obtener datos representativos
estadisticamente.

3.8 Analisis econémico
En la presente investigacion no se realizo el andlisis econémico,
debido a que tratandose de un estudio preliminar in vitro no se

ha calculado el gasto para una eventual aplicacion en el campo.
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4. RESULTADOS EXPERIMENTALES
Este estudio investigativo se realizo con el fin de observar si los

extractos  hidroalcolicos de las plantas amazonicas Piper
aduncum L., Carica papaya L. y Bixa orellana L., tenian actividad

antifangica.

4.1 Secado de plantas para produccion de extractos
vegetales

Los tres extractos vegetales fueron preparados a partir de hojas
secas de las tres especies seleccionadas. En la Tabla 2 se
indica el peso fresco de las hojas procesadas, por cada especie
y el rendimiento de secado. En los tres casos se puede observar
gue el contenido en agua de las plantas esta aproximadamente
entre el 86 y el 90% del peso fresco. El Achiote fue la planta con
el menor rendimiento de secado mientras el Matico aquella con

el mejor rendimiento.

Después del secado se obtuvieron 251 g de hojas de Piper
aduncum L., 141 g de hojas de Carica papaya L. y 136 g de
hojas de Bixa orellana L. (Tabla 2).

Tabla 2 - Peso fresco de las hojas procesadas y rendimiento en droga seca de Piper
aduncum L., Carica papaya L.y Bixa orellana L.

Especie Peso Peso Rendimiento
fresco seco de secado
(gr) (gr)
Matico (P. aduncum) 1500 215 14%
Papaya (C. papaya) 1400 141 10%
Achiote (B. orellana) 1500 136 9%

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

4.2 Produccion de extractos vegetales
A partir del material vegetal seco de las tres especies se han

obtenido los extractos hidroalcolicos. En la Tabla 3 se indican los
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gramos de extracto seco obtenidos al terminar el proceso de
extraccion, constituido por la percolacion y la evaporacion

mediante rotovapor y estufa (Tabla 3).

Tabla 3 — Peso seco, volumen extracto liquido y peso extracto seco de Piper aduncum
L., Carica papaya L.y Bixa orellana L.

Volumen Peso
Peso seco droga
Planta (&) extracto extracto
5 liquido (ml)| seco (gr)
Matico (P. aduncum) 100 500 5,50
Papaya (C. papaya) 100 500 5,06
Achiote (B. orellana) 100 500 2,56

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

Los extractos secos fueron guardados en frascos ambar y

conservados en refrigeracion a 4°C.

4.3 Actividad antifungica in vitro de los extractos vegetales

Los extractos secos de las tres especies objeto de estudio
fueron evaluados por su capacidad de inhibir el crecimiento de
cuatro hongos fitopatégenos, a tres concentraciones diferentes.
Los hongos fitopatdgenos considerados fueron: Alternaria sp.,
Fusarium sp., Sclerotium sp. y Sclerotinia sp. Las
concentraciones de extracto estudiadas variaron desde 0,5

mg/mL hasta 6 mg/mL.

Actividad antifungica in vitro del extracto de Bixa orellana
L.

El extracto de Bixa orellana L. tiene actividad antifungica contra
Fusarium sp. y Sclerotium sp.; mientras que no ha mostrado
actividad antifingica contra Alternaria sp. y Sclerotinia sp. Se ha
observado un comportamiento extrafio en cuanto al crecimiento

de estos dos dultimos hongos. De hecho, segun los datos
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registrados, se ha comprobado que las cepas de Alternaria sp. y
Sclerotinia sp. crecen mas en el medio de cultivo con extracto de
B. orellana que en medio sin extracto, es decir en el patrén. Por
lo tanto se estima que el extracto de Achiote tenga la propiedad

de estimular el crecimiento de las dos cepas.

El estudio realizado con el extracto de Bixa orellana L. frente al
hongo del género Fusarium, la concentracion de extracto
correspondiente a 0,5 mg/mL fue la concentracion minima a la
cual se observé inhibicion del crecimiento. A dicha concentracion
el didmetro de la colonia se mantuvo constante, alrededor de 10
mm, durante los cinco dias de estudio. A las concentraciones de
1,5 y 3 mg/mL también se nota una inhibicion pero inferior al
crecimiento registrado con la concentracion de 0,5 mg/mL. Esto
representa un comportamiento no esperado en cuanto se
supone que a concentraciones mayores de extracto corresponda

una mayor inhibicion (Figura 30 y Figura 31).

Figura 30 - Actividad antifungica contra Fusarium sp. del extracto de Bixa orellana L.

Actividad antifungica contra Fusarium sp. del extracto de

B. orellana, a tres concentraciones diferentes

@ colonia (mm)
60,00

50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00
1 2 3 4 5 Dias

0,5 mg/mL 1,5 mg/mL 3 mg/mL Patrén

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.
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Figura 31 — A) Fusarium sp. en medio de cultivo sin extracto (Patrén). B) Fusarium sp.
en medio de cultivo con extracto de Bixa orellana (0,5 mg/mL).

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

Con respeto al hongo del género Sclerotium, la concentracion de
extracto correspondiente a 3 mg/mL fue la concentracion que
mejor inhibi6é el crecimiento del hongo mientras que a las
concentraciones de 1,5y 0,5 mg/mL se registré un crecimiento
superior de las colonias. Cabe destacar que no se registré
mucha diferencia entre el crecimiento del hongo a las
concentraciones de 3y 1,5 mg/mL del extracto de Bixa orellana
L. de hecho la diferencia del valor del diametro de las colonias
crecidas a las dos concentraciones es de aproximadamente 2-3

mm (Figura 32 y Figura 33).
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Figura 32 - Actividad antifingica contra Sclerotium sp., de extracto de Bixa orellana L

Actividad antifungica contra Sclerotium sp. del extracto de B.

orellana, a tres concentraciones diferentes

@ colonia (mm) 35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00
1 2 3 4 5 Dias

=—(0,5mg/mL =——15mg/mL =——=3mg/mL ———Patron

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

Figura 33 — A) Sclerotium sp. en medio de cultivo sin extracto (Patrén). B)
Sclerotium sp. en medio de cultivo con extracto de Bixa orellana (3 mg/mL)

Fuente: Elaboracién propia del Autor, 2013.
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Con respecto al hongo del género Alternaria sp. el extracto de
Bixa orellana L. a la concentracion de 6 mg/mL y 3 mg/mL inhibe
el crecimiento del hongo, mientras que a la concentracion de 1,5
mg/mL se observa un comportamiento parecido al patrén. El
patron tiene valores semejantes a la concentracion de 1,5

mg/mL (Figura 34 y Figura 35).

Figura 34 - Actividad antifungica contra Alternaria sp., de extracto de Bixa orellana L

Actividad antifungica contra Alternaria sp. del extracto de
B. orellana, a tres concentraciones diferentes

@ colonia (mm) 10000

80,00 A
60,00
40,00
20,00
0,00
1 2 3 4 5 Dfas
s 1.5 MG/ o 3 Mg/l e 6 Mg /ML Patron

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

Figura 35 — A) Alternaria sp. en medio de cultivo sin extracto (Patrdn). B) Alternaria sp. en
medio de cultivo con extracto de Bixa orellana (6 mg/mL).

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.
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Con respecto al hongo del genero Sclerotinia sp. se observé que
el extracto de Bixa orellana L. a una concentracion de 0,5
mg/mL, inhibe el crecimiento, mientras a las concentraciones de
1,5y 3 mg/mL se registr0 un aumento del crecimiento con
respecto al patron, indicando un comportamiento no esperado
(Figura 36 y Figura 37).

Figura 36 - Actividad antifungica contra Sclerotinia sp., de extracto de Bixa orellana L.

Actividad antifungica contra Sclerotinia sp. del extracto
de B. orellana, a tres concentraciones diferentes

@ colonia (mm) 50,00

40,00
30,00
20,00
10,00 _/
0,00
1 2 3 4 5 Dias
e (), 5 ME/ML o 1.5 Mg/ML s 3 Mig/ML = Patron

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

Figura 37 — A) Sclerotinia sp. en medio de cultivo sin extracto (Patrdn). B) Sclerotinia sp. en
medio de cultivo con extracto de Bixa orellana (3 mg/mL).
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Los datos obtenidos de la presente tesis con los cuatro hongos
estudiados Fusarium sp., Alternaria sp., Sclerotium sp. y
Sclerotinia sp. frente al extracto de Bixa orellana se asemejan a
los alcanzados por Irobi (1996), de acuerdo a los cuales se
observa inhibicion del crecimiento de Candida utilis y Aspergillus
niger ya desde la concentracion de 4 mg/mL. Resultados
similares se han obtenido con las bacterias Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis a la
concentracion de 5 mg/mL. Los resultados de esta tesis han
determinado, sin embargo, una MIC inferior a aquella de los

estudios de Irobi (1996), correspondiente a 0,5 mg/mL.
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Actividad antifungica in vitro del extracto de Carica papaya
L.

El extracto de Carica papaya L. tiene actividad antifangica contra
Alternaria sp. y Sclerotinia sp.; mientras que no ha mostrado
actividad antifingica contra Fusarium sp. y Sclerotium sp. Se ha
observado un comportamiento extrafio en cuanto al crecimiento
de estos dos ultimos hongos. De hecho, segun los datos
registrados, se ha comprobado que las cepas de Fusarium sp. y
Sclerotium sp. crecen mas en el medio de cultivo con extracto de
C. papaya L. que en medio sin extracto, es decir el patron. Por lo
tanto se estima que el extracto de Papaya tenga la propiedad de

estimular el crecimiento de las dos cepas.

En la presente investigacion con respecto al hongo Fusarium
sp., el extracto de C. papaya a las tres concentraciones
consideradas no inhibe el crecimiento del hongo. Segun datos
registrados los primeros 4 dias, el crecimiento del hongo es
similar al patrén. Por lo contrario la concentracion de 1,5 mg/mL
ha tenido un comportamiento fuera de lo esperado, de hecho el
hongo crece méas que el patrén (Figura 38 y Figura 39).

Figura 38 - Actividad antifungica contra Fusarium sp., de extracto de Carica papaya L.

Actividad antifungica contra Fusarium sp. del extracto de C.
papaya, a tres concentraciones diferentes

@ colonia (mm) 120,00
100,00

80,00

60,00

40,00

20,00

0,00

Dias

0,5 mg/mL 1,5 mg/mL 3 mg/mL Patron

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.
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Figura 39 — A) Fusarium sp. en medio de cultivo sin extracto (Patrén). B) Fusarium

sp. en medio de cultivo con extracto de Carica papaya L. (0,5 mg/mL).

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

En el caso del hongo Alternaria sp. el extracto de C. papaya L.
ha tenido en general un efecto de inhibicion reducido sobre el
hongo. De hecho se observa inhibicion a la concentracion mas
alta de 6 mg/mL. La concentracion de 1,5 mg/mL ha tenido un

comportamiento similar al patron (Figura 40 y Figura 41).
Figura 40 - Actividad antifiingica contra Alternaria sp., de extracto de Carica papaya L.

Actividad antifungica contra Alternaria sp. del extracto de C.

papaya, a tres concentraciones diferentes

colonia (mm
@ (mm) 100,00

80,00
60,00

40,00

20,00

0,00
1 2 3 4 5 Dias

e 1,5 MNE[MNL o 3 ME/ML e 6 Mg,/ ML Patron

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.
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Figura 41 — A) Medio de cultivo sin extracto (Patrén). B) Alternaria sp. en medio de cultivo
con extracto de Carica papaya (6 mg/mL).

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

Con respecto al hongo del género Sclerotium sp., el extracto de
C. papaya no inhibi6 el crecimiento a ninguna concentracion, de
hecho a concentraciones de 0,5, 1,5 y 3 mg/mL estimulé el
crecimiento del hongo (Figura 42).

Figura 42 - Actividad antifingica contra Sclerotium sp., de extracto de Carica papaya L

Actividad antifungica contra Sclerotium sp. del extracto de
C. papaya, a tres concentraciones diferentes

@ colonia (mm) 30,00
25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

0,00
1 2 3 4 5 Dias

(0,5 ME /ML w15 mMg /ML e—3 mg/mL Patron

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

Con respecto al hongo Sclerotinia sp., el extracto de Carica
papaya inhibi6 el crecimiento del hongo a la concentracion de 3

mg/mL. Mientras que a la concentracion de 1,5 mg/mL estimuld
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el crecimiento del hongo, y a una concentracion de 0,5 mg/mL se
observo un desarrollo semejante al patron (Figura 43).

Figura 43 - Actividad antifungica contra Sclerotinia sp., de extracto de Carica
papaya L.

Actividad antifungica contra Sclerotinia sp. del extracto
de C. papaya, a tres concentraciones diferentes

@ colonia {(mm) 70,00
60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

1 2 3 4 5 Dias

3 mg/mL 1,5 mg/mL 0,5 mg/mL Patron

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

El estudio realizado en la presente tesis muestra que el extracto
de Carica papaya L. no inhibe el crecimiento de los hongos
Fusarium sp. y Sclerotium sp., pero si inhibe el crecimiento de
Alternaria sp. y Sclerotinia sp. a una concentracion de 6 mg/mL
y 3mg/mL respectivamente. Mientras que la investigacion de
Chavez (2011), demuestra que a la concentracion de 0.625
mg/mL se inhibe el crecimiento de Fusarium sp. y a la de 10
mg/mL él de Colletotrichum gloeosporioides. Comparando los
resultados obtenidos en las dos investigaciones se nota que el
extracto de C. papaya tiene poder inhibitorio sobre el crecimiento
de hongos fitopatbgenos a partir de una concentracion de

6mg/mL.
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Actividad antifungica in vitro del extracto de Piper aduncum
L.

El extracto de Piper aduncum L. tiene actividad antifiungica
contra todos los hongos en estudio; segun los datos registrados,
se ha comprobado que a concentraciones mayores de 1,5

mg/mL inhibe el crecimiento del hongo.

En la presente investigacion se logré demostrar que el extracto
de Piper aduncum L. inhibe el crecimiento del hongo Fusarium
sp., en todas las concentraciones consideradas, pero con mayor
intensidad a la concentracién de 6 mg/mL, cuya MIC fue de 1,5
mg/mL la cual muestra que inhibe el crecimiento del hongo
(Figura 44 y Figura 45).

Figura 44 — Actividad antifungica contra Fusarium sp., de extracto de Piper aduncum L

Actividad antifungica contra Fusarium sp. del extracto
de P. aduncum, a tres concentraciones diferentes
@ colonia (mm)

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

o

0,00 - =

1 2 3 4 5 Dias

— 1,5 ME ML 3 g/l e— mg/mL Patron

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.
Figura 45 - A) Fusarium sp. en medio de cultivo con extracto de Piper aduncum

L. (6mg/mL) B) Fusarium sp. en medio de cultivo sin extracto.

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013. 56



Con respecto al hongo del genero Alternaria sp. el extracto de P.
aduncum L. inhibe el crecimiento, a las tres concentraciones, es
decir que el hongo no se desarrollé. La eficiencia del extracto de
P. aduncum L. es muy alta especialmente a la concentracion de
1,5 mg/mL (Figura 46 y Figura 47)

Figura 46 - Actividad antifungica contra Alternaria sp., de extracto de Piper aduncum L.

Actividad antifungica contra Alternaria sp. del extracto de P.
aduncum, a tres concentraciones diferentes

@ colonia (mm) 100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00
1 2 3 4 5 Dias

=05 mg/ml =——=15mg/ml =——3mg/ml PATRON

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

Figura 47 — A) Alternaria sp. en medio de cultivo sin extracto., B) Extracto de Piper
aduncum (3 mg/mL) inhibe el crecimiento de Alternaria sp.

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.
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En el caso del hongo Sclerotium sp. las concentraciones
correspondientes a 0,5, 1,5 y 3 mg/mL inhiben el crecimiento del
hongo; la concentracibn minima inhibitoria es de 3 mg/mL
(Figura 48 y Figura 49)

Figura 48 - Actividad antifungica contra Sclerotium sp., de extracto de Piper aduncum L.

Actividad antifungica contra Sclerotium sp. del extracto
de P. aduncum, a tres concentraciones diferentes

@ colonia 35,00

(mm) 3500

25,00

20,00

15,00

10,00
5,00 /
0,00

1 2 3 - 5 Dias

e (0,5 ME ML o 1,5 Mg/ /ML s 3 g/mML = Patron

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

Figura 49 — A) Sclerotium sp. en medio de cultivo sin extracto. B) Sclerotium sp. en
medio de cultivo con extracto de Piper aduncum L. a una concentracién de 3 mg/mL.

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.
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En el caso del hongo de genero Sclerotinia sp., las tres
concentraciones del extracto de Piper aduncum, 0,5 mg/mL, 1,5
mg/mL y 3 mg/mL, inhiben el crecimiento del hongo Sclerotinia
sp., como se muestra en la Figura 50, la concentracion de 3
mg/mL inhibié el desarrollo del hongo (Figura 50 y Figura 51)

Figura 50 - Actividad antifungica contra Sclerotinia sp., de extracto de Piper aduncum L.

Actividad antifungica contra Sclerotinia sp. del
extracto de P. aduncum, a tres concentraciones
diferentes

@ colonia

50,00
(mm)

40,00
30,00
20,00

10,00 /—_—/
b——— ——————————

0,00
1 2 3 4 5 Dias

=—0,5mg/mL =——15mg/mL =—3mg/mL ———Patrén
Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

Figura 1 — A) Sclerotinia sp. en medio de cultivo sin extracto. B) Sclerotinia sp. en medio de
cultivo con extracto de Piper aduncum inhiben el crecimiento del hongo a 3 mg/mL

i

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.
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Segun los datos registrados en la presente tesis, el extracto de
Piper aduncum L. inhibe el crecimiento de Fusarium sp.,
Alternaria sp., Sclerotinia sp. y Sclerotium sp. con MIC
correspondientes respectivamente a 1,5 mg/mL, 1,5 mg/mL, 3
mg/mL y 3 mg/mL. Estudios previos realizados por Guerrini
(2009) sobre el aceite esencial de Piper aduncum L. demuestran
que ese tiene la capacidad de inhibir por un 70% el crecimiento
del hongo fitopatégeno Botrytis cinerea, a la concentracién de
0,5 mg/mL. Por lo tanto se puede notar que los resultados
obtenidos en la presente tesis se asemejan a los alcanzados en
el estudio mencionado, de hecho el orden de magnitud de la

concentracion esta dentro de la decena.

A continuacién se expresan los mismos resultados descritos
anteriormente pero desde la perspectiva de inhibicion del
crecimiento de los cuatro fitopatdgenos; en la seccion anterior se
han expresado los resultados desde la perspectiva de los tres
extractos de plantas amazonicas (C. papaya L., B. orellana L., P.

aduncum L.).

El crecimiento del género Fusarium fue inhibido
significativamente por los extractos de P. aduncum L. y de B.
orellana L., a las concentraciones respectivamente de 6 mg/mL y
0,5 mg/mL. Por lo contrario no fue afectado en su crecimiento
por el extracto de C. papaya L. Contrariamente a lo esperado,
este extracto demostré tener una actividad estimuladora del
crecimiento fungico, especialmente a la concentracion de 1,5

mg/mL (Figura 51).
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Figura 51 — Crecimiento del hongo Fusarium sp. en contacto con tres extractos vegetales, a
diferentes concentraciones: A) B. orellana L., B) C. papaya L., C) P. aduncum L.

Bixa orellana L. Carica papaya L.

@ colonia (mm) 5000 120,00

@ colonia (mm)
50,00 100,00
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A 0,5 mg/mlL -1,5 mg/mL 3 mg/mlL Patron ——05mg/mL ==—=15mg/mL 3 mg/mlL

Piper aduncum L.

@ colonia (mm)

Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

El crecimiento del género Alternaria fue inhibido
significativamente por el extracto de P. aduncum L., a las tres
concentraciones de 0,5, 1,5 y 3 mg/mL. Se observd una
inhibicion en el crecimiento micelial también con el extracto de B.
orellana L. aunque solo a dos de las concentraciones evaluadas,
es decir 3 y 6 mg/mL. La misma situacion se observd con el
extracto de C. papaya L., el cual logré inhibir el crecimiento del

hongo especialmente a la concentracion de 6 mg/mL (Figura 52).
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Figura 52 — Crecimiento del hongo Alternaria sp. en contacto con tres extractos vegetales, a
diferentes concentraciones: A) B. orellana L., B) C. papaya L., C) P. aduncum L.
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Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

El crecimiento del género Sclerotium fue inhibido
significativamente por los extractos de Piper aduncum L. y de
Bixa orellana L. Por lo contrario, el extracto de C. papaya L. no
mostré6 ninguna actividad de inhibicion del crecimiento de
Sclerotium sp., e inclusive estimulé su desarrollo llevando a

tener colonias de didmetros superior a la del patrén (Figura 53).
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Figura 53 — Crecimiento del hongo Sclerotium sp. en contacto con tres extractos vegetales, a
diferentes concentraciones: A) B. orellana L., B) C. papaya L., C) P. aduncum L.

Bixa orellana L. Carica papaya L.

30,00
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Fuente: Elaboracion propia del Autor, 2013.

El crecimiento del género Sclerotinia fue inhibido de forma
relevante solo por el extracto de P. aduncum L., especialmente a
las concentraciones de 0,5 y 3 mg/mL. Por el contrario, los
extractos de C. papaya L. y B. orellana L. han tenido un
comportamiento particular. A ciertas concentraciones han
inhibido el crecimiento de Sclerotinia sp., mientras a otras
concentraciones han estimulado; especificamente el extracto de
B. orellana L. ha inhibido el crecimiento a la concentracion de 0,5
mg/mL, mientras el de C. papaya L. a la concentracion de 0,5

mg/mL (Figura 54).
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Figura 54 - Crecimiento del hongo Sclerotinia sp. en contacto con tres extractos vegetales, a diferentes
concentraciones: A) B. orellana L., B) C. papaya L., C) P. aduncum L.
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Fuente: Elaboracion propia del autor, 2013.

ANALISIS ESTADISTICO

En los Anexos de 1 a 12 se encuentran las tablas de célculo de
los valores promedio de los didametros de las colonias fungicas,
por cada tratamiento considerado. Adicionalmente se encuentra
el célculo de las desviaciones estandares referentes a cada

tratamiento.
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5. DISCUSION
La discusion de los resultados obtenidos esta incluido en la

seccion “4. RESULTADOS EXPERIMENTALES”.

6. CONCLUSIONES
v Se han montado tres especimenes botanicos, uno por

cada especie vegetal objeto de estudio. Cada espécimen se ha

montado por triplicado y reposa en el Herbario ECUAMZ de la

Universidad Estatal Amazonica.

v Se realizaron extractos hidroalcolicos de las tres especies;

se obtuvieron las siguientes cantidades de extractos secos: 2,56

g de Bixa orellana L., 5,06 g Carica papaya L. y 5,50 g Piper

aduncum L.

v Se aislaron de vainas de arveja (Pisum sativum L.

var. sativum) enferma, los hongos del genero Sclerotinia y

Sclerotium; los hongos del género de Fusarium y Alternaria

fueron aislados respectivamente desde el suelo y desde plantas

de col (Brassica oleraceae) enfermas, en los laboratorios de

Ingenieria en Alimentos de la Universidad del Azuay, en la

ciudad de Cuenca.

v Se demostr6 que la técnica de difusion en agar del

extracto y medicién del diametro de la colonia son Utiles en la

evaluacion del efecto antimicético de los extractos evaluados.

v Se determinaron las MIC de los distintos extractos.

v' El extracto hidroalcohdlico de B. orellana L., a ciertas
concentraciones, tiene una actividad estimuladora sobre el
crecimiento de Sclerotinia sp.

v' El extracto hidroalcohdlico de C. papaya L. a ciertas
concentraciones tiene una actividad estimuladora sobre el

crecimiento de Fusarium sp., Sclerotium sp. y Sclerotinia sp.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda aplicar los resultados de esta tesis en estudios
en campo, como método de control natural de enfermedades
causadas Fusarium sp., Alternaria sp., Sclerotinia sp. y
Sclerotium sp., a fin de comprobar in vivo la actividad antifingica

de los extractos. Especificamente se recomienda:

» Utilizar el extracto de Piper aduncum L. en
concentracion equivalente a 1,5 mg/mL, como

método de control natural,

» Utilizar el extracto de Bixa orellana L. en
concentracion equivalente a 0,5mg/mL contra
Fusarium sp. y 3 mg/mL contra Sclerotium sp.

» Utilizar el extracto de Carica papaya L. en
concentracion equivalente a 6mg/mL contra

Alternaria sp., y 1.5 mg/mL contra Sclerotinia

sp.

= Se recomienda realizar estudios adicionales que permitan
formular hipétesis sobre el fendmeno de la estimulacion de
crecimiento que dan los extractos de C. papaya y B. orellana,

sobre Alternaria sp., Sclerotium sp. y Sclerotinia sp.
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8. RESUMEN
El trabajo de investigacion de tesis se realiz6 con el fin de

evaluar la capacidad inhibitoria de los extractos de plantas
amazonicas, Piper aduncum L., Carica papaya L. y Bixa orellana
L. contra los hongos fitopatdgenos Sclerotinia, Sclerotium,
Fusarium y Alternaria. Las muestras de plantas fueron
recolectadas en el jardin botanico de la Universidad Estatal
Amazonica. De cada planta se mont6 un espécimen boténico
para el herbario ECUAMZ de la Universidad Estatal Amazonica.
Los extractos se obtuvieron por percolacion, utilizando la
proporcion 1:5 entre droga seca Yy menstruo (Solucién
hidroalcoholica al 80%). Se han obtenido 2,56 gr de extracto
seco de B. orellana L., 5,06 gr de extracto seco de C. papaya L.
y 5,50 gr de extracto seco de P. aduncum L. La actividad
antifangica de los extractos fue evaluada sobre 4 hongos
fitopatdogenos. Dos de estos, Sclerotium sp. y Sclerotinia sp. se
aislaron de muestras de arvejas (P. sativum) enfermas y los
hongos del género Fusarium y Alternaria fueron aislados
respectivamente desde el suelo y desde plantas de col (Brassica
oleraceae) enfermas, en los laboratorios de Ingenieria en
Alimentos de la Universidad del Azuay (Cuenca). La actividad
antifingica in vitro de los extractos vegetales se determiné
mediante la técnica de difusibn en agar, evaluando tres
concentraciones diferentes (desde 0,5 hasta 6 mg/mL). Los
estudios se realizaron en el laboratorio de Biologia de la UEA. El
extracto de Bixa orellana L. tiene actividad antifingica contra
Fusarium sp. y Sclerotium sp. El extracto de Carica papaya L.
tiene actividad antifungica contra Alternaria sp. y Sclerotinia sp.;
mientras que no ha mostrado actividad antifingica contra
Fusarium sp. y Sclerotium sp. El extracto de Piper aduncum L.

tiene actividad antifungica contra todos los hongos en estudio;
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segun los datos registrados, se ha comprobado que a
concentraciones mayores de 1,5 mg/mL inhibe el crecimiento del

hongo.
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9. SUMMARY

The thesis was focused on evaluating the inhibition activity of the
extracts of Piper aduncum L., Carica papaya L. and Bixa orellana
L. against phytopathogen fungi: Sclerotinia, Sclerotium, Fusarium
and Alternaria. Plant samples were collected in the botanical
garden of the Universidad Estatal Amazonica (UEA), in Puyo
(Ecuador). A botanical specimen, for each plant, was prepared
for the UEA herbarium ECUAMZ. The hydroalcoholic extracts
were obtained by percolation, using the 1:5 ratio between dry
drug and disolvent (80% alcohol solution). The following amount
of extracts was obtained: 2.56 gr of B. orellana L., 5.06 gr of C.
papaya L. and 5.50 gr of P. aduncum L. The extract antifungal
activity was set on 4 phytopathogenic fungi. Two of these,
Sclerotium sp. and Sclerotinia sp. was isolated from sick pea
samples (P. sativum) and the genus Fusarium and Alternaria
from soil and sick cabbage (Brassica oleraceae), in the
laboratories of Food Engineering of University of Azuay
(Cuenca). The in vitro antifungical activity of plant extracts was
determined by agar diffusion technique, evaluating three different
concentrations (from 0.5 to 6 mg/mL). The studies were
conducted in the Laboratory of Biology at UEA. B. orellana
extract showed antifungal activity against Fusarium sp and
Sclerotium sp. The extract of Carica papaya L. showed antifungal
activity against Alternaria sp. and Sclerotinia sp., while it didn’t
have antifungal activity against Fusarium sp. and Sclerotium sp.
The extract of Piper aduncum L. demonstrated antifungal activity
against all fungi, according to the data recorded, it was found that
at concentrations higher than 1.5 mg/mL the extract inhibited the
fungi growth.
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10. ANEXOS

Anexo 1

Diametro de la colonia fungica (mm), valor promedio y desviacion
estandar referentes al extracto de B. orellana, a tres
concentraciones diferentes, contra Fusarium sp.

Bixa + Fusarium 0,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 9 16 22 29 50,5
Rep 1 5 7 8,5 10 14,5
Rep 2 5 9,5 11,5 13 13,5
Rep 3 5 9,5 11 13 20
Promedio 5,00 8,67 10,33 12,00 16,00
DEV.ST 0,00 1,44 1,61 1,73 3,50

Bixa + Fusarium 1,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
|Patron 8,8 25,2 44,7 57,7 67,0
Rep 1 6,0 20,0 27,0 30,0 31,0
Rep 2 13,0 27,5 33,5 36,0 41,0
Rep 3 8,5 19,5 22,5 25,0 26,0
Promedio 9,17 22,33 27,67 30,33 32,67
DEV.ST 3,55 4,48 5,53 551 7,64

Bixa + Fusarium 3 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5

Patron 21 21 35 45 45

Rep 1 12 12 13 13 13

Rep 2 14 18 25 25 26

Rep 3 13 15 15 16 16

Promedio = 13 15 18 18 18

DEVST 1 | 3 7 6 7
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Anexo 2

Diametro de la colonia fungica (mm), valor promedio Yy
desviacion estandar referentes al extracto de B. orellana, a tres
concentraciones diferentes, contra Alternaria sp.

Bixa + Alternaria 1,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 15,33 62,67 88,33 88,67 89,50
Rep 1 14 55 88 90 90
Rep 2 17 60,5 88,5 90 90
Rep 3 16 66 88 88,5 89
Promedio 15,67 60,50 88,17 89,50 89,67
DEV.ST 1,53 5,50 0,29 0,87 0,58

Bixa + Alternaria 3 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 15 63 88 89 90
Rep 1 15 39 70 88 88
Rep 2 12 43 71 86 86
Rep 3 11 43 70 86 86
Promedio 13 41 70 86 86
DEV.ST 2 2 1 1 1

Bixa + Alternaria 6 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 1 35 71 90 90 90
Rep 1 10,5 39 63 74 85
Rep 2 13 36 61 74 85
Rep 3 10,5 38 62,5 74 85
Promedio 11,33 37,67 62,17 74,00 85,00
DEV.ST 144 = 153 1,04 " 0,00 " 0,00
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Anexo 3

Diametro de la colonia fungica (mm), valor promedio y
desviacion estandar referentes al extracto de B. orellana, a tres
concentraciones diferentes, contra Sclerotium sp.

Bixa + Sclerotium 0,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 1 5 9 22 27 70
Rep 1 4 6,5 7,5 145 25
Rep 2 4 8 9 14,5 20
Rep 3 4 5 7 9 12
Promedio 10,67 6,50 7,83 12,67 19,00
DEV.ST 0,00 1,50 1,04 3,18 6,56
Bixa + Sclerotium 1,5 mg/mL
DIA 1 2 3 4 5
Patron 1 4,33 6,83 8,67 11,33 11,83
Rep 1 4.5 4.5 6 6 6
Rep 2 4,5 7,5 10,5 11 11
Rep 3 5 55 55 55 55
Promedio 4,7 5,8 7,3 7,5 7,5
DESV.ST 0,29 1,53 2,75 3,04 3,04
Bixa + Sclerotium 3 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 1 4,2 6,8 10,2 11,3 11,8
Rep 1 50 50 4,5 3,5 4,5
Rep 2 4,0 50 50 50 4,5
Rep 3 4,0 4,0 4,5 4,5 4,5
Promedio 4,3 4,7 4,7 4,3 4,5
DESV.ST 0,6 0,6 0,3 0,8 0,0
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Anexo 4

Diametro de la colonia fungica (mm), valor promedio y
desviacion estandar referentes al extracto de B. orellana, a tres
concentraciones diferentes, contra Sclerotinia sp.

Bixa + Sclerotinia 0,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 1 4 6 8 12 23,5
Rep 1 4 7 7 7 13
Rep 2 4 6 7 7 18
Rep 3 4 6 7 7 18
Promedio 4,00 6,33 7,00 7,00 16,33
DESV.ST 0 1 0 0 3
Bixa + Sclerotinia 1,5 mg/mL
DIA 1 2 3 4 5
Patron 1 6,00 6,67 8,67 12,50 19,17
Rep 1 8 10,5 15 19,5 25
Rep 2 6 9,5 18 31 51
Rep 3 6,5 10,5 16,5 20,5 235
Promedio 6,83 10,17 16,50 23,67 33,17
DESV.ST 1 1 2 6 15
Bixa + Sclerotinia 3 mg/mL
DIA 1 2 3 4 5
Patron 1 6,00 6,67 8,67 12,50 19,17
Rep 1 5,0 8,0 29,0 45,0 67,5
Rep 2 55 6,0 14,5 245 49,0
Rep 3 55 6,5 14,5 15,5 215
Promedio 5 7 19 28 46
DESV.ST 0 1 8 15 23
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Diametro de

la colonia fungica (mm),

Anexo 5

valor

promedio y

desviacion estandar referentes al extracto de C. papaya, a tres
concentraciones diferentes, contra Fusarium sp.

Carica+ Fusarium 0,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 9 16 22 29 50,5
Rep 1 10 14,5 215 41 55
Rep 2 9,5 14 33 41,5 52,5
Rep 3 10,5 15,5 27 29,5 40
Promedio 10,00 14,67 27,17 37,33 49,17
DEV.ST 0,50 0,76 5,75 6,79 8,04

Carica + Fusarium 1,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 14,56 19,56 32,06 40,89 53,11
Rep 1 7 11 20,5 30,5 48,5
Rep 2 8,5 12,5 245 | 32 425
Rep 3 7 11 23,5 30,5 40
Promedio 7,5 11,5 22,8 31,0 43,7
DEV.ST 0,87 0,87 2,08 0,87 4,37

Carica + Fusarium 3 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 13,67 18,67 29,67 36,67 48,33
Rep 1 8 10 18 30 59
Rep 2 10,5 14,5 26,5 37 62,5
Rep 3 10 18,5 31 41 63,5
Promedio 9,5 14,3 25,2 36 61,7
DEV.ST 1,32 4,25 6,60 5,57 2,36
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Anexo 6

Diametro de la colonia fungica (mm),

desviacion estandar referentes al extracto de C. papaya, a tres

valor

concentraciones diferentes, contra Alternaria sp.

Carica + Alternaria 1,5 mg/mL

promedio y

DIA 1 2 3 4 5
Patron 41 68 88 88 89
Rep 1 45 65 88 88 89
Rep 2 a7 67 88 88 89
Rep 3 50 70 88 88 89
Promedio 47,33 67,33 88,00 88,00 89,00
DEV.ST 2,52 2,52 0,00 0,00 0,00

Carica + Alternaria 3 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 41 68 88 88 89
Rep 1 40 56,5 88 88 89
Rep 2 37,5 59,5 88 88 89
Rep 3 40 60 80 80 88
Promedio 39,17 58,67 85,33 85,33 88,67
DEV.ST 1,44 1,89 4,62 4,62 0,58

Carica + Alternaria 6 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 35 71 90 90 90
Rep 1 25 64,5 79,5 87 89
Rep 2 25 43 72 81 85
Rep 3 26 43 69 84 80
Promedio 25,33 50,17 73,50 84,00 84,67
DEV.ST 0,58 12,41 541 3,00 4,51
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Diametro de

Anexo 7

la colonia fudngica (mm), valor promedio y
desviacion estandar referentes al extracto de C. papaya, a tres
concentraciones diferentes, contra Sclerotium sp.

Carica + Sclerotium 0,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 4,50 5,83 8,17 9,50 12,83
Rep 1 55 6 12,5 14 25
Rep 2 6 6,5 10,5 14,5 23,5
Rep 3 55 7,5 12,5 13 24,5
Promedio 5,67 6,67 11,83 13,83 24,33
DEV.ST 0,29 0,76 1,15 0,76 0,76

Carica + Sclerotium 1,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 4,50 5,83 8,17 9,50 12,83
Rep 1 6 8,5 115 13 13
Rep 2 5 7 115 16 30,5
Rep 3 55 8,5 12 14,5 19,5
Promedio 5,50 8,00 11,67 14,50 21,00
DEV.ST 0,50 0,87 0,29 1,50 8,85

Carica + Sclerotium 3 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 4,50 5,83 8,17 9,50 12,83
Rep 1 6 8 14 15 30,5
Rep 2 6 7 10,5 14 27
Rep 3 7 9,5 12 18,5 27
Promedio 6,33 8,17 12,17 15,83 28,17
DEV.ST 0,58 1,26 1,76 2,36 2,02
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Anexo 8

Diametro de la colonia fungica (mm), valor promedio y
desviacion estandar referentes al extracto de C. papaya, a tres
concentraciones diferentes, contra Sclerotinia sp.

Carica + Sclerotina 0,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5

Patron 8,33 16,33 34,33 43,67 52,00
Rep 1 9 15 34 44,5 59,5
Rep 2 8 14,5 32 43 61

Rep 3 11 16 33 41,5 60,5
Promedio 9,33 1517 33,00 43,00 60,33
DEV.ST 1,53 0,76 1,00 1,50 0,76

Carica + Sclerotina 1,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 833 16,33 3433 43,67 52,00
Rep 1 9,5 215 49 63 75
Rep 2 8,5 135 29,5 36 41
Rep 3 115 22 455 61,5 775

Promedio 9,83 19,00 41,33 53,50 64,50

DEV.ST 1,53 4,77 10,40 15,17 20,39

Carica + Sclerotinia 3 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 8,33 16,33 34,33 43,67 52,00
Rep 1 8 9 20,5 31 63,5
Rep 2 8,5 11,5 23,5 30 31,5
Rep 3 10 14 31 41 73

Promedio 8,83 11,50 25,00 34,00 56,00

DEV.ST 1,04 2,50 541 6,08 21,74



Anexo 9

Diametro de la colonia fungica (mm), valor promedio y
desviacion estandar referentes al extracto de P. aduncum, a tres
concentraciones diferentes, contra Fusarium sp.

Piper + Fusarium 1,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 8,9 254 46,4 59,6 68,5
Rep 1 50 9,0 13,0 18,0 24,0
Rep 2 5,0 8,5 11,0 20,0 27,0
Rep 3 5,0 8,5 14,5 17,0 28,0
Promedio 5,00 8,67 12,83 18,33 26,33
DEV.ST 0,00 0,29 1,76 1,53 2,08

Piper + Fusarium 3 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 15 25 48 60 69
Rep 1 55 75 11,5 16,0 20,0
Rep 2 6,0 10,0 13,0 15,5 24,0
Rep 3 6,0 10,5 13,0 15,0 24,0
Promedio 5,83 9,33 12,50 15,50 22,67
DEV.ST 0,29 1,61 0,87 0,50 2,31

Piper + Fusarium 6 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 9 16 22 29 50,5
Rep 1 4 5 10 10,5 19
Rep 2 4 5 9 10 23
Rep 3 4 5 9 10,5 23
Promedio 1,33 1,67 3,11 3,44 7,22

DEV.ST 0,00 0,00 0,58 0,29 2,31



Anexo 10

Diametro de la colonia fungica (mm), valor promedio y
desviacion estandar referentes al extracto de P. aduncum, a tres
concentraciones diferentes, contra Alternaria sp.

Piper + Alternaria 0,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 35 71 90 90 90
Rep 1 17 24 36 43 70
Rep 2 15 21 335 41 65
Rep 3 12 20 36 38 60
Promedio 4,89 722 1172 1356 21,67
DEV.ST 2,52 2,08 144 252 5,00

Piper + Alternaria 1,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 15,5 62,5 84 88 89
Rep 1 15 5 8 15 17
Rep 2 2 5,5 9 13,5 18
Rep 3 15 6 9,5 12,5 17,5
Promedio 1,67 5,50 8,83 13,67 17,50
DEV.ST 0,29 0,50 0,76 1,26 0,50

Piper + Alternaria 3 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 15 63 75 89 90
Rep 1 55 12,0 20,5 26,5 36,0
Rep 2 5,0 14,0 22,0 26,0 40,0
Rep 3 4,5 12,5 22,5 29,5 37,0
Promedio 5,00 12,83 21,67 27,33 37,67

DEV.ST 0,50 1,04 1,04 1,89 2,08



Anexo 11

Diametro de la colonia fungica (mm), valor promedio y
desviacion estandar referentes al extracto de P. aduncum, a tres
concentraciones diferentes, contra Sclerotium sp.

Piper + Sclerotium 0,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 5 9 22 27 70
Rep 1 4 0 5 0 7
Rep 2 4 0 0 0 7
Rep 3 4 5 5 0 6
Promedio 4,00 1,67 3,33 0,00 6,67
DEV.ST 0,00 2,89 2,89 0,00 0,58

Piper + Sclerotium 1,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 4,33 6,83 8,67 11,33 11,83
Rep 1 6,0 6,0 0,0 0,0 0,0
Rep 2 50 5,0 0,0 0,0 0,0
Rep 3 50 5,0 0,0 0,0 0,0
Promedio 5,33 5,33 0,00 0,00 0,00
DEV.ST 0,58 0,58 0,00 0,00 0,00

Piper + Sclerotium 3 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 4,33 6,83 8,67 11,33 11,83
Rep 1 5,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Rep 2 50 0,0 0,0 0,0 0,0
Rep 3 5,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Promedio 5 0 0 0 0

DEV.ST 0 0 0 0 0



Anexo 12

Diametro de la colonia fungica (mm), valor promedio y
desviacion estandar referentes al extracto de P. aduncum, a tres
concentraciones diferentes, contra Sclerotinia sp.

Piper + Sclerotinia 0,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 4 6 8 12 23,5
Rep 1 0 0 0 5 10
Rep 2 0 0 0 6 12
Rep 3 0 0 0 6 12
Promedio 0,00 0,00 0,00 5,67 11,33
DEV.ST 0,00 0,00 0,00 0,58 1,15

Piper + Sclerotinia 1,5 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 8 17 47 44 52
Rep 1 4,0 0,0 5,0 6,0 17,0
Rep 2 4,0 0,0 5,0 6,0 13,0
Rep 3 4,0 0,0 5,0 7,0 17,0
Promedio 4,0 0,0 5,0 6,3 15,7
DEV.ST 0,00 0,00 0,00 0,58 2,31

Piper + Sclerotinia 3 mg/mL

DIA 1 2 3 4 5
Patron 8,33 17,17 34,33 43,67 52,00
Rep 1 5,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Rep 2 55 0,0 0,0 0,0 0,0
Rep 3 5,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Promedio 5,17 0,00 0,00 0,00 0,00

DEV.ST 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00



