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RESUMEN

El fitopatdgeno Mycosphaerella fijiensis afecta su sistema foliar y, obstaculizando el
desarrollo y rendimiento del cultivo. Esta interferencia interrumpe procesos biologicos
cruciales, como la fotosintesis, la floracion y el crecimiento vegetativo 6ptimo, lo que conduce
a la formacion de racimos con pesos considerablemente inferiores a los estandares comerciales.
Este efecto perjudicial tiene importantes implicaciones econdmicas para los productores de
banano. Por lo tanto, la evaluacion de la actividad antifungica del extracto etanolico de
Heliotropium indicum (cola de alacran) emerge como una posible solucion para controlar la
propagacion del fitopatogeno en las plantaciones de banano. Este estudio tiene como objetivo
determinar si el extracto etanolico de cola de alacran posee propiedades antifiingicas capaces
de inhibir o reducir la accion del fitopatdégeno, con el objetivo ultimo de mejorar la salud y
productividad de los cultivos de banano. Esta investigacion tiene importancia en el desarrollo
de estrategias efectivas y sostenibles de manejo de enfermedades, contribuyendo asi a la
seguridad alimentaria y econdmica regional. Los extractos de hojas, ramas y tallos demostraron
tener actividad biologica sobre Mycosphaerella fijiensis. Lo cual nos indica que Heliotropium
indicum podria tener la capacidad de reducir la presencia y propagacion del fitopatogeno en las
plantas, mejorando la capacidad fotosintética, el desarrollo vegetativo y, el rendimiento del

cultivo de banano.

Palabras Clave: Inhibicion; Fitopatdgeno; Difusion en agar; Metabolitos.



ABSTRAC

The phytopathogen Mycosphaerella fijiensis affects its foliar system, hindering the
development and yield of the crop. This interference disrupts crucial biological processes such
as photosynthesis, flowering, and optimal vegetative growth, forming bunches with weights
considerably lower than commercial standards. This detrimental effect has significant economic
implications for banana producers. Therefore, evaluating the antifungal activity of the ethanolic
extract of Heliotropium indicum (scorpion tail) emerges as a possible solution to control the
spread of the phytopathogen in banana plantations. This study aims to determine if the ethanolic
extract of the scorpion tail has antifungal properties capable of inhibiting or reducing the action
of the phytopathogen, aiming to improve the health and productivity of banana crops. This
research is essential in developing practical and sustainable disease management strategies, thus
contributing to regional food and economic security. The leaves, branches, and stem extracts
demonstrated biological activity on Mycosphaerella fijiensis. This indicates that Heliotropium
indicum could have the ability to reduce the presence and spread of phytopathogen in plants,

improving photosynthetic capacity, vegetative development, and the yield of the banana crop.

Keywords: Inhibition; Phytopathogen; Agar diffusion; Metabolites.
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CAPITULO 1.
ANTECEDENTES

1.1 Introduccion

La planta del Musa spp., conocida como banano, es una de las frutas mas cultivadas a nivel
mundial, es una planta originaria del sudeste asidtico, sin embargo, su cultivo se ha extendido
a todas las regiones tropicales, convirtiéndose en un pilar fundamental de la economia global
(Morales Romero et al., 2011). Esta planta es una fuente importante de alimento para millones
de personas cuyo cultivo tiene un papel crucial en la economia de numerosos paises de América
Latina y el Caribe (Moreno, 2006). Ecuador se destaca como uno de los mayores exportadores
de banano a nivel mundial, con vastas extensiones de tierra dedicadas a su cultivo,
especialmente en las regiones costeras, gozando de una alta reputacion internacional por su

calidad y sabor (Penuelas-Rubio et al., 2015).

Las plantaciones de banano enfrentan una serie de desafios para su desarrollo. La principal
dificultad que enfrentan las plantaciones de banano se atribuye a la presencia del fitopatdgeno
ascomiceto Mycosphaerella fijiensis, causante de la enfermedad conocida como Sigatoka negra
(Moreno, 2006). Esta enfermedad afecta el sistema foliar de la planta, disminuyendo la eficacia
de la fotosintesis y obstaculizando la capacidad de la planta para completar su floracion y lograr
un desarrollo vegetativo optimo (Morales Romero et al., 2011). La sigatoka negra representa
una amenaza constante para las plantaciones de banano en todo el mundo, especialmente en
aquellas regiones con alta humedad y temperaturas calidas, condiciones idoneas para la

propagacion del fitopatdgeno.



El estudio de Mycosphaerella fijiensis en Ecuador es de importancia fundamental debido a
la relevancia que tiene este cultivo para la economia del pais. Debido a esto, la realizacion de
este trabajo ayudara con avances biotecnologicos propdsito de controlar la incidencia del
fitopatogeno Mycosphaerella fijiensis. Esta investigacion tiene como finalidad evaluar las
propiedades antiflingicas presentes en extractos vegetales, con la intenciéon de reducir la
necesidad de utilizar productos quimicos, ya que el uso de estos puede provocar la aparicion de
cepas resistentes, reduciendo la efectividad de los tratamientos y aumentando la dificultad para
controlar la enfermedad a largo plazo. Aunado a que su uso excesivo altera el ecosistema y

genera problemas toxicos en la salud humana (Pefiuelas-Rubio et al., 2015).

1.2 Planteamiento del problema

1.2.1 Importancia y Alcance

El fitopatogeno Mycosphaerella fijiensis es responsable de dafar el sistema foliar de las
plantas de banano, lo que tiene consecuencias negativas significativas en el desarrollo y
rendimiento de los cultivos (Esperanza et al., 2012). La presencia de este fitopatdogeno en las
plantaciones de banano provoca una disminucion en la capacidad fotosintética de las plantas,
lo que a su vez afecta su capacidad para florecer y lograr un desarrollo vegetativo dptimo. La
interferencia con estos procesos biologicos es un obstaculo importante, ya que impide que las
plantas alcancen su méaximo potencial de produccién (Campoverde & Jairo, 2016a). Como
consecuencia, se forman racimos con un peso considerablemente inferior a los estindares
comerciales requeridos, lo que tiene implicaciones econdémicas para los productores de banano

(Morales Romero et al., 2011).



En este contexto, la evaluacion de la actividad antifingica del extracto etandlico de
Heliotropium indicum (cola de alacran) se presenta como una posible soluciéon o medida
preventiva para controlar la propagacion de Mycosphaerella fijiensis en las plantaciones de
banano. Este estudio busca determinar si el extracto etandlico de cola de alacran posee
propiedades antifingicas que pueden inhibir o reducir la accion del fitopatdgeno, con el objetivo
de mejorar la salud y productividad de los cultivos de banano. La importancia de este trabajo
radica en su potencial para desarrollar estrategias efectivas y sostenibles de manejo de
enfermedades en las plantaciones de banano, contribuyendo asi a la seguridad alimentaria y

econdmica de la region.

1.3 Delimitacion

1.3.1 Delimitacion Espacial

En el presente estudio, la especie vegetal (Heliotropium indicum) fue recolectada en la
Universidad Politécnica Salesiana en el Campus Maria Auxiliadora, ubicado en el Km 19 via a
la costa, para lo cual como se puede observar en la figura 1. La delimitacion espacial se centrara
solo al area del campus de la universidad como ubicacion de toma de muestras, realizacion de

los estudios y analisis de laboratorio, etc.
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Figura 1 Imagen satelital de la Umversulad Politécnica Salesmna, sede Guayaqull campus Maria
Auxiliadora y del Remanente Bosque Tropical dentro del campus, obtenida de Google Maps,
coordenadas -2.19703, -80.04315.

1.3.2  Delimitacion Temporal

El presente trabajo de investigacion se desarrolld desde el mes de noviembre con la
presentacion de la propuesta de disefio de trabajo de titulacion, el cual luego de su aprobacion

se comenzo la redaccion de los avances iniciales en el mes de diciembre.

1.3.3  Delimitacion Académica

El presente estudio se enfocd en poder evaluar la actividad antifingica del extracto etanolico
de la especie vegetal Heliotropium indicum, para poder demostrar su efectividad contra el
fitopatogeno Mycosphaerella fijiensis causante de la Sigatoka negra que afecta las plantaciones
de banano. Se realiz6 una herborizacion de la planta para identificar la especie vegetal

recolectada.



Asi mismo, se utilizé como método de validacion de la muestra un tamizaje fitoquimico y
se evaluo la actividad antifungica de extracto etandlico vegetal por medio del método de
difusion en agar. Los materiales de laboratorio, asi como las instalaciones, fueron provistos por

la Universidad Politécnica Salesiana, sede Guayaquil, campus Maria Auxiliadora.

Los resultados de la presente investigacion podran contribuir a evitar que se propague el
fitopatogeno causante de la Sigatoka negra, disminuyendo la afectacion en las plantaciones de

banano y teniendo un fungicida de extracto natural.

1.4 Pregunta de investigacion

(Los extractos etandlicos de Heliotropium indicum presentan metabolitos secundarios que

otorgan propriedades de inhibicion y/o reduccion de la actividad del fitopatdgeno

Mycosphaerella fijiensis?

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo General

Evaluar la actividad antifungica del extracto etandlico vegetal Heliotropium indicum (cola

de alacran) sobre el fitopatogeno Mycosphaerella fijiensis.



1.5.2  Objetivos Especificos

e Realizar la revision bibliografica de la actividad antifiingica y el muestreo de Heliotropium
indicum (cola de alacréan).

e Obtener el extracto etandlico de la especie vegetal Heliotropium indicum.

e Determinar el porcentaje de inhibicion mediante difusion en agar del extracto sobre el

fitopatogeno Mycosphaerella fijiensis.

1.6 Hipotesis

La aplicacion del extracto etanolico de Heliotropium indicum (cola de alacran) tendrd un
efecto significativo en la inhibicion de la actividad del fitopatogeno Mycosphaerella fijiensis.
Se sostiene que el extracto, debido a sus propiedades antifingicas, demostrara capacidad para
reducir la presencia y propagacion del fitopatégeno en las plantas, contribuyendo asi a mejorar
la capacidad fotosintética, el desarrollo vegetativo y, en ultima instancia, el rendimiento de los

cultivos de banano.



CAPITULO II.
MARCO TEORICO

2.1 Banano (Musa paradisiaca L.)

El banano, una planta herbacea monocotiledonea, se destaca como uno de los cultivos mas
relevantes y fascinantes. Sus origenes se remontan al sudeste de Asia, donde se cree que todos
los cultivares actuales han surgido de hibridos naturales. Los primeros agricultores de la region
desempefiaron un papel crucial en la seleccion y desarrollo de las variedades que conocemos

hoy en dia (Sabio et al., 2000).

Norman Simmonds, en sus investigaciones sobre los inicios de la agricultura en el sudeste
de Asia, plantea la interesante perspectiva de que el banano fue uno de los primeros cultivos
domesticados por la humanidad. En su obra, el autor sugiere que esta planta se desarroll6 en
paralelo con el surgimiento de la agricultura sedentaria primitiva en la region, aproximadamente
hace unos diez mil afios. Este hecho histdrico resalta la intima relacion entre el banano y el
desarrollo temprano de las practicas agricolas, convirtiéndolo en un componente esencial en la

historia de la alimentacion humana (Simmonds, 1966).

Este cultivo de importancia econémica a nivel mundial pertenece a la familia Musaceae,
encuadrado dentro del género Musa, el cual abarca diversas especies como Musa acuminata 'y
Musa balbisiana. A través de procesos de hibridacion, se han desarrollado variedades de
platanos comestibles que presentan la caracteristica de ser partenocarpicos, es decir, capaces de
producir frutos sin necesidad de ser fecundados (Rosales et al., 2004a). La produccion de

banano se lleva a cabo principalmente en zonas de climas tropicales y subtropicales, donde el



cultivo experimenta un ciclo vegetativo continuo, permitiendo asi un crecimiento constante de
la planta, tal como se observa en la figura 2, y asi mismo la produccion de frutos a lo largo de

todo el afio, generando asi una actividad productiva sostenida (Anibar et al., 2021).
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Figura 2. Taxonomia morfologica de una planta de pldatano y banano. Esta planta presenta una estructura
peculiar con tallos subterraneos conocidos como cormos, rizomas, bulbos o tubérculos, siendo "cormos" el
término mas ampliamente aceptado. Imagen obtenida del blog de Cultivos organicos de Platano y Banano mas
productivos, elaborado por (Root, 2022).

El cormo es una estructura subterranea que forma parte del sistema de raices de la planta de
banano. Cada cormo, en su mayoria, genera un pseudotallo en su eje floral, asi como una o
varias yemas que dardn origen a nuevos cormos. Este proceso resulta en la formacioén de una
mata que se expande radialmente en todas las direcciones. Los cormos secundarios generan
pseudotallos o hijuelos de diversas edades, los cuales floreceran cuando el pseudotallo original
desaparezca. Algunos de estos hijuelos no mantienen una conexion sélida con la mata principal,
denominandose "hijos de agua", mientras que aquellos que permanecen bien unidos se conocen

como "hijos de espada" (Segura, 2018). La estructura de la planta del banano se caracteriza por

una apariencia exuberante, la cual esta dada por el pseudotallo, compuesto por la acumulacion



de hojas enrolladas en forma de espiral. Desde el centro del pseudotallo emerge el racimo de
frutas, sostenido por un largo tallo llamado pedunculo. Las hojas son grandes y anchas, que
alcanzan hasta los tres metros de longitud. Esta compleja estructura de crecimiento revela la
capacidad de la planta de banano para expandirse y renovarse de manera continua,

contribuyendo a su resistencia y capacidad de reproduccion (InfoAgro, 2023).

La ecofisiologia del cultivo de banano requiere condiciones especificas para su desarrollo
optimo, abarcando tanto aspectos geograficos como climaticos. Desde una perspectiva
geografica, el banano prospera en latitudes comprendidas entre los 30° al norte y al sur,
extendiéndose desde Israel en el hemisferio norte hasta Australia en el hemisferio sur
(InfoAgro, 2023). En términos de altitud, el rango ideal es desde el nivel del mar hasta los 500
metros sobre el nivel del mar, con un limite maximo de 1000 metros sobre el nivel del mar. A
medida que la altitud aumenta en 100 metros, se observa un retardo adicional de un mes desde

la siembra hasta la floracion (Portal Fruticula, 2022).

Desde el punto de vista climatico, la temperatura desempefia un papel esencial, con un rango
optimo de 25 a 27°C durante el diay 16 a 18°C durante la noche. Las temperaturas bajas afectan
negativamente el crecimiento y desarrollo de la fruta, evidenciandose en manchas oscuras al
pelar los bananos (Simmonds, 1966). En cuanto a la luminosidad, aunque el banano parece no
responder al fotoperiodo, requiere una alta intensidad de luz para un desarrollo 6ptimo. Menor
luminosidad alarga el ciclo de 8 a 9 meses a 14 a 18 meses y el periodo de floracion a fruto de
80 a 90 dias puede extenderse de 85 a 110 dias. Se estima un minimo de 4 horas diarias de luz

con una intensidad de 2000 a 10000 lux en climas tropicales (Davicino et al., 2007).
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La precipitacion mensual adecuada varia entre 180 y 200 mm, con la planta necesitando
1.75 - 2.00 pulgadas de agua por semana. En dias soleados, se requieren 25 litros de agua
diarios, mientras que en dias nublados la cifra desciende a 9.5 litros debido a una menor
evapotranspiracion. Es esencial un buen sistema de drenaje para evitar microclimas propicios

para la Sigatoka negra (Segura, 2018).

En cuanto a los vientos, el banano es susceptible a vientos moderados o excesivos. Vientos
leves de 20 km/h producen rasgaduras en las hojas, siendo soportables. Entre 20 y 40 km/h, la
ruptura de la hoja es considerable, pudiendo reducir los rendimientos en hasta un 20%. Vientos
superiores a 40 km/h resultan en desraizamiento o quebradura del pseudotallo, mientras que

vientos que superan los 55 km/h pueden provocar dafio total (Simmonds, 1966).

Se destaca el fendmeno del "Blow down", rafagas de viento que causan dafios considerables
en ciertas areas de la plantacion, resultando en la pérdida total de esa generacion de madres
(Robinson & Galdn Sauco, 2012). La sustitucion de la variedad "Valery" por "Grand Nain" ha
sido una medida para reducir los dafios, ya que esta ultima posee un pseudotallo mas robusto y

una resistencia cinco veces mayor a los vientos que "Valery" (Simmonds, 1966).

2.1.1 Taxonomia del Banano

Tabla 1.

Linaje taxonomico del Banano (Musa paradisiaca L.)

Linaje taxon6mico

Organismo | Organismos celulares

Superreino | Eucariota
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Reino Plantae

Filo Angiospermas (Magnoliophyta)
Subfilo Monocotiledoneas (Liliopsida)
Clado Commelinids

Clado Zingiberales

Clado Musaceae

Clado Musoideae

Clase Liliopsida

Clado Zingiberales

Clado Zingiberidae

Clado Zingiberanae

Orden Zingiberales

Familia Musaceae

Subfamilia Musoideae

Clado Zingiberales

Tribu Museae

Género Musa

Especie Musa spp.

Nota. Informacién de (Schoch et al., 2020).

2.1.2  Ciclo del Cultivo del Banano

El ciclo de cultivo del banano puede ser segmentado en tres etapas fundamentales: la fase
inicial, la fase juvenil y la fase adulta. La duracion total del ciclo de cultivo de banano puede
variar segun la region productiva y las condiciones climaticas, pero generalmente se extiende

entre 35 y 37 semanas después de la siembra (Vargas Céspedes et al., 2017a).

e Fase inicial
La fase inicial abarca alrededor de 10 semanas, marca el inicio del ciclo de cultivo
de banano, durante el cual la planta se dedica al desarrollo de raices y hojas nuevas. Las
raices son responsables de absorber nutrientes y agua del suelo, proporcionando el

soporte necesario para el crecimiento y la estabilidad de la planta. Un sistema radicular
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robusto contribuye a la salud general de la planta y le permite resistir condiciones
adversas, como vientos fuertes o sequias. Durante estas primeras semanas, la planta de
banano establece las bases para un sistema de raices fuerte que serd fundamental para

su desarrollo a lo largo de todo el ciclo de cultivo (InfoAgro, 2023).

Simultaneamente, la produccion de hojas nuevas también es una prioridad en esta
fase. Las hojas son esenciales para la fotosintesis, el proceso mediante el cual la planta
convierte la luz solar en energia. Cuantas mas hojas tenga la planta, mayor sera su
capacidad para producir energia y, por lo tanto, para crecer de manera vigorosa. Durante
estas primeras 10 semanas, la planta de banano se esfuerza por generar un follaje

exuberante que contribuird a su salud y vitalidad en las etapas posteriores del ciclo.

Fase juvenil

La fase juvenil, que se extiende por aproximadamente 15 semanas, representa la
segunda etapa del ciclo. Durante este periodo, la planta experimenta un crecimiento
acelerado y desarrolla un pseudotallo junto con hojas mas amplias. Uno de los aspectos
mas distintivos de la fase juvenil es la formacion del pseudotallo. El pseudotallo es una
estructura Unica que se origina a partir de la base de las hojas antiguas enrolladas.
Aunque esta estructura parece ser un tronco, es esencialmente un conglomerado de
bases de hojas apiladas. Este pseudotallo proporciona un soporte vital para las hojas en
crecimiento y eventualmente sostendrd el racimo de platanos durante la fase de
fructificacion. Durante estas 15 semanas, el pseudotallo se fortalece y se desarrolla para
soportar el peso de las hojas mas grandes y el racimo de frutas que se formara mas

adelante (InfoAgro, 2023).
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En paralelo, las hojas experimentan una expansion considerable durante la fase
juvenil. El aumento en el tamafio de las hojas es fundamental para maximizar la
capacidad de la planta para realizar la fotosintesis, ya que hojas mas grandes tienen una
mayor area de superficie para captar la luz solar. La fotosintesis es esencial para la
produccion de nutrientes y energia que la planta necesita para su crecimiento y

desarrollo continuo.

Durante esta etapa, el agricultor también debe prestar especial atencion a la nutricion
y el riego. Dado el rapido crecimiento de la planta en la fase juvenil, es fundamental
proporcionar los nutrientes necesarios para respaldar este desarrollo vigoroso. Ademas,
el riego adecuado es esencial para asegurar que la planta tenga suficiente agua para

sostener su crecimiento rapido y saludable.

Fase adulta

La fase adulta, que comprende alrededor de 12 semanas, constituye la tltima etapa
del ciclo de cultivo. Durante esta fase, la planta inicia la produccion de racimos de
banano y se prepara para la cosecha (Vargas Céspedes et al., 2017a). Un rasgo distintivo
de la fase adulta es el inicio de la produccion de racimos de banano. Estos racimos,
también conocidos como "manojos" o "manos", se desarrollan a partir de la parte
superior del pseudotallo y consisten en multiples frutas. Cada racimo puede contener
una cantidad significativa de platanos, dependiendo de la variedad de banano cultivada.
El proceso de formacion de los racimos es un logro significativo para la planta, ya que
representa la transicion de la fase de crecimiento vegetativo a la fase de reproduccion y

produccion de frutas (InfoAgro, 2023).
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Durante estas 12 semanas, es crucial brindar un cuidado especial a la planta para
garantizar la calidad y cantidad Optimas de los racimos; en el cual se puede observar
todas sus fases en la figura 3. Esto incluye una gestion cuidadosa de la irrigacion para
asegurar un suministro adecuado de agua, asi como la aplicacion de nutrientes
necesarios para respaldar el desarrollo de las frutas (Acaro, 2019). Ademas, los
agricultores deben prestar atencion a la proteccion de los racimos contra enfermedades

y plagas que podrian afectar la calidad de la cosecha (Apolo et al., 2021).

La fase adulta también implica la optimizacion de las condiciones climaticas para
favorecer la maduracion adecuada de los racimos (Martinez-Bolafios et al., 2012a). Los
platanos necesitan un clima calido para alcanzar su madurez Optima, y se debe tener
precaucion para evitar dafios causados por eventos climaticos extremos, como vientos

fuertes o heladas (Palencia et al., 2006).

Es esencial destacar que el cultivo del banano demanda la implementacion de diversas
practicas recomendadas para la gestion de la plantacion (Orozco-Santos et al., 1992). Entre
estas practicas se incluyen la preparacion del suelo, la siembra, el apuntalamiento, la
fertilizacion, el control de malezas, la gestion de enfermedades y la regulacion de plagas

(Vargas Céspedes et al., 2017a).
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Figura 3. Ciclo del cultivo del banano, la presente imagen se puede evidenciar el tiempo de crecimiento de la
planta de banano, desde la época critica hasta su manejo ya integrado al momento de producir la fruta.
(Palencia et al., 2006).

2.1.3  Produccion bananera

En Ecuador, el banano es reconocido como un producto agricola de exportacion arraigado
en la tradicion, compitiendo fuertemente con otros paises latinoamericanos. (Verdesoto, 2016)
El pais se situa en el primer lugar en esta industria bananera, seguido por Bélgica, Filipinas,

Costa Rica y Colombia (Verdesoto, 2016a).

Por otra parte, se destaca que el banano ocupa la cuarta posiciéon como uno de los alimentos
mas relevantes a nivel mundial, siendo Ecuador el principal exportador con una participacion
del 29% en el mercado internacional, por lo tanto, el estudio consultado tiene como objetivo
analizar la produccién y comercializacion del banano en la provincia de El Oro durante el
periodo comprendido entre 2018 y 2022, asi como evaluar su contribucién a la economia

nacional (Leon Ajila et al., 2023a).
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En los tltimos cinco afios, las exportaciones del banano experimentaron un decrecimiento,
principalmente debido a los efectos de la pandemia de COVID-19 y a los conflictos en la
geopolitica internacional (Leon Ajila et al., 2023a). A pesar de estos desafios, la economia se
restableci6 con un crecimiento constante en el afio 2021, logrando exportar Ecuador alrededor
de 6,411.92 de toneladas y generando ingresos FOB (Free On Board) por un total de
$3,181,532. Para el afio 2022, las exportaciones alcanzaron las 6,025.10 toneladas, generando
ingresos de $3,124,220 FOB, lo que representd un decrecimiento del -1.8% tanto en las

exportaciones como en los ingresos de divisas generados (Ledn Ajila et al., 2023a).

Es importante destacar que la produccion y comercializacion de banano desempefian un
papel significativo en la economia del pais, proporcionando ingresos y empleo a las familias
rurales dedicadas a esta actividad de subsistencia. La actividad bananera contribuye de manera
tangible al desarrollo econdmico, siendo un pilar esencial para el sustento de las comunidades

locales (Leon Ajila et al., 2023a).

La exportacion de banano representa actualmente el 2% del Producto Interno Bruto (PIB)
general en Ecuador, siendo aproximadamente el 35% del PIB agricola (Portal Fruticula, 2022).
En el pais, la produccion bananera estd principalmente compuesta por pequeias y medianas
empresas, abarcando el 78% del total de productores, siendo estos principalmente
emprendimientos familiares (Acaro, 2019). La contribucion de los medianos productores eleva
esta cifra al 95,5%, consolidando asi la industria bananera como un pilar importante dentro de
la Economia Popular y Solidaria (EPS) y generando una considerable fuente de empleo,

especialmente en las zonas rurales (Rodriguez et al., 2020).
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Las provincias ecuatorianas mas destacadas en la produccion de banano son Guayas, El Oro
y Los Rios, concentrando el 34%, 41% y 16% respectivamente de los sectores industriales mas
relevantes del pais. En particular, la provincia de El Oro alberga el 42% de los pequefios
productores bananeros, mientras que los grandes empresarios del sector se distribuyen
mayoritariamente en las provincias Guayas y Los Rios (Acaro et al., 2021). Segin Acaro et al.
(2021), E1 Oro y Guayas abarcan conjuntamente el 80% de la superficie cosechada, con un total

de 200 mil hectareas dedicadas al cultivo del banano.

En el afio 2002, la provincia de El Oro experimentd importantes pérdidas debido a la
presencia de la enfermedad Sigatoka negra y a las lluvias, afectando significativamente a los
productores bananeros (Portal Fruticula, 2022). A pesar de ello, la provincia cuenta con la
mayor cantidad de haciendas bananeras a nivel nacional, reportdndose un total de 5737

haciendas en 2021, de las cuales El Oro concentra mas del 41% (Apolo et al., 2021).

La pandemia de Covid-19 también impact6 al sector bananero ecuatoriano, ya que mas del
10% de las exportaciones del pais se destinan a China y el 30% a Europa y Medio Oriente,
regiones que cerraron sus fronteras (Portal Fruticula, 2022). A finales de abril, se observo una
disminucion en el precio de la caja de banano a $5 dolares, generando un déficit de 1,30 dolares
por caja en comparacion con el precio minimo de sustentacion fijado por el Ministerio de

Agricultura y Ganaderia (MAG), que era de 6,30 dolares (Mata Anchundia et al., 2021).

En los tltimos afios, el sector bananero ha experimentado avances significativos gracias a la
implementacion de nuevas tecnologias, como la biotecnologia. Esta Giltima ha demostrado ser

un motor impulsor crucial para la produccidon de banano, mejorando el crecimiento de raices y
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los rendimientos de frutas, lo que se traduce en ingresos econdmicos mas soélidos para los

productores (Acaro, 2019).

2.2 Sigatoka negra

La Sigatoka Negra, una enfermedad foliar altamente destructiva que afecta principalmente
a las plantas del género Musa, como el banano y el platano, es causada por el fitopatdgeno
Mycosphaerella fijiensis. Esta patologia representa el problema fitopatologico principal en los

cultivos de banano y platano a nivel global (Guzman & Paladines, 2019).

En la actualidad, la Sigatoka Negra esta presente en todos los paises dedicados a la
produccion bananera y se reconoce por su significativo impacto econdémico (Guzman &
Paladines, 2019). Esta enfermedad no solo reduce los rendimientos de los cultivos, afectando
la productividad de las plantaciones, sino que también genera costos considerables para su
manejo (Molina et al., 2001). Su presencia continua constituye un desafio persistente para la
industria bananera, que se esfuerza por encontrar estrategias efectivas y sostenibles para el
control de esta patologia que amenaza la estabilidad econdémica de los productores de banano a

nivel mundial (Cercosporioses, 2010).

Mycosphaerella fijiensis, reconocido por su estadio anamorfo Pseudocercospora fijiensis,
se presenta como un hongo sexual heterotalico perteneciente a la clase Dothideomycetes, orden
Capnodiales, y familia Mycosphaerellaceae. Su clasificacion taxondmica se sustenta en el
analisis filogenético del ADN, asi como en meticulosos estudios morfologicos y caracteristicas

culturales (Manzo Sanchez et al., 2001).
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Este ascomiceto haploide, hemibiotrofico por naturaleza, es una entidad de gran relevancia
dentro del "complejo de la enfermedad de Sigatoka". Este complejo incluye también a M.
musicola (con su anamorfo P. musae) responsable de la mancha foliar de Sigatoka y a M.
eumusae (anamorfo P. eumusae), causante de la enfermedad de la mancha foliar de Eumusae,
anteriormente conocida como enfermedad de la mancha foliar por Septoria. Musa spp. sirve
como el principal hospedante de M. fijiensis, manifestando una variedad de sintomas que varian
segun los niveles de resistencia de las plantas hospederas individuales (Manzo Sanchez et al.,

2001).

Se ha documentado la existencia de mas de 60 cepas distintas de M. fijiensis, cada una
exhibiendo diferentes niveles de capacidad patogénica y se han llevado a cabo la secuenciacion,
ensamblaje y caracterizacion inicial del genoma de P. fijiensis utilizando la secuenciacion

completa del genoma de dos aislados diferentes de P. fijiensis (Friesen, 2016).

La comprension detallada de la morfologia y las caracteristicas morfologicas de
Mycosphaerella fijiensis, asi como su posicion dentro del complejo de Sigatoka, es esencial
para desarrollar estrategias efectivas de manejo y control de esta enfermedad devastadora en
los cultivos de banano. Los avances en la gendmica también abren oportunidades para la
identificacion de genes clave relacionados con la patogenicidad, proporcionando nuevas
herramientas para abordar esta amenaza en la produccion de platanos a nivel mundial (Herbario

virtual, 2015).

Es por eso que, en la practica del cultivo de banano, uno de los desafios mas significativos

surge a raiz del hongo perteneciente a la familia Mycosphaerellaceae, conocido como la
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sigatoka negra (Carlier et al., 1994). Este fitopatdgeno concentra sus efectos adversos
principalmente en el follaje del cultivo, ocasionando necrosis y una pérdida considerable de las

hojas (Campoverde & Jairo, 2016b).

2.2.1 Clasificacion Taxonomica de la Sigatoka negra

Tabla 2.

Linaje taxonomico de la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis).

Linaje taxon6mico
Organismo Organismos celulares
Superreino Eucariota
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Subfilo Pezizomycotina
Clado Dothideomycetes
Clado Dothideomycetidae
Clado Capnodiales
Clado Mycosphaerellaceae
Clase Dothideomycetes
Clado Dothideomycetes
Clado Dothideomycetidae
Clado Capnodiales
Orden Capnodiales
Familia Mycosphaerellaceae
Subfamilia Mycosphaerelloideae
Clado Capnodiales
Tribu None
Género Mycosphaerella
Especie Mycosphaerella fijiensis Morelet

Nota. Informacién de (Schoch et al., 2020).

La afectacion de este fitopatdgeno a las plantaciones del banano puede ser muy severa

afectando principal sus hojas tal como se evidencia en la figura 4.
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E Y g
Figura 4. Afectacion de la Sigatoka negra a las hojas del banano, en la imagen se puede observar como el

fitopatdgeno es visible su afectacion a las hojas del banano, lo cual impide el crecimiento del fruto o que crezca
en mal estado. Imagen obtenida de Crop-life Latin América (2021).

2.2.2  Afectacion en los Cultivos a Nivel Mundial

Esta enfermedad afecta la fotosintesis de las hojas, lo que conduce a una disminucién en la
produccion de frutas y a una maduracion prematura de las mismas. Alrededor del 27% del costo
total de una caja de bananos en Centroamérica se destina a la proteccion de esta enfermedad.
Ademas, se estima que hasta un 5% de la produccion total puede perderse a pesar de un nimero

considerable de tratamientos para su control (Stover et al., 1987).

El impacto econdmico y productivo de la Sigatoka Negra en los cultivos de banano a nivel
internacional es significativo, lo que subraya la importancia de desarrollar estrategias efectivas
para su manejo y control. El cambio climéatico también esta exacerbando los desafios asociados
con esta enfermedad, ya que puede crear condiciones mas favorables para su propagacion y

desarrollo (Hernandez et al., 2016).
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En sintesis, la Sigatoka Negra representa una amenaza significativa para la produccion de
banano a nivel internacional, y su manejo efectivo es crucial para garantizar la seguridad
alimentaria y la sostenibilidad de esta importante fuente de alimento y comercio (Stover et al.,

1987).

La Sigatoka Negra afecta a los cultivos de banano en todo el mundo, pero se ha informado
que su impacto es particularmente grave en América Latina y el Caribe, donde se concentra la
mayor parte de la produccion de banano a nivel mundial. Seguin la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), la Sigatoka Negra es la enfermedad mas
importante del banano en América Latina y el Caribe, y se estima que causa pérdidas

econdmicas significativas en la region (Hernandez et al., 2016).

2.2.3  Afectacion en los Cultivos a Nivel Nacional

El cultivo del banano en Ecuador, reconocido como una de las actividades agricolas mas
importantes, enfrenta una serie de desafios considerables derivados de plagas y enfermedades,
siendo la Sigatoka Negra una de las més significativas (Valverde, 2019). Su irrupcion en el pais
ocurrié en 1987, reemplazando a la menos severa Sigatoka Amarilla. Desde entonces, esta
enfermedad ha dejado una huella significativa en la produccién bananera ecuatoriana

(Valverde, 2019).

Para el afio 1992, la Sigatoka Negra ya se encontraba diseminada en todas las zonas
bananeras del pais, y su impacto se intensificd progresivamente con el paso del tiempo (Arias

& Braulio, 2018). La agresividad de esta enfermedad ha generado consecuencias considerables
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para los agricultores, manifestandose en ciclos de aplicacion aérea que experimentaron un
aumento alarmante del 40 al 100% entre los afios 2007 y 2010 en adelante (Verdesoto, 2016b).
Este incremento en los ciclos de aplicacion no solo refleja la magnitud del desafio, sino también
la respuesta intensiva que se ha requerido para combatir la propagacion de la Sigatoka Negra

(Valverde, 2019).

El aumento en los ciclos de aplicacion aérea no ha sido el inico factor impactante; los costos
asociados también han experimentado un crecimiento paralelo, incrementandose en la misma
proporcion. Este fendmeno econdmico agrava atin mas la carga financiera sobre los productores

de banano, creando una dinamica desafiante en la gestion de cultivos (Arias & Braulio, 2018).

En situaciones criticas, la produccion de banano puede sufrir pérdidas considerables,
oscilando entre el 40 y el 100%. Estas cifras dramaticas resaltan la urgente necesidad de
estrategias efectivas de control y manejo de la Sigatoka Negra en Ecuador (Valverde, 2019).
La investigacion y aplicacion de métodos de identificacion temprana, asi como la busqueda de
variedades resistentes, se presentan como pasos cruciales para mitigar los efectos devastadores
de esta enfermedad en los cultivos de banano ecuatorianos. En tltima instancia, comprender la
evolucion de esta problemadtica a lo largo del tiempo es esencial para desarrollar estrategias de

manejo mas efectivas y sostenibles en el futuro (Robinson & Galan Satco, 2012).

2.3 Sintomatologia de la enfermedad

La identificacion de este fitopatogeno se lleva a cabo mediante la observacion de seis etapas

distintas (Espinoza, 2015):
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En la primera etapa (Estado 1), se observan pequefias lesiones o puntos de tonalidad blanca-
amarillenta a marrén, de aproximadamente 1 mm de longitud, conocidos como pizcas. Estos
son apenas perceptibles en el envés de las hojas. En el segundo estado (Estado 2), se visualizan
rayas o estrias de color marrdn, con longitudes de 3 a 4 mm y un ancho de 1 mm, con
caracteristicas cloroticas. A medida que avanza a la tercera etapa (Estado 3), estas rayas o estrias
se alargan y ensanchan, dandoles la apariencia de haber sido trazadas con un pincel. En esta
fase, carecen de bordes definidos y adquieren un tono café que puede extenderse hasta alcanzar
una longitud de hasta 2 cm. La cuarta etapa (Estado 4) se caracteriza por la aparicion de
manchas ovaladas de color café en el envés de la hoja, mientras que en el haz presentan un tono
negro. En el quinto estado (Estado 5), se forman manchas negras rodeadas por un anillo oscuro,
a veces acompanadas de un halo amarillento. En el centro de estas manchas seca y semihundida.
Por ultimo, en la sexta etapa (Estado 6), las manchas muestran un centro seco y hundido con
un color marrédn claro, rodeado por tejido clorético. Este estado indica una etapa avanzada de

la infeccion por el fitopatdogeno en cuestion, tal como se puede observar en la figura 5.

Estria (E3)

Mancha (E4) Mancha clorética (ES)  Mancha grisacea (E6)

Figura 5. Sintomatologia de la enfermedad de la Sigatoka negra, se puede observar como inicia el crecimiento
y afectacion del fitopatogeno. Imagen obtenida de Manejo sostenible del cultivo del platano, elaborado por
(Palencia et al., 2006).
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2.4 Reproduccion del patégeno

El fitopatogeno Mycosphaerella, segun la investigacion de (Guzman & Paladines, 2019)
presenta tres tipos distintos de cuerpos de fructificacion, cada uno con funciones especificas en

su ciclo de vida.

El primero de ellos es el peritecio, una estructura reproductiva que alberga las ascosporas,
esenciales en la reproduccion sexual del hongo. Estas ascosporas se liberan para iniciar nuevos
ciclos de infeccion y propagacion (Foundation, 2010). El peritecio, se distingue por su forma
semejante a una pera, con una pared gruesa de color café oscuro y un cuello robusto que emerge
a través de la estoma de la hoja. Cada uno de estos peritecios puede generar hasta 150
ascosporas, contribuyendo significativamente a la propagacion del fitopatogeno en la planta
(Marinela, 2014). El peritecio proporciona un ambiente protegido y Optimo para el desarrollo
de las ascosporas, que son liberadas al exterior cuando las condiciones ambientales son

favorables para su dispersion y germinacion.

En segundo lugar, se encuentran los espermogonios, que son estructuras reproductivas
que se encuentran en ciertos hongos ascomicetos incluyendo especies de Mycosphaerella. Estos
espermogonios participan en la etapa inicial de la reproduccion sexual del hongo y son los
responsables de la produccion y liberacion de esporas sexuales masculinas llamadas espermas
o anteridios. Los espermogonios suelen ser estructuras pequefias y redondeadas que se
desarrollan en la superficie de la planta huésped o en el tejido vegetal infectado. En su interior,
se producen numerosas células reproductivas masculinas sin color aparente (Ledn Ajila et al.,

2023b). Estos espermas son esporas sexuales haploides que, al madurar, se dispersan
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suavemente sobre la superficie de la hoja, ya sea por rocio o lluvia, facilitando la fase inicial

del proceso reproductivo, tal como se puede observar en la figura 6 (Marinela, 2014).

Pseudocercospora-
tipo conidio

Esporodoquios de
hongos sobre la hoja

Reproduccion
asexual

Reproduccion
sexual

Manchas y
areas necroticas
en la hoja

——— — Peritecio_con ascas

spermogonia

Espermog . fo y ascosporas
en hojas

Espermacios

Planta de banano Manchado Patrones de Lesiones Germinaciéon de la espora  Planta sana
severamente severoy manchas en en la hoja y penetracion en la hoja de banano
infectada nedosis la hoja a través del estoma

Figura 6. Ciclo de Vida de Mycosphaerella fijiensis en el cultivo de banano, proceso de infeccion del
fitopatdgeno M. fijiensis en las hojas del banano, obtenido de (Intagri, 2018).
Por ultimo, los conidioforos son estructuras especializadas de los hongos que producen y
portan conidios, que son esporas asexuales los cuales desempefian un papel crucial en la

reproduccion y dispersion del hongo (Vargas Céspedes et al., 2017b).

Es importante resaltar que los conididforos generados por Mycosphaerella musicola, se
desarrollan y se alojan estratégicamente bajo las estomas de la hoja, esto ocurre a través de un
proceso en el que las hifas crecen dentro del tejido de la hoja hasta alcanzar el estoma y una vez
alli las hifas, las hifas se desarrollan en conidiéforos (Adama, 2023) . Esta ubicacion facilita la
dispersion de las esporas y, por ende, la posible infeccion de la planta, marcando asi un ciclo

de vida importante en la propagacioén y desarrollo del fitopatdgeno Mycosphaerella en las
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plantas huésped (Rosales et al., 2004b). Estos conidios solo se forman cuando hay presencia de
una pelicula de agua en la hoja o cuando la atmosfera estd saturada de vapor de agua. Bajo
condiciones Optimas, una sola mancha puede generar hasta seis cosechas de conidios en una

sola noche si la temperatura es superior a 21°C, antes de que se agote su ciclo de vida (Marinela,

2014).

Esta diversidad morfoldgica y funcional en las estructuras de fructificacion del fitopatogeno
Mycosphaerella demuestra su adaptabilidad y eficacia en la propagacion y colonizacion en las
hojas de las plantas huéspedes, lo que subraya la importancia de su ciclo de vida para su

supervivencia y expansion (Adama, 2023).

2.4.1 Identificacion de la Sigatoka negra

La identificacion de la Sigatoka negra, causada por Mycosphaerella fijiensis, generalmente
se realiza mediante la observacion de los sintomas caracteristicos que afectan a las hojas de las
plantas de banano como son las manchas necroéticas, lesiones en forma de cigarro, decoloracion
y amarillamiento y reduccidén en la produccion de frutas. Sin embargo, para confirmar la
presencia de la enfermedad, es importante realizar andlisis de laboratorio para realizar la
identificacion de este fitopatdogeno. La deteccion temprana y precisa es fundamental para
implementar medidas de manejo y control efectivas que ayuden a limitar la propagacion de la
enfermedad y reducir sus efectos negativos en los cultivos de banano (Bennett & Arneson,

2005).
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En la busqueda constante de estrategias efectivas para detectar y comprender la Sigatoka
Negra, se han llevado a cabo estudios pioneros que utilizan técnicas de biologia molecular como
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional y PCR Tiempo Real (Bennett &
Arneson, 2005). Estas investigaciones han explorado polimorfismos mediante RFLP
(Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion), microsatélites y multiplex,
revelando diferencias sustanciales en la diversidad genética entre especies del mismo género
(Regional de la FAO para América Latina el Caribe, 2001). Este enfoque ha permitido analizar
las poblaciones de Sigatoka Negra en diferentes paises y en areas especificas de cultivo de
banano, proporcionando una comprension mas profunda de la dindmica de la enfermedad y su

relacion con las condiciones climaticas locales (Carlier et al., 1994).

La aplicacion de técnicas como PCR ha demostrado ser altamente sensible, especifica,
reproducible y confiable en la deteccidon-cuantificacion molecular del agente causal de la
Sigatoka Negra (P. fijiensis). En paralelo, otros métodos moleculares, como los protocolos
desarrollados, han permitido la identificacion de las primeras etapas de infeccion mediante
pruebas de enzimas conjugadas inmunoabsorbentes (Molina et al., 2001). Estos avances
representan un paso significativo hacia la mejora de las estrategias de control y gestion de la
Sigatoka Negra, proporcionando herramientas precisas para monitorear y comprender las
variaciones patogénicas de esta enfermedad en distintas condiciones ambientales y geograficas

(Molina et al., 2001).

Por otra parte, en el ensayo de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ha
demostrado ser una técnica inmunoenzimadtica, que desempefia un papel fundamental en la

identificacion y monitoreo precoces de la Sigatoka Negra (Orozco-Santos et al., 1992). Al
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centrarse en la deteccion de proteinas especificas del hongo Pseudocercospora fijiensis, el
ELISA se convierte en una herramienta altamente sensible y especifica que permite la
evaluacion de las primeras etapas de la infeccion, particularmente en hojas jovenes de plantas

de banano (Regional de la FAO para América Latina el Caribe, 2001).

El proceso de ELISA implica la utilizacion de anticuerpos especificos que se unen de manera
selectiva a las proteinas del patogeno. Esta union se detecta a través de la actividad enzimatica,
generando una sefial cuantificable que indica la presencia y la intensidad de la infeccion

(Hernandez et al., 2016).

La versatilidad del ELISA se extiende a la capacidad de procesar un gran niimero de
muestras de manera simultanea, facilitando la deteccion a gran escala en entornos agricolas.
Ademas, su aplicabilidad no se limita inicamente a laboratorios especializados, ya que existen
variantes de ELISA de campo que permiten realizar pruebas directamente en las plantaciones,

agilizando asi el proceso de diagndstico (Bennett & Arneson, 2005).

2.5 Actividad antifungica

La actividad antifungica constituye un campo de estudio crucial en la busqueda de
soluciones efectivas contra las enfermedades causadas por hongos (Grayer & Harborne, 1994).
Este fenomeno se refiere a la habilidad de ciertas sustancias para prevenir el crecimiento de
hongos o incluso inducir su muerte, puesto que, las plantas representan una invaluable fuente
de moléculas bioldgicamente activas, entre las cuales se destacan diversos metabolitos

secundarios con propiedades antifiingicas. Algunos de los compuestos mas reconocidos
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incluyen flavonoides, fenoles, glicdsidos de fenoles, saponinas, entre otros (Grayer &
Harborne, 1994). Los antifingicos, por lo tanto, son agentes terapéuticos disefiados para

combatir estas infecciones fungicas (Garcia, Rivas, & Leones, 2016).

Los antifungicos operan en diferentes niveles dentro de la célula fingica, desencadenando
una serie de eventos que inhiben el crecimiento y la proliferacion de los hongos (Davicino R. ,
y otros, 2007). Uno de los principales blancos de accion es la pared celular, una estructura
esencial para la integridad y resistencia de la célula (Davicino et al., 2007). Los antifungicos
pueden interferir con la sintesis de componentes clave de la pared celular, debilitandola y

volviendo vulnerable al organismo fungico (Gilberto Garcia-Hernandez et al., 2016).

La membrana celular es otro objetivo comun de los antifiingicos, por lo que, estos agentes
pueden afectar la integridad de la membrana, comprometiendo su funcion y provocando la fuga
de componentes esenciales (Gilberto Garcia-Hernandez et al., 2016). Al hacerlo, los
antifingicos interrumpen las funciones celulares basicas y llevan al deterioro general de la

célula fingica (Davicino et al., 2007).

Los antifungicos también desempefian un papel crucial en la agricultura y la proteccion de
cultivos (Davicino et al., 2007). Las infecciones fungicas pueden tener un impacto devastador
en la produccion de alimentos, provocando pérdidas significativas en los rendimientos, es por
eso que, en este contexto, los antifungicos fitofarmacéuticos son empleados para prevenir y

controlar enfermedades fungicas en plantas cultivadas (Gilberto Garcia-Hernandez et al., 2016).
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Los antifungicos agricolas pueden aplicarse de diversas maneras, incluyendo tratamientos
foliares, aplicaciones al suelo o tratamientos de semillas (Ruiz, 2013). Estos agentes ayudan a
proteger las plantas contra patogenos fungicos que podrian afectar su crecimiento, desarrollo y
calidad. Sin embargo, al igual que en el ambito clinico, la resistencia a los antifungicos en los

patogenos agricolas es un desafio emergente que requiere una gestion cuidadosa (Ruiz, 2013).

A pesar de los avances en la investigacion antifungica, persisten desafios significativos
(Centeno & Carrera, 2013). La resistencia a los antifiingicos, tanto en contextos clinicos como
agricolas, destaca la necesidad de estrategias innovadoras (Centeno & Carrera, 2013). La
continua investigacion en la busqueda de nuevos antifingicos, la comprension de los
mecanismos de resistencia y el desarrollo de enfoques terapéuticos mas eficaces son areas

criticas para abordar estos desafios (Ruiz, 2013).

Por otra parte, la consideracion de la seguridad y los posibles efectos secundarios en el uso
de antifungicos, tanto en humanos como en el medio ambiente, subraya la importancia de un
enfoque equilibrado y sostenible en su aplicacion (Ruiz, 2013). Desde su impacto en el
tratamiento de infecciones humanas hasta su papel en la proteccion de cultivos cruciales, estos
agentes juegan un papel esencial en la preservacion de la salud y la seguridad alimentaria (Ruiz,
2013). Sin embargo, la evolucion de la resistencia fingica plantea desafios que deben abordarse
con creatividad y enfoques multidisciplinarios para garantizar el éxito continuo en la gestion de

infecciones fingicas en diversos contextos (Ruiz, 2013).
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2.5.1 Agroquimicos contra la Sigatoka negra

En la region de Centroamérica y el Caribe, asi como en Colombia, Ecuador y México, el
cultivo de banano ha emergido como una agroindustria de suma relevancia, destacandose como
una de las principales fuentes de ingresos y empleo (Adama, 2023). Esta actividad no solo
contribuye significativamente a la economia de estos paises, sino que también desempefia un

papel esencial en el suministro global de alimentos (Baena, 2020).

A pesar de su importancia, la industria bananera se enfrenta a diversos desafios cruciales
que requieren una atencion cuidadosa. Garantizar la seguridad alimentaria a nivel mundial es
uno de los objetivos fundamentales, y para lograrlo, es imperativo abordar los retos especificos

que enfrenta esta industria (Mena & Cough, 2015).

El cultivo y la comercializacién del banano enfrentan desafios como enfermedades de las
plantas, cambio climatico, practicas agricolas sostenibles, y cuestiones relacionadas con la
cadena de suministro. La gestion eficiente de estos desafios no solo asegura la continuidad de
la produccion de banano, sino que también contribuye a mantener la estabilidad econémica y a

preservar los medios de vida de aquellos que dependen de esta industria (Mena & Cough, 2015).

En el control de la Sigatoka negra, se utilizan fungicidas tanto de contacto como sistémicos.
En el caso de México, se han empleado fungicidas como mancozeb, clorotalonil, propiconazol
y tridemorf para el manejo de esta enfermedad, ya que estos fungicidas son aplicados de manera
profilactica o terapéutica, lo que significa que se aplican preventivamente o en respuesta a la

presencia de la enfermedad (Martinez-Bolanos et al., 2012b).
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El uso frecuente de estos fungicidas puede aumentar el riesgo de desarrollo de resistencia en
las poblaciones de Mycosphaerella fijiensis, lo cual representa un desafio significativo para la
industria bananera. La resistencia a los fungicidas puede limitar la eficacia de los programas de
manejo integrado de la enfermedad, lo que a su vez puede resultar en un aumento en las dosis
o frecuencias de aplicacion de los fungicidas, con el consiguiente aumento en los costos

econdmicos y el riesgo ambiental (Martinez-Bolafios et al., 2012b).

2.6 Controles biologicos contra la Sigatoka negra

Los controles bioldgicos contra la Sigatoka negra implican el uso de organismos vivos o
derivados de estos para reducir la poblacion del patogeno o limitar su impacto en los cultivos
del banano. Aunque en comparacion con los fungicidas quimicos, lo controles bioldgicos
pueden ser menos comunes o utilizados en la actualidad, hay algunas estrategias que pueden
ser efectivas contra este fitopatdgeno como es el uso de otros microorganismos antagonistas o
el uso de extractos vegetales y productos naturales con propiedades antifingicas (Esperanza et

al., 2012).

El manejo biologico de la Sigatoka negra presenta desafios significativos debido a diversos
factores. Estos incluyen la agresividad inherente del patdgeno, la naturaleza ciclica de la
enfermedad, la elevada susceptibilidad de los clones utilizados en las plantaciones, la presencia
de plantas en diversos estados de desarrollo simultdneamente y la produccién continua de tejido
propenso a la infeccion, con la generacion de una nueva hoja cada 6 - 10 dias (Esperanza et al.,

2012; Quiroga, 2021).
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Historicamente, el control biologico de la Sigatoka negra ha recibido una atencion limitada.
Esto se debe en parte a la disponibilidad de fungicidas altamente efectivos y al escaso interés
en la exploracion de alternativas, ademas de la falta de respaldo econdmico para la investigacion
en este ambito (Apolo et al., 2021). Sin embargo, el surgimiento de cepas del patdgeno
resistente a fungicidas sistémicos y la creciente necesidad de practicas agricolas mas sostenibles

han generado un renovado interés en el control biologico.

2.6.1 Extractos Vegetales

Los extractos vegetales y productos naturales, como su nombre indica, son derivados
directos de diversas partes de las plantas, tales como frutas, hojas, semillas o raices. (Tecnaal,
2019). Estos compuestos, obtenidos mediante métodos de extraccion que preservan su
naturaleza original, albergan una compleja amalgama de sustancias bioactivas que han

capturado a lo largo del desarrollo natural de la planta (Tecnaal, 2019).

Los extractos vegetales, al ser productos derivados directamente de la naturaleza, presentan
una diversidad de compuestos bioactivos con potencial actividad antifingica (Centeno &
Carrera, 2013). La riqueza bioquimica de los extractos naturales puede ofrecer mecanismos de
accion unicos y especificos contra los hongos patdgenos, sin los riesgos asociados con el uso
indiscriminado de fungicidas quimicos (Centeno & Carrera, 2013). Al considerar el impacto
medioambiental y la resistencia de los patégenos a los tratamientos convencionales, la
investigacion de extractos vegetales se posiciona como una estrategia innovadora y respetuosa

con el entorno agricola (Centeno & Carrera, 2013).
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Estos extractos no solo tienen impacto en la propia planta, manifestindose como
bioestimulantes que favorecen el desarrollo y como agentes de defensa contra factores tanto
bioticos (plagas y enfermedades) como abidticos (heladas, estrés hidrico, etc.) (Morera, 2020).
Entre las numerosas sustancias identificadas en estos extractos, tales como fenoles, alcaloides,
terpenoides y diversos metabolitos secundarios, se ha explorado en profundidad el efecto que
gjercen en las plantas (Morera, 2020). No obstante, el potencial de estas sustancias no deja de
expandirse, ofreciendo un campo fértil para la investigacion y la aplicacion practica en la

agricultura (Morera, 2020).

Los extractos vegetales pueden aplicarse en forma de soluciones acuosas, extractos oleosos
o polvos, y pueden ser empleados solos o en combinacioén con otros productos naturales para
mejorar su eficacia y seguridad en condiciones reales antes de su aplicacion generalizada en el

control de fitopatogenos (Tecnaal, 2019).

2.6.2 Obtencion de Extractos Vegetales

La obtencion de extractos vegetales es un proceso diverso que puede realizarse a partir de
plantas frescas, secas, semi-secas o fermentadas, empleando distintas técnicas seglin las
caracteristicas deseadas del producto final (Dimefar, 2021). Este proceso implica la separacion
de sustancias, resultando en dos componentes principales: el extracto en si y el residuo,

conocido como bagazo (Dimefar, 2021).

Entre los métodos tradicionales se encuentra la siguiente clasificacion, tal como se muestra

en la figura 7.
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METODOS EXTRACTIVOS
| Extraccion Mecanica ’ ’ Destilacion ‘ Extraccion con fluidos Extraccién con solventes‘
l supercriticos |
- Por expresién Continua ‘ Discontinua
- Con calor
- Con incisiones
- Percolacion - M‘acer.a’cién
- Soxhlet - Digestion
- Infusién
- Decoccién

Figura 7. Clasificacion de los métodos de obtencion de extractos vegetales, obtenido de (Kuklinski Kopi,
2003).

e [Extraccion Mecdnica: Se trata de aplicar presion sobre la droga vegetal para extraer un

jugo que contiene los componentes de interés disueltos. También se puede llevar a cabo

mediante cortes que permiten la caida de los fluidos de la planta (Osorio, 2009).

e Destilaciéon: Esta técnica aprovecha la diferente volatilidad de los principios activos de

la planta para separar los componentes volatiles, como los aceites esenciales, de

aquellos menos o nada volatiles (Santana, 2014).

e Extraccion con fluidos supercriticos: Implica colocar material vegetal molido en una

camara de acero inoxidable y hacer circular a través de la muestra un fluido en estado

supercritico (Sanchez Pefia et al., 2014).

e Extraccion con solventes: Consiste en poner la planta en contacto con uno o mas

solventes capaces de disolver los principios activos, permitiendo su separacion (Pérez,

2009).
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Extraccion Continua o Progresiva: En este método, el solvente se renueva o recircula y
acttia sobre la planta en una tnica direccion. La percolacidon es una técnica que consiste
en que el liquido solvente (ya sea alcohol puro o una mezcla hidroalcohoélica) pasa a
través de la droga pulverizada en una sola direccion, donde la droga se impregna con
nuevas porciones del solvente y libera todos sus componentes solubles, la repercolacion
se centra en el proceso de volver a pasar el mismo solvente a través del material vegetal
de manera repetida o continua. Y por ultimo el método soxhlet es una técnica que se
enfoca en la extraccion solido-liquido utilizando un dispositivo Soxhlet cuya funcion
principal es recircular los vapores condensados. que entran en esta categoria (Sharapin,

2000)

Extraccion Discontinua o Simultdnea: Son la forma mas comiUn de obtener extractos

vegetales mediante el uso de solventes, que pueden ser agua, mezclas hidroalcoholicas,
glicoles o disolventes orgédnicos. La maceracion, un proceso donde la planta molida
reposa en contacto con el solvente a temperatura ambiente durante tres a diez dias, es
una técnica ampliamente utilizada. Una variante es la digestion, que implica el reposo a
una temperatura superior (Conjunto Lar, 2022). La infusién, conocida por muchos, se
logra al hervir el solvente y sumergir la planta, seguido de un enfriamiento a temperatura
ambiente (Conjunto Lar, 2022). Por otra parte, en la digestion, se emplea en ciertas
plantas que contienen principios activos dificiles de extraer, ya sea porque se encuentran

en las partes lefiosas de la planta o porque necesitan un tratamiento prolongado de calor.

Tanto la infusion como la decoccion utilizan el agua como solvente. En el caso de la
decoccion, se cubre la materia prima con el solvente y se lleva a ebullicion durante unos

15 o 30 minutos, seguido de un proceso de filtrado (Conjunto Lar, 2022).
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Esta variedad de métodos no solo refleja la diversidad de las plantas y sus componentes,
sino que también resalta la importancia de elegir la técnica mas adecuada para obtener extractos

con propiedades especificas y aplicaciones particulares (Conjunto Lar, 2022).
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CAPITULO IIL.
MATERIALES Y METODOS

3.1 Metodologia de la investigacion

En el presente trabajo se llevé a cabo con un enfoque descriptivo y experimental, de forma
que se analiz6 el extracto etandlico de la especie vegetal Heliotrpium indicum, de forma que se
identificaron los metabolitos secundarios presentes en tallos, hojas y ramas, y estos resultados
se correlacionan con la capacidad que poseen estos extractos de inhibir el crecimiento del
fitopatogeno Mycosphaerella fijiensis, para establecer si los metabolitos secundarios presentes
poseen propiedades antimicrobianas que puedan tener alto potencial de aplicaciones a nivel

biotecnologico de los extractos estudiados.

3.2 Variables

En el marco de la investigacion, se identifican dos variables fundamentales que
proporcionaron datos cualitativos, los cuales permitiran una mayor comprension en relacion

con la especie vegetal recolectada.

3.2.1 Variable Dependiente

Se midi6 la presencia y cantidad de compuestos bioactivos en la especie vegetal. Esta
variable estd estrechamente relacionada con los resultados del tamizaje fitoquimico, ya que se

hace referencia a la presencia o ausencia de ciertos compuesto en el extracto vegetal.
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Del mismo modo la evaluacion antifungica del extracto vegetal se llevd a cabo en funcién
de las propiedades inhibitorias a partir de la extraccion etandlica de la especie vegetal,

observando como esta variable cambia o se presenta en relacion con el andlisis de la muestra.

3.2.2 Variable Independiente

El proceso de recoleccion de la especie vegetal se desarrollé como variable independiente
en virtud de que se manipuld el espécimen por medio de la herborizacion y el tamizaje
fitoquimico para poder evaluar su efecto antifungico. Con respecto al extracto utilizado se eligié
el etanol como parte del proceso de extraccion de los metabolitos secundarios, para

posteriormente realizar el tamizaje.

3.3 Recoleccion de datos

La recoleccion de datos en este estudio abarco desde la investigacion del estado del arte,
donde se consulto informacion bibliografica de articulos y publicaciones cientificas del drea de
estudio, asi como también informacidon obtenida de repositorios, herbarios, bases de datos e
investigaciones previas. Se recopilaron datos correspondientes al resultado de la
experimentacion in situ en la obtencién de muestras de la especie vegetal y del fitopatogeno,
ademas de los analisis fitoquimicos y antifungicos registrados con cadmara fotografica, bitacora
para registrar resultados obtenidos y el uso de computador para la redaccion del manuscrito del

trabajo final de grado.
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3.4 Protocolos

3.4.1 Recoleccion y Herborizacion de la Especie Vegetal

Se realiz6 la recoleccion de la especie vegetal en su hébitat natural, el sitio de recoleccion
corresponde al Campus Maria Auxiliadora de la Universidad Politécnica Salesiana, Km 19 de
via a la costa, en la ciudad de Guayaquil — Ecuador, en las coordenadas 2°11°47.4>’S

80°02°36.1W., como se indic¢ en la figura 1.

La recoleccion se llevé a cabo en dos fases, en la primera fase se recolectaron tres muestras,
en las cuales se podian visualizar las caracteristicas morfoldgicas de sus hojas, organizacion,
estructura, y se procedio a herborizar cada una de las muestras, con la finalidad de estudiar sus
estructuras y realizar una comparacion bibliografica con muestras presentes en repositorios
digitales de herbarios a nivel internacional para realizar una identificacion adecuada de la
especie. Durante la segunda fase se obtuvieron seis muestras de las hojas, tallos, ramas de la
especie, destinadas a la obtencion de extractos etanolicos para su posterior estudio fitoquimico

y antifingico.

Una vez recolectada la especie vegetal, tal como se muestra en la figura 8, se procedié con
su identificacion, para lo cual se utiliz6 la aplicacion Plantnet la cual confirmé que la muestra
recolectada si pertenece a la especie vegetal Heliotropium indicum (Cola de alacran), asi como
se evidencia en la figura 9. Posteriormente se procedid con el desecado de la especie vegetal,
para lo cual se utilizé varios pliegos de papel periddico, sobre los cuales se coloco la planta
entera y se la cubri6 con otro pliego de periddicos. Una vez cubierta la planta se ejercié presion

sobre ella durante 24 horas utilizando una tabla de madera; para lo cual se utilizd6 como apoyo
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bibliografico el libro “Botdnica, morfologia, taxonomia y fitogeografia” el cual ayudd a

corroborar la especie vegetal recolectada (Troiani et al., 2017).

Figura 8. Especie vegetal recolectada, imagen tomada por Erazo, Vivian.

Heliotropium indicum L.
Alacrancillo Boraginaceae

4.61%

S Comparar fotos @ Es la especie correcta

Figura 9. Verificacion de la especie vegetal recolectada, obtenido de Plantnet.

Pasadas las 24 horas, una vez que el espécimen esta totalmente seco, se fijo la planta sobre
una cartulina tamafio A3, este procedimiento se realiza empleando trozos pequefios de cinta
adhesiva o hilo junto con una aguja para garantizar la fijacion. Las partes grandes de la planta,
como las semillas de frutos secos, los conos, etc., se secan sin aplicar presion y se disponen en

sobres pequefios denominados paquetes de fragmentos.
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Para preservar de manera Optima los especimenes montados, se almacenaron a una
temperatura controlada de 20°C con el fin de evitar la proliferacion de hongos, la degradacion
de la planta y prevenir la presencia de insectos. Ademas, se distribuyeron esferas de naftalina

dentro de los archivadores metalicos.

Por ultimo, una vez que planta ya estd totalmente fijada en la cartulina A3 se realizo el
proceso de etiquetado de sus partes, se coloco una etiqueta en sus raices, tallo, hojas y flor; para
posteriormente realizar el cuadro de su taxonomia y demés informacion de interés de la especie

vegetal, tal como se observa en la figura 10.

Figura 10. Herbario de la especie vegetal recolectada, hecho por Erazo, Vivian.
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3.4.2 Limpieza y desinfeccion

En el laboratorio se procedi6 con la limpieza del material vegetal recolectado, se realizé un
lavado inicial con 5 litros de agua destilada, para poder desinfectar de cualquier impureza las

muestras vegetales.

3.4.3 Protocolo para la Obtencion de Extractos Etandlicos

Una vez obtenido el material vegetal limpio, se coloco papel periddico para que se secaran
a temperatura ambiente en el laboratorio, luego de eso se realizo la separacion de cada parte de
la planta, en bolsas de papel, se colocaron etiquetas de las hojas, tallos y ramas. Como siguiente
paso se depositd las muestras en la estufa (Thermo Scientific, modelo: Heratherm, 230 VCA,
50/60 Hz) a una temperatura de 40°C durante 72 horas, durante este proceso se priorizd un

secado completo de todas las muestras vegetales.

Posteriormente se continu6 con la trituracion utilizando un mortero, y una vez terminado, se
peso el material triturado y se obtuvo 25 gramos de cada una de las partes (hojas, tallos y ramas)
pulverizadas, dando como resultado una muestra homogénea, con la cual se trabajo en la
elaboracion de los extractos etanolicos correspondientes procurando un Optimo nivel de

rendimiento en los andlisis fitoquimicos y antifungicos.

Las muestras pulverizadas fueron sometidas a extraccion mediante el método de maceracion
en frio durante 3 horas utilizando tres agitadores de placas calefactoras (Thermo Scientific,

modelo: Cimarec+), para lo cual se utilizaron tres vasos de precipitacion de 250 ml colocando
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por separado cada muestra vegetal obtenida; luego se utiliz6 150 ml de etanol al 80% como
disolvente (Cervantes et al., 2020). Los extractos resultantes fueron filtrados mediante papel
Whatman n.°1, los cuales fueron depositados dentro de frascos &mbar de 250 ml los cuales
fueron respectivamente rotulados; y estos fueron almacenados en una refrigeradora a 4°C

durante 24 horas.

Luego, se procedi6 a secar los extractos utilizando un rotavapor (Heidolph, modelo: Hei-
VAP Core) bajo condiciones de vacio y a una temperatura de 40 °C, con una rotaciéon de 110
rpm y la presion de vapor en 175 mbar (Quiroga, 2021). Se dejo cada extracto durante 30
minutos cada uno, posteriormente luego de evaporarse se disolvidé con 10 ml de etanol al 80%
para poder obtener los extractos finales de las hojas, tallos y ramas. Estos extractos obtenidos
se almacenaron en frascos &mbar de 250 ml dentro de la refrigeradora a una temperatura de 4

°C hasta su utilizacién posterior en los anélisis fitoquimicos (Gepp, 2009).

Como se observa en la figura 11, este es el esquema metodologico que se utilizé para poder
obtener los extractos etanolicos de diferentes partes de esta especie vegetal que se propuso

analizar y en la tabla 3 se mencionan los materiales, equipos y reactivos.
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Figura 11. Esquema metodologico sobre obtencion de extractos etandlicos y evaluacion fitoquimica. Creado
en Biorender, por Erazo, Vivian.
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Tabla 3.
Materiales y Equipos
Materiales Equipos Reactivos
Material vegetal Heliotropium | Estufa Agua destilada
indicum (75gr — 100gr) Plancha calentadora Agua tipo 1
Vasos de precipitacion (50, 100 | Rotavapor Jabon neutro

y 250 ml)

Matraces Elenmeyer (50, 100 y
250 ml)

Probeta (10, 1000 ml)

Mortero

Gradilla para tubos de ensayo
Tubos de ensayo 10 ml (200
tubos)

Filtros Whatman No. 1

Frascos ambar

Agitador magnético

Agitador de vidrio

Parafilm

Embudo

Papel aluminio

Papel absorbente

Papel periodico

Pipetas y puntas (100ul, 200 ul,
1000ul)

Cinta de magnesio

15 cepas de Mycosphaerella
fijiensis (Aislado de Musa spp.)
15 cajas Petri de vidrio

25 cajas Petri de plastico

1 contenedor de pléstico
Cristalizadores grandes

Pliego de papel filtro

Mechero

Bisturis y pinzas estériles
Frasco hueco 250 ml
Recolector de iman

40 gr medio de cultivo: Agar
desxtrosa sabouraud (ADS)
Tubo falcon (50 ml)

Balanza analitica
Refrigeradora
Autoclave

Cémara de flujo laminar
Incubadora
Microscopio optico 40X

Etanol al 80%
Reactivo mayer
Reactivo de dragendorf
Reactivo de Wagner
Reactivo de hager
Reactivo de Fehling
Reactivo benedict
Reactivo de biuret
Acido clorhidrico
Acido sulfrico
Acido pirico
Cloroformo

Agua estéril

Etanol al 70%

Hipoclorito de sodio al 1%

Nota: Elaborado por Erazo, Vivian.
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3.4.4 Protocolo del Tamizaje Fitoquimico

Se utilizaron metodologias para poder obtener resultados cualitativos, los cuales
demostraron si hubo presencia de diferentes metabolitos secundarios en: abundancia (+++),
moderado (++), leve (+) o ausencia (-), se realizaron las pruebas de: Alcaloides con sus test de
Mayer, Dragendorft, Hager y Wagner; Saponinas con su test del Peroxido; Flavonoides con sus
test de Shinoda y Acido Sulfurico; Cumarinas con su test de Hidroxido de potasio;
Carbohidratos y su test de Bennedict y por ultimo la prueba de Proteinas con su test de
Terpenoides. En cada test se realiz6 un duplicado de cada extracto vegetal para evaluar su
efectividad y de este modo se observaron cambios en el extracto y se pudo comprender mejor

la composicion del extracto etandlico cola de alacran (Morales Romero et al., 2011).

e Prueba de alcaloides: Se incorporé tres gotas de acido sulfurico concentrado, seguido

de un calentamiento en un bafo termostatico durante un periodo de 3 minutos. Este

procedimiento inicial es esencial para activar las reacciones pertinentes antes de llevar

a cabo las pruebas presuntivas, asegurando asi condiciones dptimas para la deteccion y
analisis de las sustancias de interés (Salcedo-Pérez et al., 2014).

o Test de Mayer

En la realizacién de la prueba, se dispuso de dos tubos de ensayo de 10 ml

donde se combinan tres gotas del extracto vegetal, y tres gotas del reactivo

Mayer (Aronés-Jara et al., 2022a). La interpretacion del resultado se establece

considerando la formacion de un precipitado turbio, y este serd reportado como

positivo (Cruz-Sosa et al., 2019).
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o Test de Dragendorff

Se introdujo en dos tubos de ensayo de 10 ml tres gotas del extracto y tres
gotas del reactivo, se reportard como positivo cuando se forme un precipitado

de color naranja (Cruz-Sosa et al., 2019).

Test de Hager

Se afiadid en dos tubos de ensayo de 10 ml tres gotas del extracto y tres gotas
del reactivo. Se reportara como positivo cuando se forme un precipitado amorfo
por mezclarse con la solucion de alcaloides en acido diluido (Manzo Sénchez et

al., 2001).

Test de Wagner

El procedimiento consiste en depositar tres gotas del extracto y tres gotas del
reactivo en dos tubos de ensayo de 10 ml. Se reportard como positivo cuando se
forme un precipitado floculento color marrén por mezclarse con solucion de

alcaloides en 4cido diluido se considera positiva (Aronés-Jara et al., 2022b).

Prueba de saponinas:

o Test de Peroxido

En dos tubos de ensayo de 10 ml, se agregaron 3 gotas del extracto con 2 gotas
de peroxido de hidrogeno. Luego se agitd constantemente mientras se calentaba
a 40 °C. Posteriormente se valor6 la presencia de saponinas y su concentracion

de acuerdo con la aparicién de espuma (Foy Valencia et al., 2005).
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e Prueba de flavonoides:

o Test de Shinoda

En dos tubos de ensayo de 10 ml, se agrego tres gotas del extracto, dos cm de
cinta de magnesio y 4 gotas de acido clorhidrico concentrado (Cruz-Sosa et al.,
2019). Se realizd este procedimiento en una campana de extraccion (Aronés-
Jara et al., 2022a). La clasificacion del metabolito secundario se determind por
la coloracion de la reaccion, como se indica en la tabla 4.

Tabla 4.

Clasificacion del metabolito secundario

Flavonoides Rx coloracion
Flavonas Naranja
Flavonoides Rojo
Flavonoles Rojo azulado
Flavononas Verde
Flavononoles Verde azulado
Xantanos Violeta

Nota: Elaborado por Erazo, Vivian.

Test de Acido Sulfurico

Se coloco en dos tubos de ensayo de 10 ml, 3 gotas de extracto y 3 gotas de
acido sulfurico grado reactivo (concentracion > 98%) (Salcedo-Pérez et al.,
2014). Se identifico el tipo de metabolito secundario seglin la coloracion de la

reaccion de acuerdo con la siguiente tabla 5.
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Tabla S.

Clasificacion del metabolito secundario

Flavonoides Rx coloracion
Chalconas Rojo azulado
Auronas Rojo-guinda
Flavonas Amarillo intenso
Flavononas Naranja o guinda
Flavonoles Amarillo intenso

Nota: Elaborado por Erazo, Vivian.

e Prueba de Cumarinas:

o Prueba de Hidroxido de potasio (KOH)

En dos tubos de ensayo de 10 ml se agregd 3 gotas del extracto y 3 gotas del
KOH al 5% (Aronés-Jara et al., 2022b). La presencia de cumarinas se identifica

mediante el cambio de color de fuerte a tenue de rojo a amarillo.

e Prueba de Carbohidratos:

o Test de Benedict (Vijava)

Se tom6 2 ml del extracto vegetal y se mezcld con 0.5 ml del reactivo, se calento
en un bafio de agua hasta alcanzar el punto de ebullicién durante 2 minutos
(Aronés-Jara et al., 2022b). La presencia de un precipitado de color distinto

confirma la existencia de azicar.
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e Prueba de Proteinas:

o Test de Terpenoides

Se mezclo 1 ml de extracto con una soluciéon compuesta por 1.5 ml de acido
sulfurico fuerte y 1 ml de cloroformo (Salcedo-Pérez et al., 2014). La existencia

de terpenoides fue sugerida por el tinte rojizo-marron.

3.4.5 Prueba de Inhibicion (Difusion en Agar)

Para el aislamiento de M. fijiensis, se colecto material vegetal en una hacienda bananera
localizada en la ciudad de Milagro, en la provincia del Guayas — Ecuador, tal como se observa
en la figura 12. Se recolectaron muestras de tejido vegetal que exhibian sintomas de la
enfermedad conocida como Sigatoka Negra en sus fases 5 y 6, tal como se puede ver en la
figura 13 (Quiroga, 2021). De cada grupo de 10 plantas, se seleccionaron aproximadamente
muestras de 10 centimetros del tercio medio de la octava hoja, contando desde la parte superior
hacia abajo, considerando la primera hoja como la hoja principal (Gepp, 2009). Estas muestras
fueron cuidadosamente empaquetadas en bolsas plasticas dobles estériles, posteriormente
selladas y colocadas dentro de bolsas de papel, las cuales fueron debidamente etiquetadas y

transportadas al laboratorio para su posterior aislamiento (Guerrero-Rodriguez et al., 2007).



53

Tienda Antonella &
/

<}

.,

L* " Finca Organica San José
Mini Market Dofia Eve_#% 8 @

Figura 12. Localizacion satelital de la hacienda de banano, Finca Organica San José, ubicada en Milagro,
obtenida de Google Maps, coordenadas 2,13391° S, 79,48328° O.

Figura 13. Estadios de la Sigatoka negra, obtenida de (Carrion, 2020)

Se inicid desinfectando el area de trabajo con alcohol al 70%, luego se procedi6 a desinfectar
un contenedor plastico de 2.8 litros con hipoclorito de sodio al 10% y con alcohol al 70%.

Posteriormente se utilizd la cdmara de flujo laminar (Thermo Scientific, modelo: 1300 SERIES
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A2) con rayos UV (ultravioleta) para esterilizar por completo el contenedor plastico durante 15
min. Una vez desinfectado el contenedor pléstico, se procedié a desinfectar 4 toallas de papel
siguiendo el mismo procedimiento de la cadmara de flujo laminar. Después de que se
desinfectaron los materiales, se colocaron las toallas de papel dentro del contenedor de plastico,
mientras que, se autoclavaban cuatro cajas petri de vidrio, una tijera quirirgica, dos pinzas y un
mango del bisturi, durante 1 hora. Luego se colocaron 2 mecheros alrededor del contenedor
plastico, mientras se cortaban diez pedazos en forma de ovalo de las hojas de banano con el
fitopatogeno presente. Se colocaron los trozos dentro de las cajas petri las cuales fueron
distribuidas a su vez dentro del contenedor de plastico en el cual se humedecio las toallas de
papel con 150 ml de agua estéril y asi mismo se afadieron 3 gotas en cada caja petri sin mojar

los pedazos de hojas con el fitopatdogeno presente.

Las muestras se mantuvieron almacenadas dentro de la camara htimeda, la cual fue sellada,
envuelta con papel aluminio y debidamente etiquetada, para que posteriormente esta se
introdujera dentro de la incubadora (memmert, modelo: IPP 55) a una temperatura de 27 °C
durante un periodo de 24 horas. Luego, se verifico la presencia de crecimiento micelial en las
muestras de hojas de banano mediante la observacion bajo un microscopio 6ptico (BOECO
Germany, modelo: BM - 300) con un aumento de 40X. Se examinaron fragmentos de hojas de

7 x 7 centimetros en etapa 6 de Sigatoka negra observando la superficie adaxial (Quiroga,

2021).

Aquellas muestras en las cuales hubo presencia de peritecios fueron sometidas a un proceso
de lavado con agua corriente durante 1 minuto (Gepp, 2009). Después, los fragmentos de hojas

se sumergieron en agua estéril durante 20 minutos y se dejaron escurrir sobre papel filtro estéril
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para eliminar el exceso de agua (Pefiuelas-Rubio et al., 2015). Posteriormente, se realizo el
proceso de desinfeccion con una solucion de etanol al 70% e hipoclorito de sodio al 1% durante
8 minutos; para poder calcular la proporcion del hipoclorito de sodio del 10% al 1% se utilizd
la siguiente ecuacion:

Formula
C1xV1=C2xV2

Datos:
C1 = 10% (Hipoclorito de sodio)
V1 =?
C2 = 1% (Volumen de la solucion a preparar)
V2 =100ml
Resolucion:

(10%) x V1 = (1)(100)

1x100
1=

10 =10ml

Luego se utiliz6 un matraz aforado de 100 ml en el cual se verti6 los 10 ml de hipoclorito
de sodio que estaba en la probeta y el resto fue de agua destilada hasta la linea indicada en el
matraz aforado. Después, los fragmentos de hojas se colocaron en las cajas petri de vidrio
previamente esterilizadas y selladas con parafilm con su respectiva etiqueta e incubadas a una

temperatura promedio de 27 °C durante 72 horas (Gepp, 2009).

Transcurrido el tiempo de incubacion las cajas petri fueron llevados a una camara de flujo
laminar (BIOBASE, modelo: BBS — H1800) y se tomaron un fragmento de hoja de 1 ¢cm? de
tamano, luego se sumergid en agua estéril (Cervantes et al., 2020). Con ayuda de un bisturi, una
tijera quirirgica y pinzas esterilizadas se procedié a sembrar los fragmentos de hojas en un
medio de cultivo de Agar Dextrosa Sabouraud (SDA), el cual fue previamente esterilizado

durante 30 minutos a una presion de 15 Ib pulg—2 en el autoclave (HYSC, modelo: Serie AC -
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60) y se incubo por 7 dias a una temperatura de 27 °C, asi como se puede observar en la figura
14. Las colonias fueron caracterizadas segun su morfologia macroscopica y microscopica
siguiendo los criterios de las claves dicotdmicas propuestas por (Gepp, 2009), para lo cual

también se puede observar todo el procedimiento en la figura 15.

N

Figura 14. Incubacion del fitopatogeno. (a) Proceso de corte de 1 cm de hoja con el fitopatogeno, (b) Siembra
del fitopatogeno, (c) Fitopatogeno sembrado en el medio SDA, elaborado por, Erazo, Vivian

3.4.6 Evaluacion in vitro de los extractos vegetales contra la Sigatoka Negra

La valoracion de la capacidad inhibitoria del fitopatogeno por parte de los extractos
vegetales se llevd a cabo utilizando la técnica del medio envenenado (Pefiuelas-Rubio et al.,
2015). Se procedid con la preparacion del medio SDA, tal como se lo realizd anteriormente,
como segundo paso, se combind 1 ml de cada extracto vegetal (hoja, rama o tallo) en doce tubos
falcon de 50 ml con 14 ml de medio SDA, se realizé tres réplicas de cada extracto, como tercer
paso, se distribuyeron como medio de control, 15 ml de SDA sin extracto vegetal en tres placas

petri con un diametro de 9 cm (Gepp, 2009).
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Posteriormente, se inocul6 la cepa de M. fijiensis previamente aislada mediante una puncion
en el centro de las cajas de petri. Estas se incubaron a una temperatura promedio de 27 °C, y se
registro el crecimiento micelial cada 24 horas hasta que las placas petri de control estuvieran

completamente cubiertas por el fitopatdgeno M. fijiensis (Pefiuelas-Rubio et al., 2015).
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Figura 15. Esquema metodologico sobre la difusion en Agary la evaluacion in vitro. Creado en Biorender, por
Erazo, Vivian.
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CAPITULO IV.
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Identificacion de la especie vegetal

Como primer resultado analizado se obtuvo la confirmacion y verificacion de que la especie
vegetal recolectada sea sin lugar a dudas la planta Heliotropium indicum (cola de alacran), para
lo cual se realiz6 la herborizacién de la especie vegetal y también se tomd fotografias del
espécimen, las cudles fueron subidas a una programa de identificacién de especies vegetales,
en este caso se utilizo el programa Plantnet; se realizd su herborizaron con la finalidad de
realizar una descripcion morfoldgica de sus hojas y la identificacion de la especie a partir de

una revision bibliografica de los repositorios de Herbarios internacionales.

4.1.1 Descripcion morfologica de la planta Heliotropium indicum

Debido a su naturaleza de planta arvense, tiende a prosperar en areas con suelos perturbados,
como terrenos baldios, bordes de carreteras, campos agricolas abandonados y areas urbanas
degradadas. Se clasifica taxondémicamente en la division Magnoliophyta, la clase
Magnoliopsida y la familia Boraginaceae. Esta especie es originaria de Asia, pero tiene una
distribucion pantropical, lo que significa que se encuentra en diversas regiones tropicales

alrededor del mundo (lupafilotaxia, 2019).
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Figura 16. Recoleccion de Heliotropium indicum en una zona pantropical. Tomada, por Erazo, Vivian.

Esta planta se caracteriza por tener un héabito de crecimiento herbaceo, con tallos y hojas
verdes, y ocasionalmente puede tener pequefias flores blancas o moradas. Las hojas son
lanceoladas o elipticas, alternas y cubiertas de pelos cortos. Las flores son pequenas y estan
dispuestas en racimos terminales. Una caracteristica distintiva del Heliotropium indicum es su

inflorescencia en forma de espiral, lo que le otorga una apariencia unica (Troiani et al., 2017).

Ademas, el Heliotropium indicum tiene propiedades medicinales y ha sido utilizado en la
medicina tradicional para tratar una variedad de dolencias, desde enfermedades de la piel hasta
problemas respiratorios. Su nombre comun, "cola de alacran", puede deberse a la forma curvada
de sus inflorescencias, que recuerdan la cola de un escorpion. Esta planta es facilmente
reconocible por su habito de crecimiento, la disposicion de sus hojas y flores (iNaturalist

Ecuador, 2024).



61

4.2 Tamizaje fitoquimico

Se desarrollaron pruebas de tamizaje fitoquimico en el extracto etandlico al 80% y se
procedié a analizar si estaban presentes alcaloides, saponinas, flavonoides cumarinas,
carbohidratos y proteinas, tal como se indica en las tablas (5 - 10), para lo cual se evalu¢ la
presencia del metabolito, utilizando la siguiente simbologia: ausencia (—), presencia leve (+),

presencia moderada (++) y presencia abundante (+++).

Tabla 5.
Resultados del tamizaje fitoquimico del metabolito alcaloide realizado al EE de la hoja,

rama y tallo de Heliotropium indicum

Tamizaje Metabolito a (EE) Extracto etanoélico al 80%
fitoquimico analizar Hoja Rama Tallo
Dragendorf | Alcaloides — — —
Hager Alcaloides +++ + +
Wagner Alcaloides +++ ++ +
Mayer Alcaloides ++ + —

Nota: Elaborado por Erazo, Vivian.

Segun el metabolito utilizado, se observd una ausencia (—) total de alcaloides segtn el
método de Dragendorf en todas las partes de la planta, incluyendo hojas, ramas y tallos, como
se observa en la tabla 5; esto debido a que en un estudio realizado por (Guerrero, 2014) se
concluyd que la baja presencia de alcaloides podria tener implicaciones tanto en términos de
defensa contra herbivoros como en su interaccién con otros organismos. Sin embargo, los
métodos de deteccion de Hager, Wagner y Mayer mostraron resultados diferentes. El método
de Hager revel6 la presencia de alcaloides en todas las partes de la planta, con una mayor

abundancia (+++) en las hojas seguidas de las ramas y los tallos que mostraron una presencia
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leve (+). De manera similar, el método de Wagner detect6 alcaloides en las tres partes de la
planta, con una concentracion abundante (+++) en hojas, mientras que en las ramas se dio una
presencia moderada (++), en comparacion con los tallos que fue leve (+). Por otro lado, el
método de Mayer se encontr6 alcaloides en las hojas con una presencia moderada (++) y en las
ramas con una presencia leve (+), pero no en los tallos ya que mostraron ausencia (—), tal como

se puede observar en la figura 17.

DL
%

0
2

Figura 17. Resultados del alcaloide, tomada por Erazo, Vivian.
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Tabla 6.
Resultados del tamizaje fitoquimico del metabolito saponina realizado al EE de la hoja,

rama y tallo de Heliotropium indicum

Metabolito a (EE) Extracto etanolico al 80%
analizar Hoja Rama Tallo
Peroxido de Hidrogeno (H202) | Saponinas — — —
Nota: Elaborado por Erazo, Vivian.

Tamizaje fitoquimico

En el ensayo de saponinas (tabla 6) se observo una ausencia (—) total de saponinas segun el
método de Peroxido de Hidrogeno (H20:2) en todas las partes de la planta, tal como se puede
observar en la figura 18. Lo cual sugiere que, esta prueba analizada en este metabolito no esta
presente en concentraciones significativas en la planta, tal como se menciona en el n el estudio
de tamizaje fitoquimico preliminar de especies de plantas promisorias de la costa atlantica
colombiana, en ese estudio se destaca que se realizaron pruebas para la determinacion de
saponinas en los extractos etanolicos de las plantas estudiadas, pero el analisis fitoquimico del

extracto etanolico de Heliotropium indicum en relacidon con las saponinas revela ausencia total

en todas las partes de la planta (Gomez-Estrada et al., 2011).

o
“ o

Figura 18. Resultados de saponinas, tomada por Erazo, Vivian.
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Tabla 7.
Resultados del tamizaje fitoquimico del metabolito flavonoide realizado al EE de la hoja,

rama y tallo de Heliotropium indicum

Tamizaje Metabolito a (EE) Extracto etanolico al 80%
fitoquimico analizar Hoja Rama Tallo
Shinoda Flavonoides Flavonas | Flavonas | Flavonas
Ac. Sulfarico | Flavonoides Chalconas - Aurona

Nota: Elaborado por Erazo, Vivian.

La tabla 7 muestra una variabilidad en la presencia de flavonoides entre las diferentes partes
de la planta y los métodos de deteccion utilizados. Las flavonas fueron detectadas
consistentemente en hojas, ramas y tallos segiun el método de Shinoda, lo que sugiere una
presencia abundante de este tipo particular de flavonoides en toda la planta, dandole una
tonalidad de color naranja. Sin embargo, la presencia de chalconas y auronas, detectadas
mediante el método de Acido Sulfiirico, varia entre las partes de la planta teniendo una ausencia
(—) en rama, siendo mas predominante en las hojas y los tallos, con una tonalidad rojo-azulado

y rojo-guinda respectivamente, tal como se puede observar en la figura 19.

{
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Figura 19. Resultados de flavonoides, tomada por Erazo, Vivian.
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Asi mismo en un estudio realizado por (Goémez-Estrada et al., 2011), se destaca que, se
identificaron compuestos cardiotonicos, flavonoides y derivados antracénicos en las distintas
partes de la planta, con una distribucion diferencial entre hojas, ramas y tallos, por otra parte,
la presencia de flavonoides fue abundante debido a sus propiedades antioxidantes,

antiinflamatorias y posiblemente antimicrobianas.

Por lo tanto, la distribucion diferencial de estos metabolitos secundarios entre las partes de
la planta sugiere una posible adaptacion funcional a las necesidades especificas de cada tejido.
Por ejemplo, la presencia de compuestos cardiotonicos en todas las partes de la planta podria
indicar una funcién sistémica, mientras que la concentracion de flavonoides y derivados
antracénicos podria estar relacionada con la proteccion contra el estrés oxidativo y la actividad
antimicrobiana en las hojas, donde es més probable que ocurran interacciones con patégenos

(Gomez-Estrada et al., 2011).

Tabla 8.
Resultados del tamizaje fitoquimico del metabolito cumarina realizado al EE de la hoja,

rama y tallo de Heliotropium indicum

Metabolito a (EE) Extracto etanolico al 80%
analizar Hoja Rama Tallo
Hidréxido de Potasio (KOH) Cumarinas — — +

Nota: Elaborado por Erazo, Vivian.

Tamizaje fitoquimico

Los resultados de la tabla 8 indican que no se detectaron cumarinas en las hojas ni en las
ramas de Heliotropium indicum, ya que presentaron una ausencia total (—). Sin embargo, se

observa la presencia leve (+) de cumarinas en los tallos.
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Este resultado sugiere una distribucion diferencial de cumarinas dentro de la planta, mientras
que las hojas y las ramas no muestran la presencia de cumarinas, los tallos si contienen este tipo
de compuestos. Esta distribucion selectiva puede tener implicaciones en la actividad bioldgica
y la funcién fisiologica de la planta, como se observa en la figura 20. Las cumarinas son
metabolitos secundarios que pueden tener diversas funciones en las plantas, como defensa
contra herbivoros, proteccién contra patdogenos o interacciones con otros organismos del

ecosistema.

Figura 20. Resultados de Cumarinas, tomada por Erazo, Vivian.

Tabla 9.
Resultados del tamizaje fitoquimico del metabolito carbohidrato realizado al EE de la hoja,

rama y tallo de Heliotropium indicum

Tamizaje Metabolito a (EE) Extracto etanolico al 80%
fitoquimico analizar Hoja Rama Tallo
Benedict Carbohidratos — +++ + +

Nota: Elaborado por Erazo, Vivian.

Los resultados de la prueba de carbohidratos (tabla 9) indican una distribucion diferencial

de carbohidratos dentro de la planta, con una concentracién moderada (++) de estos compuestos
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en los tallos en comparacion con las ramas que se dio una presencia abundante (+++), y una
ausencia (—) notable en las hojas. La variacion en la concentracion de carbohidratos entre las

partes de la planta puede reflejar diferencias en la funcion fisioldgica y metabolica de cada

tejido, como se observa en la figura 21.

i

Figur 21. Resuliﬁdos de carbohidratos, tomada por Erazo, Vivian.

Tabla 10.
Resultados del tamizaje fitoquimico del metabolito proteina realizado al EE de la hoja, rama

y tallo de Heliotropium indicum

Tamizaje Metabolito a (EE) Extracto etanolico al 80%
fitoquimico analizar Hoja Rama Tallo
Terpenoides Proteinas + + + ++

Nota: Elaborado por Erazo, Vivian.

La concentracion mas alta de estos metabolitos se dio en los tallos y ramas con una presencia
moderada (++) en comparacion con las hojas que reflejo una presencia leve (+), lo cual puede
indicar una mayor actividad metabolica y biosintética en estas estructuras de la planta,

detallados en la tabla 10 Los terpenoides son compuestos organicos que desempefian diversas
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funciones en las plantas, incluyendo la defensa contra herbivoros y patoégenos, asi como la

atraccion de polinizadores, tal como se observa en la figura 22.

b

Figura 22. Resultados de proteinas, tomada por Erazo, Vivian.

4.3 Identificacion del fitopatogeno (Mycosphaerella fijiensis)

Para su identificacion morfologica y microscopica se consultd a (Alarcon, 2018), el cual
describe que, morfoldgicamente, su micelio se compone de hifas filamentosas con septos, por
otra parte, los conididforos, estructuras de reproduccion, son cilindricos o ligeramente
curvados, emergiendo del tejido infectado y portando conidias esféricas a ovaladas en cadenas.
Estas conidias son transparentes y constituyen el principal medio de dispersion del
fitopatogeno. A medida que progresa la infeccidon, pueden formarse picnidios, estructuras

reproductivas que albergan conidias en su interior (Alarcon, 2018).

La observacion microscopica permite examinar con detalle las caracteristicas de las
conidias, como su forma, tamafio y color, asi como los septos en las hifas. Ademas, los picnidios
pueden ser identificados en etapas avanzadas de la infeccidn, proporcionando informacion

adicional sobre la morfologia del fitopatdégeno (Alarcon, 2018).
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En la identificacion del fitopatdgeno en este estudio, se confirmé la presencia de
Mycosphaerella fijiensis. Para este proposito, se utilizd una placa de agar SDA previamente
preparada con 15 ml de agar solidificado. Se tomaron tres circulos de agar de 1 cm de didmetro
utilizando un sacabocados. Luego, se recolectaron micelios del fitopatégeno cultivado mediante

un aza, y estos micelios fueron inoculados en los circulos de agar.

Posteriormente, se colocaron tres cubreobjetos esterilizados con alcohol al 46% y un
mechero sobre los circulos inoculados. Después de permitir que los cubreobjetos se enfriaran
para evitar dafiar al fitopatdgeno, se colocaron sobre los circulos inoculados. Todo el conjunto
se introdujo en una caja de petri de plastico, la cual fue sellada herméticamente con Parafilm.
Finalmente, la caja de petri se incub6 a una temperatura constante de 27°C durante un periodo

de 3 a 4 dias.

Este método permitio la observacion y el crecimiento controlado de Mycosphaerella
fijiensis, asegurando un ambiente propicio para su desarrollo en las condiciones especificas de

incubacién.

Pasado los 4 dias de incubacion, se realizo la identificacion microscopica del fitopatdogeno
por medio de la tincion con azul de lactofenol, para lo cual se utilizd tres portaobjetos en donde
se coloco cada cubreobjeto que contenia los micelios del fitopatogeno sin el circulo de agar,
previamente se agregd una gota de azul de lactofenol en el cubreobjetos, y se procdié a su
respectiva observacion utilizando un microscopio Optico a x40 en el cual se pudo observar que
la estructura del fitopatégeno eran similares a las reportadas por Alarcon, adicionalmente luego

se agregd una gota de aceite de inmersion para poder observar a x100 que las conidias sean
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similares a las antes mencionadas; de este modo se pudo corroborar la identificacion del

fitopatogeno, tal como se puede obaservar en la figura 23.
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Figura 23. Identificacion microscopica del fitopatogeno Sigatoka negra, tomada por Erazo, Vivian.

4.4 Actividad antifungica del extracto etandlico

La evaluacion in vitro comenzo6 a mostrar resultados a partir del séptimo dia. Este periodo
de tiempo es critico porque permitioé observar el impacto de los extractos sobre el crecimiento
del fitopatdégeno después de un periodo razonable de incubacion. El control negativo consistio
en placas que no contienen extracto, lo que permitié evaluar el crecimiento natural del
fitopatdgeno en ausencia de cualquier tratamiento. En este caso, se observé crecimiento en los

halos alrededor de las placas del control negativo después del séptimo dia.

El crecimiento en halos se refiere al area alrededor de las placas donde se observa el efecto
de los extractos sobre el fitopatogeno. Un halo mas grande indica una mayor inhibicion del
crecimiento del patdégeno. La placa de control para el extracto de hoja creci6 42.16 mm, el

control de rama creci6 29.22 mm y el control de tallo 22.83 mm.
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Asi mismo el analisis de las 3 placas de cada extracto (hoja, tallo y rama), mostraron una
inhibicion completa contra el fitopatdgeno, para lo cual en las tres placas del extracto de la hoja:
la primera placa mostrd un crecimiento de 11.04 mm, la segunda de 12.64 mm y la tercera de
8.20 mm; dando como resultado un porcentaje de inhibicion contra Mycosphaerella fijiensis de

25.18%de actividad antifungica.

Para las placas del medio envenenado del extracto de rama, se obtuvo que la primera placa
el fitopatégeno crecid 16.80 mm, la segunda 14.35 mm y la tercera 14.90 mm; dando como
porcentaje de inhibicién de 46.82%. por ultimo las placas del extracto de tallo mostraron
crecimientos de 9.52 mm; 9.53 mm y 9.74 mm mostrando una actividad inhibitoria del 40.72%;

tal como se observa en la tabla 11.

Tabla 11.

Porcentaje de inhibicion de cada extracto

Hoja Rama Tallo
11.04 mm 11.80 mm 9.52 mm
12.64 mm 14.35 mm 9.53 mm
8.20 mm 14.90 mm 9.74 mm
42.16 mm 29.22 mm 22. 83 mm
(control negativo) (control negativo) (control negativo)
25.18% inhibicion 46.82% inhibicion 40.27% inhibicion

Nota: Elaborado por Erazo, Vivian.

Los resultados sugieren que el extracto de rama fue el mas efectivo en inhibir el crecimiento
del fitopatogeno, con un porcentaje de inhibicion significativamente mayor que los otros dos

extractos. El extracto de tallo también mostrd actividad inhibitoria, pero en menor medida en
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comparacion con el de rama. Aunque el extracto de hoja logrd una inhibicion completa, el

porcentaje de inhibicion fue inferior al de los otros dos extractos.

Estos hallazgos indican que diferentes partes de la planta pueden tener composiciones
quimicas distintas, lo que resulta en variaciones en su capacidad para inhibir el crecimiento de
Mycosphaerella fijiensis. En este caso, el extracto de rama demostr6 ser el mas prometedor en

términos de actividad antifiingica contra el fitopatégeno evaluado.

El analisis de la media de las tres placas de cada extracto (hoja, tallo y rama) con un valor
de 11.34 mm, que refleja un promedio de las medidas de crecimiento del fitopatégeno
Mycosphaerella fijiensis en presencia de los diferentes extractos. En este contexto, indica el

crecimiento promedio del fitopatdogeno en presencia de los extractos.

En comparacion con el estudio "Efecto de tres extractos vegetales sobre la sigatoka negra
del platano (Musa AAB cv. Hartén)" evalu6 el efecto de extractos vegetales en el control de la
Sigatoka negra en plantas de platano (Luis et al., 2009). Los extractos etanolicos evaluados
fueron de Heliotropium indicum, Lippia origanoides y Ricinus communis, asi como

combinaciones de estos extractos (Luis et al., 2009).

Los resultados mostraron que los extractos de Heliotropium indicum, Lippia origanoides y
Ricinus communis, tanto individualmente como en combinacion, mostraron tendencias hacia
una mayor posicion de la hoja mas joven enferma (HMJE) en comparacion con el testigo de
agua y el testigo comercial de benomilo. Estos resultados sugieren un potencial efecto de los

extractos vegetales en el control de la Sigatoka negra en plantas de platano (Luis et al., 2009).
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Este enfoque de utilizar extractos vegetales como alternativa al uso de agroquimicos es
relevante en el contexto del Cddigo Internacional de Conducta para la Distribucion y
Utilizacion de Plaguicidas, que exhorta a promover alternativas de control de plagas con un

riesgo reducido para los seres humanos y el ambiente (Arias & Braulio, 2018).

En sintesis, el estudio proporciona evidencia del potencial de los extractos vegetales, como
los de Heliotropium indicum, Lippia origanoides y Ricinus communis, para el control de la
Sigatoka negra en plantas de platano, lo que podria representar una alternativa mas sostenible
y respetuosa con el medio ambiente en comparacion con el uso de agroquimicos (Adriano-

Anaya et al., 2023).
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CAPITULO V.
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

La revision bibliografica proporcion6 informacion relevante sobre la actividad antifungica
de Heliotropium indicum, respaldando la eleccion de esta especie vegetal para el estudio,
permitiendo de este modo obtener los extractos etandlicos de diferentes partes de la especie
vegetal (hoja, tallo y rama), lo que permiti6 llevar a cabo la evaluacion de la actividad

antifungica contra Mycosphaerella fijiensis.

La evaluacion in vitro reveld que los extractos de hoja, tallo y rama lograron una inhibicién
completa del crecimiento del fitopatdgeno Mycosphaerella fijiensis. El andlisis de los
resultados indic6 que el extracto de rama mostr6 la mayor actividad inhibitoria, seguido por el
extracto de tallo, mientras que el extracto de hoja exhibi6 una inhibicién menor en comparacion

con los otros dos.

El presente estudio refuerza la idea de que los extractos vegetales, como los de Heliotropium
indicum, pueden ser efectivos en el control de fitopatdgenos, destacando su potencial como
alternativas mas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente en comparacion con el uso de

agroquimicos.
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5.2 Recomendaciones

Dada la demostrada actividad inhibitoria de los extractos etandlicos de Heliotropium
indicum contra Mycosphaerella fijiensis, es crucial continuar con el proyecto para profundizar
en los mecanismos de accidn, identificar compuestos activos y explorar posibles aplicaciones
agricolas. Asi como ampliar la investigacion para incluir mas variables y condiciones que

permitan una comprension mas completa de la eficacia de los extractos.

Se recomienda considerar la optimizacion de los procedimientos de extraccidon para mejorar
la concentraciéon de compuestos activos en los extractos; y explorar diferentes métodos y
solventes de extraccion para maximizar la eficacia de los extractos y garantizar una produccion

consistente.

En virtud de que el extracto de rama mostr6 la mayor actividad inhibitoria, se recomienda
centrar la atencion en este extracto especifico para un analisis mas detallado, asi como continuar
la investigacion de la composicion quimica especifica de la rama que contribuye a la actividad

antifungica.

Es esencial comparar directamente los extractos de Heliotropium indicum con agroquimicos
convencionales para evaluar su eficacia en el control de Mycosphaerella fijiensis. Este analisis
no solo determinard la capacidad de los extractos para competir con productos quimicos
tradicionales, sino que también facilitard la evaluacion de su viabilidad econdémica y su

potencial para reducir la dependencia de agroquimicos sintéticos.
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Anexos

Anexo 1. Recoleccion de la especie vegetal

Anexo 2. Colocacion del secado de las partes de la espécimen vegetal y resultado final luego

de las 72 horas




Anexo 3. Etiquetado, triturado y pulverizado

| D’AMO"D /' N3

(R

IR |
b

87



Anexo 4. Maceracion en frio durante 3 horas y filtrado de cada extracto
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Anexo 5. Secado por completo los extractos usando el rotavapor
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Anexo 6. Recoleccion de las hojas de las hojas de banano afectados por Mycosphaerella

fijiensis
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Anexo 7. Preparacion de la camara humeda, incubacion a 7°C, resultados luego de las 24

horas y microscopia
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Anexo 8. Preparacion del hipoclorito de sodio al 1% y sembrado
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Anexo 10. Inoculacion del fitopatogeno en el SDA
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Anexo 11. Crecimiento del fitopatogeno




95

Anexo 12. Preparacion del medio envenenado + control negativo
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Anexo 13. Inoculacion del SDA mediante la técnica de puncion
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del fitopatogeno, mediante azul de lactofenol
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cacion microscopica

Anexo 14. Identifi
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Anexo 15. Observacion de los controles + mas el medio envenenado del crecimiento del

fitopatogeno
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