UNIVERSIDAD POLITECNICA

SALESIANA

ECUADOR

UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA

SEDE GUAYAQUIL

CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

POTENCIAL BIOFUNGICIDA DEL EXTRACTO ORGANICO DE
COMMELINA DIFFUSA CONTRA MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS, AGENTE
CAUSAL DE LA SIGATOKA NEGRA EN EL CULTIVO DE BANANO

Trabajo de titulacion previo a la

obtencion del titulo de Ingeniera en Biotecnologia

AUTORES:

NICOLE ALEXANDRA NAVAS SANCAN

PAULA DOMENICA JARRIN RODRIGUEZ
TUTORES:

MSc. NELLY LORENA PULGAR OLEAS
PhD. JOAN RAMON VERA VILLALOBOS

GUAYAQUIL - ECUADOR

2024



CERTIFICADO DE RESPONSABILIDAD Y AUTORIA DEL TRABAJO DE
TITULACION

Nosotros, Nicole Alexandra Navas Sancan con documento de identificacion N°
0930614508 y Paula Doménica Jarrin Rodriguez con documento de identificacion N°
0924668197; manifestamos que:

Somos los autores y responsables del presente trabajo; y, autorizamos a que sin fines de
lucro la Universidad Politécnica Salesiana pueda usar, difundir, reproducir o publicar de

manera total o parcial el presente trabajo de titulacion.

Guayaquil, 30 de agosto del afio 2024

Atentamente,

.

V) & q %
[ /1 € J B Y BMW

Nicole Alexandra Navas Sancan Paula Domeénica Jarrin Rodriguez
Cl: 0930614508 Cl: 0924668197




CERTIFICADO DE CESION DE DERECHOS DE AUTOR DEL TRABAJO DE
TITULACION A LA UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA

Nosotros, Nicole Alexandra Navas Sancan con documento de identificacion N°
0930614508 y Paula Doménica Jarrin Rodriguez con documento de identificacion N°
0924668197, expresamos nuestra voluntad y por medio del presente documento cedemos
a la Universidad Politécnica Salesiana la titularidad sobre los derechos patrimoniales en
virtud de que somos autores del trabajo experimental: “POTENCIAL
BIOFUNGICIDA DEL EXTRACTO ORGANICO DE COMMELINA DIFFUSA
CONTRA MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS, AGENTE CAUSAL DE LA
SIGATOKA NEGRA EN EL CULTIVO DE BANANO?”, el cual ha sido desarrollado
para optar por el titulo de: Ingeniera en Biotecnologia, en la Universidad Politécnica
Salesiana, quedando la Universidad facultada para ejercer plenamente los derechos

cedidos anteriormente.

En concordancia con lo manifestado, suscribimos este documento en el momento que
hacemos la entrega del trabajo final en formato digital a la Biblioteca de la Universidad
Politécnica Salesiana.

Guayaquil, 30 de agosto del afio 2024

Atentamente,

."/l q ~
/ cole . . 7% XM/W\/

Nicole Alexandra Navas Sancan Paula Doménica Jarrin Rodriguez
Cl: 0930614508 Cl: 0924668197




CERTIFICADO DE DIRECCION DEL TRABAJO DE TITULACION

Yo, Nelly Lorena Pulgar Oleas con documento de identificacion N° 0602420911,
docente de la Universidad Politécnica Salesiana, declaro que bajo mi tutoria fue
desarrollado el trabajo de titulacion: “POTENCIAL BIOFUNGICIDA DEL
EXTRACTO ORGANICO DE COMMELINA DIFFUSA CONTRA
MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS, AGENTE CAUSAL DE LA SIGATOKA
NEGRA EN EL CULTIVO DE BANANO?”, realizado por Nicole Alexandra Navas
Sancan con documento de identificacion N° 0930614508 y Paula Doménica Jarrin
Rodriguez con documento de identificacion N° 0924668197, obteniendo como resultado
final el trabajo de titulacion bajo la opcion Trabajo Experimental que cumple con todos

los requisitos determinados por la Universidad Politécnica Salesiana.

Guayaquil, 30 de agosto del afio 2024

Atentamente,

Ing. Nelly Lorena Pulgar Oleas MSc.
Cl: 0602420911



CERTIFICADO DE DIRECCION DEL TRABAJO DE TITULACION

Yo, Joan Ramoén Vera Villalobos con documento de identificacion N° 0961323763,
docente de la Universidad Politécnica Salesiana, declaro que bajo mi tutoria fue
desarrollado el trabajo de titulacion: “POTENCIAL BIOFUNGICIDA DEL
EXTRACTO ORGANICO DE COMMELINA DIFFUSA CONTRA
MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS, AGENTE CAUSAL DE LA SIGATOKA
NEGRA EN EL CULTIVO DE BANANO?”, realizado por Nicole Alexandra Navas
Sancan con documento de identificacion N° 0930614508 y Paula Doménica Jarrin
Rodriguez con documento de identificacion N° 0924668197, obteniendo como resultado
final el trabajo de titulacion bajo la opcidn Trabajo Experimental que cumple con todos

los requisitos determinados por la Universidad Politécnica Salesiana.

Guayaquil, 30 de agosto del afio 2024

Atentamente,

O

\"4
Ing. Joan Ramon Vera Villalobos PhD.
Cl: 0961323763



DEDICATORIA NICOLE

Antes de nada, quiero expresar mi gratitud a Dios, a él debo la serenidad y la

sabiduria que me han permitido llegar hasta aqui.

A mis padres, quienes han sido los pilares fundamentales sobre los que he

construido mis suefios, y fortalezas.

A mi pap4, le debo no solo el ejemplo de su incansable trabajo, sino tambiéen la

certeza de su amor constante.

A mi mamita y su fe en mi, por amarme, ensefiarme y apoyarme incluso en los
momentos en que yo misma dudaba. Ella ha sido mi mas grande admiracion y el ancla

gue me ha mantenido firme en medio del caos.

Que, aunque ya no estén fisicamente conmigo, siguen presente en mi vida con un

amor que trasciende lo material.

A mi madre, a quien le debo la vida y mas, que siempre ha confiado en mi desde
el principio, brinddndome un amor incondicional que ha sido fundamental en mi vida. Su
fe, disposicion y trabajo ha sido lo que me ha permitido llegar tan lejos. Les debo mucho

mas de lo que las palabras puedan expresar.

Finalmente, a todas las personas que he tenido el privilegio de conocer a lo largo
de estos arios, ya sea al comenzar este viaje o al finalizarlo, les agradezco sinceramente.
Cada uno de ustedes ha contribuido de distintas maneras a esta experiencia invaluable.
Aunque algunos ya no estén presentes en mi vida, su influencia y apoyo dejaron una
huella. Les deseo una vida plena y llena de amor, mis mejores éxitos y triunfos para el

futuro.



DEDICATORIA PAULA

Esta tesis va dedicada a mis seres queridos y amigos, los cuales me han ayudado

siempre a seguir adelante.

Agradezco a mi padre, con su constante aliento para que siga adelante y no me

desanime por nada. Su apoyo Y sacrificio han hecho posible mi educacién universitaria.

A mi abuela Nelly, mi compafiera de vida, agradezco por todo su amor brindado

y preocupacion por mi.

A mi madre, por darme &nimos y presumirme con sus comparieros de que tendra

una hija Ingeniera.

A mi hermana chiquita, Aylén, por ser motivo de mi felicidad, su amor y

ocurrencias hacen que me olvide de los malos momentos.

A Miguel Castillo, mi mejor amigo, el que me escribe todos los dias para saber
cémo estoy, el que contandole mis problemas y miedos me da consejos o trata de hacer

algo para animarme, su aliento me ha motivado a continuar este proceso.

A mis amigas Valita y Mapa, quienes con sus locuras me sacan una sonrisa, ellas,

gue me ayudan a despejarme del estrés.

A Valeria Vélez, mi amiga incondicional, la Unica que ha sido capaz de
escucharme mis 10 minutos de audio por WhatsApp, a pesar de no vernos seguido, ella

siempre esta.

A mis mejores amigas Jenny, Isabel, y Sofia, gracias por darme felicidad, en los

pocos momentos del afio que nos vemos son mi motivo para vivir.

A Nicole, mi compafiera de tesis, por ser esa amiga que te escucha y trata de dar
los mejores consejos. A pesar de que a veces le quiero jalar las orejas y ella las mias,

nunca falta su preocupacion por mi.



Agradezco a mis amigos que he conocido por la vida, Jonathan, Mapusa, Saul,
Pefiaflu, Robert, Cesar, Roger, Juan, Emilio, Maria, Johannes, Jordan, Ambar, Oscar,

gracias por darme su carifio y regalarme momentos inolvidables.

Por ultimo, pero no menos importante a Victor, por darme la fuerza que necesito
todos los dias, por estar ahi en mis peores momentos, por darme la atencion que necesito,

por sus carifios y sobre todo su comprension.



AGRADECIMIENTO

Quisiéramos expresar nuestro mas sincero agradecimiento a todas las personas e

instituciones que han contribuido al desarrollo de esta tesis.

En primer lugar, agradecemos profundamente a la MSc. Nelly Pulgar, cuyo apoyo,
orientacion y conocimientos han sido fundamentales durante todo el proceso de

investigacion.

También quisiéramos expresar nuestra gratitud al MSc. Kevin Cedefio, porque

ademas de ser nuestro profesor, es nuestro amigo...

Al PhD. Joan Vera, por su valiosa colaboracion y por compartir su experiencia y
sabiduria, lo cual ha enriquecido significativamente este trabajo. Su dedicacion y

entusiasmo por la ciencia han sido una fuente constante de inspiracion.

Nuestros agradecimientos se extienden a la Universidad Politécnica Salesiana y
a la Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL), por proporcionar un entorno

académico excepcional y los recursos necesarios para llevar a cabo esta investigacion.

Asimismo, agradecemos el apoyo recibido a través del proyecto de fitoquimica,
el cual ha sido crucial para el desarrollo de esta tesis, y por Gltimo, pero no menos
importante al MSc. Jaime Naranjo por su paciencia y siempre buena disposicion.

Finalmente, agradecemos a nuestras familias y amigos por su comprension y

apoyo incondicional a lo largo de esta experiencia.



RESUMEN

Ecuador cuenta con su gran diversidad bioldgica, una amplia gama de tipos de
animales y plantas. Entre ellas, Commelina diffusa Burm. f., perteneciente a la familia
Commelinaceae se destaca por sus posibles propiedades beneficiosas. Mycosphaerella
fijiensis, el patogeno responsable de la Sigatoka Negra, que dafia gravemente las
plantaciones de banano en Ecuador y otros lugares del mundo, causa perdidas
significativas anualmente. La enfermedad provoca rayas necréticas en las hojas,
reduciendo la capacidad fotosintética y disminuyendo el rendimiento de los cultivos. El
banano ecuatoriano representa gran consumo a escala mundial, impactando directamente
a millones de personas. Bajo los antecedentes Commelina diffusa ha sido estudiada por
sus propiedades antioxidantes, antibacterianas, analgésicas y nutracéuticas. La finalidad
del estudio es determinar si el extracto de C. Diffusa posee propiedades antimicrobianas
y antifangicas suficientes para desarrollar un bioproducto eficaz contra la Sigatoka Negra,
ofreciendo una solucion natural y sostenible para el control del patdgeno. Se comenzé
con la identificacion de la planta, herborizacion y obtencidn del extracto vegetal, ademas
se realizaron analisis fitoquimicos para evaluar los componentes presentes en el extracto
organico de C. diffusa, los ensayos de Mayer y Wagner detectaron alcaloides, mientras
que Dragendorff y Hager resultaron negativos, para flavonoides las pruebas de Shinoda
y Acido Sulfarico confirmaron la presencia de flavonas y flavononas, validando
resultados de investigaciones anteriores, se evalué también la capacidad inhibitoria del
extracto organico de C. diffusa frente a Mycosphaerella fijiensis mediante la técnica de
microdilucion in vitro en placa multipocillos, su implementacion sigue las
estandarizaciones El Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI) y EI Comité
Europeo sobre Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos (EUCAST), la cual
mostro ciertas limitaciones para este tipo de microorganismos, sin embargo se seguira

investigando al respecto.

Palabras Clave: Commelina diffusa, Mycosphaerella fijiensis, tamizaje fitoquimico,

microdilucion in vitro en placa multipocillo.



ABSTRACT

Ecuador is known for its rich biological diversity, encompassing a wide range of
animal and plant species. Among these, Commelina diffusa Burm. f., a member of the
Commelinaceae family, stands out for its potential beneficial properties. Mycosphaerella
fijiensis, the pathogen responsible for Black Sigatoka, severely damages banana
plantations in Ecuador and other parts of the world, causing significant annual losses. The
disease induces necrotic streaks on leaves, reducing photosynthetic capacity and
decreasing crop yield. Ecuadorian bananas are widely consumed on a global scale,
directly impacting millions of people. Given this background, Commelina diffusa has
been studied for its antioxidant, antibacterial, analgesic, and nutraceutical properties. The
aim of this study is to determine whether the extract of C. diffusa possesses sufficient
antimicrobial and antifungal properties to develop an effective bioproduct against Black
Sigatoka, offering a natural and sustainable solution for controlling the pathogen. The
study began with the identification of the plant, herbarium preparation, and extraction of
the plant material. Phytochemical analyses were also conducted to assess the components
present in the organic extract of C. diffusa. Mayer and Wagner assays detected alkaloids,
while Dragendorff and Hager tests were negative. For flavonoids, the Shinoda and
Sulfuric Acid tests confirmed the presence of flavones and flavanones, validating
previous research findings. The inhibitory capacity of the organic extract of C. diffusa
against Mycosphaerella fijiensis was evaluated using the in vitro microdilution technique
in multi-well plates, following the standards of the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) and the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST). Although the method showed certain limitations for this type of

microorganism, further research will be conducted.

Keywords: Commelina diffusa, Mycosphaerella fijiensis, phytochemical screening, in

vitro microdilution in multi-well plate.
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CAPITULO I.

ANTECEDENTES

1.1 Introduccion

Ecuador es un pais reconocido por su amplia variedad de especies vegetales y
animales, tiene una notable diversidad de plantas vasculares endémicas,
aproximadamente el 26 % (Ulloa et al., 2017). En el presente estudio, nos concentramos
en su flora, para ser mas especificos en la especie vegetal Commelina diffusa Burm. f.
perteneciente a la familia de las Commelinaceae. Como se menciono anteriormente,
tenemos un pais el cual deberia ser explorado por la ciencia, la naturaleza nos brinda una
infinidad de especies que no han sido investigadas del todo, es ahi donde entra nuestra
labor de indagar acerca del género Commelina, sus propiedades, metabolitos, etc., con el
fin de analizar si su extracto organico presenta accion antifngica contra el fitopatégeno

Mycosphaerella fijiensis conocido por su nombre comin Sigatoka Negra.

Asimismo, Ecuador es un pais productor cuya gran parte de su economia siempre
ha dependido de la exportacion de distintos productos, como el café, flores, cacao y
banano. Alrededor de una quinta parte de la produccion mundial de banano estéa destinada
a los mercados globales. En Ecuador, las provincias costeras de El Oro, Guayas y Los
Rios son las mas importantes en la produccion de banano, con una participacion del 41%,
34%, 16%, respectivamente. El 42% de los pequefios productores de banano del pais se
encuentran en la provincia de El Oro, mientras que los grandes productores se encuentran

principalmente en las provincias de Guayas y Los Rios (COMEX, 2017).

La produccion de musaceas es el primer rubro no petrolero de importancia
econdmica para el pais. Alrededor de 268.410 hectareas de plantaciones de musaceas se
encuentran en Ecuador, de las cuales el 95% se exporta y se distribuye en 43 mercados
globales. Por lo tanto, el banano ecuatoriano representa aproximadamente el 30% del
consumo mundial. Esta actividad tiene un impacto directo e indirecto en alrededor de 2,5

millones de personas (Agrocalidad, 2018).



Nuestro objetivo es analizar las hojas de la especie vegetal Commelina diffusa Burm.
f. de la familia de las Commelinaceae, y verificar que esta especie tenga potencial para
combatir la Sigatoka Negra de una forma natural y no perjudicial para la salud de los
agricultores y consumidores. La especie vegetal C. diffusa Burm. f. ha sido estudiada
previamente para analizar sus propiedades antioxidantes, antibacterianas, nutracéuticas,

analgeésicas, entre otros.

En un estudio realizado acerca de las actividades antioxidantes, analgésicas y
depresoras del sistema nervioso central de la planta Commelina diffusa, Islam et al. (2021)
indicaron la presencia de varios metabolitos secundarios mediante screening fitoquimico,
se detectaron flavonoides, flobataninos y esteroides en todas las fracciones. Asimismo,
en este estudio se determind que el extracto etandlico crudo, asi como las fracciones
mencionadas, exhibieron una actividad antioxidante que vario de leve a moderada en el
ensayo de eliminacion de radicales libres DPPH. La mayoria de las fracciones, junto con
los extractos crudos, también mostraron una notable actividad depresora del sistema

nervioso central (Islam et al., 2021).

Por otro lado, en una evaluacion de las propiedades fitoquimicas y antimicrobianas
de Commelina diffusa se concluyé que los extractos de partes aéreas de la planta pueden
ser Utiles como agentes antimicrobianos como medicina natural para el tratamiento de
muchas enfermedades infecciosas (M. A. A. Khan et al., 2011). De la misma forma, segin
estudios previos; C. diffusa mostr6 una buena actividad antimicrobiana contra una
variedad de bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi como contra hongos (M. A.
A. Khan et al., 2011).

No obstante, investigaciones nutracéuticas de Commelina diffusa revelan que sus
hojas representan valiosas fuentes de nutrientes, incluyendo diversos macro y
micronutrientes esenciales para la salud humana, se sabe la importancia de estos
nutrientes para un metabolismo 6ptimo y el mantenimiento de un buen estado fisioldgico

tanto en seres humanos como en animales (Kamble, 2019).



1.2 Planteamiento del problema

Sabemaos que existen diversos fitopatdgenos, que causan dafios y grandes pérdidas en
las plantaciones de banano, y por consiguiente se perjudica la economia del pais. En este
caso se trabajara con el hongo ascomiceto Mycosphaerella fijiensis, cuyo nombre comun
es Sigatoka Negra. Este fitopatdgeno ha causado pérdidas en plantaciones de banano, no
solo del Ecuador sino alrededor del mundo (Ploetz, 2001). Esta enfermedad produce rayas
necroticas en las hojas, pérdida de la capacidad fotosintética y reduccion del rendimiento
(Churchill, 2010). EI patégeno se reproduce tanto sexual como asexualmente,
actualmente esta controlado por un régimen intenso de fungicidas que es motivo de

preocupacion tanto por razones econémicas como ambientales (Noar et al., 2022).

Por consiguiente, se necesita del uso de pesticidas para combatir el desarrollo de
distintos fitopatdgenos, sin embargo, los pesticidas son sustancias organicas e inorganicas
dafinas que se utilizan para eliminar o restringir la proliferacién de organismos dafiinos.
Como lo mencionan B. A. Khan et al. (2023) en un principio, los plaguicidas se utilizaron
para mejorar la vida humana, aumentar la produccion agricola e intentar prevenir las
infecciones bacterianas, pero ahora sus efectos negativos superan los positivos. Se ha
producido un aumento de plagas y enfermedades resistentes, una pérdida de criaturas
beneficiosas para el ecosistema, cambios en la diversidad microbiana del suelo,
polinizadores, lombrices de tierra y contaminacion de ecosistemas acuéticos y aéreos (B.
A. Khan et al., 2023).

En consecuencia, a esto, se han buscado soluciones méas sostenibles para el medio
ambiente y menos dafiinas para la salud humana; los biopesticidas son una de estas
alternativas. Los objetivos de los bioplaguicidas pueden ser plantas, microbios,
vertebrados o invertebrados, aunque se emplean muchos agentes activos, el fundamento
del término bioplaguicida radica en que el agente activo es de origen bioldgico y no
sintético. Un bioplaguicida es una formulacion que emplea la capacidad plaguicida de un
agente natural. Debido a que abordan simultaneamente los intereses de la silvicultura, la

agricultura y el sector industrial, los biopesticidas ofrecen un gran potencial para su uso



en la agricultura sostenible; son un excelente sustituto de la proteccion quimica de los
cultivos (Nollet & Mir, 2023).

Nuestro objetivo es analizar las hojas de la especie vegetal Commelina diffusa Burm.
f. de la familia de las Commelinaceae, y verificar que esta especie tenga potencial para
combatir la Sigatoka Negra de una forma natural y no perjudicial para la salud de los
agricultores y consumidores. La especie vegetal C. diffusa Burm. f. ha sido estudiada
previamente para analizar sus propiedades antioxidantes, antibacterianas, nutraceuticas,

analgésicas, entre otros.

1.3 Justificacion

Actualmente los cultivos de banano son afectados por distintos patégenos, entre
ellos Mycosphaerella fijiensis, el cual causa necrosis en las hojas de las plantas, debido a
esto se usan pesticidas con el fin de erradicar la presencia del patdégeno, sin embargo,
estos patogenos al pasar el tiempo han desarrollado resistencia frente a distintos pesticidas

que habitualmente son de origen quimico.

Los patogenos afectan la economia del pais, al igual que la calidad de sus
plantaciones y productos, el uso desmedido de estos pesticidas afecta directamente a
quienes trabajan en las plantaciones y a quienes habitan a sus alrededores y consumen el

producto.

Se estudiara la especie vegetal Commelina diffusa con el propoésito de encontrar
entre sus propiedades metabolitos secundarios que mitigue el fitopatdgeno
Mycosphaerella fijiensis, para ello hemos realizado una busqueda bibliografica donde se
ha evidenciado que las hojas de la especie vegetal Commelina diffusa cuenta con distintas
propiedades como antibacterianas y antifungicos a diferencia de otros érganos de la

planta.



Una vez obtenido el extracto de nuestra planta pasara por distintos procesos para
determinar sus propiedades y si evidenciar su actividad bioldgica frente a este patdgeno,
de ser asi este podria ser el compuesto principal para un futuro biopesticida contra la
Sigatoka Negra que afecta en su gran mayoria a plantaciones de banano, no solo en el
pais, sino a nivel mundial. De forma que tendriamos un producto amigable y

biodegradable.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

e FEvaluar la actividad biologica del extracto organico de la especie vegetal

Commelina Diffusa sobre el microorganismo Mycosphaerella fijiensis.

1.4.2 Objetivos Especificos

e Obtener el extracto organico a través de cromatografia liquida al vacio de las hojas

de la especie Commelina diffusa.

e Caracterizar el perfil fitoquimico del extracto organico de las hojas de la especie
vegetal Commelina diffusa.

e Evaluar la actividad bioldgica del extracto organico de las hojas de la especie

vegetal Commelina diffusa sobre Mycosphaerella fijiensis mediante la técnica de
microdilucion en placa in vitro.

1.5 Hipdtesis

Ho: El extracto organico de la especie vegetal Commelina diffusa no presenta

accion antifungica contra el fitopatdgeno Mycosphaerella fijiensis.

Ha: El extracto organico de la especie vegetal Commelina diffusa presenta accion

antiflngica contra el fitopatdgeno Mycosphaerella fijiensis.



CAPITULO II.

MARCO TEORICO

2.1 Género Commelina

El género Commelina tiene mas de 200 especies perteneciente a la familia
Commelinaceae. Dicho género se conoce comunmente como flores de dia y flores de
arafia debido a la secrecidn filiforme que surge cuando se corta el tallo y al breve periodo
de floracion. Se encuentran en zonas templadas célidas, subtropicales y tropicales de
Africa y Asia, asimismo, ha sido naturalizado en América del Norte y América del Sur
(Tadege et al., 2023).

México, el sur de América Central, Africa tropical, Tailandia y el suroeste de
China son los principales centros de diversidad de la familia Commelinaceae. La familia
Commelinaceae es diversa desde un punto de vista ecol6gico. Se encuentran
principalmente en ambientes himedos y acidos, como bosques y praderas (Gajurel &
Shrestha, 2009).

Los miembros del género Commelina suelen ser terrestres y arbustivos. La
mayoria son perennes, sin embargo, algunos son anuales. Con respecto a su morfologia,
las raices son fibrosas, a excepcién de Commelina maculada y Commelina suffruticosa,
que cuentan con raices tuberosas. Casi todos los géneros y especies de Commelina tienen
tallos alargados, redondeados y sélidos y los nudos estan hinchados o quebradizos. Las
vainas estan cerradas y las hojas son simples, caulinares, espirales, pecioladas y

envainadas en la base (Gajurel & Shrestha, 2009).

Las flores son actinomorfas o zigomorfas estaminadas y tienen una reproduccién
bisexual, su color usualmente es azul, aunque se presentan variaciones de flores que van
desde un azul profundo hasta el azul tenue. Es importante recalcar que el color de sus
flores varia dependiendo de las condiciones donde se encuentre la planta, ya que su pH
se altera y este se ve reflejado en el color de las hojas. El fruto del género Commelina es



una capsula y puede tener varias formas, desde oblonga, eliptica a obovoide, sus semillas

son cilindricas, reticuladas y cuentan con un hilio lineal (Gajurel & Shrestha, 2009).

Inflorescencias terminales o terminales y axilares, en algunos géneros todas
axilares y perforantes de las vainas, generalmente tienen un tirso en forma de panicula
con varias a muchas ramas helicoidales, a veces reducidas a un solo cencefio o, raramente,
una sola flor, y a veces estan encerradas o estrechamente subtendidas por una bractea
frondosa (Faden, 1998).

K. Wilson y Morrison (2000) mencionan que en Commelina, la inflorescencia
tiene dos cimas como maximo, una dentro de la espata y la otra, cuando esta
completamente desarrollada, sale de la espata. La cima que emerge a menudo da como
resultado una sola flor masculina, como es el caso de C. benghalensis L. Las flores pueden
ser todas masculinas, C. hockii De Wild. O una mezcla de flores masculinas y bisexuales
como es el caso de C. diffusa Burm. f. La cima encerrada produce flores completamente

bisexuales o bisexuales y masculinas.

Existen tres especies principales de la familia Commelinaceae, género
Commelina, C. benghalensis L. C. diffusa Burm.f., C. nudiflora Linn, pueden
comportarse como perennes en tierras bajas tropicales y subtropicales, pero como anuales
en zonas templadas, se encuentran en tierras desde el nivel del mar hasta los 2500 metros

de altura sobre el nivel del mar (Wilson, 1981).

Algunas especies de Commelina, como C. diffusa Burm.f. y C. benghalensis L.,
se emplean para usos medicinales y comestibles (Wang et al., 2023). Las hojas y el tallo
de C. diffusa Burm.f. son usados para tratar picaduras de insectos, serpientes, chinches,
afecciones de garganta, aliviar enfermedades de la piel como dermatitis, infecciones del
tracto urinario, Utero irritado, hemorroides, entre otras afecciones (Vu et al., 2023).
Asimismo, C. benghalensis es usada para tratar mordeduras de serpiente, fiebre, dolor de
cabeza, candidiasis bucal, enfermedad mental, cicatrizar heridas, infertilidad en mujeres,

dolor de garganta, problemas oculares, entre otros (Ibrahim et al., 2010).

No esta demas mencionar que aquellas dos especies no son las unicas del género

Commelina con propiedades medicinales, por ejemplo, C. communis L. también trata los



dolores de garganta, amigdalitis, infecciones urinarias, diabetes mellitus (Youn et al.,
2004). C. nudiflora L. es usada para curar heridas de la circuncision, C. coelestis para
tratar la diarrea (Zavala et al., 1998), C. erecta L. para el dolor de garganta, problemas
oculares, dermatologicos, infertilidad femenina, diabetes (Cavichi et al., 2023). C.
latifolia previene el dolor provocado por heridas, al igual que C. africana la cual su

macerado se usa para picaduras, quemaduras, erupciones cutaneas (Tadege et al., 2023).

Se observa una similitud con respecto a las aplicaciones medicinales de estas
especies, podria decirse que en general que las especies del género Commelina, tratan
distintas dolencias de la garganta, dafos en la piel, infertilidad, problemas oculares, tienen

efecto diurético, tratan picaduras, etc.

De la misma forma, el género Commelina presenta varios compuestos y
metabolitos secundarios entre ellos, alcaloides, flavonoides, terpenoides, esteroles,
lignanos, acidos fenolicos. Gracias a estos compuestos, las plantas de este género
presentan actividad antimicrobiana, antioxidantes, antivirales y antihiperglucémico y

anticancerigenos (Yang & Ye, 2009).

2.1.1 Commelina diffusa Burm.f.

Conocida comunmente como flor diurna trepadora o flor diurna extendida,
Commelina diffusa Burm. f., es una planta herbacea de la familia de las Commelinaceae,
esta hierba esta distribuida en Asia y en diversas regiones tropicales del mundo (Khan
et al., 2011). Puede ser encontrada en América, Sur América, Australia, Africa, Islas del
Sur de Asia (Holm, 1977).

Commelina diffusa Burm.f. es una maleza que vive en climas abiertos y himedos,
como los arrozales. Puede soportar condiciones humedas e inundaciones durante un
periodo de tiempo limitado. Commelina diffusa Burm.f. es una maleza que vive en tierras
cultivadas, limites de campos, pastos humedos, zanjas de caminos, jardines y areas
desiertas (Holm, 1977).

Esta especie perteneciente a la familia de las Commelinaceae es una hierba anual

0 perenne que es lisa y escasamente pilosa con tallos rastreros que trepan por arriba y se



ramifican por abajo. Se establece rapidamente en los nudos y se reproduce por semillas y
vegetativamente. La maleza siempre es anual en climas templados, mientras que en
climas tropicales y subtropicales es anual o perenne, dependiendo de la disponibilidad de
humedad (Holm, 1977).

Rocha et al. (2007) en su estudio de caracterizacion morfoldgica de especies de
Commelina spp. mencionan las caracteristicas morfoldgicas descriptivas de la especie C.
diffusa Burm. f., las cuales son: filetes translicidos; tallo y hoja sin pelos; hoja eliptica
estrecha; espata abierta con apice acuminado; corola con tres pétalos expandidos;
Estambres laterales con polen amarillo. De igual forma, mencionan las caracteristicas
morfoldgicas cuantitativas: la tercera hoja tiene una longitud media de 3,2 cm y hay 3,9

flores por inflorescencia en promedio y 2,5 inflorescencias por espata.

Wang et al. (2023) en su estudio acerca de una nueva especie de Commelina en
China, establecieron caracteristicas comparativas entre C. danxiaensis, C. communis, C.
diffusa. Entre estas tres especies se observaron morfologias similares, sin embargo, la
planta Commelina diffusa Burm.f. presenta una filotaxia disticamente-alternativo, tamafio
de la flor de 2 x 1,5 cm, color azul claro, a veces lila de los pétalos laterales, color azul

claro del pétalo medial, forma rombica del pétalo medial.

De la misma forma, Wang et al. (2023) aseguran que en la Reserva Natural
Nacional de Danxiashan, se han registrado cuatro especies de Commelina, una de las
cuales es la nueva especie Commelina danxiaensis. Para facilitar la identificacion,
proporcionan una lista de verificacion y clave para las especies del monte Danxia, donde
mencionan que C. diffusa tiene la espata estrechamente cordada y tiene nervaduras que
son concoloras con la espata y poco visibles. El pétalo medial es inferior a los laterales y

las capsulas son desigualmente bivalvas.

A continuacion, se describira la planta C. diffusa Burm.f. basado en el libro Flora
fanerogadmica del Valle de México escrito por Rzedowski y Calderén (2001).
e Tamafo: 50 cm aproximadamente.
e Tallo: Radicante en los nudos inferiores, abundante, muy ramificado, casi sin
pelos, delgado y generalmente de menos de 5 mm de didmetro, con tendencia a

tomar un tono morado.
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e Hojas: tienen vainas membranosas de 0,5 a 1 cm de largo por 3 a 4 mm de ancho
y un margen superior ciliado. Laminas tienden a ser ovaladas a lanceoladas y de
2 a6 cmde largo por 1 a 2 cm de ancho. Aguadas en el apice y redondeadas en la
base, y tienen pocos o ningun pelo.

e Inflorescencia: Las cimas axilares tienen peddnculos que suelen tener 1 a5 cm de
largo y las bréacteas espataceas tienen 1 a 2 cm de largo y 5 a 10 mm de ancho.
Con frecuencia tienen una curvatura en el apice, que es agudo o acuminado,
generalmente sin pelos y las venaciones transversales son algo visibles o
invisibles.

e Flores: tienen pétalos azules de 4 a 6 mm de largo, dos de ellos un poco mayores
y ufias relativamente largas, mientras que el tercero es poco menor y ufias cortas.
Hay 3 estambres, 2 0 3 estaminodios y sépalos de 3 a 4 mm.

e Frutos y semillas: capsula bivalva, elipsoide, de unos 6 mm de largo y tiene 4 a 5
semillas de color negro con marcas en forma de pequerios hoyos de 2,5 a 4mm de
largo.

e Raiz: fibrosa y cilindrica, delgada en la parte cercana a la planta, en ocasiones
muy larga, engrosandose en el extremo distal.

e Habito y forma de vida: suculenta, usualmente erecta y rastrera a su ascendente.

Por otro lado, esta especie vegetal ha sido empleada alrededor del mundo para
fines medicinales, terapéuticos, nutracéuticos. En areas tropicales y subtropicales se
utiliza tradicionalmente como febrifugo, diurético, antidoto (Suganya & Jothi, 2014). En
paises de Asia, Africa y América la usan para tratar infecciones del tracto urinario y
respiratorio, la diarrea, hemorroides, enteritis y los problemas oculares como la oftalmia

y la conjuntivitis (Khan et al., 2011).

Las hojas y el tallo se emplean para tratar abscesos, furinculos y malaria, asi como
picaduras de insectos, serpientes y chinches, edemas, laringitis, dolores de garganta,
afecciones del tracto respiratorio en general (Khan etal., 2011). Esta especie de
Commelina también se usa para el dolor de ingle, trata la gripe, la dermatitis, dismenorrea,

lepra, enfermedades renales (Suganya & Jothi, 2014).
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Las propiedades antimicrobianas y antioxidantes del extracto crudo se han
asociado con su capacidad para cicatrizar (Mensah et al., 2006). Los fitoquimicos de C.
diffusa han demostrado la presencia de glucdésidos, flavonoides, esteroles, terpenoides,
taninos, alcaloides, antraquinonas y otros componentes (Suganya & Jothi, 2014).
También se investigaron las propiedades antimicrobianas, antioxidantes vy

antiinflamatorias de la planta, dando resultados positivos (Mensah et al., 2014).

2.1.2 Taxonomia Commelina diffusa Burm.f.

Tabla 1.

Clasificacion taxondmica de Commelina diffusa Burm. f.

Linaje taxonomico
Organismo Organismos celulares
Superreino Eukaryota
Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta
Superdivisién Embryophyta
Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Clase Magnoliopsida
Superorden Lilianae
Orden Commelinales
Familia Commelinaceae
Género Commelina
Especie Commelina diffusa Burm. f.

Nota. Informacidn obtenida de (Schoch et al., 2020)

2.1.3 Propiedades Commelina diffusa Burm. f.

Como se mencion¢ anteriormente, el género Commelina es conocido por poseer

de varios compuestos con fines medicinales, terapéuticos, nutracéuticos. La especie C.
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diffusa Burm. f. ha sido estudiada y evaluada mediante pruebas fitoquimicas con el fin de

conocer sus principales metabolitos.

Khan etal. (2011) en su trabajo de evaluacion fitoquimica y propiedades
antimicrobianas de la especie C. diffusa Burm. f., realizaron el analisis por cromatografia
en capa fina y aseguran la presencia de alcaloides en sus tres fracciones (extracto de éter
de petroleo, éter dietilico y metanol) con el reactivo Dragendroff. Por otro lado, confirman
la presencia de antraquinonas, pero solo en el extracto metanolico, compuestos cetonicos
en los extractos éter de petroleo y éter dietilico, por ultimo, terpenoides en todas sus
fracciones (Khan et al., 2011).

Del mismo modo, para corroborar su actividad antimicrobiana y antifingica,
Khan etal. (2011) utilizaron 4 bacterias gram-postitivas (Bacillus subtilis, Bacillus
megaterium, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus), 7 bacterias gram-negativas (E.
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, Vibrio cholerae,
Shigella sonnei, Salmonella paratyphi) y 7 especies de hongos (Aspergillus niger,
Blastomyces dermatitidis, Candida albicans, Pityrosporum ovale, Trichophyton spp,
Microsporum spp. Cryptococcus neoformans), realizaron la prueba de sensibilidad
antibacteriana y antifungica en difusién en disco, midiendo el didmetro de la zona de
inhibicion alrededor de cada disco (Khan et al., 2011).

Con respecto a las bacterias, el extracto que mostré mayor zona de inhibicion fue
el metanolico (11 a 19mm), seguido del extracto de éter dietilico (3 a 9mm) y del extracto
de éter de petroleo (1 a 2mm). Las concentraciones minimas inhibitorias del extracto
metanolico fueron las mas bajas, seguidas por los extractos de éter dietilico y petréleo.
Para hongos, el extracto de éter dietilico mostré la mayor zona de inhibicion (15 a 19mm),
seguido por el extracto metandlico y el de éter de petroleo. Las concentraciones minimas
inhibitorias del extracto dietilico fueron las més bajas, seguidas por el extracto metandlico

y éter petrdleo (Khan et al., 2011).

Continuando con la actividad antimicrobiana, Nasrin et al. (2019) en su estudio
acerca de las propiedades antimicrobianas y antioxidantes, afirma que 7 de sus 12
fracciones de extracto crudo, evaluado por difusion en disco, mostré actividad

antibacteriana contra E. coli con zonas de inhibicion de (20 a 21mm), asimismo, contra
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B. megaterium. En cuanto a las propiedades antioxidantes, emplearon el método DPPH,
para esto prepararon diferentes concentraciones de la solucion metandlica de las muestras,
estas se mezclaron con una solucion de DPPH en metanol, sus resultados mostraron
actividad de captura de radicales libres significativa, por ejemplo, el ICso para la fraccion
11 fue de 39.27 mg/mL (Nasrin et al., 2019).

Siguiendo con la actividad antioxidante, Islam et al. (2021) mediante 4 fracciones
del extracto (metanol, n-hexano, cloroformo, acuoso) ejecuté el método DPPH con acido
ascérbico como control positivo, dando como resultados un 1Cso de 98.49 mg/mL para el
extracto metandlico que sefiala una buena capacidad antioxidante, 1Cso de 432.53 mg/mL
para la fraccion n-hexano que indica una baja actividad, ICso de 291.41 mg/mL para la
fraccién de cloroformo que revela una actividad moderada, ICso de 84.77 mg/mL para la
fraccion acuosa la cual muestra una buena actividad antioxidante y ICso de 2.67 mg/mL

para el control positivo, la cual apunta una actividad antioxidante alta (Islam et al., 2021).

Islam et al. (2021) en el mismo estudio evaluaron también la actividad depresora
del sistema nervioso central del extracto crudo de C. diffusa Burm. f. en ratones albinos
mediante la prueba de campo abierto y la prueba de cruce de agujeros. En la prueba de
campo abierto, disefiaron un campo con cuadrados alternados en dos colores (blanco y
negro), los ratones fueron divididos en grupos control con agua destilada, diazepam y
otros con dosis diferentes de las fracciones de la planta. En esta prueba se midio el
namero de cruces de los roedores a través de los cuadrados. Por otra parte, en la prueba
de cruce de agujeros, usaron una caja que tenia una particién de madera en el centro y un
agujero en el exterior, los roedores pasaron a traves del agujero de una cdmara a otra 'y

contabilizaron el numero de pases en intervalos de tiempo.

Los resultados demuestran que las 4 fracciones (metanol, n-hexano, cloroformo,
acuoso) disminuyeron notablemente la actividad locomotora de los ratones en
comparacion al grupo control. Anédlogamente, todas las fracciones de la planta
disminuyeron significativamente la cantidad de ratones que cruzaron el agujero en
comparacién con el grupo control, lo cual es congruente con la actividad depresora del

SNC observada en la prueba de campo abierto (Islam et al., 2021).
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Es importante mencionar que, la especie vegetal presenta actividad
antiinflamatoria, segin Mensah et al. (2014), el extracto etanolico de las hojas de C.
diffusa Burm. f. administrado por via oral a pollos, una hora después de ser inyectados
con carragenina, mostraron una reduccién significativa en el edema en la pata de los
pollos, la disminucién fue dosis-dependiente, lo que quiere decir que la inhibicion del
edema aumento con la dosis del extracto. Sugieren que las propiedades antiinflamatorias
del extracto pueden guardar relacion con sus componentes antioxidantes, por la reduccion

del estrés oxidativo en los tejidos inflamados (Mensah et al., 2014).

Por ultimo, pero no menos importante, C. diffusa Burm. f. tiene propiedades
nutracéuticas, su contenido de macro y microelementos indispensables para la salud
humana, la vuelve una buena alternativa como suplemento alimenticio. Peduruhewa et al.
(2021) emplearon diferentes solventes organicos como hexano, etanol, cloroformo y agua
para el andlisis cuantitativo y cualitativo de las propiedades nutracéuticas. La
determinacion de los microelementos se llevd a cabo mediante el método de

espectrofotometria de absorcion atdmica (Peduruhewa et al., 2021).

Los resultados arrojados dieron un alto contenido de proteinas y fibra, lo que la
convierte en una opcion viable como suplemento alimenticio y combatir la desnutricion,
los micronutrientes que obtuvieron fueron el calcio, hierro, cobre y Zinc, esenciales para

una buena salud (Peduruhewa et al., 2021).

2.2 Banano (Musa paradisiaca L.)

Es de nuestro conocimiento que el banano es uno de los cultivos mas importantes
a nivel mundial. La especie vegetal Musa paradisiaca L. comunmente conocido como
banano pertenece a la familia de las Musaceae, es una hierba perenne la cual se puede
encontrar alrededor del mundo en areas tropicales y subtropicales. Se conoce que el
origen del género musa proviene de la parte sur y suroeste del continente asiatico. (Zafar
Imam & Akter, 2011).

El bidlogo Norman Willison Simmonds en sus investigaciones propuso que uno

de los primeros cultivos domesticados por la humanidad fue el banano, en su obra sugiere
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que esta planta surgié al mismo tiempo que la agricultura sedentaria primitiva en la
region, aproximadamente hace unos diez mil afios. Este evento historico destaca la
estrecha relacion que existe entre el banano y el desarrollo temprano de las practicas
agricolas, lo que lo convierte en un elemento crucial en la historia de la alimentacion

humana (Simmonds, 1966).

El banano, es un producto comestible el cual nos aporta diversos micro y
macronutrientes, pero su origen nace de una serie de mutaciones y cambios genéticos, a
partir de especies silvestres no comestibles, de fruto pequefio con numerosas semillas,
para alcanzar las mutaciones, se llevan a cabo alteraciones en los cromosomas que
contienen las caracteristicas genéticas, gracias a esto, tenemos actualmente el banano

comercial comestible (Castro, 2009).

Las especies silvestres Musa acuminata Colla y Musa balbisiana Colla dan lugar
a cultivares de banano y platano. Los hibridos de estas dos especies a menudo se
denominan Musa X paradisiaca L., Musa X sapientum L., o incluso M. acuminata X M.
balbisiana Colla (Seymour, 1995).

La especie vegetal Musa paradisiaca L. es una planta herbacea monocotileddnea
que puede llegar a una altura entre los 1,5 a 6 metros de largo. Se conoce gue esta especie
crece y se produce en climas tropicales, requiere de una temperatura adecuada y
precipitacion baja para desarrollarse uniformemente durante toda su etapa de crecimiento,
por el contrario, si se desarrolla en areas donde exista una alta precipitacion y condiciones
nubladas, la especie se vera afectada con respecto a sus condiciones fisiologicas (Pineda,
2021).

El sistema radicular consta por las raices de la planta y son de caracter adventicio,
fasciculadas y fibrosas (Belalcazar, 1991). En su investigacion, Tomala (2019) afirma
que las raices presentan un color blanco y son flexibles, pero al pasar del tiempo estas se
tornan amarillentas y resistentes, a medida que envejece la planta, la raiz se vuelve de un

color castafio oscuro.

Siguiendo con las caracteristicas botanicas, la planta de banano cuenta con un

rizoma o bulbo, tallo subterraneo con meristemos donde comienza el crecimiento del
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pseudotallo, raices y yemas (El Cultivo del Platano. lera Parte., 2024) el pseudotallo
estd conformado por la union de las vainas de las hojas, sostiene el tallo aéreo que lleva
lainflorescencia hacia el apice. La forma de las vainas son circulares y en una etapa inicial
cubren por completo el tallo aéreo, tiempo después el crecimiento de nuevas hojas dentro
del pseudotallo obliga a los margenes libres de las vainas a separarse (Stover &
Simmonds, 1987).

La lamina o limbo, el pseudo peciolo, la vainay la nervadura central son las cuatro
partes visibles de las hojas de banano. La forma de la especie vegetal en su etapa adulta
es ovalada, con un apice obtuso y un semilimbo ligeramente méas grande que el otro. El
numero de hojas que puede llegar a producir la especie dependera de su edad, usualmente
entre 1/3, 3/7 y 4/9 en plantas adultas (Galan et al., 2018).

Las flores son de un tono amarillento, irregulares y con seis estambres, uno de
ellos es estéril, reducido a estaminodio petaloideo. El gineceo esta conformado con tres
pistilos, con ovario infero. El “régimen” de la platanera es el conjunto de la inflorescencia.
Cada grupo de flores en cada bractea forma una reunion de frutos llamada “mano”, que
tiene entre tres y veintidos frutos. Un régimen no puede tener mas de 4 manos, excepto
en las variedades muy reproductivas, que pueden tener entre 12 y 14 manos (El Cultivo
del Platano. lera Parte., 2024)

Su fruto presenta una forma cilindrica, alargada y un poco curvada, con una pulpa
blanda comestible y rica en almidon, posee un sabor dulce y sin semilla. Sus manos estan
esparcidas por todo el racimo y tienen de 30 a 70 dedos, con una longitud de 20 a 40 cm

y un diametro de 4 a 7 cm (Hernandez, 2009).

La ecofisiologia del cultivo de banano requiere de un ambiente y condiciones
favorables para su Optimo crecimiento, no solo depende de aspectos climaticos sino
también geograficos. Como se menciond anteriormente la especie Musa paradisiaca L.
crece en areas tropicales, es por esta razén que necesita de un clima hdmedo
aproximadamente entre los 18 °C a 35.5 °C, tal como lo menciona (Andrade, 2014) en el
manual de buenas préacticas agricolas para Banano, puesto que, al enfrentarse a

temperaturas mayores, la especie puede llegar a sufrir estrés y bajar su rendimiento.
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En términos de altitud, la mas recomendada seria entre los 0 metros sobre el nivel
del mar hasta los 300 sobre el nivel del mar (Andrade, 2014), no obstante, la especie Musa
paradisiaca L. puede adaptarse y crecer en altitudes hasta los 2.200 metros sobre el nivel
del mar (Torres, 2012). En cuanto a la luminosidad para una 6ptima produccion de banano
es anualmente entre las mil y mil quinientas horas luz (Andrade, 2014). Asimismo, el
viento influye en el buen desarrollo de la planta, por lo que, la falta de vientos fuertes
favorece su crecimiento, se recomienda sembrar esta especie en zonas donde los vientos
no pasen de 30 kilébmetros por hora, con el fin de evitar el volcamiento de las mismas
(Andrade, 2014).

Los recursos hidricos es otra condicion primordial al momento del desarrollo de
la planta, debido a que el agua influye en los procesos fisioldgicos a través de reacciones
quimicas en las células; Cayén et al. (1998) afirman que el tipo de banano, la insolacién,
la densidad de siembra, la edad del cultivo y el area determinan la cantidad de agua que
necesita el cultivo de banano. Por otro lado, Cayodn et al. (1998) manifiestan que el suelo
sirve como soporte y espacio vital para la especie, este proporciona minerales esenciales
para el metabolismo y su desarrollo; el cultivo de banano requiere un suelo que tenga
elementos ricos en nutrientes que no se presenten de forma natural, esto quiere decir que

deben ser proporcionados por la fertilizacion (Cayon etal., 1998).

2.2.1 Taxonomia del Banano

Tabla 2.

Clasificacion cientifica de Musa paradisiaca L.

Clasificacion cientifica de Musa paradisiaca L.
Reino Vegetal
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Zingiberales
Familia Musaceae
Género Musa
Especie M. paradisiaca
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Nota. Informacion de (Kress, 1990).

2.2.2 Fases fenoldgicas del banano

Los autores Marcelino, Gonzalez & Rios (2012) presentan en su manual técnico que

el ciclo de cultivo de banano consta primordialmente de cuatro fases de desarrollo

fenoldgico, como se observa el cultivo de banano en la Figura 1, a continuacion, se

explicara cada una de ellas.

b)

d)
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Fertilizacion Matoria 25% 50% 25% —>» Luego cada 4 meses 25% —>
Hizaci organica 0 (] o g (]
Arvenses Epoca critica Manejo integrado
(Mantener libre el plato)

Figura 1 Ciclo del cultivo de banano. Imagen obtenida de (Santos et al., 2006)

Vegetativa: también conocida como la fase de crecimiento, va desde la siembra
hasta la emision de la inflorescencia, que puede ocurrir de seis a siete meses
después de la siembra.

Reproductiva: fase de floracion, incluye el periodo que va desde la emision de la
inflorescencia hasta la aparicion del dltimo cojin de la flor masculina. Esta fase
tiene un tiempo bastante estable que aumenta con la altitud y generalmente dura
entre 10 a 15 dias.

Productiva: se la conoce como madurez del racimo y dura desde la exposicion del
altimo cojin de flores masculinas hasta la cosecha del racimo, en la especie clon
Cuerno puede llegar a durar entre 2.5 a 3.5 meses (Belalcazar, 1991).

Sucesion: esta fase se lleva a cabo junto al desarrollo fisioldgico de la planta
madre, después de la cosecha de esta, el retofio comienza a crecer y entrara en su
fase reproductiva que durara entre 2.5 a 3 meses y para la cosecha de 5.5 a 6

meses.
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2.2.3 Produccion bananera

En Ecuador, las provincias costeras de El Oro, Guayas y Los Rios, son las mas
importantes en la produccion de banano, con una participacion del 41%, 34%, 16%,
respectivamente. El 42% de los pequefios productores de banano del pais se encuentran
en la provincia de ElI Oro, mientras que los grandes productores se encuentran

principalmente en las provincias de Guayas y Los Rios (COMEX, 2017).

La produccion de musaceas es el primer rubro no petrolero de importancia
econdmica para el pais. Alrededor de 268.410 hectareas de plantaciones de musaceas se
encuentran en Ecuador, de las cuales el 95% se exporta y se distribuye en 43 mercados
globales. Por lo tanto, el banano ecuatoriano representa aproximadamente el 30% del
consumo mundial. Esta actividad tiene un impacto directo e indirecto en alrededor de 2,5
millones de personas (Agrocalidad, 2018).

Como se dijo anteriormente, Ecuador es un pais productor cuya gran parte de su
economia siempre ha dependido de la exportacién de distintos productos, como el café,
flores, cacao y banano. Aproximadamente una quinta parte de la produccion mundial de

banano esta destinada a los mercados internacionales.

Entre 2008 y 2017, la produccion mundial de banano aumenté un 15,35%,
alcanzando 113,92 millones de toneladas métricas (MTM) en 2017. Debido a los
aumentos en el rendimiento y el area cosechada durante este tiempo, la produccion de
bananos aumento. Las exportaciones de banano aumentaron un 26,67% en el mismo
periodo, alcanzando 23,18 MTM en 2017. Los tres principales exportadores de banano
en el mundo en 2017, Ecuador, Filipinas y Costa Rica, representaron alrededor del 50%
de las exportaciones mundiales de bananos (Evans et al., 2020); (Crops Production And
Trade Statistics, 2024).
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De la misma manera, como mencionaron Serrano et al. (2020), la produccién del
banano Cavendish de Ecuador representa el 40% de la produccion mundial y las
exportaciones del pais representan méas del 30% de las exportaciones globales. Siendo
uno de los principales proveedores de bananos en Asia y Europa, Ecuador es un rival
global en la venta de frutas de banano debido a su alta calidad.

En Ecuador, la produccion de bananos alcanzé los 6,5 millones de toneladas en
2018, con una superficie neta de cultivo de 158.057 ha (FAO, Banana Statistical
Compendium 2018, 2019). Como lo afirman Villasefior et al. (2020) el banano es un
cultivo que tiene una alta demanda nutricional, este producto se caracteriza por su sabor
y aroma afrutado, asi como por sus propiedades nutritivas, que incluyen fibras, hidratos

de carbono, agua y grasa (Pineda, 2021).

En el afio 2019 se calcula que las exportaciones globales de bananos alcanzaron
20,2 millones de toneladas, en comparacion al afio 2018 aumento un 5%. Segln datos de
los nueve primeros meses del afio, esta creciente sigue siendo el resultado principal del
fuerte crecimiento econdmico en los dos principales exportadores del afio 2019, Ecuador
y Filipinas. Mientras tanto, las condiciones climaticas desfavorables causadas por el
fendmeno del Nifio siguen teniendo un impacto en los envios de varios proveedores
importantes, principalmente de Costa Rica y Republica Dominicana y en menor medida
Colombia (FAO, 2020).

Segun el anélisis del mercado del Banano realizado por FAO (2020) Los
volimenes mundiales de importacion neta de bananos alcanzaron los 18,9 millones de

toneladas en 2019, un aumento estimado del 3% con respecto a 2018.

La biotecnologia, con tecnologias agricolas, ha ayudado a mejorar la produccion
y cultivos bananeros, con el fin de impulsar el desarrollo del pais tal como lo menciona
Suarez (2019) en su estudio de la produccién de un territorio bananero en la costa sur del
Ecuador (Suérez, 2019). A pesar de ello, sabemos que existen diversos fitopatdgenos, que
causan dafios y grandes pérdidas en las plantaciones de banano, y por consiguiente se
perjudica la economia del pais, la gestion adecuada de los productos agricolas es crucial.

El banano es un cultivo que se produce en todo el mundo, por lo que es esencial proteger
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las plantaciones de enfermedades perjudiciales como lo es la Sigatoka Negra (Narayanan
etal., 2022).

2.3 Sigatoka negra

El hongo ascomiceto Mycosphaerella fijiensis, también conocido como Sigatoka
Negra, ha provocado pérdidas en plantaciones de banano no solo en Ecuador sino también
alrededor del mundo (Ploetz, 2001). Esta enfermedad causa rayas necroticas en las hojas,
pérdida de la capacidad fotosintética y una disminucion del rendimiento tal como lo
menciona Churchill (2010). EI patégeno se propaga tanto en su forma asexual como
sexual y actualmente estd controlado por un régimen estricto de fungicidas, lo que es

motivo de preocupacion por motivos econdmicos y ambientales (Noar et al., 2022).

La Sigatoka Negra se describio por primera vez en el valle de Sigatoka en Fiji en
el afio de 1963, pero muestras de herbario indican que ya existia en Taiwan en 1927
(Stover, 1978). Se corrobord su origen asiatico mediante pruebas genéticas de 136
aislados de Mycosphaerella fijiensis de diferentes lugares del mundo, mediante la técnica
RFLP (Carlier et al., 1996).

En el continente americano se observd por primera vez en Honduras en el afio
1972, luego se extendid a los paises bananeros de América Central, América del sur,
Ameérica del Norte y algunas islas del Caribe. Adicional a esto, la primera vez que se
registré en Colombia fue en la zona bananera de Antioquia en 1981 (Stover & Dickson,
1976; Marin et al., 2003). La entrada de este fitopatdgeno en el pais se dio en el afio de
1987 al norte, en la provincia de Esmeraldas, sustituyendo a la Sigatoka Amarilla, hongo

menos perjudicial para los cultivos bananeros (Batallas, 2015).

La Sigatoka Negra es causado por los patdgenos Mycosphaerella fijiensis en su
estado sexual y por Pseudocercospora fijiensis en su forma asexual. La infeccion puede
ocurrir tanto a través de ascosporas (sexuales) como de conidios (asexuales). La
enfermedad se desarrolla principalmente desde la parte superior hacia la parte inferior de
la planta de banano, donde las aerosporas afectan primero las estomas y luego las hojas
(De Lapeyre de Bellaire et al., 2010).
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Es por eso que, las hojas que presenten grandes lesiones causadas por infecciones
empezaran a deteriorarse y afectaran la capacidad de las plantas para llevar a cabo la
fotosintesis, lo que eventualmente ocasionara su muerte. En las primeras etapas de la
infeccion, las lesiones lucen de color marron oxidado. Conforme avanza la infeccion,

estas areas se tornan méas oscuras y se convierten en depresion (Narayanan et al., 2022).

Como se menciono anteriormente, la Sigatoka Negra causa mayores pérdidas en
las plantaciones de banano, por lo tanto, es importante realizar controles de patégenos y
posibles estimaciones de pérdida de cultivo. El control de esta enfermedad en Centro
América y Suramérica representa el 27% de los costos de produccién, siendo este
aproximadamente USD 10 millones anuales (Fullerton & Casonato, 2019), las pérdidas
del banano aumentan un 70% (FAO, 2020; Ploetz, 2001).

2.3.1 Clasificacion taxondmica de la Sigatoka negra

Tabla 3.

Clasificacion taxonémica de Mycosphaerella fijiensis Morelet

Linaje taxonomico
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
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Familia Mycosphaerellacea

Subfamilia Mycosphaerelloideae

Clado Capnodiales

Tribu None

Género Mycosphaerella

Especie Mycosphaerella fijiensis Morelet

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

2.3.2 Afectacién en los cultivos a nivel mundial

El hongo ascomiceto Mycosphaerella fijiensis produce grandes pérdidas en las
plantaciones de banano, los bajos rendimientos causados por esta enfermedad han
provocado problemas de inseguridad alimentaria, sobre todo en los sectores agricolas, la
sigatoka negra reduce el rendimiento de los cultivos, reduciendo el area fotosintética de

la fisiologia y el llenado del fruto, tal como lo mencionan Barekye et al. (2011).

La Sigatoka negra provoca un dafio en las hojas, causando manchas necréticas y
una disminucion del area foliar en toda la planta infectada (Barekye et al., 2011), este
hongo causa pérdidas econdmicas para los productores y afecta la calidad del fruto,
asimismo, segun Chillet et al. (2009) mencionan que el fruto puede verse afectado en su

proceso de maduracion, el banano madura prematuramente al ser atacado por él.

La enfermedad se encuentra distribuida por toda América causando graves
pérdidas de rendimiento, la enfermedad se vuelve cada vez mas resistente por lo que su
manejo se complica y se carece de medidas de manejo. La aparicion de la Sigatoka negra
en Centroamérica provocd un aumento significativo con respecto a los costos de

proteccion de los cultivos bananeros (Stover R. H., 1980).

Los costos para combatir dicha enfermedad aumentaron 4 veces mas de lo que era
anteriormente (Stover R. H., 1980). Los tratamientos contra la Sigatoka negra representan
el 27% del costo total de produccion de una caja de bananos en Centroamérica (Stover &

Simmonds, 1987). A pesar de que en Costa Rica se realizaron 33 aplicaciones anuales de
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fungicidas, el hongo Mycosphaerella fijiensis afecta el 5% del valor de produccién cada
afio. (Romero R. , 1993).

El impacto del dafio causado por la Sigatoka negra es altamente significativo, lo
que nos demuestra la importancia de buscar alternativas y recursos para su manejo.
Existen factores epidemioldgicos que favorecen el desarrollo de la enfermedad, como por

ejemplo el clima, ya sea la lluvia, temperatura y humedad (Romero R. , 1998).

El clima juega un papel importante en la expresion de la resistencia del hospedero
y su susceptibilidad a la enfermedad, en especial cuando se trata de resistencia poligénica.
Asimismo, si la resistencia es monogénica, el clima puede ser crucial para la eficiencia

de los genes que pueden conferir resistencia (Romero R. , 1998).

La dinamica del indculo y el impacto de la enfermedad en los rendimientos
también estan determinados por el clima. En Costa Rica la Sigatoka negra influye el peso
del racimo hasta un 40%. La lluvia propaga la liberacion de las ascosporas, la germinacion
y penetracion del hongo, asi como la colonizacion de los tejidos internos, estan
influenciadas por la temperatura y la humedad. Mientras las temperaturas oscilen entre
los 24 °C y los 28 °C y el ambiente presente humedad relativamente alta, la reproduccion
se beneficia (Romero R. , 1998).

2.3.3 Afectacion en los cultivos a nivel nacional

Ecuador sigue siendo el pais lider en la produccién y exportacion de banano a
nivel global, con una cantidad de aproximadamente 6 millones de toneladas vendidas a
otros paises en todo el mundo cada afio. Esta actividad, aparte del petroleo, es la segunda
forma de ingresar dinero a su economia y, como resultado, contribuye significativamente

a su crecimiento como nacion (Serrano et al., 2020).

En febrero de 1987, se encontrd por primera vez la Sigatoka negra al norte de
Ecuador, especificamente en la provincia de Esmeraldas. En 1989, se descubrio en las
provincias de Los Rios y Guayas Y para el afio de 1992 se presento en las plantaciones

bananeras de la provincia de El Oro, dicha provincia ubicada al sur del pais. Lo que quiere
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decir que, la enfermedad tard6 cinco afios en infectar todas las plantaciones de bananos
en el pais (Martillo & Solano, 2003).

Adicional a ello, se mencion6 que son cuatro provincias costeras las que lideran
la produccién bananera en el pais, las condiciones climaticas favorables y el suelo
excepcional han contribuido a las altas producciones. Aproximadamente se ha ocupado
unas 200 mil ha de suelo para la siembra de banano, este cultivo representa el 20% del

producto interno bruto (Serrano et al., 2020).

En relacion con el clima, se sabe que la lluvia afecta notablemente a la
propagacion del hongo Mycosphaerella fijiensis, sin el fendmeno de EI Nifio el control
para esta enfermedad es relativamente facil, se realizan pocos ciclos de aplicacion de
agroquimicos, pero con la presencia de El Nifio la enfermedad se vuelve mas dificil de
manejar, por lo que los métodos convencionales de aplicacidn no son viables (Martillo &
Solano, 2003).

La aplicacion de agroquimicos en el afio 2002 significd una gran pérdida de
cultivo y, en consecuencia, econdmico. En dicho afio se realizaron de 18 a 23 ciclos por
hectarea por afio, sin embargo, con la llegada de El Nifio se comenzaron a aplicar
fungicidas cada 14 dias en la provincia de Los Rios. La angustia de los agricultores
provoco que aplicaran hasta 33 ciclos, a pesar de ello, hubo mucha pérdida de fruta y los

dafos ocasionados fueron innumerables (Martillo & Solano, 2003).

En condiciones criticas, los agricultores pueden sufrir pérdidas entre un 40% a
100% de produccion bananera, es por esto que, se busca de alternativas y estrategias para

el control y manejo de la enfermedad (Valverde, 2019).

Como lo menciona Intagri (2018) el crecimiento y propagacion de la Sigatoka
negra esta relacionado con las condiciones meteorologicas. Lamentablemente, Ecuador
carece de herramientas tecnoldgicas especializadas en la evaluacion de variables
meteoroldgicas especificas para la vigilancia de las plantaciones bananeras, lo que

aumenta significativamente la probabilidad de no identificar el hongo a tiempo.
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Por Gltimo, es importante mencionar que, en Ecuador, la industria bananera
invierte el 35% de sus costos de produccion en la gestion de la enfermedad Sigatoka
negra. La mayor inversion dentro de este porcentaje se destina a los agroquimicos, los
especialistas agropecuarios han iniciado proyectos de investigacion para mejorar y
asegurar el buen uso de agroinsumos (CropLife Latin America, 2024).

2.4 Sintomatologia de la enfermedad

Segun Belalcazar (1991) el desarrollo de la enfermedad Sigatoka negra se puede

visualizar en seis estadios, tal como se observa en la Figura 2.

e Estadio 1: empieza con una pequefia decoloracion de color blanco, en algunos
casos amarillo, aproximadamente de 1 mm de largo, se puede observar
Unicamente en el envés de la hoja. Para observar dichas manchas blancas se debe
exponer el envés de la hoja a la luz. Dichas manchas blancos son conocidos como
piscas.

e Estadio 2: la mencionada mancha blanca/amarilla empieza a transformarse en una
estria de color rojizo de 2 a 3 mm de largo en el envés y haz de la hoja.

e Estadio 3: la estria rojiza se torna marrén y ya no es solo una estria sino varias.
Sus tamafios aumentan y también se alargan. Los conidi6foros aparecen en esta
etapa, por lo tanto, conduce a la produccién de conidias.

e Estadio 4: las manchas empiezan a crecer aln mas y su color se torna marrén
oscuro en el envés y una coloracién negra en el haz de la hoja, presentan una
forma ovalada.

e Estadio 5: las manchas comienzan a tener una forma eliptica, siguen creciendo
tanto vertical como horizontalmente, su color se torna negro y los bordes de dichas
manchas lucen un color rojizo con halo amarillo.

e Estadio 6: esta etapa indica que la enfermedad esta avanzada y es aqui donde el
centro de la mancha negra se seca y muestra un centro blanco-grisaceo con

peritecios evidentes.
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Figura 2 Estadios de desarrollo de la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis). Imagen obtenida
de Manual Técnico El cultivo de platano (Musa paradisiaca L. en Panama, elaborada por
(Marcelino, Gonzalez, & Rios, 2012)

2.5 Reproduccion del patogeno

Mycosphaerella fijiensis es un hongo ascomiceto que se reproduce tanto sexual
como de forma asexual, en su reproduccion sexual produce las ascosporas mientras que
en su forma asexual se generan esporas llamadas conidios (Canto, 2012). En la
reproduccién sexual se caracteriza por la formacion de las siguientes estructuras:
espermagonios, peritecios y como mencioné anteriormente, las ascosporas, mientras que,
en la reproduccion asexual, las hifas crean una estructura donde crecen los conidioforos

y de cada uno puede formarse los conidios (Intagri, 2018).

En la reproduccion sexual los espermagonios estan mas presentes en la parte
inferior de la hoja (envés o parte abaxial), estos producen gametos masculinos, conocidos
como espermatia en su etapa madura, que fertilizan los peritecios, también conocidos
como pseudotecios o cuerpos fructiferos los cuales son la parte femenina del hongo
(Intagri, 2018). Las ascosporas se producen en las ascas de los peritecios, que son sacos
pequerfios y transparentes. Cada uno de estas ascas contiene ocho ascosporas, las cuales
son estructuras pequefias que aparecen en las etapas finales de la enfermedad (Sanchez
et al., 2005).

El pseudotecio puede producir hasta 160 ascosporas (Sanchez et al., 2005), cada
una de las cuales tiene la capacidad de infectar las hojas de bananos. La velocidad del
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viento es el medio por el cual las ascosporas se propagan a larga distancia (Ploetz, 2001).
Es importante destacar que las ascosporas son susceptibles a la radiacion ultravioleta, lo

que limita su dispersion natural a unos kilometros.

2.6 Actividad antifungica

La naturaleza nos brinda una variedad de especies vegetales las cuales son una
fuente de metabolitos secundarios con actividad antifungica. La actividad antifingica de
extractos de plantas usadas contra fitopatdgenos ha sido estudiada durante afios por la
necesidad de disminuir el uso de quimicos sintéticos en la agricultura que causan dafio al

medio ambiente y salud de los seres vivos (Barrea & Garcia, 2008)

La actividad antifungica de las plantas se ha estudiado a través de la resistencia de
patdgenos a varios fungicidas comerciales utilizados, la presencia de desechos quimicos
en la cadena de alimentos y el control de enfermedades de cultivos agricolas, esto ha
motivado la busqueda de nuevas sustancias antifingicas de origen vegetal que sean
efectivas contra fitopatdgenos tanto in vitro como in vivo. Los extractos de plantas
naturales son un sustituto efectivo de los agentes antimicrobianos sintéticos y una opcion

para prevenir la contaminacion de los alimentos (Centeno & Carrea, 2013).

El término "agente antifingico o antimicético” se refiere a cualquier sustancia
capaz de alterar las estructuras de una célula fungica de tal manera que pueda inhibir su
crecimiento, alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia, bien directa o
indirectamente, lo que permite que los sistemas de defensa del huésped funcionen mejor
(Gregori Valdés, 2005).

El fendmeno se refiere a la capacidad de ciertas sustancias para detener el
desarrollo de hongos o incluso causar su muerte, ya que las plantas son una fuente valiosa
de moléculas bioldgicamente activas, entre las cuales se destacan varios metabolitos
secundarios con caracteristicas antifungicas. Los flavonoides, los fenoles, los glicosidos
de fenoles y las saponinas son algunas de las sustancias mas conocidas (Grayer &
Harborne, 1994).
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Los antifingicos actan en diferentes niveles dentro de la célula flngica,

provocando una serie de eventos que impiden el crecimiento y la propagacion de los

hongos. La pared celular, una estructura esencial para la integridad y resistencia de la

célula, es uno de los principales blancos de accion (Davicino etal., 2007). Los

antifingicos pueden debilitar la pared celular y hacerla vulnerable al organismo fungico

al obstaculizar su sintesis (Rivas-Morales et al., 2016).

Segln la FRAC (2019), existe una serie de clasificacién de modos de accion de

los antifungicos, a continuacion, se detallara cada una de ellas:

Metabolismo de &cidos nucleicos: la sintesis de &cidos nucleicos ADN y ARN se
ve afectado por ellos, lo que reduce la produccién de enzimas como la ARN
polimerasa I, la adenosin-deaminasa o la ADN topoisomerasa. Tiene un impacto
en la division celular (FRAC, 2019).

Proteinas del citoesqueleto y las proteinas motoras: la molécula tubulina, también
conocida como microtibulos-citoesqueleto, es esencial para la formacion y
segregacion de cromosomas durante la division celular. Cualquier alteracién en
esta molécula tiene un impacto en la mitosis a nivel de la metafase (FRAC, 2019).
Respiracion: inhibir el proceso de respiracion celular de las mitocondrias. La
respiracion, un proceso oxidativo complejo, produce ATP y ADP para mantener
la energia liberada por el catabolismo de moléculas como los carbohidratos.
(FRAC, 2019).

Sintesis de amino&cidos y proteinas: Inhiben la biosintesis de la metionina (gen
cgs) y la secrecion de enzimas, que son parte de la transferencia de informacién
de ARN a la sintesis de una secuencia de aminoacidos (FRAC, 2019).
Transduccion de sefiales: Las sustancias que lo producen alteran la transduccion
de sefiales, deteniendo los procesos metabdlicos que permiten a la célula adaptarse
a su entorno. La transduccion de sefiales osmética (OS-2, HOG1) implica
MAP/histidina-quinasa (FRAC, 2019).

Transporte: Alteran la integridad de las membranas celulares y la sintesis de
lipidos. Afectan la formacién de glicolipidos al influir en la permeabilidad de la
membrana (FRAC, 2019).

Biosintesis de esterol en las membranas: los inhibidores de enzimas o los

mecanismos enzimaticos involucrados en la biosintesis del esterol Los esteroles,
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que solo se encuentran en las membranas celulares de algunos hongos
(Ascomicetos y Basidiomicetos, no en bacterias ni oomicetos), ayudan a los
hongos a mantener su estabilidad y permeabilidad (FRAC, 2019).

e La biosintesis de la pared celular: la glucosamina y la quitina no se unen en las
paredes celulares. La integridad de las paredes celulares fungicas se ve afectada
por la inhibicién del glucano, que es el componente estructural principal de las
paredes celulares fungicas (FRAC, 2019).

Los antifangicos también son cruciales para la agricultura y la proteccion de
cultivos. Las infecciones fungicas pueden arruinar la produccion agricola y causar
pérdidas significativas en los rendimientos, por lo que se utilizan antifingicos
fitofarmaceuticos para prevenir y controlar las enfermedades fungicas en las plantas

cultivadas (Rivas-Morales et al., 2016).

2.7 Controles biologicos contra la Sigatoka negra

Las practicas agrondmicas son esenciales para gestionar plantaciones, ya que
proporcionan condiciones optimas para el crecimiento de las plantas y previenen la
creacion de microclimas que favorecen enfermedades. Es esencial implementar un
programa de manejo integrado de la Sigatoka negra en la produccién comercial de
bananos y platanos. Esto requiere que los técnicos y productores que trabajan en la
produccion de estas musaceas tengan un conocimiento exhaustivo de la enfermedad
(Orozco et al., 2008).

El uso de microorganismos o los productos de su metabolismo para disminuir o
eliminar las poblaciones de patdgenos es parte del control bioldgico de enfermedades.
Este método protege a las plantas al atacar directamente a los patdgenos en el lugar de

infeccion, ya sea antes o después de la infeccion (Agrios, 1996).

El control bioldgico de los patégenos es un fendmeno comun en la naturaleza que
implica reducir o eliminar las poblaciones de patdgenos utilizando otros organismos. Por
ejemplo, los suelos supresores, que contienen microorganismos antagonistas que impiden

el crecimiento de los patdgenos, impiden que los patdgenos prosperen en ciertos lugares.
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Ademas, las plantas que han sido afectadas por patdgenos con frecuencia estan inoculadas
naturalmente con microorganismos antagonistas antes o después del ataque del patdgeno.
En ocasiones, estos antagonistas pueden ser cepas no virulentas del mismo patogeno, que
impiden su crecimiento a través de mecanismos como la hipovirulencia y la proteccién
cruzada (Agrios, 1996).

En otros casos, ciertas plantas superiores pueden ayudar a reducir la cantidad de
indculo atrapando patdgenos cercanos (conocidas como plantas trampa) o liberando
sustancias toxicas para los patégenos en el suelo. En los ultimos afios, los humanos han
intentado aprovechar estos antagonismos biol6gicos naturales y han creado métodos para
usar el control bioldgico para combatir una variedad de enfermedades de las plantas. A
pesar de que existen numerosas restricciones ecoldgicas, se espera que los antagonismos
bioldgicos desempefien un papel significativo en las estrategias de control utilizadas para

combatir una variedad de enfermedades (Agrios, 1996).

Segun Guzman (2012) en comparacion con las enfermedades foliares, como la
Sigatoka negra, el control biolégico ha demostrado ser méas efectivo para controlar las
enfermedades del suelo. Las caracteristicas del filoplano lo convierten en un entorno
desfavorable para los microorganismos antagonistas. La superficie de las hojas esta
expuesta a cambios bruscos de temperatura y humedad, lo que crea un ambiente estresante
e inestable. Ademas, el filoplano tiene una disponibilidad limitada y dispar de nutrientes,
como carbohidratos y proteinas. A pesar de estos obstaculos, los microorganismos
colonizadores del filoplano pueden desemperfiar el papel de reguladores bioldgicos
(Guzman, 2012).

En general, el control bioldgico de la Sigatoka negra es muy dificil debido a la
naturaleza policiclica de la enfermedad, la presencia de plantas de todas las edades y el
desarrollo de hojas altamente susceptibles cada 6 a 12 dias. Debido a la disponibilidad de
fungicidas altamente efectivos, asi como al escaso interés y financiamiento para encontrar
métodos alternativos de control, hasta ahora se ha prestado poca atencién al control
bioldgico de M. fijiensis (Marin et al., 2003).

Sin embargo, en los Gltimos diez afios, el interés en buscar alternativas para el

control de la Sigatoka negra ha aumentado debido al desarrollo de cepas de M. fijiensis
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gue son menos sensibles o resistentes a fungicidas sistémicos y a la creciente demanda de

métodos de control ambientalmente seguras (Marin et al., 2003).

2.7.1 Extractos vegetales

Desde tiempos ancestrales las plantas han sido usadas para fines medicinales y
terapéuticos, tratando un sin numero de enfermedades, actualmente los investigadores
estudian una varia cantidad de especies con el fin de descubrir sus actividades biologicas
para poder crear productos como bioinsecticidas y biofungicidas, a base de extractos
vegetales, debido a que, con productos quimicos sintéticos, las plagas van creando aun

mas resistencia y el impacto ambiental es cada vez mayor.

Las plantas pueden sintetizar una amplia gama de metabolitos secundarios que
estan relacionados con una variedad de mecanismos de defensa. Los metabolitos son
cruciales para proteger a las plantaciones contra depredadores, microorganismos
patégenos y herbivoros, asi como diversos tipos de estrés abidtico (Pérez Urria & Avalos
Garcia, 2009).

Se ha demostrado en los Gltimos afios que las plantas tienen funciones bioldgicas
y quimicas de defensa, lo que significa que una amplia gama de estos compuestos puede
tener efectos bioldgicos sobre los hongos. Los extractos vegetales puedes ser extraidos
de diferentes Grganos vegetativos y reproductivos, como raices, hojas, brotes, tallos,
frutos y flores, previamente triturado y tamizado, con un tamafio de particula determinado

y mezclado con un solvente a eleccion (Mesa et al., 2019).

La mejor forma de concentrar y obtener los componentes activos de las plantas es
con extractos vegetales, se logra tener cantidades minimas de los componentes mas
vitales, lo que potencia sus efectos, como ya se menciond, las especies vegetales tienen
componentes activos, que son sustancias que ayudan al desarrollo y salud de la planta

como minerales, vitaminas, polifenoles, flavonoides y aceites esenciales (Quiroga, 2021).
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2.7.2 Obtencion de extractos vegetales

Los extractos son preparaciones liquidas, semisoélidas o solidas que se obtienen de
tejidos vegetales, generalmente en estado seco. Pueden obtenerse de plantas frescas,
secas, semisecas o fermentadas. La separacion de una mezcla de una planta a través de
varios tipos de solventes, de una forma caliente o fria, en diferentes intervalos de tiempo,
se conoce como proceso de extraccion. Como resultado de la extraccion, se obtienen dos
componentes, el primero, el cual nos brinda los principios activos de la planta, el segundo
es el rechazo o bagazo de la especie, el cual no tienen ningln uso en nuestro proceso
(Chacon, 2019).

Existe una amplia variedad de métodos de extraccién, incluida la percolacion y el
arrastre con vapor. La extraccién Soxhlet, por ejemplo, utiliza una variedad de solventes
segun su polaridad para producir extractos acuosos, etandlicos, aceites esenciales u otros
compuestos. Después de la extraccion, se filtra la mezcla, se lava el material insoluble
con el mismo solvente y se combinan los filtrados para concentrar y secar el extracto. Se
puede lograr altos rendimientos de extraccién y una gran versatilidad en la separacion de
componentes segun sus caracteristicas polares dependiendo del método usado (Mesa
etal., 2019).

Adicional a ello, los métodos extractivos se clasifican en: extraccién mecéanica
(por expresion, con calor, con incisiones), destilacion, extraccion con fluidos
supercriticos, extraccién con solventes, esta Ultima tiene dos subdivisiones, continua
(percolacion, soxhlet) y discontinua (maceracion digestion, infusion, decoccion)
(Kuklinski, 1999).

En este trabajo se aplicé la extraccion con solventes, este método implica sumergir
la especie vegetal, ya triturada, en un solvente o mezcla de solventes, con el fin de que
pueda disolver sus componentes activos para hacer uso de ellos en futuras

investigaciones, bioproductos o enfermedades (Pérez, 2009).

El proceso de maceracion implica mantener el material vegetal en contacto con
un solvente durante un periodo prolongado de tiempo para obtener extractos. EI material

vegetal debe estar molido para aumentar la superficie de contacto con el solvente, este
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proceso se lleva a cabo a temperatura ambiente. Para uniformar el proceso y mejorar la
eficiencia de la extraccion es recomendable agitar con frecuencia, se debe proteger el
recipiente de la luz solar para evitar que las sustancias sensibles a la luz se descompongan
(Cargua, 2018). Luego se filtra el liquido con ayuda de una bomba, se recupera el solvente

y se obtiene el extracto en un evaporador rotatorio (Gonzalez, 2004).
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CAPITULO III.

MATERIALES Y METODOS

3.1 Disefio experimental

Nuestro trabajo fue desarrollado de manera experimental, ya que realizamos
distintos ensayos con los que deseamos averiguar las propiedades de la especie
Commelina diffusa contra el fitopatbgeno Mycosphaerella fijiensis mediante analisis
fitoquimico para poder identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
organico de la especie y pruebas biol6gicas para indagar si contiene propiedades
antimicrobianas, antifingicas que contribuyan a erradicar el fitopatdgeno, de ser asi

tendria la capacidad suficiente para desarrollar un bioproducto.

3.2 Busqueda bibliografica

Se realizo la investigacion con la ayuda de bases de datos como Scielo, Taylor
and Francis, Springer, Enciclopedia de plantas Utiles del Ecuador (De la Torre et al.,
2008), Florecimiento del arte en la botanica Libro de la morfologia floral del Bosque
Protector “La Prosperina”, ademas de repositorios institucionales como el de Universidad
Politécnica Salesiana (UPS) y Universidad Nacional de Colombia (UNAL), revistas
cientificas como "La Granja” y SCIRP, acerca de las especies vegetales que crecen en
bosques secos y presenten antecedentes antimicrobianos o antifingicos, puesto que
nuestra investigacion va centrada a la busqueda de extractos vegetales que tengan
potencial como biofungicida.

3.3 Zona de estudio

Se realizo la busqueda con respecto a especies que crezcan en bosques Secos
puesto que tenemos gran variedad de estos tipos de bosques en la zona de Guayaquil y

uno de los mas cercanos a nuestra institucion al que pudimos acceder fue el bosque seco
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cerro blanco, este pertenece a la cordillera colon colonche y tiene una extensa

biodiversidad.

La recoleccion de la especie Commelina diffusa se dio en el mes de abril del afio 2024 en
Guayas, Guayaquil en el bosque seco protegido Cerro blanco con las coordenadas
2°11°37°S 79°57°28"" O, a 160 pies de altura, tal como se observa en la Figura 3.
(Sinnhuber, 1959)(Raup, 1942)

211° 50

2°11'3" S 79°57'28" 0
Guayaquil, Guayas
160 pies de altitud

Figura 3. Coordenadas de la especie vegetal
recolectada, tomada por Jarrin, Navas.

Al momento de realizar el muestreo se recolectaron 3kg de la especie vegetal
Commelina diffusa en bolsas negras, adicional se recolecto una segunda muestra de 1kg
la cual se dividiria para estudios genéticos y la herborizacion de la especie, esta fue
guardada en una funda ziploc, y ambas fueron previamente etiquetadas con fecha, origen
y persona responsable, para ser trasladadas hasta el laboratorio de la facultad de ciencias

naturales y matematicas de Espol, donde se iba a desarrollar parte de la investigacion.
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3.4 Herborizacion e identificacion

Gracias a la busqueda bibliogréfica previamente realizada teniamos conocimiento
de caracteristicas tipicas de la especie, sin embargo, para poder estar seguros de que era
la correcta nos ayudamos de la aplicacion PlanNet como herramienta de facil acceso, de
igual forma nos cercioramos nuevamente, pero esta vez con la opinion de una persona
con amplio conocimiento en especies vegetales como lo es nuestro docente de carrera el

Ing. Jaime Naranjo.

La herborizacion la realizaremos segun el método de Linnaeus, el cual nos indica
que, en una cartulina u hoja, en este caso usamos cartulina A3 cologuemos nuestro
material previamente secado, como se observa en la Figura 4. este en lo posible debe ser
hojas, ramas y frutos, las cuales prensaremos para su identificacion morfoldgica,
taxondmica y preservacion (Stearn, 1976).

Figura 5. Recoleccion de la especie vegetal Commelina
diffusa, tomada por Jarrin, Navas.

I

Figura 4. Herborizacion de la especie vegetal Commelina
diffusa, tomada por Jarrin, Navas.
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3.5 Secado y molienda

Una vez la especie vegetal se encontrara en el laboratorio esta tendria que ser
deshojada, porque hariamos uso Unicamente de sus hojas, estas se colocan en una estufa
(Thermo scientific, modelo heratherm, 230 VCA) a una temperatura de 40°C durante 36
— 48 horas. Una vez estén secas pasan a ser molidas, para esto usaremos una licuadora
previamente desinfectada, en la cual se pondran alicuotas pequefias del material seco,
para que pueda triturarse de forma adecuada, este proceso se lo repitio hasta agotar el
material disponible.

Al finalizar la molienda pasa a tamizarse, dispusimos de un tamiz # 20 para que
la particula pueda tener un tamafio uniforme u homogéneo para finalizar empaquetando

y etiquetando las muestras en fundas selladas al vacio.

3.6 Extraccion y filtrado

Para la obtencion del extracto crudo, realizamos una solucion metanol
diclorometano en proporciones 1:1 con volumen de 500 ml. Seguido de esto, en una

balanza analitica pesamos 25 gr del material vegetal pulverizado y seco.

Se vertié en un vaso beaker la solucion metanol diclorometano junto con el
material vegetal, al cual se le cubrio la superficie con aluminio, ya que realizaremos una

extraccion asistida por ultrasonido a 63 Hertz durante 20 minutos.

Mientras esperamos se arma el sistema para realizar la filtracion al vacio, pasado
el tiempo colocaremos la solucion que contiene el vaso beaker dentro del embudo buchner
, encendemos la bomba, que es quien nos brinda el efecto de vacio y se procede a filtrar,
quedando asi los solidos en el papel filtro whatman n° 1 y la fraccion liquida en nuestro
Kitasato, el cual almacenamos en un frasco ambar de 1000 ml previamente rotulado y
mantenemos en refrigeracion a una temperatura de —25 °C (Toma et al., 2001) (Ren et al.,
2021).
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3.7 Extraccién de solventes

Al momento de usar nuestro extracto este debe estar libre de solventes, es por esto
que por medio de la técnica de rotavaporacién o evaporacion al vacio eliminaremos el

solvente y obtendremos el extracto puro.

Para esto dispondremaos del rotavapor (Heidolph, modelo: HeiVAP Core), ademas
usaremos un baldn de destilacion con volumen de 1 L en donde colocaremos la fraccion
obtenida previamente, esta la insertaremos en la boca esmerilada del tubo evaporador y
aseguramos, al mismo tiempo encendemos el bafio maria y lo graduamos a una
temperatura de 40° C, una vez este haya llegado a la temperatura deseada podemos
sumergir el balon de destilacion, encender el sistema de vacio en condiciones desde 200

mbar, el recirculador del condensador y empezar con la rotacion.

Mantener la temperatura del condensador elevada es importante en este proceso y
la presion se debe bajar gradualmente segln va trascurriendo el tiempo, hasta que quede
un volumen aproximado de 100 ml, en ese momento retiramos el balon y la solucion
restante la pasaremos a un balén de volumen de 250 ml, el cual debemos pesar para

posteriormente calcular el rendimiento de la masa.

Colocamos nuevamente el balon de destilacion y seguimos evaporando hasta
llegar a un volumen alrededor de 10 ml, volvemos a retirar el balon y le agregamos 1.5
gr de fase reversa silica gel C18, el cual va a ayudar a que nuestro extracto llegue a
sequedad (De Valéncia Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agronomica y del Medio

Natural - Escola Técnica Superior D’Enginyeria Agronomica | del Medi Natural, 2020).

Una vez este se termine de rotavaporar almacenamos el solvente recuperado en
un frasco ambar etiquetado, a su vez guardaremos el balén de destilacion y estos pasaran

a una refrigeracion de —25 °C hasta su posterior uso.
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3.8 Purificacion del extracto organico

Después de la etapa de extraccion, el concentrado obtenido se analizd6 mediante
cromatografia liquida al vacio (VLC), tal como se muestra en la Figura 6. (Targett et al.,
1979).

Figura 6. Extraccién de extracto organico, tomada
por Jarrin, Navas.

En este proceso debemos preparar previamente las soluciones Agua tipo 1y

Metanol — Diclorometano en proporcién 1:1 con volimenes de 500 ml.

Para el montaje de nuestro sistema dispondremos de una bomba, quien dara el
efecto de vacio, un matraz donde recolectaremos la fraccion y una columna de
fraccionamiento de 500 gr en donde se le agregara en la parte inferior un disco de papel
filtro con los bordes doblados, después se colocara 200gr del reactivo fase reversa silica
gel C18 y se empieza a adicionar Agua tipo 1 de forma continua y filtrar al vacio sin dejar
que se seque, seguido adicionamos Metanol-Diclorometano 1:1 y filtramos al vacio sin
dejar que se seque, nuevamente agregamos Agua tipo 1 y filtramos al vacio sin dejar que
se seque, esto es un proceso previo para que el reactivo C18 se humecte o en forma de

lavado.
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Posterior a esto se coloca otro disco de papel filtro en donde se coloca la muestra
que obtuvimos al rotavaporar y un disco de papel en la parte superior. En caso de que no
se haya logrado sequedad por completo de su extracto realizar extracciones simultaneas

por ultrasonido empleando el baldn de destilacion que contiene el extracto.

Posteriormente, adicionar la solucion de Agua tipo 1 sobre la columna VLC, filtrar
al vacio y obtener el extracto acuoso, el cual se recolectara en un frasco ambar, se rotulara

y almacenara.

Para poder lavar la columna de VLC se necesita una solucion de metanol y
diclorometano en proporcion 1:1 y luego con acetona, de esta forma el reactivo restante

C18 se puede volver a usar.

3.9 Liofilizacion

El liofilizador consta de varias fases como lo son congelador, calentamiento de la

bomba de vacio, secado principal y secado final.

Se colocara el concentrado en una caja Petri previamente esterilizada y se lleva al
ultra congelador a — 80° C por 20 minutos, mientras preparamos el equipo, empezaremos
por congelar la base del equipo por 30 minutos, para que al momento de colocar la

muestra no exista un choque térmico.

Colocada la muestra procederemos a realizar el secado principal por un tiempo
estimado de 4 horas y vacio de 0.040 mbar y una temperatura de — 50° C, de igual forma
se configura el secado final por un tiempo de 2 horas («Freeze-Drying/Lyophilization Of

Pharmaceutical And Biological Products», 2016).

Con esto lo que se busca es eliminar los restos de agua interna que contiene el
extracto, esta convierte el hielo en vapor y este es eliminado sin que pase por una fase
liquida (Adams, 1991).
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Terminado el proceso se debe sellar herméticamente y almacenar en un lugar

cerrado para protegerlo de la humedad, ya que podria rehidratarse.

Este proceso conserva las propiedades, nutrientes, preserva la estructura celular y
alarga la vida util de nuestra muestra (Mujumdar, 2000) (Alzate & Eduardo, 2008).

3.10 Tamizaje fitoquimico

Ya obtenido el material liofilizado usaremos una alicuota del mismo para realizar

las distintas pruebas del andlisis fitoquimico.

Se coloco silica gel dentro de un desecador para posteriormente ingresar el vial

que contenia la muestra, este se mantuvo alli durante 15 minutos.
Luego de eso se realiz6 una dilucion ya que disponiamos de poca cantidad de la
muestra, realizamos distintos céalculos para poder agregar la cantidad de agua destilada

correspondiente a la muestra.

Hicimos uso de la metodologia dispuesta por el Manual de practicas de
laboratorio, farmacognosia y productos naturales (Cuéllar & Martinez, 2014), ademas de

la investigacion fitoquimica de otras especies (Dash, 2016).

3.10.1 Prueba de alcaloides

e Reaccién de Mayer

Coloque tres gotas del extracto y tres gotas del reactivo de Mayer en un tubo de

ensayo de 10 mL. En caso de que se forme un precipitado, se reportara que es positivo.

e Reacciéon de Dragendorff

Coloque tres gotas del extracto filtrado y tres gotas del reactivo en un tubo de
ensayo de 10 mL. En caso de que se forme un precipitado de color naranja, rojo o marrén,

Se reportara como positivo.



43

e Reaccién de Wagner

Coloque tres gotas del extracto filtrado y tres gotas del reactivo en un tubo de
ensayo de 10 mL. En caso de que se forme un precipitado floculento color marrén al

mezclarse con solucién de alcaloides en acido diluido se considerara positivo.

e Reaccidn de Hager

Coloque tres gotas del extracto filtrado y tres gotas del reactivo en un tubo de
ensayo de 10 mL. En caso de que se forme un precipitado amorfo al mezclarse con la

solucion de alcaloides en &cido diluido se reportara como positivo.

3.10.2 Prueba de saponinas

e Prueba del peréxido

Coloque tres gotas del extracto filtrado y dos gotas de perdxido de hidrégeno en
un tubo de ensayo de 10 mL. Se calienta a 40 °C mientras se agita constantemente. En

caso de aparicion de espuma se valorara la presencia de saponinas y su concentracion.

3.10.3 Prueba de lactonas sesquiterpénicas

e Prueba legal
Coloque cuatro gotas del extracto, dos gotas de piridina, una gota de nitroprusiato

de sodio al 5% y 4 gotas de KOH 2N en un tubo de ensayo de 10 mL. En caso de que

presente un color rosa la prueba se considerara positiva.

e Prueba de baljet

La solucion A se compone de 1 g de acido picrico en 100 ml de agua destilada.
La solucion B se forma al preparar una solucion de hidréxido de potasio al 5%. La
solucion C se obtiene con la solucion Ay B en relacién 1:1. Se considera la presencia del

metabolito cuando se genera un color azul o violeta.
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3.10.4 Prueba de flavonoides

e Prueba de Shinoda

Coloque tres gotas del extracto, dos cm de cinta de magnesio y cuatro gotas de

HCI concentrado en un tubo de ensayo de 10 mL. Se identifica el tipo de metabolito

secundario segun la coloracion de la reaccion.

Tabla 4.

Clasificacion del metabolito secundario flavonoides con prueba Shinoda

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

Nota. Elaborado por Jarrin, Navas.

e Prueba de 4cido sulflrico

Coloque tres gotas de extracto y tres gotas de acido sulfarico grado reactivo (98%)
en un tubo de ensayo de 10 mL. Se identifica el tipo de metabolito secundario segun la

coloracion de la reaccion.

Tabla 5.

Clasificacion del metabolito secundario flavonoides con prueba de H2SO.

Flavoniodes Rx coloracion
Chalconas Rojo azulado
Auronas Rojo guinda
Flavonas Amarillo intenso
Flavononas Naranja o guinda
Flavonoles Amarillo intenso
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Nota. Elaborado por Jarrin, Navas.

e Prueba de Zinc

Coloque tres gotas del extracto, 0.5 gramos de Zinc en polvo y cuatro gotas de
HCI concentrado en un tubo de ensayo de 10 mL en un tubo de ensayo de 10 mL. Se
identifica el tipo de metabolito secundario segin la coloracién de la reaccion.

Tabla 6.

Clasificacion del metabolito secundario flavonoides con prueba de Zinc

Flavonoides Rx coloracion
Leucoantocianidinas Rojo
Catequinas Cafe amarillento

Nota. Elaborado por Jarrin, Navas.

3.10.5 Prueba de cumarinas

e Prueba de fluorescencia

Coloque tres gotas del extracto y tres gotas de hidréxido de amonio al 10% en un
tubo de ensayo de 10 mL. Realizar la prueba de la luz ultravioleta: tapar el tubo y exponer
a diferentes longitudes de onda. Se identifica la presencia mediante coloracion azul, verde

o violeta fluorescente.

e Prueba de KOH (hidréxido de potasio)
Coloque tres gotas del extracto y tres gotas del KOH al 5% en un tubo de ensayo

de 10 mL. En caso de presencia de cumarinas cambia la coloracion a rojo o amarillo.

3.10.6 Prueba de carbohidratos

e Prueba de Fehling

El extracto se diluy6 en 1-2 mL de agua destilada. Se colocaron 2 mL del reactivo

de Fehling en un tubo de ensayo de 10 mL y se calent6 la mezcla en un bafio maria durante
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5-10 minutos. En caso de que se torne de color rojo o aparezca un precipitado rojo, el

ensayo se considerara positivo.

3.11 Microdilucién in vitro en placa multipocillo

Para las pruebas bioldgicas usaremos el método de microdilucion por placa de los
cuales seguiremos estandares provenientes de la (CLSI) por sus siglas en inglés Clinical
& laboratory Standars Institute Y The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (UECAST), instituciones las cuales validan métodos y nos
permiten replicarlos. Como referencia usaremos el método para la determinacion de
concentraciones minimas inhibidoras de agentes antifingicos en diluciones en caldo para
mohos formadores de conidios (<kEUCAST Technical Note On The Method For The
Determination Of Broth Dilution Minimum Inhibitory Concentrations Of Antifungal
Agents For Conidia—forming Moulds», 2008b).

3.11.1 Preparacion del medio TSB

Para realizar la microdilucién en placa debemos realizar pasos previos como la
esterilizacion y desinfeccion de nuestro material. Partiendo de esto lo primero a realizar
es el medio de cultivo TSB, el cual usaremos para inocular nuestro hongo Mycosphaerella
fijiensis, necesitaremos pesar 3g del reactivo en polvo en 100 ml de agua destilada, este
lo pondremos a diluir en una plancha calentadora, hasta que se disuelva por completo,
dentro de un area aséptica se dispensara 10 ml del medio de cultivo en 8 tubos de ensayo
con tapa, estos se llevaran al autoclave al igual que el restante medio de cultivo a

temperatura de 121 °C durante 1 hora.

3.11.2 Inoculacion del hongo

Disponiamos de una resiembra de Mycosphaerella fijiensis, sin embargo, esta se
encontraba en un medio sélido y la necesitariamos en medio liquido por lo cual se la
cultivo en medio TSB previamente realizado, dentro de la cabina de flujo laminar se

inoculo el hongo haciendo cortes de 0.5 cm, estos se incubaron a 27 °C durante 3 dias.
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Pasado el tiempo se debia agitar durante 48 horas bajo las mismas condiciones en

el equipo Heidolph (Unimax 1010, Incubator 1000 heating mode ).

3.11.3 Preparacion de Controles

Necesitaremos preparar las siguientes soluciones al 10%, como control positivo
sintético, usamos una mezcla de antibidticos comerciales penicilina y estreptomicina, y
adicionalmente estreptomicina tinicamente de las cuales se tomd 100 pL y se adiciono en
un frasco &mbar junto con 900 pL. de DMSO, de esta forma obtenemos un volumen de 1
ml, como control positivo natural usamos terpineol, de igual forma preparamos un
volumen final de 1 ml en las mismas proporciones. Todas las soluciones deben
homogeneizarse, después los frascos ambar tienen que ser rotulados y almacenados en

refrigeracion hasta su uso posterior.

3.11.4 Preparacion del colorante TTC

Se preparo la solucién de TTC al 1% con 24 horas de anticipacion, para esto
dispusimos de un tubo falcén de 15 ml en donde disolvimos 100mg de TTC de grado
analitico en 10ml de etanol al 50%, este es sensible a la luz por lo que se envolvio en

papel aluminio y se refrigero hasta su uso.

3.11.5 Estandarizacion del in6culo

Pasado el tiempo mencionado anteriormente se visualiza el crecimiento del
microorganismo dentro de los tubos de ensayo, este se agita en el vortex durante 2

minutos para homogeneizar la muestra.

La estandarizacion se realizé mediante el espectrofotometro (HACH DR 6000) a
una longitud de onda de 530 nm, esto con la finalidad de ajustar la densidad Optica a una
concentracion de 2 x 10 "4 cells/mL, afiadiendo de esta forma TSB gradualmente hasta

poder llegar a la concentracion deseada.
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3.11.6 Inoculacion en placa multipocillo

Debemos preparar una dilucion seriada para observar el comportamiento
antifangico en las microplacas de 96 pocillos, hasta un volumen final de 120 pL. Con la
ayuda de una micropipeta dispensaremos 180 pL del medio TSB en la fila A, columna
(1,2,3,5,6,7,9,12). De la fila B — H se dispensaron 100 pL en las mismas columnas,
mientras que la columna 4, 8 y 10 quedan vacias para prevenir contaminacion entre los

pocillos y en la columna 11 se dispensaria DMSO.

En las columnas 1, 2 y 3 se agreg6 20 pL de nuestro extracto organico, en la
columna 5, 6 y 7 se agreg6 20 uL de nuestros antibioticos sintéticos y natural, de esta
forma podemos empezar con las diluciones empezando en los pocillos de la fila A con un
volumen de 200 pL resuspendemos y tomamos 100 pL de forma descendente hasta el

Gltimo pocillo en el cual descartamos los ultimos 100 pL restantes.

Por ultimo, agregaremos 20 pL del inoculo previamente estandarizado en todos
los pocillos menos en la columna 9 y en los pocillos vacios. Envolvemos las placas en
papel aluminio ya que el DMSO es sensible a la luz y este se incuba con una agitacion
orbital de 60 rpm durante 48h minimo a una temperatura de 27 °C para que el

microorganismo crezca de forma dptima.

La distribucion se dio de la siguiente forma, donde en las columnas 1, 2 y 3
evaluaremos la eficiencia de nuestro extracto, en las columnas 5, 6 y 7 se agrega el
antibiotico, columna 9 TSB en este caso lo usamos como control blanco, en la columna

11 se agregd6 DMSO como control negativo y en la columna 12 TSB mas inéculo.

8 9 10 11 12
TSB DMSO | TSB+
TSB DMSO | TSB+I
TSB DMSO | TSB+
TSB DMSO | TSB+I
TSB DMSO | TSB+I
TSB DMSO | TSB+I
TSB DMSO | TSB+I
TSB DMSO | TSB+

Figura 7. Protocolo de microdilucion en placa multipocillos. Elaborado por Navas, Jarrin.
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Transcurridas las 48 horas, se agregd 10 pL de la solucion TTC al 10 % en todos
los pocillos excepto en los vacios, esta placa luego paso a incubarse en agitacion a 60 rpm
con temperatura de 27 °C durante 10 minutos, de igual forma este se envolvi6 en papel
aluminio ya que la solucién de TTC es fotosensible.

3.11.7 Lectura de microplaca

Se pueden observar cambios en la coloracion de los pocillos, esto es debido a la
reaccion redox del TTC producida por la actividad celular presente. A partir de esto

verificaremos de forma cuantitativa la concentracién minima inhibitoria.

Mediante el lector de microplacas Thermo Scientific (Multiskan FC) se realizo la
lectura de la placa multipocillo a una de onda de 450 nm, se configuro el equipo segun el
orden de las muestras, siendo de color azul o celeste el compuesto desconocido y de color

amarillo lo que se identifica como mis controles.

Hlmm\ [Contrei0ons [Blaneal [Contral0n1? ontrali001
po i fonupo 1 rupo 1 po 1 upo 1

Jpancot [caniraoia fplancat [Contronae ontrald0z
rupa 1 fGrups 1 farupa 1 ferupo 1 ferupa 1

rupa 1 fGrupo 1 fGrupe 1 fGrups 1 [rupa 1

Jplanco ontrol0012 lanca [cantrobo20 antrolb00s
nepa | [Grup= 1 fGrupo 1 Grupo 1 [Grupa 1

’;n.mw [CortramoTa fptancat [Contromate ontralio0s

[pancot [Caniro0013 fpiancat [Contromazt [Eantratocos
rupa 1 fenupe 1 fGrupa 1 lerupa 1 frupa 1

'zlmm [Conrak0ia fiencat [conwonnzz ontrollo0s
rupo 1

[planca1 [conro01 ianeat [centronzs ontrali0T
rupa 1 fGrups 1 fGrupa 1 ferupo 1 ferupa 1

rupa 1 fGrupo 1 fGrupe 1 fGrupo 1 [rupa 1

’;n.mw [Cortra01s fptancat [Cantromuza antrallO0E

Figura 8. Disefio experimental para la maquina multiskan FC. Elaborado por Navas, Jarrin.

Para poder obtener los valores de la concentracion minima inhibitoria se deben

emplear distintos datos.

Una vez se haya leido la placa el sistema lanza los resultados, estos seran nuestros
datos, ademas de la longitud de onda y las cantidades usadas en la practica empleada.
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Con la formula:
L, AA
% Inhibicion = 1 — (E) x 100

Donde:

AA: Absorbancia del pocillo que contiene la muestra (sustancia de interés +

microorganismo).

AB: Absorbancia del control (microorganismo +TTC, sin la muestra de interés).
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CAPITULO IV.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Resultados

4.1.1 Tamizaje fitoquimico

Se desarrollaron las pruebas de tamizaje fitoquimico en el extracto organico de las
hojas de la especie vegetal Commelina diffusa, para analizar si habia presencia de
alcaloides, saponinas, lactonas sesquiterpénicas, flavonoides, cumarinas y carbohidratos.
Para ello se evalud la presencia del metabolito, utilizando la siguiente simbologia:

ausencia (-), presencia leve (+), presencia moderada (++) y presencia abundante (+++).

Tabla 7.
Resultados del tamizaje fitoquimico del metabolito alcaloide realizado al

extracto organico de las hojas de Commelina diffusa

Tamizaje fitoquimico | Metabolito a analizar | Extracto organico (hojas)
Mayer Alcaloides +

Wagner Alcaloides ++

Dragendorff Alcaloides -

Hager Alcaloides -

Nota. Elaborado por Jarrin, Navas.

Se empez6 por el analisis de alcaloides con Tabla 7 el reactivo Mayer se logrd
observar dentro del tubo de ensayo un leve precipitado, lo que nos sugiere la presencia
leve (+) de alcaloides. Asimismo, para el reactivo Wagner se observo presencia moderada
(++) de alcaloides debido a su precipitado marrén naranjado. Sin embargo, los métodos
de deteccion de Dragendorff y Hager, mostraron resultados diferentes, al mezclar cada

reactivo con el extracto no mostré ningun cambio de color, de hecho, ambos
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permanecieron incoloros, por lo que nos indica que no hay presencia de alcaloides (-) tal
como se observa en la Figura 9.

Figurd 9. Resultados de alcaloides, tomada por Jarrin, Navas.

Tabla 8.

Resultados tamizaje fitoquimico del metabolito saponina realizado al extracto

organico de la hoja de Commelina diffusa

Tamizaje fitoquimico Metabolito a analizar | Extracto orgénico (Hojas)
Peroxido de Hidrogeno (H202) | Saponinas -

Nota. Elaborado por Jarrin, Navas.

En el ensayo de saponinas Tabla 8, se observé una ausencia (-) segun el método

de Perdxido de hidrégeno (H20) debido a que no hubo la aparicién de espuma luego del
bafio Maria a 40 °C, tal como se observa en la Figura 10.

\ 4 .
L m t\ S
Figura 10. Resultados de saponinas, tomada por Jarrin, Navas.



53

Tabla 9.
Resultados del tamizaje fitoquimico para lactonas sesquiterpénicas y aglicona

esteroidal del extracto orgénico de las hojas de Commelina diffusa

Tamizaje fitoquimico Metabolito a analizar Extracto organico (Hojas)
Legal Lactonas sesquiterpénicas | -
Baljet Aglicona esteroidal -

Nota. Elaborado por Jarrin, Navas.

Para analizar la presencia de lactonas sesquiterpénicas Tabla 9 se llevo a cabo la
prueba de Legal, en vista de que no se presencio el cambio de color a rosa, sino a amarillo,
tal como se observa en la, se reporta la ausencia (-) de lactonas sesquiterpénicas,
asimismo, con la prueba de Baljet no hubo presencia de color azul o violeta, sino amarillo,

por lo que también se reporta la ausencia (-) de aglicona esteroidal.

Figura 11. Resultados de lactonas sesquiterpénicas, tomada por Jarrin, Navas.

Tabla 10.

Resultados del tamizaje fitoquimico del metabolito flavonoide realizado al

extracto organico de las hojas de Commelina diffusa

Tamizaje fitoquimico | Metabolito a analizar | Extracto organico (Hojas)
Shinoda Flavonoides Flavonas +

Acido Sulfurico Flavonoides Flavonona +

Zinc Flavonoides -

Nota. Elaborado por Jarrin, Navas.
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Seguido de ese tamizaje, seglin la Tabla 10 se realizo las pruebas Shinoda, Acido
sulfurico y Zinc respetivamente, para corroborar la presencia de flavonoides en el
extracto organico de las hojas. La prueba de Shinoda nos arroja un color naranja claro, lo
que nos sugiere la presencia leve (+) de Flavonas como metabolito secundario, asimismo,
la prueba de acido sulfarico nos arroja unas manchas de color naranja claro, por lo que
nos sugiere la presencia leve (+) de Flavonona, como se logra ver en la Figura 12, por el
contrario, con la prueba de Zinc no se ve presencia de color rojo ni café amarillento, por
lo que no hay presencia (-) de leucoantocianidinas y catequinas respectivamente, lo que

si es que presenta un color gris por el Zinc.

Figura 12. Resultados de flavonoides, tomada por Jarrin, Navas.

Tabla 11.
Resultados del tamizaje fitoquimico del metabolito cumarina realizado al

extracto orgéanico de las hojas de Commelina diffusa

Tamizaje Fitoquimico Metabolito a analizar | Extracto organico (Hojas)

Fluorescencia Cumarinas -

Hidroxido de potasio (KOH) | Cumarinas -

Nota. Elaborado por Jarrin, Navas.

Por otro lado, para lograr considerar la presencia de cumarinas en nuestra muestra
Tabla 11, se realiz6 la prueba de fluorescencia, debi6 arrojar un color azul, verde o violeta
fluorescente, con ayuda de una linterna fluorescente, no se logré visualizar ninguno de
los tres colores mencionados, lo cual demuestra la ausencia (-) de cumarinas. De igual

forma, se ejecuto la prueba de hidroxido de potasio, la cual debia presentar un color rojo-
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amarillo, en vista de que quedo incoloro el resultado como se logra ver en la Figura 13,

se reporta también como ausencia (-) para prueba de KOH.

Figura 13. Resultados de cumanrinas, elaborado por Jarrin, Navas.

Tabla 12.
Resultados del tamizaje fitoquimico del metabolito carbohidrato realizado al

extracto organico de las hojas de Commelina diffusa

Tamizaje fitoquimico Metabolito a analizar | Extracto organico (Hojas)

Fehling Carbohidratos -

Nota. Elaborado por Jarrin, Navas.

Por altimo, para la prueba de carbohidratos Tabla 12, se utilizd el reactivo de
Fehling, al presentarse un color celeste, esto indica la ausencia (-) de carbohidratos en
nuestro extracto organico, ya que no se visualizé un color rojo, como se contempla en la

Figura 14.

Figura 14. Resultados de carbohidratos, tomada por Jarrin, Navas.
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4.1.2 Microdilucion in vitro en placa multipocillos

Figura 15. Resultados de microdilucion in vitro en placa
multipocillo, tomada por Jarrin, Navas.

Pasadas las 48 horas de incubacion, como se menciond anteriormente, se
agregaron 10 ml del preparado de cloruro de trifeniltetrazolio (TTC) en los pocillos,
excepto en los vacios (Columna 4, 8,10), se dejo incubar por 10 minutos en agitacion de
60 rpm. De la columna 1 a la 3 (TSB, extracto vegetal, indculo), los pocillos presentan
un color rojizo hasta la fila G, esto indica la presencia de actividad metabdlica del hongo
por lo tanto, podemos decir que el extracto vegetal no inhibié el crecimiento del
fitopatdgeno Mycosphaerella fijiensis , sin embargo en los pocillos de la fila H de la
columna 2 y 3 muestra un color amarillento, al igual que el pocillo G de la columna 2, lo
que quiere decir que no hay actividad metabdlica del hongo, lo que sugiere una inhibicién

del crecimiento fungico.

La columna 5 (Penicilina + Estreptomicina + TSB + indculo), el cual fue mi
control positivo sintético, podemos deducir que el tratamiento con este antibiotico contra
el fitopatdgeno es efectivo ya que muestra una coloracion amarillenta, es decir, no hubo
cambio de color, inhibio el crecimiento del hongo. Asimismo, la columna 6 (Terpineol +
TSB + indculo) el cual fue mi control positivo natural, también mostro efectividad contra
el hongo, inhibio el crecimiento de Mycosphaerella fijiensis, no hubo cambio de color,
permanecié amarillento. De la misma forma, la columna 7 (Estreptomicina + TSB +
indculo) el cual fue también mi control positivo sintético, permanece de color amarillo,

por lo que logro inhibir el crecimiento del hongo.
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La columna 9 (Gnicamente TSB), la cual nos sirvié como control blanco, el pocillo
A mostré un color rojizo, esto quiere decir que hubo actividad metabdlica, sin embargo,
al no haber puesto indculo, este cambio de color puede significar una contaminacion

cruzada o error de pipeteo, al igual que el pocillo E y H.

Por otro lado, la columna 11 (DMSO + in6culo) fue utilizado como control
negativo, en el pocillo A se observa un ligero color rosa lo que indica que hay actividad
metabolica, el DMSO no ha inhibido el crecimiento del hongo, los pocillos restantes no
tuvieron cambio de color, permanecieron amarillos, lo que quiere decir que el DMSO
tuvo efecto inhibidor. La columna 12 (TSB + in6culo), la cual nos sirvié como control
positivo, el pocillo A, B, G y H mostraron un color rosado, lo que indica que hubo
crecimiento del hongo, mientras que los pocillos C, D, E y F muestra un color entre
amarillento y rosa, esto nos podria indicar que igual hubo un crecimiento del hongo, pero

no en gran cantidad.

4.2 Discusiones

En la investigacion del tamizaje fitoquimico resultd positiva la prueba de
alcaloides empleando Mayer y Wagner, dio negativa Dragendorff y Hager. Segun
Mahmood et al. (2020) en un estudio fitoquimico del principio activo de la Commelina
como uso helmitico para cerdos en Benum encontré la presencia de alcaloides
proponiendo mas estudios para determinar su eficacia contra microorganismos

patdgenos, concordando la presencia de alcaloides en la Commelina.

Por otro lado, para la prueba de saponinas, para el cual fue usado perdxido de
hidrogeno, no hubo aparicion de espuma luego del bafio Maria, corroboramos el resultado
con la investigacion de Islam et al. (2021), su extracto organico de Commelina diffusa
con el peroxido también presentd ausencia de saponinas. Sin embargo, segin la
investigacion de Peduruhewa et al. (2021), en el extracto etandlico de Commelina diffusa

si obtuvo presencia de saponinas.

Recordemos que la estructura quimica de la saponina cuenta con dos partes

esenciales, por un lado, la parte conocida como aglicona o sapogenina es una estructura
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hidrofdbica (no polar) que puede ser triterpenoide o esteroide y los glacidos hidrofilicos
(polar) son el otro componente adicional de su estructura, esta estructura permite que se
disuelvan en diferentes tipos de solvente, sin embargo, debido a su naturaleza compleja,
algunas saponinas no suelen ser muy solubles en agua (solvente altamente polar), el etanol
por otro lado, es un solvente moderadamente polar capaz de disolver tanto compuestos
polares como ligeramente apolares, las saponinas por su estructura anfipatica suelen ser

mas solubles en etanol que en agua pura (Chi et al., 2022).

El siguiente metabolito analizado fueron los flavonoides, para esto se realizo la
prueba de Shinoda, Acido Sulfurico y Zinc, los cuales dieron como resultado positivo
para flavonas, positivo para flavononas y negativo en la prueba de Zinc, se verifico el
resultado con la investigacion de Mensah et al. (2014), ellos también observaron la
presencia de flavonoides en la especie Commelina diffusa, al igual que Adoho et al.
(2022) que identifico flavonoides en Commelina diffusa, concordando con los autores

mencionados en la presencia de flavonoides en la especie vegetal Commelina diffusa.

De igual forma, para analizar el metabolito cumarina, se realizaron las pruebas de
Fluorescencia e Hidroxido de potasio (KOH), ambas pruebas resultaron negativas, se
puede verificar ambos resultados con la investigacion de Peduruhewa et al. (2021), ellos
al realizar el tamizaje fitoquimico reportaron que en su extracto organico de las hojas de
Commelina diffusa no hubo presencia de cumarinas, por el contrario, en su extracto
etanolico si hubo presencia de cumarinas, esto puede deberse a la estructura anfipatica de

las cumarinas y la polaridad intermedia del etanol (Peduruhewa et al., 2021).

Por otra parte, para la deteccion del metabolito carbohidrato se realiz6 la prueba
de Fehling, nos arrojo un resultado negativo, en la investigacion realizada por Kamble
(2019), aseguran que el extracto organico de las hojas de Commelina diffusa, presentan
un 6,32% de carbohidratos, lo que sugiere que no hay una gran presencia de esta
biomolécula (Kamble, 2019). La diferencia de resultados puede ser debido al estadio del
desarrollo de nuestra planta, asimismo, a la época del afio donde se realiz6 la recoleccion

de la especie.

La técnica de microdilucion in vitro en placa de multipocillos, aunque es un

método establecido principalmente para organismos de interes médico, dermatologico e



59

infeccioso, es menos convencional para ciertos microorganismos, como hongos, mohos
o levaduras no dermatolodgicas. De acuerdo con (C. C. Méndez et al., 2019), la mayoria
de los protocolos estandar se centran en aplicaciones médicas. No obstante, existen
directrices especificas para la evaluacion de hongos y otros organismos no
dermatoldgicos, en las cuales nos basamos para este estudio.

El presente trabajo fue de caracter experimental, enfocado en analizar la viabilidad
de implementar esta técnica en estudios que no estan estrictamente ligados al &mbito
médico, como en el caso de hongos del género Fusarium (Lage et al., 2013). A pesar de
su enfoque experimental, seguimos las estandarizaciones propuestas por el CLSI y

EUCAST, adaptando la metodologia a los requerimientos especificos del estudio.

Tradicionalmente, métodos como la difusion en agar, la macrodilucion y los
discos de Bauer-Kirby han sido preferidos para este tipo de analisis (J. Méndez & Herrera,
2001). Sin embargo, investigaciones recientes sugieren que los extractos vegetales poseen
una notable capacidad para sintetizar otros organismos, probablemente debido a sus
mecanismos de defensa naturales (Mesa et al., 2019). Esto resalta la importancia de
continuar explorando y perfeccionando metodologias que permitan evaluar de manera
precisa la eficacia de estos extractos frente a fitopatdgenos, con el objetivo de avanzar en

el desarrollo de nuevos bioproductos.
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CAPITULO V.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se logré obtener el extracto organico a través de cromatografia liquida al vacio de
las hojas de la especie Commelina diffusa, se consiguié al realizar una previa
identificacion, herborizacion, secado, molienda, extraccion asistida, filtrado y extraccién

de solventes.

El analisis fitoquimico del extracto organico detectd la presencia de flavonoides
empleando Shinoda, &cido sulfurico y alcaloides utilizando Mayer y Wagner. Dieron

negativos saponinas, lactonas, sesquitepenos, cumarinas, lactonas, Dragendorff.

Resulto negativa la prueba de actividad bioldgica del extracto organico de la
especie Commelina diffusa, sobre Mycosphaerella fijiensis mediante la microdilucion en
placa in vitro, por lo que, se acepta la hip6tesis nula, el extracto organico de la especie
vegetal Commelina diffusa no presenta accion antiflngica contra el fitopatdgeno

Mycosphaerella fijiensis y se rechaza la hipotesis alternativa.

5.2 Recomendaciones

Se sugiere realizar futuras investigaciones de los componentes flavonoides y
alcaloides obtenidos del tamizaje fitoquimico, empleando espectrofotometros de masas
para la elaboracion de espectros permitiendo la identificacion de estructura quimica para

posterior uso.

Es importante seguir estudiando las propiedades bioldgicas de la Commelina
diffusa con otros microorganismos diferentes de Mycosphaerella fijiensis, e investigar su

aplicacion en la industria agricola.
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Deben emplearse otros sistemas de solventes en volumenes diferentes para separar
metabolitos activos para ser analizados mediante analisis fitoquimico y bioldgicos,
permitiendo la formulacion de nuevos biopesticidas para el desarrollo de cultivos

organicos, protegiendo la salud humana y el medio ambiente.

Se sugiere propagar de manera in vitro la especie vegetal Commelina diffusa, para
asi poder trabajar con material vegetal de diferentes estadios de desarrollo, al igual que
con mayor cantidad de muestra, y seguir un estricto protocolo de optimizacién de andlisis
de tamizaje fitoquimico y propiedades bioldgicas.

Podemos agregar que esta técnica es muy prometedora, sin embargo, hay que
seguir investigando sobre sus aplicaciones a los distintos tipos de microorganismos, ya

que alegamos existen limitaciones en los estandares actuales.
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Anexo 6. Liofilizacion de la especie Commelina diffusa
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Anexo 8. Observacion macroscopica del hongo Mycosphaerella fijiensis
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