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RESUMEN

En la presente investigacion se planted comparar la actividad antifingica de extractos
etandlicos de Rosmarinus officinalis L. [Romero] y Equisetum arvense L. [Cola de
Caballo] frente al hongo Colletotrichum gloeosporioides Penz. determinando su eficacia
como fungicida natural. Se evaluo el efecto de la aplicacion de extractos de Rosmarinus
officinalis L. [Romero], Equisetum arvense L. [Cola de Caballo] y la mezcla de ambos en el
control in vitro de la antracnosis ocasionada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides
Penz., mismo que fue aislado a partir de frutos de tomate de arbol de arbol [Solanum
betaceum Cav.] y caracterizado mediante pruebas en laboratorio. Los extractos se
obtuvieron por maceracion, utilizando como solvente etanol al 96%. La actividad
antifangica se demostré6 mediante el método de Kirby — Bauer, utilizando concentraciones
de 30%, 60% y 100% para todos los tratamientos, Romero [R], Cola de Caballo [CC] y
Mezcla de extractos [ME]; observandose resultados favorables a una concentraciéon del
100% para todos, con un diametro de inhibicién de 7.40 mm para R, 7.15 mm para ME y
6.79 mm para CC. Para la determinacion de la CMI se utilizd el método de microdilucion
en placa para lo cual se empled concentraciones de 75%, 37.5%, 18.75%, 9.37%, 4.68%,
2.34%, 1.17% y 0.58% para R y 80%, 40%, 20%, 10%, 5%, 2.5%, 1.25% y 0.63% para CC
y ME, demostrando que 18,55% para R, 20% para CC y 40% para ME fueron las
concentraciones Optimas de inhibicién frente al fitopatdgeno. El disefio estadistico
dispuesto fue completamente al azar con 3 repeticiones, se realizd el ANOVA vy se
compararon las medias a través del Test de Tukey. Los resultados indican la baja capacidad

antimicrobiana de los extractos para el control in vitro de Colletotrichum gloeosporioides.
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Palabras Claves: Antracnosis, extractos etanolicos, Colletotrichum gloeosporioides

Penz., Rosmarinus officinalis L., Equisetum arvense L., Kirby-Bauer, CMI.

ABSTRACT

The following investigation was proposed to compare the antifungal activity of
Rosmarinus officinalis L. [Romero] and Equisetum arvense L. [Cola de Caballo] ethanolic
extract’s against Colletotrichum gloeosporioides Penz., determining its efficacy as a natural
fungicide. The effect of the application of Rosmarinus officinalis [Romero], Equisetum
arvense L. [Cola de Caballo] extracts and the mixture of both was evaluated in the in vitro
control of anthracnose caused by Colletotrichum gloeosporioides Penz., which was isolated
from tree tomato fruits [Solanum betaceum Cav.] and characterized by laboratory tests. The
extracts were obtained by maceration, using 96% ethanol as solvent. The antifungal activity
was demonstrated by the Kirby - Bauer method, using concentrations of 30%, 60% and
100% for all the treatments, Romero [R], Cola de Caballo [CC] and Mixture of extracts
[ME]; it was shown favorable results at a 100% concentration for all, with an inhibition
diameter of 7.40 mm for R, 7.15 mm for ME and 6.79 mm for CC. The determination of
the MIC was given by the microdilution method, using the concentrations of 75%, 37.5%,
18.75%, 9.37%, 4.68%, 2.34%, 1.17% and 0.58% for R and 80% 40%, 20%, 10%, 5%,
2.5%, 1.25% and 0.63% for CC and ME, it was shown that 18.55% for R, 20% for CC and
40% for ME were the optimal concentrations of inhibition against the phytopathogen. The
statistical design was completely randomized with 3 repetitions and the ANOVA was
performed, the averages were compared through the Tukey test. The results indicate the
low antimicrobial capacity of the extracts for the in vitro control of Colletotrichum
gloeosporioides Penz.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION
Ecuador esta considerado como uno de los paises mas mega diversos a nivel mundial,
esta riqueza natural desafortunadamente es poco conocida, incluso por los mismos
ecuatorianos, puesto que la gran mayoria de estas plantas no han sido estudiadas, dejando

un campo amplio para el desarrollo de nuevas investigaciones (Fonseca, 2016).

En los dltimos afios los extractos vegetales han llamado la atencidén de la ciencia,
convirtiéndose en un area amplia de investigacion y desarrollo debido a la gran acogida que
tiene dentro de los diferentes tipos de industrias. Estudios realizados han demostrado que
los tratamientos con extractos de origen vegetal favorecen al control bioldgico de diferentes
microorganismos. Esta actividad se le ha atribuido a los metabolitos secundarios presentes

en los extractos (Sanchez, Vargas & Jiménez, 2015).

El hongo Colletotrichum es uno de los géneros patdgenos de plantas mas importantes y
de mayor distribucion en el mundo ya que no tiene especificidad por ningun tipo de cultivo.
Este patdgeno es el agente causal de la antracnosis, los sintomas caracteristicos de esta
enfermedad son lesiones necrosadas que se expanden rapidamente a través del 6rgano
afectado, ocasionando incluso la muerte de la planta (Pérez Castro, Saquero, & Beltran
Herrera, 2013). La antracnosis es de suma importancia en la agricultura moderna, debido a
que si no destruye la totalidad de la cosecha, disminuye drasticamente el rendimiento del

cultivo (Jiménez, Alvarez, Mejia & Ochoa, 2012).

La severidad de esta enfermedad ha llevado a los agricultores a la aplicacidon exagerada

de fungicidas sintéticos, causando serios problemas como la contaminacion al ambiente,



deteriorando la calidad de los productos, aumentando los costos de produccion y en algunos
casos llevando al abandono total del cultivo ante el fracaso de esta préctica (Bolivar,
Sanabria, Camacaro, Ulacio, Cumana & Crescente, 2009). A esta problematica se suma la
resistencia de las plagas frente a la aplicacion de agroquimicos, el inadecuado manejo del
cultivo y el control de Colletotrichum gloeosporioides Penz., debido a la poca informacion
existente a cerca de la estructura y el ciclo de vida e infeccion del fitopatdégeno, agravando
aun mas la situacion (Giraldo, Bustamante, Pinzon & Buitrago, 2016). “Asimismo, algunos
productores con la finalidad de mantener el mayor tiempo de vida de anaquel de sus
productos, aplican dosis elevadas de compuestos quimicos dias antes de su
comercializacion, impidiendo que estos puedan degradarse y con ello reduce la calidad

bioldgica de los productos a expenderse” (Gonzalez, Baez & Zaragoza, 2016).

Diversos autores alrededor del mundo han reportado la actividad antifingica de aceites
esenciales o extractos vegetales y sus respectivos metabolitos mediante pruebas in vitro o in
vivo; obteniendo variacion en los resultados dependiendo del érgano de la planta utilizada y
la especie, la técnica de extraccion utilizada para la obtencién de los metabolitos
secundarios, el tipo de fitopatogeno y el método de evaluacion utilizado (Gonzélez, Béez &

Zaragoza, 2016).

Dentro del gran numero de especies que posee el Ecuador, para esta investigacion se ha
seleccionado dos especies endémicas de la Sierra Ecuatoriana, como son Rosmarinus
officinalis L. (romero) y Equisetum arvense L. (cola de caballo), permitiendo conocer el
potencial biotecnoldgico de estas plantas frente a hongos fitopatégenos, implementando
bases cientificas para una posible solucidn sustentable al problema agricola de las plagas.

Por lo que se ha planteado como objetivo comparar la actividad antifingica de los extractos



etandlicos de las plantas mencionadas frente al hongo Colletotrichum gloeosporioides

Penz. determinando su eficacia como fungicida natural.

1.1.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Ecuador es un pais agricola por excelencia. Sin embargo, esta actividad se ha visto
afectada por la invasion de plagas y enfermedades que afectan directamente la produccion
de los cultivos. El cultivo de tomate de arbol en este pais se ha incrementado
considerablemente, existiendo alrededor de 5000 hectareas, con una produccién que oscila
entre 60 y 80 toneladas por hectarea/afio (Ojeda, 2016). Las provincias relevantes en la

produccion de esta fruta son: Imbabura, Tungurahua, Chimborazo, Azuay y Pichincha.

Los destinos de exportacién de tomate de arbol apuntan principalmente a Europa, debido
a la facilidad de libre mercado que ofrece; recientemente, Estados Unidos fue incluido
como destino de exportacion, siendo obligatorio un certificado fitosanitario que garantice la
inocuidad del producto (Coellar, 2009). El tomate de arbol de calidad se reconoce por la
apariencia sana de su piel sin manchas, golpes, ni picaduras, con un color intenso y brillante

(Alzate, Mier, Afanador, Durango & Garcia, 2012).

Sin embargo, la falta de plantas certificadas y un deficiente manejo del cultivo han
influido para la diseminacion de plagas y enfermedades, siendo una de las principales la
Antracnosis, producida por especies de Colletotrichum. La antracnosis es una enfermedad
de importancia econdmica, asi como una seria amenaza para la produccion de tomate de
arbol a nivel mundial. Debido a que afecta directamente a la superficie del fruto y por ende

a la calidad y su comercializacion (Ramirez, Gil & Morales, 2017).



Para contrarrestar esta probleméatica los productores han optado por el uso de
agroquimicos, que han traido consigo diferentes inconvenientes, entre los que destacan la
toxicidad en humanos (Paulitz & Bélanger, 2001), detenciones de exportaciones por
residuos en productos, dafios al ambiente (Ramirez & Jacobo, 2002) y efectos perjudiciales
en organismos benéficos que cumplen su rol como enemigos naturales de las plagas,
ocasionando su proliferacion (Anderson, y otros, 2003), también la pérdida de especies no
objetivo como son aves, abejas 0 peces. Mas aun, los fitopatégenos podrian desarrollar
resistencia a ingredientes activos de los fungicidas sintéticos, requiriendo el uso de altas
dosis y la busqueda de nuevos agroquimicos para reemplazar a los que han mostrado

resistencia en hongos.

Dado a la peligrosidad que presentan los plaguicidas para la salud humana y el ambiente,
estos deben ser manipulados por personal capacitado, sin embargo en Ecuador tres de cada
diez hectareas tratadas con plaguicidas son trabajadas por productores que no han recibido

capacitacion técnica sobre su manejo (INEC, 2013).

Debido a la problematica por el uso indiscriminado de los fungicidas sintéticos, es
necesario desarrollar alternativas naturales para el control de enfermedades. Una de estas
estrategias es el uso de extractos vegetales y/o aceites esenciales (Espafia, Arboleda,
Ribeiro, Abdelnur & Guzman, 2017). Ademéas de tener origen biologico, son biode-
gradables y manifiestan un minimo impacto sobre la salud humana y el ambiente (Ochoa,

Cerna, Landeros, Hernandez & Delgado, 2012).



1.2. ANTECEDENTES

El tomate de arbol es originario de los Andes, se cultiva en climas tropicales y no
necesita gran humedad, siendo la Cordillera de los Andes idonea para este tipo de cultivo
por sus condiciones ecoldgicas. En América Latina es cultivado en paises como Chile,
Argentina, Peru, Brasil, Venezuela, Costa Rica, Bolivia, Guatemala; pero en Ecuador y
Colombia es en donde su produccidn es elevada (Ojeda, 2016). La sierra Ecuatoriana posee
zonas caracterizadas por climas templados y suelos ricos en materia organica que favorecen
el cultivo de tomate de arbol. Ibarra, San Gabriel, Bolivar, Tumbaco, Puembo, Tambillo,
Latacunga, Salcedo, Pelileo, Bafios, Biblian, Paute, Giron, Santa Isabel, Loja; son las zonas

con mayor produccién de tomate de arbol en el Ecuador.

Aproximadamente desde los afios 40, el uso de plaguicidas ha aumentado de manera
continua, llegando a cinco millones de toneladas en el afio 2000 a escala mundial. Estudios
demuestran que el 0.1% de la cantidad de plaguicidas aplicado llega a la plaga, mientras
que el resto circula por el medio ambiente; contaminando ecosistemas terrestres, acuaticos
y la biosfera en general. Estudios en el ambito internacional revelan la gravedad del
problema. Una investigacion realizada en la India por Duet (1996), report6 niveles de DDT
de 2.26 ppm en el suelo y 0.18 ppm en el agua, en una zona aledafia a un centro poblado en

donde se controlaba la malaria.

En el estado de Sinaloa [México], la aplicacion de compuestos quimicos en la
agricultura han sido las principales fuentes de contaminacion y afecciones en la salud
(Garcia & Rodriguez, 2012). Segun Albert (2008), estos problemas fueron suscitados
debido al aumento en la aplicacion de herbicidas -glifosato, paraquat-, insecticidas -

compuestos organofosforados: malation- y fungicidas -mancozeb, clorotalonil-. En este



pais se calcula que el mayor porcentaje de plaguicidas son utilizados en cultivos de maiz,

algodédn, chile, tomate de arbol, papa, trigo, café, aguacate (Albert, 2008).

Segun Endréu (2011), sefiala que uno de los paises con mayor uso de agroquimicos es
Costa Rica, llegando a 51.2 kg/ha, no obstante paises como Colombia y Ecuador también
emplean una cantidad significante de compuestos quimicos correspondiente a 16.7 kg/ha y

6 kg/ha respectivamente.

El uso de plaguicidas en Ecuador data de 1950, pero llegd a su punto méximo luego de
la reforma agraria [1964 - 1979] (INEC, 2013), a partir del cual los agricultores fueron

perdiendo sus conocimientos ancestrales, llegando a depender Gnicamente de plaguicidas.

Segun un estudio realizado por ECOSALUD-CID, en el afio 2006; El Carchi tiene el
nivel méas alto de intoxicaciones por plaguicidas en el Ecuador y méas de la mitad de la
poblacién de la provincia tiene dafios en su sistema nervioso. También, se ha registrado la
presencia de residuos de plaguicidas que superan los limites maximos permitidos en sus

productos agricolas (Narvaez, Morillo, Chamorro & Mora, 2015).

El 70% de los hombres y el 80% de las mujeres no entienden el significado de los
codigos de colores en las etiquetas, siendo un factor clave para el manejo de estos
productos (Albert, 2008). Furadan y Monitor, son pesticidas considerados altamente
toxicos, su comercializacion y utilizacion es restringida en paises desarrollados, y prohibida
en paises subdesarrollados como el Ecuador, sin embargo, es comin encontrar estos
productos circulando por los diferentes cultivos (Narvéez, Morillo, Chamorro & Mora,
2015). En 2012 Manabi invirtié 36 millones de USD para el manejo fitosanitario de mas de

152 000 hectareas de 14 cultivos. Otro es el caso en la region Costa, en donde los Gltimos



afios se alcanzd el 53% de intoxicaciones en humanos reportados en el pais (Valarezo &

Mufioz, 2012).

Los productos y sistemas naturales utilizados antes de la aparicion de los productos
quimicos vuelven a ser demandados en la época actual, debido a la concientizacion de la
gente por consumir productos saludables y contribuir con el desarrollo sostenible del
ambiente. Nuevas técnicas optadas por la agricultura ecolégica como son policultivos,
manejo integrado de plagas y agroecologia contribuyen a disminuir el uso de practicas que
la agricultura convencional ha implementado desde la llamada Revolucion Verde (Villacis,

Leon, Santana, Mangui, Carranza & Pazmifio 2017).

El uso de extractos vegetales para combatir plagas y enfermedades en la agricultura ha
tomado gran importancia a nivel mundial, siendo México uno de los pioneros en el
desarrollo de esta nueva tecnologia, asi lo demuestra Caceres et al. (2013), en su estudio
“Actividad antifungica de extractos acuosos de especias contra Fusarium oxysporum,
Alternaria alternata, Geotrichum candidum, Tricoderma spp., Penicillum digitatum y
Aspergillus niger”; en donde comprobd que la actividad biologica que presentan estos
extractos se debe a la composicion quimica de los mismos, siendo los compuestos fenélicos

y flavonoides los mas importantes.

Hoy en dia la tendencia de volver a las formulas que la naturaleza brinda ha tomado
fuerza, optando por férmulas organicas y naturales; y conseguir a partir de extractos
naturales sustancias que cumplan la misma u optimicen la funcion de los plaguicidas
sintéticos, con la ventaja que brindan principalmente soberania alimentaria y un ambiente

ecologicamente viable (Rodriguez, Asela, Suarez & Estrada, 2014).



1.3.JUSTIFICACION

En el Ecuador, la agricultura se ha basado en patrones tecnoldgicos propiciados por
paises desarrollados para controlar plagas y enfermedades que afectan a los cultivos; el
hombre en su intento de controlar estos problemas, crea una alta dependencia al uso de
agroquimicos de elevados costos y el uso indiscriminado de los mismos ha causado
alteraciones en el equilibrio natural y en la salud de los productores y consumidores (Ojeda,

2016).

En la actualidad existe una gran variedad de plantas que crecen y son recolectadas en el
Ecuador, ya que contienen metabolitos secundarios que presentan actividad farmacoldgica;
por lo mismo son utilizadas para fines terapéuticos como es el caso del romero [Rosmarinus
officinalis L.] que es utilizado principalmente como digestivo o carminativo (Lépez, 2012);
mientras que la cola de caballo [Equisetum arvense L.] es usada como depurativo,
diurético, astringente, antioxidante y antiinflamatorio (Azuero, Jaramillo, & D”Armas,

2016).

Sin embargo, a la mayoria de estas plantas no se les ha realizado un estudio profundo
para conocer los multiples beneficios que estas poseen, incluyendo asi el uso de plantas o

partes de ellas para contrarrestar plagas y enfermedades en la agricultura.

Uno de los controles que ha adquirido importancia en los Gltimos afios, es aquel que
basa su accion en el uso de sustancias de origen natural, es decir, extractos obtenidos de
plantas cuyos metabolitos secundarios tengan accion fungicida, bactericida o herbicida

(Pérez, Rojas, Chamorro, & Perez, 2013).



El cultivo de tomate de arbol es una de las actividades principales que se desarrollan en
el Ecuador, sin embargo se ha visto afectado por un sin numero de plagas y enfermedades,
destacandose entre estas la —antracnosis-, cuyo agente causal es el hongo Colletotrichum
gloeosporiodes Penz., provocando grandes pérdidas economicas. En consecuencia, los
fruticultores han optado por el uso de agroquimicos que ha sido la principal estrategia para

reducir la enfermedad (Villacis et al., 2017).

El uso indiscriminado de estos productos ha provocado graves problemas, entre los que
desatacan el incremento de residuos quimicos potencialmente toxicos al humano y

ambiente y la proliferacion de fitopatdgenos resistentes (Cremer & Glayeto, 2014).

Los problemas mencionados anteriormente, sumado al aumento de los precios de los
productos quimicos, provocan una tendencia a nivel mundial a reducir su uso (Landero,
Lara, Andrade, Aguilar & Aguado, 2013). La demanda de los consumidores hacia
productos alimenticios de calidad que no constituyan un riesgo para su salud ha sido un
factor clave para la busqueda de alternativas de origen natural que sean economicas,
efectivas y menos dafiinas al ambiente y a la salud de los consumidores; por medio de la
utilizacion de productos agricolas de origen organico y la implementacion de métodos
naturales destinados al control de plagas en los cultivos (Arguello, 2011). De manera que se
han reportado estudios que demuestran la actividad antifungica, antibacterial o insecticida

de diversas plantas (Martinez, 2013).



1.4.0BJETIVOS

1.4.1. Obijetivo general

Comparar la actividad antifangica de los extractos etandlicos de romero [Rosmarinus
officinalis L.] y cola de caballo [Equisetum arvense L.] frente al hongo Colletotrichum

gloeosporioides Penz, determinando su eficacia como fungicida natural.

1.4.2. Obijetivos especificos

1. Aislar el hongo fitopatdgeno, Colletotrichum gloeosporioides Penz, en laboratorio a
partir de material vegetal de frutos de Solanum betaceum, caracterizando el cultivo.

2. Obtener extractos etanodlicos de las especies vegetales de romero [Rosmarinus
officinalis L.] y cola de caballo [Equisetum arvense L.], mediante el método de
maceracion, obteniendo sus metabolitos secundarios.

3. Determinar la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos obtenidos, mediante
el método de difusion en agar [Kirby — Bauer], determinando que concentracion
tiene mayor efecto antimicrobiano.

4. Establecer la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos etanolicos de
romero [Rosmarinus officinalis L.] y cola de caballo [Equisetum arvense L.]por el
método de microdilucién en placa, determinando su accion antifingica frente a

Colletotrichum gloeosporioides.
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1.5.HIPOTESIS

Si los extractos etanolicos de las especies vegetales de romero [Rosmarinus officinalis
L.] y cola de caballo [Equisetum arvense L.] tienen actividad antifingica sobre el
crecimiento in vitro de Colletotrichum gloeosporioides Penz., se podrian utilizar como

materia prima para la formulacion de fungicidas naturales.

CAPITULO 2

MARCO DE REFERENCIA
2.1.CULTIVO DE TOMATE DE ARBOL

2.1.1. Origen
El tomate de arbol o también conocido como tamarillo [Solanum betaceum Cav.], es una
fruta originaria de Los Andes sudamericanos, en donde es cultivado considerablemente.
Este cultivo es plantado a nivel mundial en varios paises de Oceania, Europa, América
Central y del Sur (Ramirez, Gil & Morales, 2017). El tomate de arbol es una alternativa
productiva en zonas de climas moderadamente frios, en donde es cultivado para aprovechar
el alto nivel nutricional que posee, razén por la cual se ha incrementado la demanda de esta

fruta.

2.1.2. Descripcion botanica
La planta de Solanum betaceum Cav. puede llegar a crecer de uno a cuatro m de altura
con una vida til de ocho a doce afios si la planta tiene el mantenimiento adecuado. Su tallo
es lefiloso y se ramifica a partir de 1.5 m de altura formando una corona amplia, las hojas
son grandes midiendo aproximadamente 40 x 30 cm; siendo su fragancia fuerte la

caracteristica principal de estas, como se puede apreciar en la Figura 1. Las inflorescencias
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estan formadas por agrupaciones de 10 a 50 flores, a partir de las cuales se producen hasta
seis frutos de tamafio mediano, lo cual se puede observar en la Figura 2 (Acosta, Riofrio,

Rojas, Vilanova, Plazas & Prohens, 2016).

Provitamina A, Acido ascorbico, carotenoides y vitamina B6 son los principales
componentes del tomate de &rbol, brindandole una alta capacidad antioxidante. Se conocen
cinco tipos morfoldgicos de este cultivo basdndose en el color y la forma del fruto: naranja,
naranja puntiaguda, rojo y rojo conico, existiendo una gran diferencia entre ellos para el
sabor de la fruta, acidos organicos y azlcares solubles (Acosta et al., 2016). Sin embargo,
estudios moleculares realizados en los ultimos afios en paises como Ecuador, Bolivia, Per
y Colombia han demostrado una gran diversidad genética de esta especie (Tandazo, Ruiz,

Rojas, Capa, Prohens, Alejandro & Acosta, 2017).

2.1.3. Clasificacion botanica

Reino: Plantae
Division: Magnolophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Especie: betaceum

Nombre cientifico: Solanum betaceum Cav.
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Figura 1: Solanum betaceum en su estado inicial de crecimiento
Fuente: Autor

2.1.4. Condiciones agroecoldgicas del cultivo
El cultivo de tomate de arbol se adapta facilmente a climas templados y frios, con
temperaturas que oscilan entre los 13 °C a 20 °C, siendo estas temperaturas 6ptimas para la
floraciéon y desarrollo del fruto. Crece entre los 1800 a 2600 msnm con una humedad
relativa entre 70% a 80%. Este cultivo requiere suelos profundos, con buen drenaje y alta
contenido de materia organica, con un pH que varia de 6.5 a 7. En el Ecuador el tomate de
arbol se cultiva en altitudes que van desde los 1000 a 3000 msnm, con un rango de

temperatura entre 8 °C a 26 °C y una humedad relativa de 60 al 80% (Coellar, 2009).

2.1.5. Produccion de tomate en Ecuador
El tomate de arbol es una fruta propia de climas templados y frios, el Ecuador posee
varias zonas caracterizadas por este tipo de clima; siendo la sierra ecuatoriana la mas

favorable para el desarrollo de este cultivo (Coellar, 2009). Ocupando una superficie
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comercial de 5000 hectéreas y registrando un rendimiento de 60 a 80 toneladas/afio de
fruta. Las provincias mas representativas para el cultivo de esta fruta son: Tungurahua
[Pelileo, Los Andes, Bafios, Patate, Montalvo]; Chimborazo; Azuay [Sigsi, Bulan, Sevilla
de Oro, Palmas, Biblian, Paute]; Pichincha [El Quinche, Pifo, Puembo, Tumbaco, Yaruqui]
e Imbabura [Caranqui, San Antonio, Chaltura, Pimampiro] y en menores cantidades en
otras provincias serranas y orientales en donde la planta es mas propensa al ataque de

plagas por sus condiciones ambientales (Feican, Encalada & Becerril, 2016).

Segun Ojeda (2016) Tungurahua es el mayor productor de tomate de arbol del pais,

abasteciendo el 60% del mercado nacional de esta fruta.

Figura 2: Frutos de Solanum betaceum en 6ptimo desarrollo
Fuente: Autor

2.1.6. Principales plagas y enfermedades

Las plagas mas importantes que atacan el cultivo de tomate de arbol son los afidos o
pulgones /Aphis sp./, gusanos trozadores /Agrotis sp/, cutzo /Phyllofaga sp./, chinche

foliado /Leptoglossus zonatus/y nematodos. Las enfermedades son producidas por virus,
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hongos, bacterias, e insectos plagas. Los hongos y bacterias penetran la planta a través de
aperturas naturales de las plantas o por heridas; mientras que los virus se transmiten a

través de insectos vectores o por intervencién humana (Pérez & Maila, s. f.).

Entre las principales enfermedades que atacan a este cultivo se encuentran: pudricién
radicular /Fusarium oxisporum/, mancha negra /Fusarium solani/, tizon temprano
[Alternaria sp./, tizén tardio /Phytopthora infestans/, oidio o cenicilla /Oidium sp./y
antracnosis u ojo de pollo [Colletotrichum gloeosporioides Penz.]; siendo esta dltimo de

mayor importancia debido a la severidad con la que ataca los cultivos (Revelo, Pérez, &

Maila, 2016).

2.1.6.1.Género Colletotrichum
Colletotrihum es un género de hongos fitopatdgenos significativo, causando antracnosis
en nameros cultivos agrondmicamente importantes, ocasionando pérdidas economicamente
sustanciales en pre y postcosecha. “Este género incluye mas de 100 especies, responsables
de antracnosis en diferentes cultivos, destinados a la produccién de alimentos, fibras y
forrajes” (Dean, Van, Hammod, Di, Spanu, Rudd, Dickman, Kahmann , Ellis & Foster,
2012). Climas calidos y humedos favorecen el desarrollo, reproduccion y diseminacion de

esta especie.

“Comprende el estado asexual de Gromerella [telemorfo], perteneciente al phylum

Ascomycota, clase Hypocreomycetidae, orden Glomerallaceae” (Révloba, Gams & Seifert,

2011).

Las especies de este género son muy variables, manifestandose asi en la morfologia de la

colonia, tamafio y forma de los conidios, presencia y forma de vellosidades, presencia o
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ausencia de setas, esclerocios, acérvulos, sensibilidad a fungicidas, entre otras
caracteristicas (Orozco, 2006). Asi como también caracteristicas de cultivo como son: color
de la colonia, textura y tasa de crecimiento. Sus conidios son incoloros y unicelulares,
ovoides o cilindricos. La agrupacion de estos forma una masa con tonalidades rosa o
salmon. Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum acutatum y Colletotrichum
orbiculare son las especies representativas de este género (Maita, 2011). “Sin embargo, de
acuerdo a analisis filogenéticos se han identificado complejos de especies dentro de este
género, los mismo que se encuentra clasificado en los siguientes clados: clado acutatum (29
especies), clado boninense -27 especies- (Damm, Cannon, Woundenberg, & Crous, 2012),
clado destructivum -13 especies- (Damm, Cannon, Groenewald, & Crous, 2014), clado
gloeosporioides -22 especies-, clado orbiculare -8 especies- (Damm etal., 2013), clado
graminicola -13 especies-, clado dematium -6 especies-, clado spaethianum -5 especies- y
clado truncatum -3 especies-” (Udayanga, Manamgoda, Lui, Chukeatirote, & Hyde,

2013:165)

El patdgeno ataca a la mayoria de érganos de la planta; pero las méas afectadas son las
aéreas [brotes tiernos, inflorescencias, frutos en formacién y en estado avanzado de
desarrollo]. “Las etapas de desarrollo de las especies de Colletotrichum pueden dividirse
en: 1- deposicién de conidias en la superficie del hospedante, 2- fijacion de la conidia en la
superficie, 3- germinacion de la conidia, 4- produccion de apresorios, 5- penetracion en la
epidermis de la planta, 6- crecimiento y colonizacion en los tejidos del hospedante, 7-
produccion de acérvulos y esporulacion” (Rodriguez, Cardenas, Hernandez, Gutiérrez &

Mayek, 2013:901).
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2.1.6.1.1. Antracnosis u 0jo de pollo
Esta enfermedad se encuentra distribuida en la mayoria de las zonas productoras en
Ecuador, “siendo de vital importancia por su amplia distribucién y por la magnitud de las
pérdidas que ocasiona “ (Pérez & Maila, s. f.: 14) . Se hace evidente cuando las condiciones
ambientales son favorables para el desarrollo del hongo , generalmente en épocas lluviosas
en donde la humedad ambiental puede llegar hasta 95% y la temperatura de 13 a 15°C

(Feicén et al., 2016).

Los sintomas ocasionados por esta enfermedad se manifiestan por la aparicién de
lesiones ovaladas, necrosadas y hundidas, con presencia de masas de esporas; formando
acervulos; pudiendo llegar a cubrir todo el 6rgano afectado (Salazar, Hernandez, Tapia &
Gomez, 2012). “Bajo condiciones de humedad elevada y precipitaciones continuas, el
centro de la lesion adquiere tonalidades rosa, salmén o naranja que corresponde a la
formacion de esporas del hongo” (Pérez & Maila, s. f.:18). El ingreso del fitopatogeno al
fruto puede producirse antes de la maduracion del fruto y hacerse evidente cuando este

maduro (Trinidad, 2017).

La accién del viento, lluvia, herramientas, insectos u otros animales contribuyen a la
diseminacion del fitopatogeno. “Las pérdidas causadas por esta enfermedad se evidencian

en la reduccion de la cantidad y calidad del fruto cosechado” (Orozco, 2006:15).

2.1.6.1.2. Especies de Colletotrichum

e Colletotrichum truncatum

Presenta conidios unicelulares de tamafio 22.8-23.8 x 3-3.02 um, hialinos, de paredes lisas,

sin septas; por lo general su parte centrada se encuentra curvada con paredes paralelas,
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terminando en bases redondeadas con alto contenido granular, lo cual se puede observar en
la Figura 3. Sus colonias son de forma irregular o circular, de coloracion blanco a salmén o

gris a negro, con masas conidiales formando anillos concéntricos (Rojo et al., 2017).

Figura 3: Conidios asexuales y morfologia colonial de C. truncatum
Fuente: (Rojo, Alvarez, Garcia, Ledn, Safiudo& Allende., 2017)

e Colletotrichum gloeosporioides

“Sus conidios son ovoides presentando un tamafio de 13.56 — 14.24 x 4 — 4.02 um, las
colonias de esta especie presentan crecimiento micelial de forma radial, con un margen
ondulado o entero, generalmente con coloracion blanco y masas conidiales anaranjadas en el
centro de la colonia” (Rojo et al., 2017). Lo descrito anteriormente se puede identificar en la

Figura 4.

Figura 4: Conidios asexuales y morfologia colonial de C. gloeosporioides
Fuente: (Rojo et al., 2017)
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e Colletotrichum fructicola

Las colonias se desarrollan en medio PDA a nivel de laboratorio, caracterizadas por ser
redondas y de borde entero, de 78 a 90 mm de didmetro, alcanzando su maximo
crecimiento a los diez dias. Su micelio es algodonoso y de color blanco a verde olivaceo,
los conidios miden aproximadamente 10,3 - 20 x 2 - 4,8 um, unicelulares, rectos y
cilindricos, con extremos redondeados a oblongos; lo cual se expresa en la Figura 5. Los
apresorios son simples o irregulares con uno o tres l6bulos amplios y poco profundos,

llegando a medir alrededor de 8.6 - 16,8 x 4,7 — 7um (Gafian, Alvarez & Castafio, 2015).

Figura 5: Caracteristicas morfoldgicas de C. fructicola
Fuente: (Fuentes, Juarez, Vargas & Silva, 2018)

Colletotrichum musae

Es la especie principal asociada con la antracnosis o pudricion del fruto del banano. Las
colonias son redondas o irregulares con borde entero o semi-ondulada elevadas de 68 a 70
mm de diametro después de 10 dias de crecimiento a una temperatura de 20°C. EI micelio
aéreo es esparcido, semi-algodonoso y de coloracion blanca a crema, lo cual se aprecia en
la Figura 6. Los conidios miden cerca de 10.8 - 18.5 x 3 — 5.9 um; caracterizados por ser
unicelulares, rectos, elipticos o cilindricos; con extremos redondos a oblongos (Garfian,

Alvarez & Castafio , 2015).
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Figura 6: Morfologia colonial y conidios de C. musae
Fuente: (Aguilar, Garcia, Dulanto, & Maldonado, 2013)

e Colletotrichum acutatum (Simmonds)

Es una de las especies de mayor distribucion del género Colletotrichum. Su complejo produce
antracnosis sobre frutos de manzana, mora, citricos, aguacate, mango, etc., y se encuentra
formado por 31 especies.

La caracteristica principal de esta especie es la forma de sus conidias, siendo estas fusiformes
o elipsoides; es decir, que al menos uno de sus extremos tenga un lado puntiagudo, su tamafio
aproximado es de 8.5 — 16.5 x 2.5 — 4 um. Sus colonias son de color blancas en sus inicios,
tornandose rojas o naranjas con el paso del tiempo; como se puede observar en la Figura 7. En
muchos casos, algunas cepas de esta especie liberan pigmentos rojos o naranjas. Se

diferencian de otras especies por su crecimiento lento (Santacruz, 2013).
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Figura 7: Morfologia colonial y conidios de C. acutatum
Fuente: (Quirds, Peres, & Arauz, 2013)

e Colletotrichum capcisi

Produce conidias de 17-26 x 3.75 um con paredes lisas o hialinas, en muchos de los casos
son fusiformes. Sus colonias en medio PDA son blancas en sus estados iniciales, sin
embargo, a los diez dias se observa un cambio de coloracion a verde grisaceo, alcanzado 85
mm de didmetro radial, siendo este su méaximo crecimiento (Santacruz, 2013). Lo

mencionado en el parrafo anterior se puede observar en la Figura 8.

Figura 8: Morfologia colonial y conidios de C. capcisi
Fuente: (Chai, Zhao, Shi, Xie, & Li, 2014; Long, Tan, Boi & Trung, 2018)
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2.1.6.1.3. Control
El control de las enfermedades producidas por este género depende de manera
fundamental de las practicas culturales como el uso de semillas libres de contaminacion,
poda, uso de variedades resistentes, rotacion de cultivos, eliminacion manual de drganos
afectados, tratamientos fisicos, control quimico [benomyl, mancozeb, captafol, folpet] y
bioldgico [extractos de plantas, microorganismos antagonistas] (Landero, Lara, Andrade,

Aguilar & Aguado, 2016).

Los fungicidas mas utilizados son de la clase benzimidazol y estrobilurinas que acttan
inhibiendo la division nuclear y la respiracion mitocondrial del hongo (Torres, Tapia,

Higuera, Martin, Nextipacan &Pérez, 2015).

El control biolégico de la antracnosis ha demostrado tener elevada efectividad, asi lo
confirman Gonzalez et al. (2016) quienes observaron que los hidrodestilados y aceites
esenciales de C. Zeylanicum, Z. aromaticum y P. dioica poseen metabolitos secundarios
capaces de reducir el crecimiento y la formacién de conidias de Colletotricum

gloeosporioides en la papaya.
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2.2.EXTRACTOS VEGETALES

2.2.1. Actividad antifangica de extractos vegetales
Hoy en dia el uso de extractos vegetales para combatir plagas y enfermedades,
enfocandose en una agricultura sostenible constituye una alternativa favorable, debido a su

bajo costo, mayor efectividad y menor dafio al ambiente.

Los EV se caracterizan por la presencia de diferentes compuestos quimicos conocidos
como metabolitos secundarios, los cuales se encuentran formando parte de las plantas, pero
no tienen un rol definido en los procesos vitales de la planta [respiracion, asimilacion,
transporte], a diferencia de los metabolitos primarios [carbohidratos, proteinas, acidos

nucleicos] que cumplen un papel fundamental en estos procesos (Robles et al., 2016).

Las plantas en su evolucion han generado los metabolitos secundarios que se sintetizan a
partir de los metabolitos primarios y no de manera generaliza, es decir, depende de la
planta, el género e incluso la especie. Aunque estos metabolitos se caracterizan por
sintetizarse en pequefias cantidades muchos de ellos cumplen importantes funciones
ecologicas, interviniendo en los mecanismos de defensa de la planta, produccion de
sustancias atrayentes o repelentes de enemigos naturales, favoreciendo la reproduccion al

atraer a insectos polinizadores, y por ende la dispersion de semillas (Ruiz, 2013).

“Los compuestos antifungicos, se encuentran incluidos en las clases mayores de
metabolitos secundarios, como son los compuestos fendlicos, alcaloides, saponinas,
flavonoides, terpenoides, etc.” (Arif, Bhosale, Kumar, Mandal, Bendre, Lavekar & Dabur,

2009).
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“Estudios realizados, demuestran que los EV pueden ser utilizados para el control de
hongos y bacterias fitopatdgenas, constituyendo una herramienta clave para el manejo
integrado y ecoldgico del ecosistema, contribuyendo a una agricultura sustentable”

(Villacis et al., 2017).

2.2.2. Métodos de obtencidn de extractos vegetales
Los procesos de extraccion se dividen de acuerdo al tipo de disolvente utilizado,

pudiendo ser los siguientes:

2.2.2.1.Maceracion

Se define como maceracion al contacto prolongado de una especie vegetal debidamente
fragmentada con el solvente seleccionado, formando un conjunto homogéneo; en el cual el
solvente actlia sobre todas las proporciones de la especie vegetal circulando en todas las
direcciones disolviendo sus principios activos. “El conjunto de la especie vegetal mas el
solvente debe ser protegido de la luz para evitar posibles reacciones, mantenerlo a
temperatura ambiente y ser agitado constantemente” (Carrion & Garcia, 2010:41). El
tiempo de maceracion es diverso dependiendo Unicamente de la especie vegetal a
macerarse. Finalmente el macerado es filtrado y rota-evaporado recuperando el solvente y

obteniendo el extracto concentrado (Camel, 2014).

2.2.2.2. Percolacion
La técnica consiste en extraer los principios activos de la especie vegetal pulverizada y
dispuesta en un aparato denominado percolador o lixiviador, por medio del solvente que

actua de manera continua y descendente hasta agotar el material.
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El material vegetal debe ser humedecido previo a la colocacion en el percolador, con una
cantidad apropiada del solvente. Una de las ventajas que posee este método es que los
lixiviadores o percoladores, poseen dispositivos de carga y descarga permitiendo, una
extraccion total de los principios activos; obteniéndose un promedio del 95% de los

metabolitos presentes (Carrion & Garcia, 2010:41).

2.2.2.3.Decoccion
Es un método extractivo en el cual el solvente acta a temperatura de ebullicion sobre la
especie vegetal durante un tiempo determinado [segun la planta o principio activo a
extraer], en el que el solvente extrae los principios activos solubles en el mismo (Contreras
& Ruiz, 2012). Este procedimiento es usado para obtener principios activos que no sufran

alteraciones con la temperatura.

2.2.2.4.Infusion
Al igual que la decoccidn, son las preparaciones mas antiguas que se conocen, consiste
en verter el solvente hirviendo sobre la especie vegetal debidamente triturada, se cierra el
envase y se deja macerar aproximadamente 20 minutos; finalmente se filtra para clarificar
el macerado. Este método es muy utilizado para evitar que los aceites volatiles se evaporen

(Contreras & Ruiz, 2012).

2.2.2.5.Digestion
Este procedimiento es similar a la maceracion, con un ligero calentamiento durante el
proceso, tomando en consideracion que esta temperatura no altere los principios activos del
material vegetal. Las temperaturas cominmente utilizadas oscilan entre 35 y 40 °C (Camel,

2014).
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2.2.2.6.0tras técnicas
Ademas de los métodos de extraccion convencionales, nuevos y eficientes métodos se
estan poniendo en préctica actualmente, debido a las ventajas que estos poseen; entre los
cuales se puede mencionar la extraccion asistida por microondas, extraccion asistida por
ultrasonido y la extraccion por fluidos supercriticos, siendo la udltima la de mayor

importancia (Yang, Di, Qing, & Da, 2014).

e Extraccion por fluidos supercriticos

La extraccion con fluidos supercriticos es una técnica ecoldgica utilizada para la
obtencion de metabolitos secundarios. El didéxido de carbono es utilizado como unico y
principal disolvente de extraccion en lugar de disolventes organicos, dado que la mayoria
de ellos son toxicos y reducen los campos de accidn de los extractos. Ademas el didxido de
carbono posee bajo punto critico, caracteristicas amigables con el ambiente y bajo costo

(Farias, Rostagno, Coaquira & Meireles, 2015).

La ventaja principal de esta técnica es que minimiza las reacciones de degradacion de
los metabolitos a extraerse y la posibilidad de controlar la composicion del extracto, ya que
la extraccion se realiza en un extractor cerrado sin la presencia de luz y oxigeno (Baldino,
Scognamiglio & Reverchon, 2018). La temperatura del proceso es leve, sin embargo se
debe encontrar por encima de la temperatura critica del disolvente; lo que hace que sea una
técnica factible para la extraccion de compuestos termolabiles (Irmak, Solakyildirim,
Hesenov, & Erbatur, 2010). La presion debe ser superior a la presion critica del disolvente,
aumentando la densidad del solvente y por ende la potencia de solvatacion, obteniéndose

una extraccion mas rapida (Farias, Rostagno, Coaquira & Meireles., 2015).
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Otro aspecto importante es que permite separar el solvente de extraccion del extracto,
simplemente por la migracion del fluido hacia la salida del recipiente extractor, permitiendo

la recuperacion y reutilizacion del mismo.

2.2.3. TIPOS DE EXTRACTOS VEGETALES

2.2.3.1.Extractos fluidos
Son preparados liquidos constituidos generalmente por soluciones alcohdlicas o
hidroalcohdlicas; al menos que se requiera otro solvente méas adecuado para la extraccion
de los principios activos, en el cual el solvente se ha evaporado hasta conseguir una
concentracion de principio activo similar a la concentracion de principio activo de la
especie vegetal inicial. “Generalmente los extractos fluidos son obtenidos por percolacion o
maceracion (Sotelo, 2016). Los extractos fluidos son muy susceptibles a la luz y el aire,

alterandose facilmente ante la presencia de estos factores”(Carrion & Garcia, 2010:41).

2.2.3.2.Extractos secos
Estos extractos son obtenidos mediante evaporacion o liofilizacion de la especie vegetal en
un disolvente y su posterior concentracion de la solucién a traves de la evaporacion total
del disolvente y desecacion del residuo, hasta conseguir un producto con textura a polvo

(Comas, 2014).

El producto final es muy concentrado respecto a la especie vegetal inicial. Su caracter
higroscdpico representa un serio inconveniente para su manipulacion y conservacion

(Lépez, 2002). Los extractos secos no deben presentar una humedad mayor al 5%.
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2.2.2.4 Extractos blancos

“Este tipo de extractos se caracterizan por presentar consistencia semisolida, con una
concentracion de principio activo superior a la de la especie vegetal inicial. Los solvente

mas usados para obtener estos extractos son el agua o mezclas hidroalcélicas” (Comas,
2014:6).

2.2.2.5.Crioextractos

Sotelo (2016:47) menciona que los crioextractos:

“Son obtenidos a partir de la congelacion (196 °C) de la especie vegetal, los
principios activos son obtenidos mediante nitrogeno liquido seguido de la adicion
de alcohol etilico para solubilizarlos. Los crioextractos son muy utilizados para

la extraccion de proteinas y enzimas, sin embargo el proceso resulta muy

costoso”.

2.24. CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTOS VEGETALES

2.2.4.1.Andlisis fisicos-quimicos

Este andlisis permite conocer la composicion del EV, caracterizando sus principios

activos. El analisis fisico-quimico incluye ensayos cualitativos y cuantitativos.

e Ensayos cuantitativos

Este tipo de analisis permite determinar valores especificos de parametros como son:

el porcentaje de humedad, cenizas totales, pH, densidad e indice de refraccion

(Tirado, Montero & Acevedo, 2015).
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e Ensayos cualitativos

En este ensayo se considera el analisis organoléptico de los extractos,
considerandose caracteres como olor, color, sabor y textura. Ademas, permite
identificar sustancias mediante reacciones simples para un principio activo o
componente caracteristico del EV; por medio de estas reacciones se puede
determinar la presencia o ausencia de metabolitos secundarios como alcaloides,
heterdsidos, saponinas, flavonoides, taninos, etc. Son muy Utiles debido a su rapidez
y sencillez y por lo general se efectian directamente sobre el extracto (Tirado,

Montero & Acevedo, 2015).

2.2.5. ESPECIES VEGETALES

2.2.5.1.Romero (Rosmarinus officinalis L.)
El romero es una planta nativa de la region mediterranea; ha sido cultivada desde
tiempos antiguos con fines medicinales, culinarios y ornamentales (Mateu et al., 2013).
Actualmente, es utilizado en productos farmacéuticos y en medicina ancestral como

digestivo, tonico, astringente, diurético y es Gtil para dolencias urinarias.

Esta especie crece facilmente en climas con una precipitacion media de 200 a 600 mm,
morfologicamente es una planta arbdrea de hasta 1.5 m de altura, manteniéndose siempre
verde y recta, con hojas perennes de olor caracteristico, como se observa en la Figura 9. El
romero es rico en aceite esencial, pudiéndose extraer de las flores o las hojas, en donde se
encuentran la mayor parte de glandulas productoras de esta sustancia (Zermane, Meniai &

Barth, 2010).
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Rosmarinus officinalis es un hierba medicinal muy utilizada y ampliamente aceptada
como una especie con mayor capacidad antioxidante natural, siendo sus extractos los

primeros antioxidantes naturales en ser comercializados (Pilas et al., 2012).

Los extractos de las hojas muestran una alta actividad antioxidante, antibacteriana y
antifangica. Ademas de ser muy utilizados como aditivos alimentarios, se estan evaluando
su capacidad como inhibidores de la tumorigénesis cutanea (Tounekti, Vadel, Ennajeh,
Khemira & Munné, 2011). Estudios recientes han demostrado que el extracto etandlico del
romero inhibe el virus del herpes simple tipo 2 y el virus de inmunodeficiencia humana tipo

1 (Edwards, Rocha, Williamson & Heinrich, 2015).

2.2.5.1.1. Clasificacién botanica

Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Rosmarinus
Especie: officinalis

Nombre cientifico: Rosmarninus officinalis L.(Achour et al., 2018)
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Figura 9: Rosmarinus officinalis en su habitat natural
Fuente: Autor

2.2.5.1.2. Principales compuestos quimicos

Las hojas contienen hasta el 2.5% de aceite esencial, cuya composicion varia de acuerdo
a las caracteristicas morfolégicas de la planta y el ambiente en el que se desarrolla; alcanfor
[5-31%], 1.8 cineol [15-55%], a-pineno [9-26%], borneol [1.5-5%], canfeno [2.5-12%], B-
pineno [2-9%], limoneno [1.8-5.1%], B-cariofileno [1.8-5.1%] y mirceno [0,9-4.5%]son los
principales compuestos quimicos de esta especie. Asimismo, contienen grandes cantidades
de &cidos fenodlicos [rosmarinicos, clorogénicos, y cafeicos], terpenoides y diterpenos
[carnosol, &cido carnosolico, rosmanol], triterpenos [&cido oleandlico y ursélico] vy

flavonoides (Edwards et al., 2015).

2.2.5.1.3. Actividad antifungica
La actividad antifungica de esta especie depende, en primer lugar, de sus caracteristicas

geneéticas, nivel de crecimiento, calidad de la planta original, origen geogréfico,
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condiciones climéticas, época de cosecha, almacenamiento, procesamiento; y en segundo

lugar, el proceso de extraccion y pardmetros a considerarse (Cavero et al., 2005).

Los compuestos asociados a su capacidad antifungica son los diterpenos fenoélicos (acido
carndésico, carnosol, rosmanol, rosmariquinona, romaridifenol), acidos fendlicos (&cido

cafeico y acido rosmarinico) y flavonas (Irmak et al., 2010).

2.2.5.2.Cola de caballo (Equisetum arvense L.)

Equisetum es un género de plantas vasculares mas antiguas, comprende
aproximadamente 15 especies distribuidas a nivel mundial (Elgorriaga, Escapa, Rothwell,
Tomescu & Rubén, 2018) . Equisetum arvense L., o también conocida como “cola de
caballo”, es una planta pteridofita con tallos aéreos ramificados y verticilios regulares;
algunos son fértiles, midiendo de 10 a 20 cm de altura, no se ramifican y terminan en una
espiga de color beige. Mientras que los tallos infértiles miden de 20 a 80 cm de altura,
presentando verticilios o nudillos a partir de los cuales emergen las hojas; ambos crecen en
lugares himedos y con climas templados [Figura 10] (Calsin, 2017). Es ampliamente
conocida por ser una planta medicinal que posee caracteristicas antioxidantes,
antinflamatorias, antibacterianas, anticonvulsionante y sedante. En medicina tradicional es
usado como diurético, para la regeneracién de huesos y cartilagos, asi como también para la

prevencion de la osteoporosis (Khakestani, Jafari, Zahedi, Bagheri & Hajiaghaee, 2017).
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2.2.5.2.1. Clasificacién botanica

Reino:

Sub-reino:

Divisién:

Clase:

Orden:

Familia:

Género:

Especie:

Plantae

Tracheobionta

Equisotophyta

Equisetopsida

Equisetales

Equisetaceae

Equisetum

arvense

NOMMRE CIENTIFICO: Equisetum arvense L. (Al-Snafi, 2017)

Figura 10: Equisetum arvense en su habitat natural
Fuente: Autor
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2.2.5.2.2. Componentes quimicos
Los compuestos quimicos en esta planta consisten en alcaloides [nicotina, palustrina],
fitoesteroles, taninos, triterpenoides, compuestos fendlicos y flavonoides [0.6-0.9%] (Al-
Snafi, 2017), proteinas y amino&cidos, saponinas, aceites volatiles. A mas de ser rico en
minerales como potasio, manganeso, magnesio, sulfuro y un contenido considerable de

silice [5-8%] (Khakestani et al., 2017).

2.2.5.2.3. Actividad antifungica
En forma de tintura Equisetum arvense L. es utilizado por sus propiedades antisépticas,
y estudios previos han demostrado el alto potencial antimicrobiano de extractos
hidroalcohdlicos y aceites esenciales (Bessa et al., 2012). Esta especie tiene la capacidad de
producir sustancias alelopaticas como resultado de su metabolismo. El extracto acuoso de
Equisetum arvense afecta al desarrollo del estadio larvario de algunos insectos plagas,
impidiendo que estos proliferen, evitando infecciones fungosas en el follaje y los frutos del

cultivo.

2.3.  METODOS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA
Las técnicas mas comunes para evaluar la actividad antimicrobiana de compuestos,
extractos y aceites esenciales de plantas se basan en métodos de bioautografia, difusion y

dilucion (Pannek, Gach, Boratynski & Olejniczak, 2018).

2.3.1. Método de bioautografia
Este método implica detectar la cantidad especifica de agente a la concentracion deseada

en la placa de cromatografia en capa fina [TLC]. Despueés del desarrollo, el cromatograma
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se sumerge en una solucién del microorganismo y se incuba en condiciones favorables para
el desarrollo del mismo. Las zonas de inhibicidn se pueden visualizar directamente o con
sales de tetrazolio, tales como MTT, que se convierte en formazano purpura mediante

deshidrogenasas microbianas (Jesionek et al., 2015; Wedge et al., 2009).

2.3.2. Meétodo de difusién en agar

Es una de las técnicas mas utilizadas en investigaciones, el método consiste en emplear
una cantidad definida del in6culo microbiano en un medio de cultivo especifico. La
suspension estandarizada del indculo se esparce sobre el medio de cultivo contenido en
placas Petri, seguido a esto, los discos empapados por concentraciones determinadas del
extracto a evaluar se colocan en el agar y las placas se someten a incubacion (Teixeira

etal., 2013).

Una variante de este método es el de difusion en pozos, el método se lleva a cabo de
manera similar al anterior, es decir, el in6culo debidamente diluido en la superficie del
medio de cultivo; pero difiere en la forma de implementar el compuesto o extracto, el cual
es agregado directamente a un pozo en el medio inoculado (Benbelaid, Abdoune, Khadir &

Benfahou, 2013). El pozo es previamente realizado con ayuda de un sacabocados estéril.

En ambos métodos, el valor de la actividad antimicrobiana se define como la tasa de

inhibicion (Sim & Shin, 2014).

2.3.3. Microdilucion en caldo
Los métodos de dilucion se mantienen en uso para evaluar distintas concentraciones de
un compuesto frente a una cepa microbiana; de tal manera que permite obtener una

valoracion cuantitativa de su capacidad de inhibicion del agente microbiano, permitiendo
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conocer la minima concentracion que inhibe el desarrollo del microorganismo
[Concentracién Inhibitoria Minima - CMI](Derita, Castelli & Sortino, 2015). Se denomina
CMI al valor que indica la menor concentracion de compuesto o extracto que inhibe mas de
la mitad del crecimiento visible del agente microbiano o la dosis que no causa ningdn

crecimiento visual (Guzman et al., 2013).

El método microdilucién involucra pequefios volimenes de caldo. La prueba se realiza
en microplacas de 96 pocillos estériles; la misma que debe incluir un pocillo de control de
crecimiento y un control negativo (CLSI, 2012). El procedimiento abarca la preparacién del
indculo microbiano y su distribucion en los 96 pocillos de la microplaca, incubacion y
determinacion del crecimiento microbiano. Las placas de microdilucion se deben sellar para
evitar la evaporacion del medio de cultivo; posterior a la incubacién se determina por
turbidez o cambio de coloracion, por medio de la adicién de reactivos especificos, el
crecimiento o no del microorganismo. El pocillo que contenga la menor concentracion del
agente que inhibe en su totalidad el crecimiento microbiano se define como CMI (Ramirez

& Marin, 2009).

Para determinar la efectividad de la prueba; se toma un volumen determinado del pocillo
con la CMI y se cultiva en una placa Petri incubandola por un periodo de tiempo

determinado, dependiendo del tipo de microorganismo (Pannek et al., 2018).
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS
Para la ejecucion de esta tesis tipo investigativa-experimental, “Comparacion in vitro de
la actividad antifingica de extractos etanélicos de romero [Rosmarinus officinalis L.]y cola
de caballo [Equisetum arvense L.] frente al hongo Colletotrichum gloeosporioides Penz.”,
se aisla la cepa del fitopatdgeno en estudio y se obtienen los extractos de las muestras
vegetales; posteriormente se evalla in vitro la actividad antifingica de los extractos a

diferentes concentraciones frente a Colletotrichum gloeosporioides Penz..

El desarrollo de la investigacion se llevd a cabo en el area de Biologia de los

laboratorios de Ciencias de la Vida en la Universidad Politécnica Salesiana — Sede Cuenca.

3.1.AISLAMIENTO DEL HONGO Colletotrichum gloeosporioides, EN
LABORATORIO A PARTIR DE MATERIAL VEGETAL DE Solanum
betaceum, CARACTERIZANDO EL CULTIVO

3.1.1. Recoleccion de muestras de material vegetal de Solanum betaceum

Tabla 1: Materiales usados para la recoleccién de muestras de Solanum betaceum

Materiales

Podadora

Fundas de cierre hermético

La recoleccion del material vegetal se efectu6 en la finca agroecoldgica “Agruco”,
ubicada en la parroquia San Joaquin / canton Cuenca / provincia Azuay. En donde se

recolectaron muestras de frutos y hojas con sintomatologia tipica de la enfermedad, como
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se puede apreciar en la Figura 11, obteniendo muestras de diferentes ejemplares del cultivo

de tomate de arbol.

Figura 11: Lesiones necrosadas tipicas de la antracnosis
Fuente: Autor

3.1.2. Aislamiento del fitopatégeno en condiciones de laboratorio

Tabla 2: Equipos y materiales usados para el aislamiento de Colletotrichum gloeosporioides en

laboratorio
Equipos Materiales
Camara de flujo Bisturi
Estufa Memmert Mecheros
Microscopio de pantalla micros Pinzas
Austria Asa

Porto y cubre objetos
Asa estéril

Azul de metileno
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Segln la metodologia aplicada por Valenzuela et al. (2014) el aislamiento del
fitopatdgeno se llevd a cabo en condiciones de laboratorio, tomando fragmentos del tejido
enfermo de las muestras [Figura 12]; estos previamente fueron tratados con agua destilada

estéril por un tiempo aproximado de 5 minutos y finalmente se secaron con papel esteéril.

Figura 12: Seleccion y tratamiento de tejido enfermo de las muestras
Fuente: Autor

Cada uno de los fragmentos debidamente desinfectados fueron llevados a la camara de
flujo y sembrados directamente en cajas Petri con agar papa dextrosa (PDA)[Figura 13]. La

incubacién se realiz6 a 28 °C durante 5 dias.

Figura 13: Siembras de las muestras en medio nutritivo PDA
Fuente: Autor
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Posteriormente, se coge una porcion de micelio de cada una de las colonias y se
transfiere a nuevas cajas Petri contenidas con PDA, con la finalidad de obtener cepas puras,
lo descrito anteriormente se puede observar en la Figura 14. Una vez obtenidos los
aislamientos, las colonias se mantuvieron en PDA realizando repiques cada vez que era

necesario.

Figura 14: Resiembra de colonias aisladas
Fuente: Autor

“Las colonias aisladas, fueron caracterizadas morfologicamente; tomando en cuenta
caracteres macro y microscopicos de cada uno de las cepas purificadas. Los caracteres
considerados fueron color y forma de la colonia, color del micelio (Figura 15a), forma y
tamafio de las conidias (Figura 15b) y medicion de la tasa de crecimiento”(Castro, Saquero,
& Herrera, 2003:13). En la Figura 15a se observan las caracteristicas macroscopicas del
microorganismo; mientras que en la Figura 15b se aprecian las caracteristicas

microscopicas.
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Figura 15: a) Caracteristicas morfoldgicas y b) conidios de C.
gloeosporioides
Fuente: Autor

3.2.0BTENCION DE EXTRACTOS ETANOLICOS DE Rosmarinus officinalis L.
Y Equisetum arvense L., MEDIANTE EL METODO DE MACERACION,
OBTENIENDO SUS METABOLITOS SECUNDARIOS

Segun Carvajal et al.(2008) este procedimiento se divide en tres etapas: procesamiento

del material vegetal, obtencion del extracto etanolico y realizacién de pruebas de

identificacion para cada uno de los metabolitos.

3.2.1. Procesamiento del material vegetal

Tabla 3:Equipos y materiales utilizados para la recoleccion y secado de las especies vegetales

Equipos Materiales
Estufa Memmert Podadora
Licuadora Blender C816 Fundas de cierre hermético

Balanza analitica
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El material vegetal de ambas especies fue recolectado en Yucacay, canton Gualaceo /
provincia Azuay; durante el mes de marzo de 2018. Para la seleccion del material vegetal se
optd por hojas sanas y en Optimo estado de desarrollo, separando hojas secas, tallos y

eliminando particulas u objetos extrafios presentes.

Posteriormente se lavé con abundante agua y se secé a temperatura ambiente durante 2
dias [Figura 16a]; para asegurar la eliminacion total de la humedad presente en las muestras
se sometio a un secado mecéanico por medio de una estufa de marca Memmert durante 2
dias a una temperatura de 60 °C [Figura 16b]. Se reduce el tamafio de las muestras con

ayuda de una licuadora industrial y finalmente se tamiza obteniendo particulas uniformes.

El producto resultante fue envasado en fundas de cierre hermético y almacenado en un

lugar freso y seco para su posterior uso.

Figura 16: a) Secado natural y b) secado mecanico de Rosmarinus
officinalis L.
Fuente: Autor
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3.2.2. Obtencion de extractos etandlicos de romero y cola de caballo

Tabla 4: Equipos y materiales utilizados para obtener los extractos de romero y cola de caballo

Equipos Materiales
Bomba de vacio Millipore Frascos &mbar 1000 mL
Balanza analitica Frascos &mbar 60 mL
Rotavapor Tecnal TE-211 Papel filtro
Mezclador RotoMix Vaso de vidrio 1000 mL

Varilla de vidrio

Kitasato 1000 mL

Embudo Buchner

En base a la metodologia utilizada por Azuero et al. (2016) el material vegetal seco y
pulverizado fue sometido a un proceso de maceracion, en botellas &mbar de 1000 mL
[Figura 17], por un periodo de cinco dias para Rosmarinus officinalis L. y 8 dias para
Equisetum arvense L., utilizando como solvente de extraccion etanol al 96%; en un

volumen suficiente para cubrir la totalidad del material vegetal.

Figura 17: Maceracion de las especies vegetales
Fuente: Autor
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Los envases sellados y etiquetados fueron almacenados a temperatura ambiente, bajo
condiciones de oscuridad y agitacion constante por medio del equipo mezclador RotoMix.
Posteriormente se filtra con ayuda de una bomba de vacio Millipore, dicho equipo se puede

apreciar en la Figura 18.

Figura 18: Filtracién del macerado en la bomba de vacio Millipore
Fuente: Autor

A continuacion, se procede a concentrar el extracto con ayuda del equipo rotavapor
Tecnal TE- 211, permitiendo la recuperacion del solvente, el quipo usado para este proceso

se puede observar en la Figura 19 (Ochoa, Cerna, Landeros, Hernandez, & Delgado, 2012).

Figura 19: Recuperacion del solvente en el rotavapor
Fuente: Autor

El producto final es rotulado y almacenado en un lugar freso y seco.

Este procedimiento se realiza para cada una de las especies vegetales.
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3.2.3. Estudio de estabilidad fisico-quimica de los extractos obtenidos
Para la determinacion de la estabilidad fisico-quimica de los extractos etanolicos de
romero y cola de caballo se evaluaron pardmetros como la densidad, indice de refraccion y

pH (Hern&ndez, Martin & Aguilar, 2010).

Tabla 5: Equipos y materiales para la determinacion de los parametros fisicos-quimicos de los extractos

Equipos Materiales
pH-Metro Mettler Toledo Soluciones buffer (4-7)
Balanza analitica Piseta
Refractémetro ABBE Varilla de vidrio

Vaso de precipitacion de 10 mL

Picndmetro

3.2.3.1.Determinacion del pH
El pH fue medido para cada uno de los extractos a temperatura ambiente con un pH-
metro de marca Mettler Toledo, previo a la medicion el pH el equipo fue calibrado con
soluciones estandar con los siguientes valores de pH 4 y 7, una vez calibrado se limpié el
electrodo con abundante agua estéril y se introdujo en cada extracto para su medicion

(Fonseca, 2016).

3.2.3.2.Determinacion del indice de refraccion
El indice de refraccién se midié con ayuda del equipo refractometro, para lo cual se
colocd una gota de agua destilada sobre el prisma para su respectiva calibracién, a
continuacion se coloco una gota de cada uno de los extractos vegetales en el prisma seco,

teniendo en cuenta que no se desborde del prisma, se cerrd la proteccién y a continuacién
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se enfoca hasta lograr que la linea horizontal se encuentre en el centro del circulo de
medicion, mismo que es observado mediante el lente optico, finalmente se registraron los

datos (Reis, Lampreia, Santos, Moita, & Douhéret, 2010).

3.2.3.3.Determinacion de la densidad
La densidad relativa se calcul6 mediante el método del picnometro; siguiendo la
metodologia descrita por Hernandez et al (2010), para lo cual se peso el picnémetro de 5
mL de capacidad vacio en una balanza analitica, posterior a esto se pesa el picnémetro con
agua destilada y finalmente el picnémetro con los extractos vegetales [Figura 20]. La
densidad relativa de cada extracto corresponde a la diferencia de pesos del picnémetro con

los extractos y con el agua destilada.

Los valores de la densidad se obtuvieron con la siguiente formula (Pumaylle, Quiroz,

Lujan, & Paz, 2012):

P2-P
dn20=0,99718 (Pl—P)

Donde:
P= peso en g del picnébmetro vacio
P1= peso en g del picnébmetro con agua destilada

P>=peso en g del picndmetro con extractos vegetales
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Figura 20: Medicion de la densidad por el método del picnémetro
Fuente: Autor

3.2.4. Tamizaje fitoquimico
Este procedimiento se realizd con el objetivo de determinar la presencia de diferentes
metabolitos secundarios, mediante reacciones especificas para diferentes familias de
compuestos (Hernandez et al., 2010). Las reacciones se realizaron por separado para cada

uno de los extractos estudiados.
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Tabla 6:Equipos y materiales utilizados para la caracterizacién cualitativa de los extractos

Equipos Materiales

Céamara de flujo Vaso de precipitacién de 100 mL
Pipeta de 10 mL
Goteros
Papel filtro
Tubos de ensayo
Gradilla
Varilla de vidrio
Pera
Cloruro férrico
Alcohol amilico
Cinta de magnesio
Acido clorhidrico
Reactivo de Dragendorff
Reactivo de Baljet
Anhidro acético
Cloroformo
Formaldehido

Agua destilada
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3.2.4.1.Ensayo para catequinas
Para evidenciar catequinas se uso un capilar de vidrio y se tomo una gota del extracto y
se colocd sobre un pedazo de papel filtro, sobre la mancha formada por el extracto se afiade
carbonato de sodio y se observé bajo luz UV [Figura 21]. La formacién de una mancha

verde carmelita determina como positivo el ensayo (Rodriguez et al., 2011).

Figura 21: Ensayo de catequinas para Rosmarinus officinalis
Fuente: Autor

3.2.4.2.Ensayo para resinas
Para la prueba de resinas se tomo6 2 mL del extracto y se colocé en un tubo de ensayo e
inmediatamente se coloc6 10 mL de agua destilada. Para la presencia de resinas debe existir

un precipitado.

3.2.4.3.Ensayo para saponinas
En un tubo de ensayo se coloca una pequefia cantidad de extracto [1 mL] y se afiade
agua destilada [5 mL] y se agita fuertemente durante un tiempo aproximado de cinco
minutos [Figura 22]. El ensayo da positivo si se observa la formacién de espuma persistente

por mas de 2 minutos (Rodriguez, Zarate & Sanchez, 2017).
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Figura 22: Saponinas presentes en Rosmarinus officinalis L.
Fuente: Autor
3.2.4.4.Ensayo para flavonoides
Para su deteccion se utilizé la prueba de Shinoda, para lo cual en un tubo de ensayo se
coloca 1 mL del extracto y se afiade magnesio en polvo o cinta de magnesio, seguidamente
se adiciond 1 mL HCI concentrado y a los 5 minutos se agita con 1 mL de alcohol amilico
[Figura 23]. Si bajo estas condiciones el alcohol amilico se colorea de amarillo, rojo,

naranja o violeta se considera como positivo el ensayo (Carvajal et al., 2008).

Figura 23: Ensayo de Shinoda para los extractos estudiados
Fuente: Autor
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3.2.4.5.Ensayo para lactonas
En un tubo de ensayo se colocd 2 mL del extracto y se afiadié 1 mL del reactivo de
Baljet, para determinar como positivo el ensayo se debe observar un cambio de coloracion

0 un precipitado rojo (Rodriguez et al., 2011).

3.2.4.6.Ensayo para antocianinas
Se toma 2 mL del extracto vegetal y se calienta en presencia de alcohol por un tiempo de
10 minutos con 1 mL de HCI, se dejo reposar hasta que baje la temperatura y se afiade 1
mL de alcohol amilico y 1 mL de agua destilada; se mezcla con una varilla y se deja
reposar hasta que se produzca la separacion de fases, el ensayo positivo da una coloracion

rojiza en la fase amilica (Colina, 2016).

3.2.4.7.Ensayo para alcaloides
Se realiz6 mediante el ensayo de Dragendorff para lo cual se toma una parte de extracto
vegetal y se re disolvié en 1 mL de HCI al 1%, a esta solucion se le afiade 3 gotas del
reactivo de Dragendorff [Figura 24]; para determinar como positivo el ensayo se debe
observar, opalescencia, turbidez o la presencia de un precipitado naranja o rojizo (Garza

et al., 2010).

! Bl [
Th

Figura 24: Ensayo de Dragendorff para los extractos de romero y cola de
caballo
Fuente: Autor
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3.2.4.8.Ensayo para triterpenos
Se realizd la prueba de Liebermann-Buchard, para lo cual se disuelven 2 mL del extracto
con 1 mL de anhidrido acético y 1 mL de cloroformo, con una varilla se homogeniza la
muestra y se enfria a 0 °C, a continuacion se afiade 3 gotas de acido sulfurico concentrado.
Se interpretd como positivo el cambio de coloracién a azul, verde, rojo o anaranjado

(Rodriguez et al., 2017).

3.2.4.9.Ensayo para taninos
Se toma 1 mL del extracto vegetal y se afiade 1 mL de formaldehido mas 3 gotas de
acido clorhidrico concentrado, se calentd a bafio maria por 10 minutos. El resultado

positivo forma un precipitado rojo como se puede observar en la Figura 25 (Colina, 2016).

Figura 25: Ensayo para determinar taninos en los extractos
Fuente: Autor

3.2.4.10. Ensayo para fenoles
Mediante la prueba con cloruro férrico: Se tomé 2 mL del extracto y se traté con cloruro
férrico al 5%, para la validacion del ensayo se debe constatar el cambio de coloracion a rojo
vino, azul o negro. En la Figura 26 se observan los resultados obtenidos de esta prueba

(Rodriguez et al., 2017).
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Figura 26: Ensayo para determinar la presencia de fenoles en los extractos
estudiados
Fuente: Autor

3.3.DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA IN VITRO DE

LOS EXTRACTOS OBTENIDOS, MEDIANTE DIFUSION EN AGAR,

DETERMINANDO QUE CONCENTRACION TIENE MAYOR EFECTO
ANTIMICROBIANO

Para determinar la actividad antimicrobiana se utilizé la técnica de difusién de discos

utilizada por Azuero et al. (2016) y descrita por Bauer et al. (1966), empleando la cepa

purificada de Colletotrichum gloeosporioides frente a los extractos obtenidos.

3.3.1. Preparacion del inéculo

Se realizo los siguientes procedimientos:
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3.3.1.1.Lavado de esporas

Tabla 7: Equipos y materiales utilizados para la obtencién de conidios de Colletotrichum gloeosporioides

Penz.
Equipos Materiales
Céamara de flujo laminar Vaso de precipitacién de 100 mL
Estufa Mermmet (28 °C) Embudo de vidrio
Micropipeta de 10 - 100 — 200 uL Gasa esteéril

Tubos de ensayo
Agua destilada estéril
Mechero

Jeringas

El lavado de esporas se realizd a partir una cepa purificada de Colletotrichum

gloeosporioides cultivada en un matraz de 1000 mL durante 15 dias [Figura 27].

Figura 27: Colletotrichum gloeosporioides utilizado para el lavado de
esporas
Fuente: Autor
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El procedimiento se realiz6 en la camara de flujo laminar, evitando cualquier tipo de
contaminacion que se pudiera suscitar en el proceso. Se realizo siete lavados con 10 mL de
agua destilada estéril cada uno, se raspé la superficie del hongo con ayuda de una asa estéril
y se agitd vigorosamente con la finalidad de obtener el mayor nimero de esporas posibles.
Seguidamente se filtro a través de una gasa estéril para impedir el paso de fracciones de
medio de cultivo o micelio del hongo que se desprende por la agitacion (Ruiz et al., 2011).
Los filtrados se almacenaron en tubos de ensayo y posteriormente se realizd el conteo de

esporas.

3.3.1.2.Conteo de esporas en la CaAmara de Neubauer

Tabla 8: Equipos y materiales usados para determinar la concentracion de esporas de Colletotrichum
gloeosporioides

Equipos Materiales
Céamara de flujo laminar Suspensién madre de esporas
Microscopio compuesto Agua destilada estéril
Camara de Neubauer Tubos de ensayo

Micropipeta de 10 uL

Cubre objetos

Con ayuda de una micropipeta con capacidad de 10 uL se tomd una muestra de la
suspension madre de esporas, el conteo se realiz en la cdmara de Neubauer siguiendo el
procedimiento ejecutado por Salazar et al. (2012). La cdmara cargada de la muestra se
observO mediante un microscopio compuesto y se procedié a enfocar las cuadriculas
correspondientes para realizar el conteo [Figura 28], obteniendo una concentracion final de
1 x 108 esporas/mL (Taborda, 2013).
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La concentracion final de esporas se calculé mediante la siguiente formula:

n° de células x 100000

Concentracion de esporas/mL = —
numero de cuadrantes contados

Figura 28: Conteo de esporas en la camara de Neubauer bajo el lente de
un microscopio compuesto con aumento de 40X
Fuente: Autor

3.3.2. Preparacion de los extractos vegetales a diferentes concentraciones

Tabla 9: Equipos y materiales utilizados para la preparacion de los extractos

Equipos Materiales

Camara de flujo laminar Extractos etandlicos
Agua destilada estéril
Tubos conicos de 1.5 mL

Micropipeta de 100 uL
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Se prepararon concentraciones al 30%, 60% y 100% en una relacion v/v con agua
destilada estéril. Previo a la preparacion de las concentraciones los extractos fueron
filtrados mediante filtros Millipore de 0,45 um acoplables a jeringas, los cuales se pueden
observar en la Figura 2). Las soluciones se realizaron en tubos conicos de 1.5 mL de
capacidad, para lo cual con ayuda de una micropipeta de 100 uL regulables se tomd 30 uL
de extracto y 70 uL de agua destilada estéril, se agitd suavemente la mezcla hasta
homogenizarla, obteniéndose una concentracién al 30% del extracto. EI mismo
procedimiento se realizd para obtener una concentracion al 60%; tomando 60 ulL de
extracto y 40 uL del agua destilada esteéril, el extracto puro represento la concentracion al

100% (Tabla 10).

Figura 29: Filtracion de los extractos mediante filtros Millipore previo a la
dilucion de los mismos.
Fuente: Autor
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Tabla 10: Tratamientos evaluados para determinar la actividad antimicrobiana de romero y cola de caballo

Tratamientos Descripcion

R1 Extracto de romero al 30%

R2 Extracto de romero al 60%

R3 Extracto de romero al 100%
CC1 Extracto de cola de caballo al 30%
CC2 Extracto de cola de caballo al 60%
CC3 Extracto de cola de caballo al 100%
ME1 Mezcla de extractos al 30%
ME2 Mezcla de extractos al 60%
ME3 Mezcla de extractos al 100%

AD [Control negativo] Agua destilada estéril
C [Control positivo] Carbendazim al 80%
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3.3.3. Comparacion de la actividad antifungica de los extractos mediante

prueba de sensibilidad por discos

Tabla 11: Equipos y materiales para determinar la actividad antimicrobiana de extractos de romero y cola
de caballo frente a Colletotrichum gloeosporioides

Equipos Materiales

Céamara de flujo laminar Discos de papel filtro
Vaso de precipitacion
Agua destilada estéril
Micropipeta de 10 - 100 uL
Pinza estéril

Mechero

Se determind la actividad antimicrobiana de tres productos: extracto de Rosmarinus
officinalis L., extracto de Equisetum arvense L. y la mezcla de ambos extractos, cada

producto fue evaluado a tres diferentes concentraciones [30%, 60%, 70%].

Se sigui6 la metodologia utilizada por Basulto et al. (2011), para lo cual con ayuda de
una micropipeta se tomé 20 uL del in6culo y se dispersé sobre la superficie de la caja Petri
en diferentes direcciones mediante una asa Drigalski estéril para asegurar la distribucion
uniforme del mismo. Seguidamente se colocaron los discos de papel filtro de 6 mm de
didmetro debidamente embebidos con 10 uL de las concentraciones a evaluarse. Se coloco
cuatro discos en cada caja Petri, distribuyéndose de la siguiente manera: dos discos
embebidos con extracto, un disco embebido con agua destilada estéril y un disco embebido

con el fungicida control [Figura 30]. Como control negativo se utilizé agua destilada estéril
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y como control positivo el fungicida Yoke cuyos principios activos son carbendazim y

tebuconazole.

Figura 30: Distribucion de los discos para evaluar la capacidad
antimicrobiana de los extractos
Fuente: Autor

Las placas Petri fueron incubadas a 28 °C en una estufa marca Memmert por 48 horas a

partir de lo cual se llevé a cabo las lecturas durante los siguientes tres dias.

Las zonas claras que se forman alrededor de los discos se consideran como halos de

inhibicidn los cuales fueron medidos, registrando el diametro de los halos en milimetros.

Para el calculo del porcentaje de inhibicion se empleé la siguiente formula establecida

por Cruz et al. (2010).

9% efecto inhibitorio = dlame.tro del halo de inbicion del trat.:a.mlento X 100%
diametro del halo de control positivo

Los resultados de las mediciones fueron analizados mediante un modelo estadistico
completamente al azar de 3 tratamientos con 3 repeticiones y 9 unidades experimentales

para cada producto[E. de romero, E. de cola de caballo, mezcla de extractos] evaluado.
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Tabla 12: Disefio experimental para determinar la actividad antiflingica de los extractos

Extracto etandlico | Extracto etandlico Mezcla de
Producto de romero de cola de caballo extractos
Tratamientos | 50, | 5004 | 100% | 30% | 60% | 100% | 30% | 60% | 100%

Repeticiones Total
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9
2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9
Total 3 3 3 3 3 3 3 3 3 27

3.4.DETERMINACION DE LA CMI DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS POR
EL METODO DE MICRODILUCION EN CALDO, DETERMINANDO SU
ACCION ANTIFUNGICA

3.4.1. Preparacion del caldo papa

Tabla 13: Equipos y materiales usados para la preparacion del caldo papa

Equipos Materiales
Balanza analitica Papel filtro
Autoclave Vaso de precipitacion de 1000 mL
pH-Metro Agua destilada estéril
Glucosa

Varilla de vidrio

Cocineta

Se utilizo caldo papa como medio de cultivo para determinar la MIC de cada extracto

por medio de una microplaca de 96 pocillos.
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Se pes6 12,5 g de harina de papa y se disolvié en 1 litro de agua destilada, se llevé a
ebullicion durante 30 minutos y se filtrd [Figura 31]. Posteriormente se afiadié glucosa y se
ajustd el pH a 5.5, El caldo fue esterilizado a 121 °C durante 20 minutos (Harrigan &

McCance, 2014).

Figura 31: Filtracion del caldo papa
Fuente: Autor

3.4.2. Preparacion del indculo
El procedimiento para la preparacion del indculo se llevd a cabo de la misma forma
descrita en el apartado 3.3.1. [Determinacion de la actividad antimicrobiana in vitro de los

extractos obtenidos mediante difusion en agar].
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3.4.3. Microdilucion

Tabla 14: Equipos y materiales utilizados para la preparacion de la microplaca

Equipos Materiales
Camara de flujo Microplaca de 96 pocillos
Estufa Mermmet (28 °C) Vaso de precipitacion de 100 mL

Micropipeta de 100 — 200 uL
regulables

Parafilm

El método de microdilucion en caldo se llevo a cabo de acuerdo al protocolo M38-A de
la CLSI (Suérez etal.,, 2013). El ensayo se realizd en placas de 96 pocillos estériles
siguiendo la técnica aplicada por Moreno et al. (2016), los extractos se aplicaron a
diferentes concentraciones realizando los calculos necesarios para llegar a una
concentracion de 75% para R [romero] y 80% para CC [cola de caballo] y ME [mezcla de
extractos]; considerando que la capacidad del pocillo es de 200 uL, mismo que debe ser

cargado con caldo papa, inéculo y los extractos.

A continuacién se dispuso en la microplaca las primeras 9 columnas para los extractos:
[1-3: Extracto de R], [4-6 Extracto de CC], [7-9 ME]; las siguientes dos columnas [10-
11]correspondieron para el fungicida al 80% y la ultima columna [12] Unicamente para el
caldo papa mas el indculo [Figura 32]. Para las concentraciones de los extractos vegetales
se siguio el método de doble dilucion iniciando con las siguientes concentraciones [Tabla

15]:
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Tabla 15: Tratamientos aplicados en la microplaca

Columna Descripcién
Columna 1 [R] 75%, 35%, 17.5%, 8.75%, 4.37%, 2.18%, 1.09%, 0,54%
Columna 2 [R] 75%, 35%, 17.5%, 8.75%, 4.37%, 2.18%, 1.09%, 0,54%
Columna 3 [R] 75%, 35%, 17.5%, 8.75%, 4.37%, 2.18%, 1.09%, 0,54%

Columna 4 [CC] 80%, 40%, 20%, 10%, 5%, 2.5%, 1.25%, 0.62%

%, 40%, 20%, 10%, 5%, 2.5%, 1.25%, 0.62%
Columna 5 [CC] 80%, 40%, 20%, 10%, 5%, 2.5%, 1.25%, 0.62%

80%, 40%, 20%, 10%, 5%, 2.5%, 1.25%, 0.62%
Columna 6 [CC]

80%, 40%, 20%, 10%, 5%, 2.5%, 1.25%, 0.62%
Columna 7 [ME]
80%, 40%, 20%, 10%, 5%, 2.5%, 1.25%, 0.62%
Columna 8 [ME]
80%, 40%, 20%, 10%, 5%, 2.5%, 1.25%, 0.62%
Columna 9 [ME]
Caldo papa + inoculo + fungicida
Columna 10[Control positivo] ) o
Caldo papa + inoculo + fungicida

Columna 11 [Control positivo] Caldo papa + inoculo

Columna 12[Control de crecimiento]
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Figura 32: Preparacion de la microplaca

Fuente: Autor
3.4.4.

Una vez finalizado el procedimiento se sell6 la placa y se incub6 a 28 °C en una estufa
Memmert durante cinco dias para su posterior revelacién con Resarzurina, para lo cual se
procedio a colocar 10 uL de una solucion de resarzurina al 0.6% en todos los pocillos de la
microplaca [Figura 33]; determinando la viabilidad celular por el cambio de color de azul a
rosado, en caso de existir actividad metabdlica, y quedando de color azul cuando no existe

dicha actividad.

Figura 33: Revelacion de la microplaca con resarzurina
Fuente: Autor
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.CARACTERIZACION DEL HONGO Colletotrichum gloeosporioides Penz.

4.1.1. Recoleccion de muestras de Solanum betaceum Cav. y aislamiento del
fitopatogeno en condiciones de laboratorio

Se recolectaron cinco frutos y dos hojas con sintomatologia tipica de la enfermedad de
diferentes ejemplares de Solanum betaceum Cav. en la finca agroecologica “Agruco”, de
los cuales se obtuvieron cuatro fragmentos de cada 6rgano, mismos que fueron depositados
en siete cajas Petri que contenian PDA. Transcurrido el tiempo de incubacion a 28 °C se
obtuvieron las colonias que fueron codificadas, y constan en la tabla a continuacion [Tabla

16]:

Tabla 16: Cultivos aislados a partir de 6rganos de Solanum betaceum Cav.

Cultivo Cultivo Colonia
inicial madre aislada
F1 PF111 PF111
F2 PF23 PF231
PF232
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PF233
F3 PF31 PF311
F4 PF43 PF431
PF432
PF433
PF434
F5 PF53 PF531
PF532
PF533
H1 PH14 PF141
PF142
PF143
PF144
H2 PH22 PF221
PF222

4.1.2. ldentificacién del hongo Colletotrichum gloeosporioides Penz.
Se identifico la posible presencia de Colletotrichum gloeosporioides Penz. en las
colonias aisladas a partir de los frutos de Solanum betaceum Cav., correspondiente al

codigo PF431.

4.1.2.1.Pruebas macroscopicas de las caracteristicas fungicas
Para la identificacion macroscopica se tomd en cuenta las estructuras que se pueden
observar a simple vista y que permiten la diferenciacién de otros microorganismos. El
analisis se llevd a cabo de acuerdo a Valenzuela et al. (2014) utilizando claves taxondémicas
para la identificacion de hongos segun Sutton (1980). En la Tabla 17 se detallan las
caracteristicas macroscopicas tipicas de Colletotrichum gloeosporioides que se

comprobaron en la presente investigacion.

Tabla 17: Caracteristicas macroscépicas de la colonia de Colletotrichum gloeosporioides

Caracteristicas Descripcion
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Diametro de la colonia 6.5-7 cm

Crecimiento Lento [Maximo crecimiento 15 dias]
Coloracion de la colonia Blanco amarillento o crema con centro anaranjado
Coloracion reversa de la colonia Amarillento con centro salmoén oscuro
Borde de la colonia Ondulado
Forma miceliar Masas conidiales aglomeradas y algodonoso
Color miceliar Anaranjado en forma de gotas

Las caracteristicas mencionadas en la tabla anterior concuerdan con la investigacion
realizada por Rojo et al. (2017) “Situacion actual de Colletotrichum spp.en México:
Taxonomia, caracterizacion, patogénesis y control”, en donde describen las caracteristicas
relevantes de la colonia de Colletotrichum gloeosporioides Penz., siendo su crecimiento
micelial en forma radial con margen ondulado y con una coloracion blanquecina con masas

conidiales anaranjadas en el centro de la colonia.

Estas caracteristicas son similares a las reportadas por Trinidad et al. (2017) en su
estudio “Identificacion y caracterizacion de Colletotrichum spp. causante de antracnosis en
aguacate Nayarit, México”, debido a que alude las caracteristicas morfologicas de
Colletotrichum gloeosporioides Penz., mismas que son semejantes a las descritas en este
estudio, entre las cuales se puede mencionar: la coloracion de la colonia blanco — crema, su
crecimiento lento, el micelio compacto y algodonoso [Figura 34], las masas conidiales

color salmén tendiendo a negro y distribucion concéntrica.
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Figura 34: a) Caracteristicas morfoldgicas de la colonia de Colletotrichum gloeosporioides; b)
Caracteristicas de la parte reversa de la colonia de Colletotrichum gloeosporioides
Fuente: Autor
Aunque la coloracion de la colonia se mantiene en los primeros dias de incubacién, estos
pueden variar a salmén oscuro segun como aumente la edad del cultivo; esta variacion en
cuanto al color ha sido reportado por Castro et al. (2003) en su investigacion:
“Caracterizacion morfologica y patogénica de Colletotrichum spp. como el agente causal de
la antracnosis en flame Diocorea sp.”, quienes indican que la variacion de la morfologia de

las colonias esta en dependencia del medio o sustrato, asi como también las diferentes

condiciones a las que se someta el cultivo.

Investigaciones realizadas sefialan el crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides
Penz. como rapido, sin embargo en este estudio el crecimiento del microorganismo fue
relativamente lento, informacion que es respaldada por Santacruz (2013) en su
investigacion “Caracterizacion morfoldgica, patogénica y molecular de Colletotrichum spp.
causante de la antracnosis en fruto de aji y pimenton Capsicum spp. en el Valle del Cauca”.

El autor sefiala que bajo las mismas condiciones de temperatura, luminosidad, humedad y
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tiempo de incubacion, algunas colonias obtuvieron su maximo crecimiento, es decir,
colmaron la totalidad del didmetro de la caja Petri, mientras que otras solamente

registraron 6.25 cm, alcanzando su maximo crecimiento dias después.

4.1.2.2.Pruebas microscopicas de las caracteristicas fungicas

Los conidios de Colletotrichum gloeosporioides Penz. se caracterizan por tener una
forma cilindrica. Para la medicion del tamafio de los conidios se escogi6 al azar un total de
50 conidios registrando los siguientes valores: 13,42 um para la longitud y 4,6 um para el
ancho; obteniendo valores similares a los descritos por Rojo et al. (2017) “Situacion actual
de Colletotrichum spp. en México: Taxonomia, caracterizacion, patogénesis y control”; en
el cual los autores mencionan que el tamafo de los conidios de Colletotrichum
gloeosporioides es de 13.56-14.24 x 4-4.02 um, siendo cilindricos, informacién que se

corrobora en esta investigacion.

Estudios realizados por Castro et al. (2003) consideran que el tamafio de los conidios
puede variar dependiendo las condiciones en campo o bajo condiciones controladas, sin
embargo en la presente investigacion el tamafio de los conidios de los aislamientos son
semejantes; presentando mediciones de longitud y ancho similares, considerandose como

un factor importante para la caracterizacion.
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Figura 35: Conidios de Colletotrichum gloeosporioides Penz. bajo el lente 40X de un microscopio
compuesto
Fuente: Autor

Segun Contreras (2006) en su estudio “Caracterizacion y pruebas de patogenicidad
cruzada entre aislamientos de Colletotrichum spp. obtenidos de frutos de lulo (Solanum
quitoense Lam), tomate de arbol de arbol (Solanum betacea Sendt ), granadilla (Passiflora
ligularis Juss ), mango ( Mangifera indica L) y tallos de mora (Rubus glauncus Benth) con
sintomas de antracnosis”, el tamafio de los conidios para Colletotrichum gloeosporioides
Penz. varia entre 12-17 x 3.5 — 6 um, por lo tanto, los valores mencionados en la presente
investigacién en cuanto al tamafio de los conidios se encuentran dentro de los parametros

mencionados por Contreras (2006).

71



4.2.0BTENCION DE EXTRACTOS ETANOLICOS DE Rosmarinus officinalis L.
Y Equisetum arvense L.

Siguiendo la metodologia propuesta por Azuero et al. (2016), las plantas fueron
recolectadas en el cantén Gualaceo, 2 kg de planta fresca para el romero y 1 kg para la cola
de caballo. Reduciendose la cantidad de materia prima una vez finalizado el procedimiento
de desecacion, obteniendo 800 g de romero pulverizado y 300 g de cola de caballo; mismos
que fueron macerados en etanol al 96% en una relacion 1:3 para ambas especies, siguiendo
el procedimiento descrito en el apartado 3.2.2. [Obtencion de extractos etandlicos de
romero y cola de caballo]. En la Tabla 18 se detallan las cantidades en gramos de materia

prima usadas para la maceracion y el volumen de extracto concentrado obtenido.

Tabla 18: Cantidad de materia prima usada y volumen obtenido en la extraccién por maceracion

Especies Masa en Volumen del Volumen de extracto
gramos de macerado filtrado concentrado
planta (g) (mL) (mL)

Romero 800 1200 30

Cola de 300 2900 25

caballo

4.2.1. Andlisis de la estabilidad fisico-quimica de los extractos etandlicos de
Rosmarinus officinalis L. y Equisetum arvense L.
Para cada pardmetro evaluado se obtuvieron tres mediciones, siendo el promedio

considerado como el resultado, los cuales se detallan en la Tabla 19.

Tabla 19: Parametros fisicos-quimicos y caracteres organolépticos evaluados para cada extracto

Analisis Parametro Resultados
evaluado Romero Cola de Caballo
Fisicos indice de 1.347 1.373
Refraccién
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Densidad Relativa 0.901 0.959

Quimicos pH 4.36 5.16
Organolépticos Aspecto Espeso- Liquido
Grumoso
Color Verde claro Verde oscuro
Olor Caracteristico Caracteristico

El olor en ambos extractos es caracteristicos de cada especie y el pH ligeramente acido.

En la Tabla 19 se expresan los resultados del analisis de los parametros fisico-quimicos
de las especies estudiadas. Los resultados para la densidad e indice de refraccién de
Rosmarinus officinalis concuerdan los resultados reportados por Estrada (2010) en su
trabajo experimental “Determinacion de la actividad antibacteriana in vitro de los extractos
de Romero (Rosmarinus officinalis) y Tomillo (Thymus vulgaris)”obteniendo los siguientes
valores 0.97 y 1.37 para la densidad e indice de refraccion respectivamente, siendo muy

similares a los valores obtenidos en esta investigacion.

Para Equisetum arvense L. se obtuvieron los siguientes resultados: pH 5.16, indice de
refraccionl1.37 y densidad relativa 0.95; estos valores son similares a los conseguidos por
Orozco (2013) en su investigacion “Evaluacion de la actividad cicatrizante de un gel
elaborado en base a los extractos de Molle (Schinus molle), Cola de Caballo (Equisetum
arvense L.), Linaza (Linum usitatissimum) en ratones (Mus musculus)”, sin embargo
difieren en el pH, ya que el obtenido en su investigacion fue de 4.85 y en la presente

investigacion fue de 5.16.

Proafio (2013) en su investigacion “Comprobacion del efecto cicatrizante de una crema a
base de Romero (Rosmarinus officinalis), Matico (Piper aduncum) y Cola de Caballo

(Equisetum arvense) en heridas inducidas en ratones (Mus musculus)” report6 resultados
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similares a los expuestos en este trabajo para los parametros fisico-quimicos evaluados en
ambas especies, a excepcion del pH en el extracto de romero que fue mayor en esta

investigacion.

Las lecturas de los valores de pH de los dos extractos vegetales flucttan entre 4.36 y
5.16 encontrandose dentro de rangos acidos, lo cual los mimos, asi como lo
menciona Ramirez et al. (2018) en su investigacion “Actividad antimicrobiana in vitro de

extractos de hoja de Guazuma ulmifolia Lam. contra fitopatogenos”.

4.2.2. Ensayos para el analisis fitoquimico de los extractos
El tamizaje fitoquimico se realizé con la finalidad de determinar cualitativamente los
principales grupos quimicos presentes en los extractos, por medio de pruebas de
identificacion de cambio de coloracion o la formacion de precipitados que establecen la
presencia o0 ausencia de metabolitos secundarios especificos (Proafio, 2013). Se efectuaron

los siguientes ensayos, realizandose por duplicado para cada extracto.

Tabla 20: Andlisis fitoquimico de las especies evaluadas Rosmarinus officinalis y Equisetum arvense

Grupo Fitoquimico / Ensayo Extracto etandlico Extracto etandlico
de Rosmarinus de Equisetum
officinalis arvense
Catequinas Ensayo con Na,COs3 +++ +
Resinas Ensayo con agua ++ +
destilada

Saponinas Ensayo de espuma +++ ++
Fenoles Ensayo con FeCls + +
Quinonas Ensayo de Borntrager - -

Flavonoides Ensayo de Shinoda +++ ++
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Lactonas Ensayo con reactivo +++ ++

Baljet
Antocianinas Ensayo con alcohol - ++
amilico
Alcaloides Ensayo de Dragendorff ++ +
Triterpenos Ensayo de Liebermann- ++ +++
Buchard
Taninos Ensayo con HCI + +
concentrado

Simbologia: +++ Abundante, ++ Evidente, + Escaso, - Ausente

ROMERO [Rosmarinus officinalis L.]

En la Tabla 20 se describen los resultados de los principales metabolitos secundarios
evaluados en los extractos etandlicos de romero y cola de caballo, obteniendo resultados

positivos para diferentes grupos fitoquimicos.

Para el caso de Rosmarinus officinalis L. los resultados expuestos anteriormente, son
parecidos con los resultados del andlisis de algunos grupos quimicos detallados por Estrada
(2010) en su trabajo experimental “Determinacion de la actividad antibacteriana in vitro de
los extractos de Romero (Rosmarinus officinalis) y Tomillo (Thymus vulgaris)”, a
excepcion del grupo quimico quinonas, ya que en su estudio la presencia de este metabolito
secundario fue ligeramente positivo y en este estudio no se observo presencia alguna de
este compuesto. Otra diferencia significativa es la presencia del metabolito secundario
saponinas debido a que el analisis mediante la prueba de espuma realizada en este trabajo
resultd altamente abundante, sin embargo Estrada (2010) propone que la presencia de
saponinas en el extracto de romero es ligeramente positivo. En los demas grupos

fitoquimicos evaluados no existe una variacion relevante que se pueda mencionar.

75



Resultados semejantes a los detallados en esta investigacion los propone Pomagualli
(2018) en su trabajo experimental “Actividad antimicrobiana del extracto alcohdlico y
aceite esencial de Rosmarinus officinalis “Romero” frente a la cepa Pseudomona
aeroginosa”, en el ensayo que realizo para los grupos quimicos quinonas y antocianinas
resultd negativo al igual que en este estudio, existiendo mucha similitud en los resultados

para los demas grupos quimicos.

Lo detallado en la Tabla 20 se respalda con la informacién que proporciona Proafio
(2013) en su trabajo experimental “Comprobacion del efecto cicatrizante de una crema a
base de Romero (Rosmarinus officinalis), Matico (Piper aduncum) y Cola de Caballo
(Equisetum arvense) en heridas inducidas en ratones (Mus musculus)” en donde el autor
expone que los componentes mayoritarios presentes en el extracto de romero son los
siguientes: alcaloides, flavonoides, quinonas, saponinas, lactonas y triterpenos. Los demas
grupos fitoquimicos como resinas, fenoles, taninos se encuentran en menores cantidades,
sin embargo no dejan de ser menos importantes, puesto que cada uno de ellos cumplen una
funcién especifica en el normal funcionamiento de la planta, o bien dentro del campo en el

que se aplican los productos obtenidos; siendo estos extractos o aceites esenciales.

COLA DE CABALLO [Equisetum arvense L.]

Segun el anélisis cualitativo realizado, el extracto etanolico de cola de caballo presenta
los siguientes compuestos que fueron evidenciados facilmente: saponinas, flavonoides,
lactonas, antocianinas y triterpenos. Mientras que las resinas, catequinas, fenoles, alcaloides

y taninos se evidenciaron ligeramente.
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De acuerdo con la investigacion realizada por Alonzo, Letran y Sénchez (2009):
“Actividad inhibitoria de extractos vegetales sobre hongos fitopatdogenos”, el género
Equisetum posee una cantidad considerable de compuestos fenodlicos, flavonoides,
saponinas, taninos, acido aconitinico y &cido salicilico; lo cual se comprueba en este
estudio, puesto que se observa la presencia de cada uno de ellos. Cabe destacar que la
presencia de metabolitos secundarios no va a depender Unicamente del género sino también

de la familia e incluso especie (Robles et al., 2016).

Lo mencionado anteriormente concuerda con lo expuesto por Calsin (2017) “Actividad
antimicrobiana “In vitro” del aceite esencial y extracto etandlico de Equisetum arvense
“cola de caballo” frente a Escherichia coli y Candida albicans uropatégenos” quien
concluye que la planta “Cola de caballo” contiene muchos minerales entre los que destaca
el silice, magnesio y cromo, acidos como el salicilico y esquisético, glucésidos, saponinas,

flavonoides y taninos.

De igual forma Al — Snafi (2017) “The pharmacology of Equisetum arvense - A
review”, el analisis fitoquimico preliminar demostrd que la planta contiene gran cantidad de
alcaloides, carbohidratos, fitoesteroles, saponinas, &cido ascorbico y silicico, fenoles,
taninos, flavonoides y triterpenos; muchos de los cuales se pueden observar en los
resultados del tamizaje fitoquimico del extracto etanodlico de Equisetum arvense L

detallados en la Tabla 20.

Orozco (2013) reportd resultados similares a los que se presenta en este trabajo, en el
cual realizé el analisis fitoquimico de tres tipos de extractos de Equisetum arvense: etéreo,

alcohdlico y acuoso; siendo el extracto alcoholico el que presenta mayor similitud con los
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resultados obtenidos en esta investigacion, a excepcion de los taninos que en esta

investigacion se evidenciaron ligeramente.

Se deben tener en cuenta los factores que pueden influir en el proceso de extraccion de
los metabolitos secundarios, asi como el érgano de la planta utilizado, tipo de extraccion,
tipo de solvente y el método por el cual se analizan los principales grupos fitoquimicos,
mismos que pueden influir directamente en los resultados obtenidos. Estos factores son
muy importantes, ya que pueden ser la causa por la cual algunos de los resultados de los

trabajos mencionados difieren de los resultados expuestos en este trabajo experimental.

43.COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LOS
EXTRACTOS MEDIANTE PRUEBA DE SENSIBILIDAD POR DISCOS

Se realizé el lavado y conteo de esporas para la preparacion del indculo segun lo descrito

en el apartado 3.3.1. [Preparacion del indculo], obteniendo una concentracion final de 108

esporas/mL equivalente a 1 110 000 ceélulas.

Las mediciones de los halos de inhibicidn se realizaron durante cuatro dias, en la Tabla
21 se detallan los halos de inhibicidn generados por los diferentes tratamientos a diferentes

concentraciones, teniendo en cuenta también los halos de inhibicion formados por el
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control positivo, considerando que previamente se calculd el promedio de los halos

formados por cada tratamiento.

Tabla 21: Diametros en mm de los halos de inhibicion generados por los tratamientos evaluados sobre
Colletotrichum gloeosporioides

Extracto Tratamiento Promedio de halos de
inhibicion [mm]

Romero R1 6.38
R2 6.55
R3 7.40
Cola de CC1 6.33
caballo CC2 6.5
Ccc3 6.79
Mezcla de ME1 6.62
extractos ME?2 6.9
ME3 7.15

En la Tabla 21, los tratamientos R3 y ME3 son los que generaron un mayor halo de
inhibicion con un didmetro de 7.40 y 7.15 mm respectivamente; mientras que los
tratamientos CC1 y R1 generaron halos de inhibicion menores con un didmetro de 6.33 y
6.38 respectivamente. En general se puede decir que el tratamiento con cola de caballo no
posee actividad fungicida significativa contra Colletotrichum gloeosporioides Penz., debido
a que el maximo halo de inhibicion generado fue de 6.79 mm, mientras que el més efectivo
resultd ser el tratamiento con Rosmarinus officinalis L. al 100% generando un halo de

inhibicion de 7.40 mm.

Para conocer la efectividad de los tratamientos evaluados sobre el crecimiento in vitro de
Colletotrichum gloeosporioides Penz., se calcul6 el porcentaje de inhibicion de cada uno de

ellos mediante la siguiente formula:

diametro del halo de inhibicion

0% de inhibicién =
% de inhibicion diametro del halo de control
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Los resultados del porcentaje de inhibicion se detallan en la Tabla 22.

Tabla 22: Porcentaje de inhibicién del hongo Colletotrichum gloeosporioides

Extracto Tratamiento Halode  Didmetro Porcentaje

inhibicion  de control de

(mm) positivo  inhibicion
(mm) (%)
Romero R1 6.38 25 25.52
R2 6.55 25 26.2
R3 7.4 25 29.59
Cola de CC1 6.33 25 25.33
caballo cc2 6.5 25 25.99
CC3 6.79 25 27.16
Mezcla de ME1 6.62 25 26.45
extractos ME2 6.9 25 27.63
ME3 7.15 25 28.59

Como se puede observar en la Tabla 22 el mayor porcentaje de inhibicion obtenido es
29.6 y 28.6 %, los cuales corresponden a los tratamientos de R3 y ME3 respectivamente, en
comparacion a los tratamientos R2 y CC2 con un porcentaje de inhibicion de 26.2 y 26

respectivamente.

Silva et al. (2009) en su investigacion “In vitro effect of plant compounds on the fungus
Colletotrichum gloeosporioides Penz. insolated from passion fruit” en la cual evaluaron el
efecto in vitro de extractos acuosos, hidrolatos y aceites esenciales de Rosmarinus
officinalis L., Cordia verbeacea DC., Solanum sisymbriifolium Lam., Phyllantus
corcovadensi, Eclipta alba Hass y Curcuma longa L. sobre el crecimiento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides aislado del maracuya, utilizando la metodologia de
dilucion vertieron 100 uL de los compuestos y extendieron sobre la caja Petri que contenia
el microorganismo. Consiguiendo resultados relevantes Unicamente con los tratamientos

con aceite esencial, obteniendo una inhibicién al 100% del crecimiento micelial del
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microorganismo; a diferencia de los extractos acuosos que presentaron escasa actividad

fungicida.

En esta investigacion se evidencia que el porcentaje de inhibicion de todos los
tratamientos no supera el 30%, presentando una actividad antifungica leve; de igual forma
los halos de inhibicion formados fueron sumamente pequefios, lo cual concuerda con la
investigacion mencionada anteriormente. Esto puede ser debido a la baja concentraciéon o
ausencia de los principios activos con actividad antimicrobiana en relacion a la
concentracion de principios activos presentes en los aceites esenciales, segun Silva et al.
(2008) esto puede suceder debido a que el proceso de extraccién (maceracion), no ha sido
eficiente para la extraccion de principios activos antifungicos, o durante el proceso ocurrio

la perdida de uno de ellos.

Rozwalka et al. (2008) en su publicacion “Extracts, decocctions, and essential oils of
medicinal and aromatic plants in the inhibition of Colletotrichum gloeosporioides and
Gromerella cingulata insolates from guava fruits”, cuya investigacion consistio en la
evaluacion de la actividad antifungica de diversas especies vegetales entre las cuales se
encontraban el romero y cola de caballo sobre el crecimiento micelial de Gromella
cingulata y Colletotrichum gloeosporioides. Algunos extractos incluyendo la cola de
caballo no presentaron ningun efecto inhibidor frente a estos fitopatdgenos, mientras que el
extracto de romero presentd una disminucion significativa del crecimiento miceliar de
Gromella cingulata, siendo este el estado sexual de Colletotrichum gloeosporioides. Lo
mencionado anteriormente se corrobora en esta investigacion, puesto que ninguno de los

tratamientos con Equisetum arvense fueron eficaces para inhibir el crecimiento de
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Colletotrichum gloeosporioides en condiciones in vitro, a diferencia del extracto de

Rosmarinus officinalis que presento el 29.6% de inhibicion.

Con la finalidad de comparar la eficacia de los tratamientos aplicados sobre el
crecimiento in vitro de Colletotrichum gloeosporioides Penz., se procede a realizar el
analisis estadistico [SPSS], empleando un Test de Normalidad para determinar si se cumple

el supuesto de normalidad.

Tabla 23: Test de Normalidad obtenido mediante el programa estadistico SPSS

Pruebas de Normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Valor p Estadistico ol Valor p
% ,145 27 ,151 ,926 27 ,056
Inhibicion
Grafico Q-Q Normal de % Inhibicién
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Figura 36: Gréafica de Normalidad
Fuente: Autor



En la Tabla 23 el valor —p >0,056, resultado de la prueba de Shapiro — Wilks, es mayor
al valor de la significancia 0,05; por ende, el supuesto de normalidad se cumple existiendo
asi una distribucion normal, lo que permite realizar el andlisis de varianza ANOVA [SPSS]

aplicando un Disefio Completamente al Azar.

Tabla 24: Anélisis ANOVA sobre el porcentaje de inhibicién de extractos etandlicos sobre Colletotrichum
gloeosporioides

Fuente G SC MC Valo Val
L Ajust. Ajust. rF orp
Tratamientos 8 50,222 6,2777 35,2 0,00
8 01
Error 1 3,203 0,1780
8
Total 2 53,425
6

En la Tabla 24 se puede observar los resultados obtenidos del analisis de varianza
ANOVA, en donde el valor de p 0,0001 es menor al valor de significancia 0,05, razon por
la cual se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipotesis alterna que establece que los
extractos etandlicos de Rosmarinus officinalis L. y Equisetum arvense L. poseen poca
capacidad antimicrobiana frente a Colletotrichum gloeosporioides Penz., siendo en esta
investigacion el tratamiento con romero el més eficaz con un halo de inhibicion de 7.4 mm

y un porcentaje de inhibicion de 29.6 %.
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En la Figura 37 se puede observar que el tratamiento R3 presenta el mayor porcentaje de

31,00

30,00

29,007

28,00

% Inhibicion

27,00

26,007

23,00 T T T T T T T T T
F1 R2 E3 [y cc2 cC3 ME1 MEZ2 ME3

Tratamiento
inhibicion del hongo Colletotrichum gloeosporioides Penz. en condiciones in vitro, en

relacion a los demas tratamientos, es decir existen diferencias significativas entre sus

medias, ocasionando que ninguna de ellas se puedan traslapar.

En cuanto a los tratamientos con una concentracion al 25% [R1, CC1, ME1] se puede
observar que presentan diferencias entre sus medias [25.52, 25.33, 26.45], siendo el
tratamiento de la mezcla de los dos extractos el mas efectivo en este grupo; de igual forma
sucede con los tratamientos al 60%, siendo més efectivo el tratamiento ME2 con una media
de 27.2 en comparacion con el tratamiento R2 [26.20] y CC2 [25.99]. Para los tratamientos
con una concentracion al 100% el més efectivo resulto ser el tratamiento R3 con una media

de 29.59.
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Se realiz6 una prueba de Tukey para establecer el tratamiento que presenta mayor

significancia para la inhibicion del hongo Colletotrichum gloeosporioides Penz.

Tahla 25- Priieha de Tiikev realizada nara el narcentaie de inhihicidn de Colletatrichiim aloensnarinides
Figura 37: Diagrama de cajas de los porcentajes de inhibicién de los EE de R, CC y ME

1 Fuente: Autora

R1 3 25.52 A

cC2 3 25.99 A B
R2 3 26.20 A B

ME1 3 26.45 A B C

CC3 3 27.16 B C

ME2 3 27.63 C D

ME3 3 28.59 D E
R3 3 29.59 E

En la Tabla 25 se puede observar que el tratamiento R3 es significativamente diferente
de los demas tratamientos, siendo este el mas eficaz para el control in vitro de
Colletotrichum gloeosporioides Penz. De igual forma se puede decir que ME3 es
significativo, ya que se evidencia que su media es semejante al tratamiento R3, por lo tanto
el control del microorganismo estudiado se debe realizar a concentraciones puras, es decir,

se debe aplicar el extracto al 100% para obtener resultados favorables.
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4.4 DETERMINACION DE LA CMI DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS POR
EL METODO DE MICRODILUCION EN CALDO

Para determinar la CMI de los extractos etandlicos frente al hongo Colletotrichum

gloeosporioides Penz. se realizd un ensayo mediante una microplaca de 96 pocillos, en

donde se distribuy6 por triplicado cada tratamientos a diferentes concentraciones [R - 75%;

CC — 80%; ME — 80%]. Las CMI alcanzadas por cada uno de los extractos fueron a una

concentracion de 18.75 % para Rosmarinus officinalis, 20 % para Equisetum arvense y 40

% para la mezcla de extractos.

Estos valores se obtienen con la revelacion de la microplaca mediante resarzurina, en
donde se determina que la tincion dada por este reactivo en cada pocillo es un indicador de
viabilidad celular, siendo azul para los microorganismos no viables y rosada para los

viables.
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Figura 38: Revelacion de la microplaca mediante resarzurina tras dos horas de incubacion
Fuente: Autor

En la figura 37 se puede observar el cambio de coloracion que presenta cada pocillo,
considerando que se aplico el método de doble dilucién, iniciando con un concentracion de
75 % para el extracto de romero y 80 % el extracto de cola de caballo y mezcla de

extractos.

Las tres primeras columnas [1-3] corresponden al tratamiento R [Romero], en donde se
observa que el cambio de coloracion [azul] ocurre a partir de la tercera fila [Fila C]; es
decir a partir de la concentracién 18,75 %; de igual forma para el extracto de cola de
caballo [CC] que corresponde a las tres siguientes columnas [4-6] ocasionandose el cambio
de coloracion en la tercera fila [Fila C], es decir a una concentracion de 20 %; para la
mezcla de extractos se utiliz6 las columnas 7-9 y el cambio de coloracion se evidencia a

partir de la concentracion 40 %, correspondiente la segunda fila [Fila B].
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Martinez (2017) en su trabajo “Evaluacion del efecto bactericida del extracto de romero
(Rosmarinus officinalis) in vitro en cepa certificada de Escherichia coli”. En esta
investigacion el autor determing la CMI del extracto de romero frente a una cepa de
Escherichia coli ATCC 25922, en la cual experimentd concentraciones del 20, 40, 60 y 80
%, resultando eficaces las concentraciones al 60 y 80 %, corroborando mediante la siembra
directa de una alicuota del pocillo correspondiente a dichas concentraciones sobre agar
MacConkey, determinando que estas concentraciones corresponde a la CMI que elimina el
99,9% del numero original de bacterias. Los resultados de esta investigacion son superiores
a los resultados obtenidos en el presente trabajo experimental; dado que la concentracion
que se determindé como CMI fue la correspondiente a 18,75 %, comprobandose de igual
forma por la siembra directa de una alicuota de este pocillo sobre medio PDA,

evidenciandose la ausencia del microorganismo estudiado.

Kukric et al. (2013) en su estudio “Total phenolic content, antioxidant and antimicrobial
activity of Equisetum arvense L” determin¢ la eficacia del extracto etandlico de Equisetum
arvense frente a E. coli, S. aureus y B. cereus utilizando la técnica de microdilucion en
caldo demostré que la CMI para E. coli fue de 44.5 %, para S. aureus la CMI fue 11.14 %

y para B. cereus fue de 89.10 %.

La cola de caballo ha sido muy estudiada en el campo de la salud humana, sin embargo
existen muy pocos estudios del uso de esta planta en el campo de la agricultura. Asi lo
menciona Alonzo et al. (2009) quienes probaron la actividad antifungica de diferentes
extractos y tinturas de seis especies vegetales, incluyendo Equisetum arvense frente a
fitopatdgenos de importancia econdmica, entre los cuales se encontraba Colletotrichum

gloeosporioides. No obstante los resultados no fueron favorables frente a este
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microorganismo, debido a que ninguna de las concentraciones aplicadas inhibio el
crecimiento miceliar del hongo. Estos resultados son diferentes de los obtenidos en esta

investigacion, ya que se determino que la CMI de este extracto fue del 20%.

CAPITULO5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.CONCLUSIONES

Tras finalizar la presente investigacion se concluye que:

Los resultados reflejados en este trabajo experimental demuestran que el uso de plantas
para el control de fitopatdgenos es un campo ampliamente estudiado, el cual brinda muchos
beneficios pero también presenta algunos obstaculos. Debido a que la composicion quimica
y cantidad de principios activos son factores que varian de acuerdo a la especie, la edad de
la planta y el tejido utilizado, asi como también los factores ambientales y el habitat en el
que se desarrolle la especie. Esto explica la discrepancia en cuanto a resultados de las
investigaciones que diversos autores han realizado utilizando la misma especie vegetal o

incluso la misma metodologia.

La identificacion y caracterizacion macroscépica y microscépica de Colletotichum

gloeosporioides Penz. se realiz6 en condiciones de laboratorio de forma exitosa.
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Los resultados del andlisis fisico-quimico de los extractos vegetales concuerdan con los

resultados reportados en varias investigaciones.

El tamizaje fitoquimico de los extractos vegetales demuestra que los principales grupos
quimicos de Rosmarinus officinalis L. son catequinas, saponinas, flavonoides y lactonas;

mientras que para Equisetum arvense L. son triterpenos, saponinas, flavonoides y lactonas.

La capacidad antimicrobiana de los extractos de Rosmarinus officinalis L. y Equisetum
arvense L. se comprobd mediante pruebas de sensibilidad por discos, realizandose con los
siguientes tratamientos R, CC, ME a diferentes concentraciones [30%, 60%, 100%]; de los
cuales solo las concentraciones puras presentaron un porcentaje de inhibicién de 29.59 %

para el caso del tratamiento R3 y 28.59 % para el tratamientos ME3.

La CMI alcanzada por el extracto de romero, aplicando el método de microdilucion a
concentraciones de 75%, 37.5%, 18.75%, 9.37%, 4.68%, 2.34%, 1.17% y 0.58% fue de
18.75%; mientras que para el extracto de cola de caballo y mezcla de extractos a
concentraciones de 80%, 40%, 20%, 10%, 5%, 2.5%, 1.25% y 0.63%, fue de 20% para la

cola de caballo y 40% para la mezcla de extractos.

Los resultados obtenidos por medio del analisis estadistico, acepta la hipotesis alterna
que establece que los extractos etanolicos de Rosmarinus officinalis y Equisetum arvense
son poco eficientes para el control in vitro del crecimiento miceliar de Colletotrichum

gloeosporioides Penz.
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5.2.RECOMENDACIONES

Se recomienda:

Probar diferentes métodos de extraccion o solventes de extraccion, asi como también
diferentes formas de aprovechamiento del material vegetal [fresco], ya que estos factores

serian claves para la obtencion de principios activos.

Considerar que la temperatura de extraccion de los metabolitos secundarios debe ser la
adecuada [60 °C es la temperatura recomendable para la mayoria de metabolitos

secundarios], ya que a temperaturas elevadas se pueden evaporar algunos componentes.

Trabajar en condiciones estériles durante el desarrollo de todo el proceso,

principalmente en el aislamiento y caracterizacion del microorganismo.

Probar la capacidad inhibitoria de extractos vegetales sobre el crecimiento de
Colletotrichum gloeosporioides Penz. in situ, controlando factores ambientales como la

temperatura, humedad, luminosidad, etc.
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Realizar formulaciones de bioplaguicidas a partir de especies vegetales con alto
potencial para controlar plagas o enfermedades en diferentes cultivos, dado que estos

productos poseen gran acogida en el mercado actual.

Comparar la capacidad inhibitoria de extractos y aceites esenciales o incluso la mezcla

de ambos de una misma especie, determinando la efectividad de cada uno de ellos.
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