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RESUMEN

Las plantas agricolas enfrentan importantes desafios debido a la presencia de microorga-
nismos patoégenos, lo que afecta significativamente su productividad. En el cultivo de tomate de
arbol (Solanum betaceum), la antracnosis, causada por Colletotrichum tamarilloi, se presenta
como una de las enfermedades mas prevalentes y destructivas. Este estudio evalué la actividad
antifungica de extractos totales de dos especies vegetales, Lengua de vaca (Rumex obtusifolius) e
Higuerilla (Ricinus communis), como alternativas sostenibles a los fungicidas sintéticos. Se em-
plearon cinco concentraciones seriadas de extractos junto con un tratamiento comercial (1 puL/ml
de agua ), un solvente organico (metanol) y un testigo absoluto.

Los resultados indicaron que Ricinus communis mostré una inhibicidn efectiva del crecimiento de
Colletotrichum tamarilloi, con porcentajes de inhibicion de T1: 91.2 %, T2: 88.8 %, T3: 83 %, T4:
63.4 %, T5: 29.7 %, T6: 100 %, T7: 29.9 %, y T8: 0 %, evidenciando una clara relacién dosis-
respuesta. Por otro lado, Rumex obtusifolius present6 porcentajes de inhibicion de T1: 50.8 %, T2:
48.3 %, T3: 46.7 %, T4: 44.9 %, T5: 44.1 %, T6: 100 %, T7: 20 %, y T8: 0 %. Aunqgue los valores
obtenidos con Rumex obtusifolius fueron ligeramente inferiores a los de Ricinus communis, ambos
extractos demostraron una capacidad inhibitoria significativa, especialmente en las concentracio-
nes mas altas. Estos hallazgos sugieren que, aungue los extractos naturales evaluados presentan un
potencial considerable como agentes antiflngicos, es necesario optimizar sus formulaciones para
igualar la efectividad de los fungicidas comerciales y convertirse en alternativas viables en el ma-

nejo de enfermedades flngicas en el tomate de arbol.

Palabras clave: Antracnosis, Colletotrichum tamarilloi, Rumex obtusifolius, Ricinus communis,

extractos vegetales.



ABSTRACT

Plants in agriculture face significant challenges due to the presence of pathogenic micro-
organisms, which greatly affect their productivity. In tree tomato (Solanum betaceum) cultivation,
anthracnose, caused by Colletotrichum tamarilloi, is one of the most prevalent and destructive
diseases. This study evaluated the antifungal activity of total extracts from two plant species,
Broadleaf Dock (Rumex obtusifolius) and Castor Bean (Ricinus communis), as sustainable alterna-
tives to synthetic fungicides. Five serial concentrations of the extracts were tested, along with a
commercial treatment (2 pL/ml), an organic solvent (methanol), and an absolute control.
The results indicated that Ricinus communis effectively inhibited the growth of Colletotrichum
tamarilloi, with inhibition percentages of T1: 91.2%, T2: 88.8%, T3: 83%, T4: 63.4%, T5: 29.7%,
T6: 100%, T7: 29.9%, and T8: 0%, showing a clear dose-response relationship. On the other hand,
Rumex obtusifolius showed inhibition percentages of T1: 50.8%, T2: 48.3%, T3: 46.7%, T4:
44.9%, T5: 44.1%, T6: 100%, T7: 20%, and T8: 0%. Although the values obtained with Rumex
obtusifolius were slightly lower than those of Ricinus communis, both extracts demonstrated sig-
nificant inhibitory capacity, especially at higher concentrations. These findings suggest that, while
the natural extracts evaluated have considerable potential as antifungal agents, further optimization
of their formulations is necessary to match the effectiveness of commercial fungicides and become

viable alternatives for managing fungal diseases in tree tomato cultivation.

Keywords: Anthracnose, Colletotrichum tamarilloi, Rumex obtusifolius, Ricinus communis, plant

extracts.



CAPITULO |
INTRODUCCION

La antracnosis del tomate, ocasionada por diversos patdgenos pertenecientes al género Co-
lletotrichum, tales como Colletotrichum coccodes y Colletotrichum gloeosporioides, es una enfer-
medad fangica que afecta significativamente la produccion de tomate a nivel global.

Esta patologia compromete la calidad y la cantidad de los cultivos, influyendo negativa-
mente en la rentabilidad econémica de los productores agricolas. La amplia distribucion geografica
de estos patdgenos, asi como su capacidad para infectar una variedad de hospederos, hacen que la
antracnosis del tomate represente una amenaza considerable para la seguridad alimentaria y la esta-
bilidad econdmica en el sector agricola (Nieto et al., 2019).

La respuesta convencional ante la antracnosis ha sido el uso intensivo de fungicidas quimi-
cos. Sin embargo, esta préctica conlleva una serie de problemas, como el desarrollo de resistencia
por parte de los patégenos, la contaminacion ambiental y la acumulacion de residuos de pesticidas
en los productos agricolas. Ante estos desafios, existe una creciente necesidad de desarrollar estra-
tegias alternativas y sostenibles para el manejo de la enfermedad, con el objetivo de reducir la de-
pendencia de los agroquimicos y mitigar sus impactos negativos en la salud humana y el medio
ambiente (Nifio y Angela, 2018).

En este contexto, los extractos vegetales han surgido como una alternativa prometedora para
el control de la antracnosis del tomate. Estos extractos, ricos en compuestos bioactivos, presentan
propiedades antiflngicas que pueden contribuir eficazmente al manejo de la enfermedad. Compues-
tos como terpenoides, acidos fendlicos, saponinas, flavonoides, alcaloides y taninos han mostrado
actividad inhibidora contra los hongos fitopatdgenos, actuando mediante mecanismos como la inhi-

bicion de la sintesis de ergosterol y la ruptura de membranas celulares (Villacis et al., 2017).

El interés en los extractos vegetales como alternativa al control de enfermedades en los cul-
tivos se justifica no solo por su eficacia en el control de la antracnosis, sino también por su papel en

la promocion de préacticas agricolas mas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente. Estos



extractos ofrecen una soluciéon que no solo aborda el problema fitopatoldgico, sino que también
tiene en cuenta la conservacion de los ecosistemas agricolas y la salud humana. Su aplicacion puede
fortalecer la resistencia de las plantas, mejorar la calidad de los productos agricolas y reducir el
impacto negativo de la agricultura en el entorno (Pinto et al., 2017).

Los extractos vegetales usados como herramientas para el control de enfermedades en los
cultivos. Estudios previos han demostrado la eficacia de estos extractos contra una variedad de pa-
togenos, incluidos los responsables de la antracnosis del tomate. Esta investigacion representa un
avance significativo en la busqueda de soluciones efectivas y sostenibles para los desafios fitopato-

I6gicos en la agricultura contemporanea (Aguilar et al., 2017).



CAPITULO Il
OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
Evaluar la actividad antifingica de dos extractos vegetales sobre el agente causal de la An-
tracnosis (Colletotrichum spp.).

2.2.  Obijetivos especificos

e Determinar el rendimiento de los extractos totales obtenidos de las especies de Rumex

obtusifolius y Ricinus communis.

e Caracterizar morfoldgica y molecularmente el patdgeno causal de Antracnosis Colleto-

trichum spp.

e Evaluar la actividad antifungica de los extractos vegetales, mediante pruebas in vitro
contra cepas de Colletotrichum spp. aisladas de plantas de tomate de arbol afectadas por antracno-
sis.

2.3. Hipotesis

Hipotesis alternativa (H1): El extracto total de las especies vegetales permiten reducir o

inhibir la actividad fungica de Colletotrichum spp.

Hipétesis nula (HO): El extracto total de las especies vegetales no permiten reducir o inhibir

la actividad fungica de Colletotrichum spp



CAPITULO 111
3. ESTADO DEL ARTE

La antracnosis del tomate, ocasionada principalmente por especies de hongos del género
Colletotrichum, es una enfermedad fungica ampliamente estudiada debido a su impacto significa-
tivo en la produccion de tomate a nivel mundial. Diversos estudios han abordado aspectos clave
relacionados con la etiologia, epidemiologia, manejo y control de esta enfermedad (SIPSA, 2014).

En términos de la etiologia de la antracnosis del tomate, investigaciones previas han iden-
tificado una variedad de especies de Colletotrichum que pueden causar la enfermedad, incluyendo
Colletotrichum coccodes y Colletotrichum gloeosporioides. Estudios taxonémicos y moleculares
han contribuido a la caracterizacion y clasificacion precisa de estos patdgenos, proporcionando
informacidn valiosa para la comprension de su diversidad genética y su distribucion geografica
(Castro et al., 2019).

La epidemiologia de la antracnosis del tomate ha sido objeto de numerosas investigaciones
que han analizado factores como la dispersidn de esporas, la sobrevivencia del patdgeno en el suelo
y residuos de cultivos, asi como las condiciones ambientales que favorecen el desarrollo de la
enfermedad. Estudios sobre la dindmica de la infeccion y la propagacion de la enfermedad han
permitido identificar estrategias de manejo preventivo y predictivo para reducir su impacto en los
cultivos (SIPSA, 2014).

En cuanto al manejo y control de la antracnosis del tomate, se han explorado diversas es-
trategias que van desde préacticas culturales y medidas de manejo integrado de plagas, el uso de
fungicidas quimicos y bio fungicidas. Investigaciones sobre la eficacia de diferentes métodos de
control han proporcionado informacion crucial para el desarrollo de programas de manejo de en-
fermedades adaptados a las condiciones locales y las necesidades de los productores (SIPSA,
2014).

Ademas de los enfoques convencionales de control, como el uso de fungicidas quimicos,
se ha observado un creciente interés en el uso de extractos vegetales y compuestos naturales como
alternativas sostenibles para el manejo de la antracnosis del tomate. Estudios recientes han inves-
tigado la actividad antifungica de una amplia variedad de extractos vegetales y compuestos bioac-
tivos, evaluando su eficacia en la inhibicion del crecimiento y desarrollo de los patdgenos causan-

tes de la enfermedad (Nifio y Angela, 2018).



3.1. Morfologia

Los hongos del género Colletotrichum presentan hifas hialinas, conidios fusiformes, y es-
tructuras fructiferas llamadas acérvulos. Estas caracteristicas permiten su clasificacion y estudio,
siendo fundamentales para entender su capacidad de infeccion en diversas plantas (Pérez et al.,
2017).

En la tabla 1 se observa las caracteristicas morfologicas del hongo Colletotrichum spp

Tabla 1 Caracterizacion morfoldgica del hongo Colletotrichum spp.

Caracteristicas Mor-

folégicas Descripcion

Hifas septadas, hialinas en sus fases jovenes y que se vuelven marrones a
Micelio medida que envejecen. Las hifas pueden ser rectas o ligeramente ondula-

das (Pérez et al., 2017).

Conidios de forma cilindrica a fusiforme, hialinos (transparentes) y uni-
Conidios celulares. Suelen medir entre 10-20 um de largo y 3-5 um de ancho (Pérez

etal., 2017).

Estructuras fructiferas negras o marrén oscuro que emergen del tejido ve-
Acérvulos getal infectado. Estan cubiertos por una masa mucilaginosa donde se en-

cuentran los conidios (Pérez et al., 2017).

Estructuras largas, oscuras y rigidas que emergen de los acérvulos. Gene-
Setas ralmente miden entre 50-100 um de largo (Pérez et al., 2017).

Estructuras de resistencia formadas por la agrupacién de hifas endureci-
Esclerocios das. Son de color oscuro y pueden medir entre 0.5-3 mm (Pérez et al.,

2017).

En medios de cultivo como Sabouraud Dextrose Agar (SDA), el creci-
Crecimiento en me- miento puede ser rapido, produciendo una colonia algodonosa de color
dios de cultivo blanco al inicio y que se torna gris 0 marron con el tiempo (Pérez et al.,

2017).




3.2.  Extractos vegetales

Los extractos vegetales son soluciones concentradas obtenidas a partir de diferentes partes
de plantas que contienen compuestos bioactivos. Estos compuestos poseen diversas propiedades,
entre ellas antifungicas, lo que los hace potencialmente efectivos para el control de hongos fitopa-
togenos en diferentes cultivos. La extraccion de estos compuestos permite realizar pruebas para
determinar su eficacia contra los patdégenos especificos que afectan a las plantas (Avila, 2016).

Siendo poseedores de compuestos bioactivos, interfieren en procesos bioldgicos clave del
hongo fitopatdgeno, como la integridad de la membrana celular y la actividad enzimatica, indu-
ciendo su muerte o inhibicion. Ademas, estimulan respuestas de defensa en la planta, fortaleciendo
su resistencia a las infecciones fungicas. Esta dualidad los convierte en una opcion prometedora
para el control de enfermedades en la agricultura (Avila, 2016).

La capacidad de interferencia con procesos vitales en los hongos fitopatégenos, y afectando
principalmente a su desarrollo. Al poseer diferentes compuestos o bioactivos confiere a los extrac-
tos una estrategia de manejo de diferentes enfermedades, poseyendo asi diferentes caracteristicas

ya sea como antifungicos, antibacterianos (Castro et al., 2019).

3.2.1. Propiedades de los extractos vegetales

La exploracion del potencial antifingico de los extractos vegetales es un area de interés
dentro de las investigaciones agricolas, especialmente en ambientes controlados como de labora-
torio estos extractos han demostrado su capacidad para inhibir el crecimiento de patdgenos fungi-
cos, ofreciendo una alternativa prometedora para el manejo de enfermedades que afectan los cul-
tivos. brindando un control eficiente en la planta (Ramos y otros, 2020).

Dentro del amplio espectro de bioactivos presentes en las plantas, se destacan los flavonoi-
des, los alcaloides y los terpenoides como constituyentes de interés en la investigacion farmacolo-
gica y agrondémica (Srivastava & Srivastava, 2020).

Los extractos pueden poseen los siguientes bioactivos:

a. Compuestos Fendlicos

Los compuestos fenolicos, como los flavonoides y los taninos, poseen propiedades anti-
oxidantes y antimicrobianas. Su mecanismo de accion incluye la alteracién de la permeabilidad de

la membrana celular del hongo y la inhibicidn de enzimas clave. Se ha determinado una eficacia



significativa contra una gran variedad de hongos fitopatdgenos en estudios de laboratorio (Celis et
al. 2009).

Estas caracteristicas, esenciales para la proteccion de los cultivos frente a plagas y enfer-
medades, subrayan el papel fundamental de los extractos vegetales en el fortalecimiento de la re-
sistencia y la promocion de la salud de las plantas en general (Suarez, 2019).

b. Compuestos Alcaloides

Los alcaloides son compuestos nitrogenados los cuales actian principalmente sobre la
sintesis de &cidos nucleicos y proteinas. Esta interferencia provoca una disrupcion en la replicacion
del ADN vy en la produccion de proteinas, lo que conduce a la acumulacion de proteinas defectuo-
sas dentro de la célula fangica y, eventualmente, a la muerte celular (SIPSA, 2014).

c. Compuestos Terpenoides

Son metabolitos secundarios producidos por el metabolismo de la planta. Posee la capaci-
dad de interferir en la estructura y funcién de las membranas celulares del patdégeno. Debilitan la
estructura celular y aumenta su permeabilidad disminuyendo asi el transporte celular, provocando

eventualmente la disminucion en el desarrollo y por Gltimo la muerte (Nifio et al., 2017).

Especies vegetales en estudio

3.3.  Lengua de vaca (Rumex obtusifolius)

La lengua de vaca es una planta perenne de naturaleza silvestre que se encuentra en diver-
sos lugares del mundo. Es una planta adaptable a distintos climas y suelos, lo que facilita su cultivo,
ademas de su resistencia y facil crecimiento, Se caracteriza por sus grandes hojas verdes de borde
ondulado, sus pequefias flores de color verde o rojo y sus semillas marrones (Cardenas, 2017).

La lengua de vaca, una planta perenne de gran adaptabilidad puede recolectarse en cual-
quier época del afio, se recomienda hacerlo antes de la floracion debido a que en este periodo las
hojas jovenes concentran mayores cantidades de los principios activos. Luego, se procede a secarla
al aire libre, envolviéndola en papel periédico y colgandola en un lugar fresco y oscuro. Una vez
que la lengua de vaca esta completamente seca, se almacena en un lugar resguardado de la luz y la
humedad para conservar su calidad y propiedades (Jimenez et al., 2004).

Las hojas de la Rumex obtusifolius son la principal parte utilizada para la elaboracion de
extractos. Estas hojas son abundantes en provitamina A, clorofila, carotenoides, flavonoides, sales

minerales y acidos organicos, entre otros compuestos beneficiosos. Entre los componentes activos



con propiedades fungicidas se encuentran: aceites esenciales, flavonoides, acidos organicos, sales
minerales (Cardenas, 2017).

El extracto de R. obtusifolius posee diferentes componentes activos como:

° Aceites esenciales: Ricos en terpenoides volatiles con actividad antibacteriana y

antifangica (Jiménez et al., 2004).

° Flavonoides: Compuestos con actividad antioxidante y antiinflamatoria (Jiménez
et al., 2004).
° Acidos organicos: Acido oxalico, acido citrico y cido malico, entre otros, con pro-

piedades antimicrobianas (Jiménez et al., 2004).

° Sales minerales: Calcio, hierro, potasio, manganeso y otros, que contribuyen a la
salud general de las plantas (Jiménez et al., 2004).

El extracto de R. obtusifolius posee doble funcionalidad beneficiando la sostenibilidad agri-
cola en los cultivos, sino también la reduccion del impacto ambiental con la reduccion de usos de
pesticidas quimicas que son usados en las explotaciones agricolas, apoyando a los principios de la

agricultura sostenible (Soto, 2015).

3.3.1. Propiedades Antifungicas de Lengua de vaca

La lengua de vaca (Rumex obtusifolius) es una planta que ha sido objeto de interés en la
investigacién agricola debido a su potencial para contener compuestos con propiedades antifingi-
cas. Si bien la investigacion especifica sobre los componentes antiflngicos de esta planta aln esta
en desarrollo, se han realizado estudios que sugieren su efectividad contra varios hongos fitopato-
genos (Mena et al., 2020).

Mena et al., 2020, menciona que la actividad antifingica de la lengua de vaca se manifiesta
en la capacidad de inhibir el crecimiento y desarrollo de hongos que causan enfermedades en los
cultivos agricolas. Esta capacidad inhibidora ha sido demostrada en estudios in vitro, donde ex-
tractos de Rumex obtusifolius han mostrado efectos significativos sobre la viabilidad y la prolife-
racion de hongos patogenos.

Uno de los posibles mecanismos mediante los cuales la lengua de vaca ejerce su actividad
antifangica es a través de la interaccion con la membrana celular de los hongos. Se ha postulado
que ciertos compuestos presentes en la planta pueden afectar la integridad de la membrana celular

de los hongos, provocando dafio estructural y disfuncion en su funcionamiento. Este dafio a la



membrana celular puede llevar a la pérdida de homeostasis y a la eventual lisis de la célula fungica
(Mena et al., 2020).

Ademas de su efecto sobre la membrana celular, se ha sugerido que los compuestos anti-
fangicos presentes en la lengua de vaca podrian interferir con procesos metaboélicos cruciales para
la supervivencia de los hongos. Estos compuestos podrian dirigirse a procesos como la sintesis de
proteinas, la produccion de energia o la regulacion del crecimiento, lo que resulta en la inhibicion
del crecimiento fungico y la reduccion de la virulencia del patogeno (Mena et al., 2020).

Si bien aln se necesita una investigacién mas detallada para identificar y caracterizar los
componentes especificos responsables de las propiedades antifungicas de la lengua de vaca, su
potencial como fuente de agentes antifingicos naturales es prometedor. La utilizacion de extractos
de esta planta en el manejo integrado de enfermedades en la agricultura podria ofrecer una alter-
nativa sostenible y respetuosa con el medio ambiente para el control de enfermedades fungicas en

los cultivos agricolas (Mena et al., 2020).

3.3.2. Toxicidad

Rumex obtusifolius contiene varios compuestos toxicos, siendo los mas representativos el
acido oxalico, las antraquinonas y los taninos. El acido oxalico es un &cido organico que puede
formar cristales dafinos para los tejidos, causando dolor abdominal, vémitos y diarreas. Los tani-
nos, una clase de polifenoles, pueden precipitar proteinas y causar irritacion en las mucosas, lle-
vando a sintomas como nauseas, vomitos y dafio hepatico. Estos compuestos hacen que el R. ob-
tusifolius presente riesgos toxicoldgicos significativos cuando son ingeridos en concentraciones
altos o ante sensibilidades a estos polifenoles (Srivastava y Srivastava, 2020).

a) Acido oxalico

Este compuesto es conocido por su capacidad para formar complejos insolubles con mine-
rales como el calcio, lo que puede reducir la biodisponibilidad de estos nutrientes en el cuerpo. Lo
que puede contribuir a la formacion de célculos renales y empeorar condiciones como la artritis,
el reumatismo, la gota y la hiperacidez, especialmente en personas con predisposicion a estas afec-
ciones (Srivastava & Srivastava, 2020).

Taninos



Los taninos son compuestos astringentes presentes en Rumex obtusifolius reduce la absor-
cion de proteinas y otros nutrientes esenciales en el tracto digestivo, lo que puede provocar irrita-

cién gastrointestinal y desnutricion en casos extremos (Cérdenas, 2017).

3.4. Higuerilla “Ricinus communis”

La planta de R. communis, es originaria de la region tropical de Africa y se ha adaptado a
una amplia gama de climas, desde calidos y secos hasta templados y himedos. Su dptimo desarro-
Ilo se observa en climas célidos y subtropicales, donde las temperaturas oscilan entre los 20°C y
los 30°C. Aungue puede tolerar temperaturas mas bajas durante cortos periodos, las heladas pue-
den dafiarla severamente. Prefiere altitudes que van desde el nivel del mar a los 2500 metros,
siendo més comun en zonas bajas o de altitudes moderadas (Hidalgo, 2020).

En cuanto a sus habitats naturales, la higuerilla es una planta que prefiere suelos bien dre-
nados y fértiles, pero también muestra una sorprendente capacidad de adaptacion a suelos margi-
nales, como aquellos con baja fertilidad o que presentan problemas de salinidad. Se encuentra
comunmente en &reas con precipitaciones anuales que van desde los 500 hasta los 1500 milimetros,
aunqgue puede tolerar periodos de sequia moderada debido a su sistema radicular profundo y su
capacidad para almacenar agua en sus tejidos. Ademas, es una planta que puede prosperar en una
variedad de entornos, desde terrenos planos hasta pendientes suaves. Su adaptabilidad también se
refleja en su capacidad para crecer tanto en areas soleadas como en areas parcialmente sombreadas
(Hidalgo, 2020).

Se aprovechan principalmente las semillas y, en menor medida, las hojas de la planta. Tras
la recoleccidn, se procede a la extraccion de los componentes bioactivos mediante métodos ade-
cuados como la maceracion, la destilacion o la extraccion por solventes. Posteriormente, el extracto
resultante se somete a un proceso de secado controlado para eliminar la humedad y garantizar su
estabilidad y conservacién a largo plazo, evitando la degradacién de los compuestos fitoquimicos
de interés. (Carballido, 2020).

Se prefiere recolectar las semillas de higuerilla en su estado fenolégico 6ptimo, cuando han
alcanzado su madurez fisiologica. Este estado se identifica cuando las capsulas que contienen las
semillas comienzan a secarse y adquieren un color parduzco o marrén. En este momento, las se-
millas concentran la mayor cantidad de compuestos bioactivos, como los acidos ricinoleicos, que

poseen propiedades fungicidas (Hidalgo, 2020).



Carballido, 2020 menciona que, las semillas se someten a un proceso de secado gradual y
controlado para evitar la pérdida de calidad y actividad bioldgica de los compuestos.

Las partes Utiles de la planta de higuerilla para su aplicacién como fungicida son principal-
mente las semillas, que contienen altas concentraciones de acido ricinoleico, y las hojas ricas en
ricinina y flavonoides. Estas semillas se recolectan cuando alcanzan su madurez fisioldgica, se
despojan de la cascara externa y se someten a un proceso de extraccion para obtener el aceite de
ricino, que es rico en acido ricinoleico (Realpe, 2014).

El proceso de extraccion del aceite de ricino para su uso como fungicida implica general-
mente el prensado en frio o la extraccion por solventes de las semillas de higuerilla. En el prensado
en frio, las semillas se trituran y se prensan para liberar el aceite, que se separa de los residuos
solidos mediante filtracion. En la extraccion por solventes, se utilizan solventes organicos para
extraer el aceite de las semillas, y luego el solvente se elimina mediante evaporacién. El aceite
obtenido contiene acido ricinoleico, que actia como agente fungicida al interferir con los procesos
metabolicos de los hongos. Este aceite se puede aplicar directamente sobre las plantas afectadas o
ser formulado en productos comerciales para su uso en el control de enfermedades fungosas
(Realpe, 2014).

3.4.1. Propiedades Fungicas de la Higuerilla

Componentes bioactivos: La higuerilla, presenta propiedades fungicidas atribuidas princi-
palmente a sus componentes bioactivos, entre los cuales destaca el acido ricinoleico. Este acido,
presente en el aceite de ricino extraido de las semillas, ha mostrado actividad antimicética contra
una amplia variedad de hongos fitopatdgenos. (Chang et al., 2013).

Mecanismos de accidn: el acido ricinoleico como fungicida implica la interferencia en la
funcion de las membranas celulares de los hongos. Se cree que el &cido ricinoleico afecta la per-
meabilidad de las membranas, causando la fuga de nutrientes esenciales y metabolitos, lo que con-
duce a la desestabilizacidn de la estructura celular y, finalmente, a la muerte del hongo. (Chang et
al., 2013).

Actividad contra cepas bacterianas: La actividad fungicida de la higuerilla ha demostrado
ser efectiva contra diversas cepas de hongos fitopatdgenos, incluyendo especies de Fusarium, Al-
ternaria, Botritis, Antracnosis y Mildiu. Estos hongos pueden causar enfermedades graves en una
amplia gama de cultivos agricolas, y la capacidad de la higuerilla para combatirlos la convierte en

una opcion prometedora para el control de enfermedades en la agricultura (Chang et al., 2013).



Sinergia con otros fungicidas: el aceite de ricino extraido de la higuerilla puede tener si-
nergias con otros fungicidas convencionales. Combinado con otros compuestos antifingicos, el
aceite de ricino puede potenciar la actividad fungicida y reducir la posibilidad de resistencia fun-
gicida, lo que lo convierte en una herramienta valiosa en programas de manejo integrado de enfer-
medades. (Cardenas et al., 2013).

Aplicaciones agricolas: el aceite de ricino de la higuerilla y sus extractos vegetales pueden
utilizarse en formulaciones fungicidas para el control de enfermedades en cultivos como tomates,
pimientos, vid, y frutales. Estas aplicaciones pueden realizarse tanto preventiva como curativa-
mente, ofreciendo una alternativa eficaz y sostenible para el manejo de enfermedades fungosas en

la agricultura (Céardenas et al., 2013).

3.3.3. TOXICIDAD

La higuerilla (Ricinus communis) contiene varios compuestos toxicos, siendo los mas re-
presentativos la ricina, la ricinina y el &cido ricinoleico. La ricina es una proteina altamente toxica
que inhibe la sintesis proteica en los ribosomas, lo que puede llevar a sintomas severos como nau-
seas, vomitos, diarrea y dolor abdominal. La ricinina, un alcaloide derivado de la piridina, afecta
el sistema nervioso central, provocando convulsiones, debilidad y somnolencia. El cido ricino-
leico, aunque menos toxico en comparacion, actia como un potente laxante, causando diarrea,
clicos y deshidratacion. Estos compuestos hacen que la higuerilla sea una planta de considerable
riesgo toxicoldgico (CFSPH, 2010).

A Ricina

Es una proteina altamente toxica que inhibe la sintesis de proteinas en las células, lo que
lleva a la muerte celular. La exposicion a la ricina, incluso en pequefias cantidades, puede ser fatal
si no se trata rapidamente. Los sintomas de envenenamiento incluyen nauseas, vomitos, diarrea, y
fallos multiorganicos, que pueden conducir a la muerte en un plazo de 36 a 72 horas si se ingiere,
inhala o se inyecta (Fernandez y otros, 2006).

B. Ricinina

La ricinina es un alcaloide menos toxico también presente en la planta de ricino, pero no
tiene la misma potencia letal que la ricina. La exposicion a la ricinina puede causar sintomas como

temblores, convulsiones, y depresion del sistema nervioso central (Fernandez y otros, 2006).



3.5.  Impacto socioeconémico

La presencia del hongo Colletotrichum spp., conocido comunmente como Antracnosis,
tiene una relevancia socioeconémica considerable en el ambito agricola y alimentario. Este pato-
geno fangico afecta a una amplia gama de cultivos de importancia econdémica, incluyendo el to-
mate, el mango, el banano, entre otros. Su presencia puede ocasionar pérdidas significativas en la
produccion agricola debido a la degradacién de la calidad de los productos y la disminucion del
rendimiento en los cultivos afectados (Brieva y Granobles, 2023).

Las consecuencias economicas directas de la infeccion por antracnosis. se reflejan en las
pérdidas sufridas por los agricultores, quienes enfrentan la depreciacién del valor de sus cosechas
y una disminucion en sus ingresos. La enfermedad puede afectar la calidad visual y nutricional de
los productos, lo que reduce su atractivo para los compradores y, en ultima instancia, impacta
negativamente en los margenes de ganancia de los productores (Brieva y Granobles, 2023).

El control efectivo de antracnosis. es crucial para garantizar la seguridad alimentaria, man-
tener la competitividad de los productores agricolas y satisfacer la demanda del mercado. Por lo
tanto, la investigacion y el desarrollo de estrategias de manejo integrado de esta enfermedad son
fundamentales para proteger los cultivos, asegurar la calidad de los productos agricolas y mantener
la estabilidad econémica de las comunidades agricolas. Ademas, la implementacién de practicas
de control sostenibles y eficaces contribuye a fortalecer la resiliencia de los sistemas agricolas ante
los desafios ambientales y econémicos a los que se enfrentan (Murray et al, 2019) .

3.6. Tomate de arbol (Solanum betaceum)

El tomate de arbol (Solanum betaceum) es originario de los Andes de Sudameérica, especi-
ficamente de areas que incluyen Peru, Ecuador, Colombia y Bolivia. Se cultiva extensamente en
estas regiones y se ha extendido a otros paises debido a su valor nutricional y versatilidad culinaria
(Ali & Khan, 2022).

En Ecuador, el tomate de arbol es una fruta muy valorada, tanto por su sabor como por su
uso en la gastronomia local. Se cultiva principalmente en las regiones andinas del pais, donde las
condiciones climaticas y altitud son ideales para su desarrollo. EI tomate de arbol es un cultivo
importante en provincias como Tungurahua, Cotopaxi, Chimborazo, y Pichincha (Revelo et al.,
2014).



El clima templado de la Sierra ecuatoriana, con temperaturas moderadas y buena exposi-
cion solar, favorece la produccion de este fruto durante todo el afio. En Ecuador, el tomate de arbol
se consume principalmente en forma de jugos, pero también se utiliza en salsas, postres, y en la

preparacion de mermeladas (Revelo et al., 2014).

3.3.4. Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Solanum

Especie: Solanum betaceum (ACIR, 2015)

3.3.5. Importancia del cultivo

El tomate de arbol es una fruta de gran importancia en Ecuador, no solo por su valor nutri-
cional sino también por su contribucion econdémica. Es una fuente significativa de vitaminas A 'y
C, antioxidantes y minerales, lo que lo convierte en un alimento saludable y popular en la dieta
ecuatoriana. Econémicamente, el cultivo de tomate de arbol proporciona ingresos a pequefios y
medianos agricultores, ya que la fruta es muy demandada tanto en el mercado local como para la
exportacion. Ademas, el tomate de arbol se utiliza en la preparacion de jugos, salsas, postres y
otros productos alimenticios, ampliando su mercado y relevancia econdmica en el pais (Lee et al.,
2022; Jones & Smith, 2022).



4.1.

CAPITULO IV
4, MATERIALES Y METODOS

Materiales

4.1.1. Equipos de laboratorio

Molino de cuchillas Retsch modelo GM 200
Estufa BioBase modelo BJPX-Spring

Plato agitador magnético MSH-30D WiseStir
Rotavapor Buchi Rotavapor R-215

Ultrasonido Wise Clean

Cémara de flujo laminar (N-Biotek)

Autoclave vertical (N-Biotek modelo: NB-1080)
Balanza analitica (ADAM modelo: PW 254)

4.1.2. Materiales de laboratorio

Matraz de Erlenmeyer
Balon aforado

Papel filtro

Cajas Petri

Hisopos estériles
Frasco boeco

Tubos de ensayo

Asa bacteriologica
Porta objetos
Micropipetas

Puntas para Micropipetas

4.1.3. Reactivos

Agar Sabouraud (SDA)
Metanol

Agua destilada
Alcohol 70 %



° Hipoclorito de sodio 2%

° Fungicida quimico (Difenoconazole + Pyraclostrobin 1 pL/ml)

42. METODOS

4.2.1. Recoleccion de la especie vegetal

Se llevo a cabo una observacion directa con el objetivo de lograr una correcta identificacion
de las dos especies botanicas. Una vez completada la fase de recoleccion de estas dos especies, se
procedi6 a crear una ficha de campo que contendra informacién relevante de las especies de Rumex
obtusifolius y Ricinus communis.

4.2.2. Secado

Se depositaron las muestras recogidas en un periodo de cuarentena por un minimo de

3 horas aproximadamente para poder evitar una contaminacion hacia otro tipo de muestras
gue se encuentren en el herbario. En las deshidratadoras se procedio al secado con una temperatura
que no debe sobrepasar los 50 °C, para ello se debe utilizar papel absorbente en cada una de las
muestras evitando asi contaminacion (Ruano, 2020).

4.2.3. Montaje

Una vez deshidratadas las muestras, se colocaron en cartulina duplex de tamafio A3 aqui
se procedio a colocar las especies con cuidado y para esto se utilizaran adhesivos especiales, si las
muestras poseen partes gruesas se debera ubicar la muestra con mucho cuidado en la cartulina.
Una vez pegadas las muestras a las [dminas se colocd la etiqueta, el sobre y los sellos de verifica-
cién (Ruano, 2020).

4.2.4. Recoleccion e identificacion taxonomica de las especies vegetales

Las muestras vegetales de Ricinus communis y Rumex obtusifolius se recolectaron en la
Ciudad de San Gabriel, perteneciente al cantdn Montufar, sector Canchaguano en la provincia del
Carchi (figura 1).

Figural

Mapa del sitio de recoleccion de especies
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SECTOR: CANCHAGUANO

Latitud: 0°32"16"N
Longitud: 77°48'32"W

Nota. Realizado en base de datos de Google Earth 2024, con apoyo del programa ArcGIS.
En la figura 1 se observa el sitio de recoleccidn de las dos especies vegetales Ricinus com-

munis y Rumex obtusifolius , con las respectivas coordenadas georreferenciadas detalladas en la

Tabla 2.

Tabla 2 Sitio de recoleccion georreferenciado de las especies vegetales Ricinus communis y
Rumex obtusi-folius.

Nombre

comun

Familia

Especie  Altitud

Lugar de recoleccion

Coordenadas



Lenguade Polygona- Rumex ob- 2841 Ciudad San Gabriel, Canton  0°32°16” N
vaca ceae tusifolius msnm  Montdfar, provincia del Car- 77°4832” W
chi — Ecuador
Higuerilla Euphor-  Ricinus 2841 Ciudad San Gabriel, Canton  0°32°16” N
biaceae communis  msnm  Montdfar, provincia del Car- 77°4832” W
chi — Ecuador

Nota. Georreferencia con GPS digital de precision 2024

43. FASE DE LABORATORIO

Para obtener los extractos totales de las dos especies vegetales de Ricinus communis y
Rumex obtusifolius se siguid el protocolo propuesto por Ordéfiez et al. (2023).

4.4.1. Triturado

Una vez que las muestras, como las hojas se encontraron completamente deshidratadas, se
procedio a triturarlas con el objetivo de reducir el tamafio de las particulas y, de esta manera,
aumentar la superficie de contacto con el solvente. Para llevar a cabo este procedimiento, se intro-
dujo las muestras en un dispositivo triturador durante aproximadamente un minuto. Al finalizar
este periodo, se tomo el peso correspondiente de la muestra que ha sido desecada. Con base en este
peso se continuo con el proceso de obtencidn del extracto necesario Ordofiez et al. (2023).

4.4.2. Obtencion del extracto total

Con el propdsito de llevar a cabo la extraccion, se emple6 solventes organicos con un punto
de ebullicion minimo como es el metanol. Este enfoque es fundamental para garantizar la completa
preservacion de las muestras, ya que este paso es de gran relevancia en la obtencion de los extractos
totales de las plantas (Orofiez et al., 2023).

El proceso de obtencion de los extractos consistio en tomar 30 gramos de Ricinus commu-
nis y Rumex obtusifolius respectivamente, que fueron depositados matraz, previamente se cargd
con 300 ml de metanol, manteniendo la relacion peso/ volumen de 1:10. Tras esta etapa, se coloco
el matraz en un agitador durante un maximo de 24 horas. Una vez transcurrido este periodo, se
llevd a cabo la filtracion de la muestra con la ayuda de una maquina de vacio. Este procedimiento
se repitid en dos ocasiones y, al final, se obtuvo una filtracion adecuada para dar paso a la siguiente

fase, que implica la evaporacion (Oroéfiez et al., 2023).



La fase de evaporacion tuvo como objetivo separar el solvente y obtener el extracto total,
en forma seca. Para llevar a cabo este proceso, se utiliz6 un Rotavapor a una temperatura contro-
lada de 40°C, lo que permitid obtener el extracto en su estado seco. Una vez obtenidos los extractos
secos, se almaceno en frascos &mbar y en un entorno que carezca de luz y sea completamente seco
para garantizar su conservacion optima y se etiqueto con la informacién correspondiente Ordéfiez
et al. (2023).

Para obtener el rendimiento del extracto total se usé la ecuacion 1, representada en porcen-
taje % con relacion al peso de materia seca.
Ecuacion 1

Porcentaje de rendimiento

gramos de extracto seco

%rendimiento = x100
gramos de la muestra

4.4, Aislamiento del patogeno Colletotrichum spp aislado del fruto de tomate de ar-
bol “Solanum betaceum™.

Para el aislamiento del hongo Colletotrichum spp, se sigui6 el protocolo propuesto por
Celis et al. (2009) Tabla 3:

Tabla 3 Protocolo de aislamiento del hongo Colletotrichum spp

Pasos Descripcion

Limpieza de Los frutos enfermos se lavaron con agua destilada esterilizada y se dejaron se-
frutos car dentro de una camara de flujo laminar (Celis et al., 2019).
Seleccion de te-  Se tomaron partes enfermas, producto del tizon tardio, con un diametro no
jido enfermo mayor a 3 mm (Celis et al., 2019).

El tejido se desinfecto en una solucion de hipoclorito al 2% durante un ma-

Desinfeccion ) ) ]
ximo de 90 segundos. Posteriormente, se lavo durante 30 segundos con agua

del tejido ) . )
destilada esterilizada (Celis et al., 2019).

_ El tejido se sumergi6 en alcohol al 70% por 60 segundos. Se lavé nuevamente
Tratamiento . . ] )
con agua destilada esterilizada durante 30 segundos y se seco con papel filtro

esterilizado (Celis et al., 2019).

con alcohol




Siembra en me- Se sembraron las muestras en cajas Petri con medio de cultivo Sabouraud
dio de cultivo  Dextrose Agar (SDA) (Celis et al., 2019).
Las cajas Petri se incubaron a una temperatura de 25°C , las cuales se revisa-

ron en intervalos de 24 horas para observar el crecimiento del micelio. Una

Incubacién vez visible el micelio, se transfirieron a nuevas cajas Petri con SDA para ob-

tener cultivos puros que se incubaron nuevamente a 25°C en condiciones de

oscuridad durante aproximadamente 4 semanas (Celis et al., 2019).

4,5. Caracterizacion morfoldgica del hongo Colletotrichum spp aislado de frutos

enfermos de tomate de arbol “Solanum betaceum?”

Se realizo la caracterizacion morfologica del hongo Colletotrichum spp, siguiendo el pro-

tocolo propuesto por Celis et al. (2019) Tabla 4.

La recoleccion de las muestras se obtuvo de tejidos vegetal enfermo o de frutos infectados.

Tabla 4 Preparacion de muestra para microscopia optica

Pasos

Descripcion

Preparaciéon de
muestras para mi-

croscopia 6ptica
Mejora de la visuali-

zacion

Observacién micros-

copica inicial

Observacion de deta-

Iles morfoldgicos

Registro de caracte-

risticas

Una pequefia porcion de la muestra se coloco sobre un portaobjetos limpio

y se cubri6 con un cubreobjetos Celis et al. (2019).

Se afiadio una gota de azul de metileno cuando fue necesario, para mejorar
la visualizacidn de las estructuras fangicas bajo el microscopio Celis et al.
(2019).

El portaobjetos preparado se colocé en el microscopio 6ptico, comenzando
con una baja magnificacion (10x o 20x) para localizar las estructuras gene-
rales del patogeno Celis et al. (2019).

Se incremento la magnificacion (40x o 100x) para observar detalles mas
finos, como esporangios, zoosporas, hifas y estructuras de reproduccion
Celis et al. (2019).

Se tomaron notas detalladas de las caracteristicas morfoldgicas observadas,
incluyendo tamafio, forma, color, textura y disposicion de las estructuras
fangicas Celis et al. (2019).




4.6. Caracterizacion molecular del hongo Colletotrichum spp aislado de frutos en-
fermos de tomate de arbol “Solanum betaceum”.

La caracterizacion molecular del patégeno Colletotrichum spp. se realizé siguiendo el
protocolo propuesto por Laboratorios IDGen (2024).

° Se extrajo el ADN por métodos convencionales, utilizando aproximadamente 100
mg de muestra.

° Se evalud la integridad y calidad del ADN mediante espectrofotometria de micro
volimenes y visualizacién en gel de agarosa al 1%.

° El ADN se diluyo hasta una concentracion de aproximadamente 20 ng/uL para su
amplificacion mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando los primers
ITS1/ITSA.

° Los productos de PCR fueron purificados antes de la secuenciacion por el método
SANGER.
) Las secuencias obtenidas fueron limpiadas y ensambladas usando programas bio-

informaticos.
° Se compararon las secuencias ensambladas de las muestras con la base de datos de

nucleoétidos de GenBank del NCBI para su identificacion taxonémica.

4.7.  Contabilizacién de esporas de Colletotrichum spp

Se realizo la metodologia propuesta por Villacis y otros, (2017):

Se inoculé Colletotrichum spp. en placas de Petri que contenian Agar Sabouraud Dextrosa
(SDA) esterilizado.

Las placas fueron incubadas a una temperatura controlada entre 25-28°C durante un pe-
riodo de 7-10 dias, hasta que se logré una esporulacion adecuada y el micelio cubrié por completo
la superficie del medio.

Sobre la superficie esporulada del hongo, se agregaron 10 ml de agua destilada estéril.

Con el uso de asas esteriles, el micelio fue raspado suavemente para liberar las esporas en

la solucion.



La suspension obtenida se recolecté en un tubo de ensayo estéril, que fue debidamente
tapado.

El tubo de ensayo se agitd vigorosamente a mano para garantizar una mezcla uniforme de
las esporas en la solucion.

Para la cuantificacion, se tomaron 10 pL de la suspension de esporas y se depositaron en
una camara de Neubauer.

La camara de Neubauer se observo bajo un microscopio, enfocandose en las cuadriculas
grandes.

Se realiz6 un conteo de las esporas en 4 de las cuadriculas grandes de la camara de Neu-
bauer.

Se registraron los nimeros de esporas contadas y se calcul6 el promedio para determinar
la concentracion de esporas en la suspension. La concentracion de esporas en la suspension se

calcula utilizando la siguiente formula:

Concentracién de esporas/ml

_ # de esporas contadas en promedio por cuadricula
B 0.0001 ml

En este caso, se contaron 100 esporas por cuadricula. Por lo tanto, la concentracion de
esporas en la suspension es:

100
0.0001 ml = 1x10%esporas/ml

La suspension fue diluida antes del conteo (1:10), por ende, multiplicamos la concentracion

Concentracion de esporas/ml =

obtenida por el factor de dilucion para determinar la concentracion original de la suspension.

Concentraciéon original = 1x10° esporas/mlx 10 = 1x107esporas/ml

En este caso, la concentracion de esporas es 1x107 esporas/ml, lo cual es la concentracion

deseada.



4.8. Disefio experimental

En esta investigacion, se implement6 un disefio experimental completamente aleatorizado
(DCA), un método que asigna aleatoriamente los tratamientos a las unidades experimentales, con
el fin de reducir sesgos y asegurar la validez de las inferencias estadisticas (Gavilanes, 2018).

Se establecio prueba de Tukey al 5% para comparar las medias de los tratamientos en re-
lacion con la variable de crecimiento del hongo patégeno Colletotrichum spp. aislado de plantas
afectadas.

49. ANALISIS ESTADISTICO

4.9.1. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos en la practica fueron sistematizados y analizados estadisticamente uti-
lizando el software Infostat/E, y se realizé el analisis para cada variable de inhibicién del patégeno
usando los extractos de Ricinus communis y Rumex obtusifolius . Los presentes datos fueron eva-
luados mediante pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas, utilizando las pruebas de
Shapiro-Wilk y Levene. Una vez verificados los supuestos para cada variable, se procedio con el
analisis de varianza (ANOVA). Ademas, se aplico la prueba de Tukey al nivel de significancia del

5% para comparaciones multiples

4.9.2. Anélisis de varianza ANOVA
Se utilizé el anélisis de varianza ANOVA para evaluar las variables en conjunto con la

prueba de Tukey al 5% como se muestra en la tabla 5.

Tabla 5 Fuentes de andlisis de varianza ANOVA con Grados Libertad.

Fuentes de variacion (FV) Grados de libertad (GL)
Tratamientos 7
Error 16
Total 23

4.9.3. Tratamientos
Se utilizo6 un total de 8 tratamiento, ver tabla 6, de los cuales 5 pertenecen a las concentra-
ciones de los extractos vegetales de Ricinus communis y Rumex obtusifolius. Se realizé diluciones

seriadas de 500 mg/ml, 250 mg/ml, 125 mg/ml, 62.5 mg/ml y 31,25 mg/ml, afiadiendo un control



con solvente organico (Metanol),un control positivo un fungicida quimico (Pyraclostrobin + Dife-

conazole) y el testigo absoluto (Ordiiez et al., 2023).

Tabla 6 Tratamientos evaluados en la inhibicion de Antracnosis por las especies vegetales de
Higuerilla'y Lengua de vaca.

Tratamiento Concentraciones
T1 Concentracion 500 mg/ml
T2 Concentracion 250 mg/ml
T3 Concentracion 125 mg/ml
T4 Concentracion 62,5 mg/ml
T5 Concentracion 31,25 mg/ml
T6 Solvente organico
T7 Control positivo ( 1ul/ml)
T8 Testigo absoluto

4.9.4. Unidad experimental

Una caja Petri corresponde a una unidad experimental, en la cual se coloc6 agar Sabouraud
Dextrose Agar mas el patdgeno aislado. Las dimensiones de la caja son 100 mm de didmetro, altura
de 15 mm.

Son 8 tratamientos y tres repeticiones para cada una de las concentraciones, producto co-

mercial, solvente organico y el testigo absoluto.

4.10. Variables

a. Variables independientes

Concentracion de los extractos vegetales de Lengua de VVaca (Rumex obtusifolius) e Higue-
rilla (Ricinus communis).

b. Variables dependientes

° Inhibicidn del hongo patégeno

Para determinar la inhibicidn del hongo patdgeno en esta investigacion, se llevaron a cabo
los siguientes pasos:

° Seleccion del Hongo Patdgeno: Se eligio un hongo patdgeno especifico para el es-

tudio, basandose en su relevancia agronémica. .



° Preparacion de Cultivos: Se prepararon cultivos puros del hongo en medios ade-
cuados, asegurando su viabilidad y uniformidad a lo largo del experimento.

) Preparacion de Muestras y Tratamientos: Se prepararon diversas muestras y trata-
mientos utilizando extractos de “Ricinus communis” y “ Rumex obtusifolius” en las concentracio-
nes establecidas para el estudio.

° Aplicacion de Tratamientos: Los tratamientos fueron aplicados de manera contro-
lada sobre las muestras de hongo, siguiendo estrictamente un disefio experimental completamente
al azar.

° Evaluacidn de la Inhibicidn: Se midid y registro el crecimiento del hongo bajo cada
tratamiento a intervalos especificos de tiempo (diariamente, cada 24 horas, etc.), con el objetivo

de evaluar la inhibicion del hongo patdgeno.

4.11. Crecimiento diario del hongo

Se realizaron mediciones cada 24 horas del crecimiento diario del hongo, todo esto hasta
que el patdgeno cubrié en su totalidad la caja Petri. Las mediciones del crecimiento micelial del
hongo se tomaron en sentido norte, sur, este y oeste. Dicho parametro se midié en funcion a la

ecuacién numero 2 propuestas por Ordofiez et al. (2023).

Ecuacion 2
Crecimiento diario del patogeno
Cf - Ci
Tc= ﬁ
Cf:Crecimiento final en cm
Ci: Crecimiento inicial en cm
Tf:Tiempo final en donde termina el crecimiento
Ti:Tiempo inicial donde inicia el crecimiento
4.8. Evaluacion de la actividad antiflngica in vitro de extractos totales de dos especies
vegetales tanto de la familia Polygonaceae y de la familia Euphorbiaceae mediante ensayos de
actividad bioldgica.
Para llevar a cabo la prueba antifingica in vitro de las especies vegetales, se realizd en

funciona a la metodologia correspondiente de Kirby Bauer. Se cultivo el hongo Colletotrichum



spp en placas de Petri utilizando medio de cultivo SDA. Se incubaron las cajas Petri a 25° C por
7 dias, tiempo estimado que el hongo cubrié la caja en su totalidad (Orofiez et al., 2023).

Se emplearon discos de papel filtro de 6 mm de diametro impregnados con extractos totales
de Rumex obtusifolius y Ricinus communis respectivamente, aplicados en cinco seriadas concen-
traciones: 500 mg/mL, 250 mg/mL, 125 mg/mL, 62.5 mg/mL y 31.25 mg/mL, con tres repeticiones
para cada concentracion. Cada concentracion se etiqueto con la respectiva informacién (Ordiiez et
al., 2023).

Las mediciones se realizaron cada 24 horas durante un periodo de 4 dias, a temperatura de
24 ° C con 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, lo que permitié evaluar con precision la accion

bioldgica del extracto (Oroéfiez et al., 2023).



CAPITULO V
5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Determinacion del rendimiento de las especies vegetales Rumex obtusifolius y Ri-
cinus communis.

Se determino los rendimientos de extractos media el uso de la Ecuacion 1, cuyos valores
se los detalla en la tabla 7. Los extractos obtenidos dieron un rendimiento de 28, 86% a partir de
30 gramos de material vegetal de Lenga de vaca. Igualmente, se obtuvo un 28, 39% de rendimiento
para la especie de Higuerilla.

Al comparar estos resultados con los mencionados por (Villacis y otros, 2017), se observa
que los rendimientos obtenidos de las especies vegetales, estan ligadas a los diferentes métodos de
extraccion, la etapa fenoldgica de la planta y de que parte de la planta se realiza. . De la misma
forma, Lopez (2018) determind un rendimiento del 23,2 % para lengua de vaca utilizando la téc-
nica de realizacion de extractos acuosos. Asimismo, Ramos et. al (2020) obtuvieron un rendi-
miento promedio del 29,6% en la extraccion de higuerilla con la técnica de extractos metanolicos.

Cabe sefialar que, aunque el rendimiento porcentual es Util para comparar la eficiencia de
diferentes métodos de extraccion, no proporciona informacion sobre la calidad quimica o bioldgica
de los extractos obtenidos.

Ecuacion 1

Porcentaje de rendimiento

gramos de extracto seco

%rendimiento = x100
gramos de la muestra
, ., . 02g
Urtica dioica %rendimiento = P x100

9,99g
x100
30g

Solanum nigrum %rendimiento =



Tabla 7 Resultados en porcentaje de rendimiento del extracto total de las especies vegetales
Rumex obtusifolius y Ricinus communis

) Materia vegetal deshi- Porcentaje de rendimiento
Especie vegetal Extracto seco ()
dratada (g) (%)
Rumex obtusifolius 30 8, 65 28, 86
Ricinus communis 30 8,51 28, 39

Dilucion seriada del extracto de las especies vegetales

A partir del extracto total de las dos especies vegetales, Lengua de vaca e Higuerilla, se
procedié a preparar diluciones seriadas del extracto. La primera concentracion (500mg/mL) se
obtuvo mezclando 500 mg de extracto vegetal con 1 mL de metanol. Para la segunda concentracién
(250mg/mL), se utiliz6 0,5 mL de la primera solucion y se le afiadié 0,5 mL de metanol. La tercera
concentracion (125mg/mL) se prepar6 tomando 0,5 mL de la segunda solucion y afiadiendo 0,5
mL de metanol. La cuarta concentracién (62,5mg/mL) se hizo combinando 0,5 mL de la tercera
solucion con 0,5 mL de metanol, y finalmente, la Gltima concentracién (31,25mg/mL) se obtuvo

mezclando 0,5 mL de la cuarta solucion con 0,5 mL de metanol.

5.2.  Caracterizacion molecular del patdégeno Colletotrichum spp. aislado de tomate
de arbol.

La caracterizacion molecular del patdgeno aislado de plantas enfermas mediante la técnica
de PCR y secuenciacion sanger proporcion6 que el patdgeno aislado se trata de Colletotrichum
tamarilloi, resultados significativos y relevantes para entender la naturaleza del patégeno y su re-
lacion con las plantas hospederas (O'Connell y Bailey, 2007).

Se obtuvo ADN de alta calidad para el proceso de amplificacién, visualizandose bandas de
aproximadamente 500 pb para el marcador ITS (figura 2). A partir de las lecturas resultantes de la
secuenciacion SANGER se obtuvieron secuencias de que permitieron determinar la identidad de
la cepa fungica.

Figura 2



Visualizacion en gel de agarosa 2% de ampliacion indicando fragmentos de aproximada-

mente 500 pb amplificados con primers ITS1/ITS4 para la muestra. L: Marcador de peso molecu-
lar de 100 bp

E B pEBand

Nota. Elaborado por Laboratorios IDGen, 2024

El aislado fungico fue identificado como Colletotrichum tamarilloi con base en el frag-
mento secuenciado de ITS como se observa en la tabla 8.

Tabla 8 Resumen de resultados de caracterizacion molecular de Antracnosis aislado de tomate
de arbol

Caodigo ID- | Mues- | Longi- | Cali- ) Frag- % de )
Organismo ) ) N.° Accesion
Gen tra tud | dad mento |identidad
Colletotrichum tama-
H704 N/A 607 100 o ITS 100 NR 111732.1
rilloi

La obtencion de ADN de alta calidad permitio la amplificacidn exitosa de fragmentos de
aproximadamente 500 pb con los primers ITS1/1TS4, (Laboratorios IDGen, 2024). La calidad del
ADN es crucial para garantizar la precision y representatividad de las secuencias genéticas obte-
nidas del patdgeno aislado (Sambrook et al., 1989).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_111732.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=PJECNXV0016

5.3.  Halo de inhibicién de actividad fungica de Colletotrichum tamarilloi.

5.3.1. Analisis de normalidad y homogeneidad de los datos para el halo de inhibi-
cién del hongo patdgeno Colletotrichum tamarilloi con extracto de la especie vegetal Lengua
de vaca e Higuerilla

Se realizo un andlisis de normalidad y homogeneidad de los datos para evaluar la inhibicién
del crecimiento del hongo C. tamarilloi. utilizando extractos de las especies vegetal Rumex obtu-
sifolius y Ricinus communis. Los resultados de las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene se presentan
en latabla 9y 10 para los cuatro dias de evaluacion.

Para el extracto de Ricinus communis, los resultados de la prueba de Shapiro-Wilk indica-
ron valores de W calculados de 0,95, 0,96, 0,97 y 0,97 para los dias 1, 2, 3 y 4, respectivamente.
Todos los p-valores asociados a estos W fueron mayores a 0,05, lo que sugiere que los datos siguen
una distribuciéon normal en cada uno de los dias evaluados. Esto respalda el uso de analisis para-
métricos.

En cuanto a la homogeneidad de varianza, las pruebas de Levene arrojaron p-valores de
0,501, 0,709, 0,864 y 0,875 para los dias 1, 2, 3 y 4, respectivamente. Estos resultados indican que
las varianzas entre los grupos son homogéneas, permitiendo suponer que las condiciones para los
analisis estadisticos paramétricos son adecuadas. Esto significa que los analisis posteriores sobre
el efecto del extracto de higuerilla en la inhibicidn del crecimiento del hongo Colletotrichum ta-
marilloi pueden llevarse a cabo con confianza en los resultados obtenidos.

Tabla 9 Resultados de la prueba de normalidad y homogeneidad, test de Shapiro — Wilk y Levene

en el dia 4 de crecimiento del halo de inhibicién el hongo Colletotrichum tamarilloi con el
extracto de la especie vegetal Ricinus communis

Prueba Shapiro Wilk Prueba de Levene
Variable crecimiento de hongo N Me-

_ ~ DE
Colletotrichum spp dia W cal- P (Unilate- Mt Homoge-
culado ral D) lor neidad
RDUO Dia 1 crecimiento 24 0 0,01 0,95 0,2484 N 0,501 H
RDUO Dia 2 crecimiento 24 0 0,01 0,96 0,3235 N 0,71 H

RDUO Dia 3 crecimiento 24 0 0,03 0,97 0,3235 N 0,86 H



RDUO Dia 4 crecimiento 24 0 0,02 0,97 0,0934 N 0,87 H
Nota. n = Numero de muestras, DE = Desviacion Estandar, W = valor de Shapiro — Wilk, N =
Normalidad, p (Unilateral D = Probabilidad con un alfa (o) al 0,05%. Calculado con el software

Infostat estadistico version 2020 e.

Los resultados de las pruebas de normalidad y homogeneidad para evaluar la inhibicién del
crecimiento del hongo C. tamarilloi con extracto de la especie vegetal Rumex obtusifolius durante
cuatro dias se detallan a continuacion en la tabla 10

Para evaluar la normalidad de los datos correspondientes a la inhibicién del hongo Colle-
totrichum tamarilloi con el extracto de Rumex obtusifolius, se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk
en los cuatro dias de evaluacion. Los valores de W obtenidos fueron 0,93, 0,93, 0,93 y 0,91 para
los dias 1, 2, 3 y 4, respectivamente, con p-valores de 0,2484, 0,3235, 0,3235 y 0,0934, todos
mayores a 0,05. Estos resultados indican que los datos siguieron una distribucion normal en cada
uno de los dias evaluados.

Adicionalmente, la prueba de Levene se utiliz6 para verificar la homogeneidad de las va-
rianzas entre los grupos en cada dia de evaluacion. Los p-valores fueron 0,6, 0,11, 0,107 y 0,45
para los dias 1, 2, 3 y 4, respectivamente, indicando que no hubo diferencias significativas en las
varianzas entre los grupos en ningun dia (p > 0,05). Estos resultados respaldan la validez del uso
de estadisticas paramétricas para analizar los efectos del extracto de Rumex obtusifolius sobre la

inhibicion del hongo Colletotrichum tamarilloi en los diferentes dias de evaluacion.



Tabla 10 Resultados de la prueba de normalidad y homogeneidad, test de Shapiro — Wilk y Levene
en los 4 dias de crecimiento del halo de inhibicion el hongo Colletotrichum tamarilloi con el ex-
tracto de la especie vegetal Rumex obtusifolius

_ ] Prueba de Le-
Prueba Shapiro Wilk

Variable crecimiento de i Me- oE vene
hongo Colletotrichum spp dia W cal- P (Unilate- N p-va- Homoge-
culado ral D) lor neidad
RDUO Dias 1 crecimiento 24 0 0,02 0,93 0,2484 N 0,6 H
RDUO Dias 2 crecimiento 24 0 0,02 0,93 0,3235 N 0,11 H
RDUO Dias 3 crecimiento 24 0 0,02 0,93 0,3235 N 0,107 H
RDUO Dias 4 crecimiento 24 0 0,02 0,91 0,0934 N 0,45 H
Nota. n = NUmero de muestras, DE = Desviacion Estandar, W = valor de Shapiro — Wilk, N =

Normalidad. Calculado con el software Infostat estadistico versién 2020 e.

5.3.2. Resultado del ANOVA en los cuatro dias de evaluacion de crecimiento del halo
de inhibicion del hongo Colletotrichum tamarilloi de la especie vegetal Ricinus communis

La prueba de Tukey se utiliza para comparar las medias de los tratamientos después de
haber encontrado diferencias significativas en el ANOVA. En este caso, el valor de p obtenido
para los tratamientos es menor que 0,05 (<0,0001), lo que indica diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre al menos algunos de los tratamientos. (tabla 11)

Dia 1:

El andlisis de varianza (ANOVA) realizado para el primer dia de evaluacion indico dife-
rencias estadisticamente significativas entre los tratamientos, con un p-valor < 0,0001 (Tabla 13).
El coeficiente de variacion (CV) fue de 4,68%, lo que refleja una baja variabilidad en los datos de
inhibicidn del hongo, sefialando que las mediciones fueron consistentes y precisas. Estos resulta-
dos sugieren que el extracto de Ricinus communis tiene un efecto considerable en la inhibicion del

hongo C. tamarilloi.

Dias 2, 3y 4:



El segundo dia de evaluacion mantuvo la tendencia observada, con un p-valor < 0,0001 y
un CV de 2,39%, mostrando una baja variabilidad en los datos y un promedio de inhibicién de
0,52 cm. En el tercer dia, aunque el p-valor siguié siendo significativo (<0,0001), el promedio de
inhibicion de 0,71 cm. Finalmente, en el cuarto dia, el CV fue de 2,11%, con un promedio de
inhibicion de 0,94 cm. Estos resultados confirman la eficacia significativa del extracto de higuerilla

en inhibir el crecimiento de Colletotrichum spp. durante todo el periodo evaluado.

Tabla 11 Andlisis de fuentes de variacién de la variable de crecimiento de halo de inhibicién del
hongo Colletotrichum spp en el dias 4 de la especie vegetal Ricinus communis

Cuadro de Analisis de Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 6,75 7 0,96 2225,63 < 0,0001

Error 0,01 16 4,3E-04

Total 6,76 23

C.V. 2,21 %

Nota. F.V: Fuentes de variacién, SC: Suma de cuadrados, GL: Grados de libertad, CM:

Cuadrado medio, F: valor de F calculado, p-valor: valor de significancia.

5.3.3. Resultados de la prueba Tukey de la especie Ricinus communis

La figura 4 nos indica los resultados del andlisis de la prueba de Tukey para el dia 4 donde
se evalud la efectividad de ocho tratamientos (T1 a T8) en la inhibicién del hongo Colletotrichum
spp., con tres repeticiones por tratamiento. Los resultados mostraron que el tratamiento T6 tuvo la
mayor media de inhibicién, con 1,55 cm, siendo estadisticamente diferente y superior a todos los
demaés tratamientos, formando el grupo "A".

El andlisis de la prueba de Tukey parael dia4 de inhibicion del hongo C.tamarilloi. De

la especie vegetal de Higuerilla se muestras en la figura 3



Figura 3
Efecto de las concentraciones de extracto de la especie vegetal Higuerilla del crecimiento
de halo de la inhibicion del hongo fitopatogeno Colletotrichum spp en el dia 4
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Nota: T1: 500 mg/ml, T2: 250 mg/ml, T3: 125 mg/ml, T4: 62,5 mg/ml, T5: 31,25 mg/ml,
T6: Control quimico (1ui/ml), T7: Solvente orgénico (metanol), T8: Testigo absoluto.

El tratamiento T6 con media de 1,55 se ubico con el grupo “A” siendo el que mayor inhi-
bicion presenta. Los tratamientos T1 y T2, con medias de 1,41 cm y 1,38 cm respectivamente, no
mostraron diferencias significativas entre si, situandose en el grupo "B". El tratamiento T3, con
una media de 1,29 cm, se ubico en el grupo "C", mostrando una inhibicion menor que T1y T2,
pero mayor que los demas tratamientos.

El tratamiento T4, con 0,99 cm de inhibicion, se clasifico en el grupo "D", presentando una
efectividad significativamente menor en comparacion con los grupos A, B, y C. Los tratamientos
T7 y T5, ambos con una media de 0,46 cm, se agruparon en el grupo "E", sin diferencias signifi-

cativas entre ellos.

5.4.  Analisis de varianza del crecimiento de halo de inhibicion del hongo patégeno
C. tamarilloi con el extracto de la especie Rumex obtusifolius
En la tabla 12 se precia el analisis de varianza de la inhibicién del hongo C: tamarilloi con

la accion del extracto de R. obtusifolius



Dia 1:

El ANOVA del Dia 1 muestra diferencias significativas entre los tratamientos, con un valor
F de 273,43 y un p-valor menor a 0,0001, lo que indica que las variaciones en la inhibicion de
Colletotrichum spp. son atribuibles a los tratamientos aplicados (Ali et al., 2022). El p-valor de
0,2849 para las repeticiones indica buena consistencia experimental. El coeficiente de variacion
(CV) de 8,24% sugiere baja variabilidad en los datos, asegurando la fiabilidad del anélisis. El
promedio de inhibicion de 0,1725 cm es la referencia para comparar la efectividad de los trata-
mientos.

Dia 2:

El ANOVA del Dia 2 revela un efecto significativo de los tratamientos sobre la inhibicion
de Colletotrichum spp., con un valor F de 1287,92 y un p-valor menor a 0,0001 (Ali et al., 2022).
El p-valor de 0,0385 para el error sugiere cierta variabilidad entre repeticiones, aunque menor que
entre tratamientos. EI CV de 2,98% indica datos consistentes, y el promedio de inhibicion es de
0,54 cm.

Dia 3:

El analisis del Dia 3 muestra diferencias significativas con un valor F de 1946,87 y un p-
valor menor a 0,0001 (Ali et al., 2022). El p-valor de 0,014 sefiala variabilidad significativa entre
repeticiones. EI CV de 2,52% refleja datos consistentes con un promedio de inhibicion de 0,645
cm. (Khan et al., 2020).

Dia 4:

El ANOVA del Dia 4 confirma diferencias significativas en la inhibicién de Colletotrichum
spp. con un valor F de 2569,95 y un p-valor menor a 0,0001 (Ali et al., 2022). El p-valor de 0,0073
indica variabilidad significativa dentro de los tratamientos. Con un CV de 2,93%, los datos son
precisos y confiables. EI promedio de inhibicidn de 0,7333 cm destaca la efectividad del extracto
de lengua de vaca, mostrando mayor eficacia que en dias anteriores, coincidiendo con estudios

sobre la accidén antifingica prolongada de extractos vegetales (Smith y Jones, 2021).



Tabla 12 Analisis de fuentes de variacion de la variable de crecimiento de halo de inhibicion del
hongo patdgeno Colletotrichum spp en los dias 4 de la especie vegetal Rumex obtusifolius

Cuadro de Andlisis de Varianza (SC tipo Il1)

F.V. SC gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 4,71 7 0,67 22,25 <0,0001
Error 0,01 16 4,6E-04

Total 4,72 23

C.V. 2,93 %

Nota. F.V: Fuentes de variacion, SC: Suma de cuadrados, GL: Grados de libertad, CM:

Cuadrado medio, F: valor de F calculado, p-valor: valor de significancia.

5.5. Resultados de la prueba Tukey de la especie vegetal Rumex obtusifolius

Los resultados obtenidos de la inhibicion del hongo C. tamarilloi con extracto vegetal de
R. obtusifolius, se ilustran en la figura 4.

El tratamiento T6, que corresponde al fungicida comercial, present6 la mayor inhibicion
con un valor promedio de 1,76 cm, siendo clasificado con la letra A.

Las concentraciones mas altas del extracto de Rumex obtusifolius (T1 y T2) mostraron va-
lores de inhibicion de 0,84 cmy 0,80 cm, respectivamente, situdndose en los grupos B y BC. Esto
refleja una efectividad intermedia, pero todavia menor en comparacion con el tratamiento comer-
cial. Los tratamientos T3, T4 y T5, correspondientes a concentraciones intermedias y bajas del
extracto, mostraron inhibiciones ligeramente menores, con valores de 0,77 cm, 0,74 cm, y 0,73
cm, respectivamente, y se ubicaron en los grupos CD y D. Estas diferencias indican que la efecti-
vidad del extracto disminuye conforme la concentracion es menor. Finalmente, el tratamiento T7,
que consiste en el solvente organico, mostré una actividad inhibidora minima con un valor de 0,33

cm (grupo E)



FIGURA 4

Efecto de las concentraciones de extracto de Lengua de vaca en el crecimiento de halo de

inhibicion (cm) del hongo C. tamarilloi en el dia 4.

Inibhicion (cm) dia 4 hongo C. tamarilloi

2.5

1.5

0.5

1,66

T6

BC CcD

% (o] t < ™ T
o o ™~ 5
o o o
[92]
@
s 7
T1 T2 T3 T4 T5 T7 T8

Tramatamiento concentracién extractos especie vegetalRumex obtusifolius

Nota: T1: 500 mg/ml, T2: 250 mg/ml, T3: 125 mg/ml, T4: 62,5 mg/ml, T5: 31,25 mg/ml,
T6: Control quimico (1ui/ml), T7: Solvente orgénico (metanol), T8: Testigo absoluto.

5.6.  Crecimiento de halo de inhibicion de los extractos vegetales Ricinus communis

y Rumex obtusifolius contra el hongo C. tamarilloi

En latabla 13 se detalla el crecimiento del halo inhibicién (cm) promedio del extracto total

de Ricinus communis determinado por los cuatro dias de inhibicién.

Tabla 13 Promedio de diametro de halo de inhibicidn extracto vegetal Rumex obtusifolius

Tratamientos

Promedio inhibicion (cm)

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
T1 0.44 1.28 1.50 1.68
T2 0.36 1.22 1.44 1.60




T3 0.34 1.20 1.42 1.55

T4 0.29 1.14 1.37 1.49
T5 0.21 1.07 1.29 1.46
T6 0.93 2.30 2.83 3.31
T7 0.20 0.44 0.48 0.66
T8 0.00 0.00 0.00 0.00

Nota: T1: 500 mg/ml, T2: 250 mg/ml, T3: 125 mg/ml, T4: 62,5 mg/ml, T5: 31,25 mg/ml,
T6: Control quimico (1ul/ml), T7: Solvente orgénico (metanol), T8: Testigo absoluto.

En la tabla 14 se detalla el crecimiento del halo de inhibicion (cm) promedio del extracto

total de Ricinus communis determinado por los cuatro dias de inhibicion.

Tabla 14 Promedio de diametro de halo de inhibicion de extracto Ricinus communis

) Promedio inhibicién (cm)
Tratamientos

Dial Dia 2 Dia 3 Dia4
T1 0.65 1.86 2.09 2.83
T2 0.56 1.66 1.84 2.75
T3 0.54 1.15 1.63 2.57
T4 0.34 0.59 1.49 1.97
T5 0.29 0.57 0.82 0.92
T6 0.71 1.94 2.39 3.10
T7 0.51 0.70 0.94 0.93
T8 0.00 0.00 0.00 0.00

Nota: T1: 500 mg/ml, T2: 250 mg/ml, T3: 125 mg/ml, T4: 62,5 mg/ml, T5: 31,25 mg/ml, T6: Con-

trol quimico (/ul/ml), T7: Solvente organico (metanol), T8: Testigo absoluto.



5.7.  Porcentaje del halo de inhibicion de las especies vegetales Ricinus communis
y Rumex obtusifolius contra el hongo

La tabla 15 detalla los valores obtenidos del porcentaje del halo de inhibicion de los ex-
tractos totales de Higuerilla y Lengua de vaca respectivamente.

El porcentaje de halo de inhibicion se realizé mediante la metodologia propuesta por (Mar-
tinez et al., 2007)

El calculo se realizé tomando en cuenta el didmetro del halo de inhibicidn en el dia cuatro,
ya que es el dia con mayor actividad inhibitoria de los extractos contra el hongo C. tamarilloi con

el uso de la siguiente ecuacion:

Porcentaje de inhibicién

Promedio diametro de halo de inhibicién con extracto

= x100
Promedio diametro de halo de inhibicién control positivo (quimico)

Tabla 15 Porcentaje del halo de inhibicion de las especies vegetales Ricinus communis y Rumex
obtusifolius

Inhibicién (%)

Tratamientos

Ricinus communis Rumex obtusifolius

T1 91.2 50.8
T2 88.8 48.3
T3 83.0 46.7
T4 63.4 449
T5 29.7 441
T6 100.0 100.0
T7 29.9 20.0
T8 0.0 0.0

Nota: T1: 500 mg/ml, T2: 250 mg/ml, T3: 125 mg/ml, T4: 62,5 mg/ml, T5: 31,25 mg/ml, T6: Con-

trol quimico (/ul/ml), T7: Solvente organico (metanol), T8: Testigo absoluto.

Ricinus communis demostraron un halo de inhibicién efectiva del hongo Colletotrichum
tamarilloi con los siguientes porcentajes: T1: 91.2 %, T2: 88,8 %, T3: 83 %, T4: 63, 4 %, T5:



29,7 %, T6: 100 %; T7: 29.9%, T8: 0%, destacando la relacion dosis-respuesta en la inhibicion
del hongo.

Rumex obtusifolius , las mismas concentraciones mostraron porcentajes de inhibicién de
T1: 50.8%, T2: 48.3%, T3: 46.7%, T4: 44.9%, T5: 44.1%, T6: 100%, T7: 20%, T8: 0%. Estos
valores son ligeramente inferiores a los obtenidos con Ricinus communis, por ende, Rumex obtu-
sifolius también tiene una capacidad inhibitoria relevante, aunque menos potente, destacandose en

las concentraciones mas altas.

5.8. Resultados del Crecimiento del hongo el patégeno Colletotrichum tamarilloi

La tabla 16 muestra el crecimiento diario del hongo Colletotrichum tamarilloi durante un
periodo de siete dias. Se observa un patrén de crecimiento acelerado a lo largo del tiempo, con un
aumento significativo en la tasa de crecimiento a partir del dia 3. El valor de crecimiento inicial
fue de 1,20 cm/dia en el primer dia, con una tasa de crecimiento diario de 0,289 y un porcentaje
de crecimiento de 2,89%. A partir del dia 2, el crecimiento se incrementa notablemente, alcanzando

2,80 cm/dia, con un porcentaje de crecimiento diario de 6,75%.

Entre los dias 3 y 4, el crecimiento sigue una tendencia ascendente, alcanzando 4,10 cm/dia
para el cuarto dia. Este aumento es consistente con un incremento en la tasa de crecimiento, que
pasé de 0,107 a 0,322, y un porcentaje de crecimiento diario que llegd a 9,88%. A partir del dia 5,
el crecimiento del hongo muestra un comportamiento exponencial, alcanzando 7,70 cm/dia al
sexto dia, con un porcentaje de crecimiento diario de 18,56%. Finalmente, el séptimo dia se regis-
trd el crecimiento mas alto con 10,0 cm/dia y una tasa de crecimiento diario de 0,299, lo que
representa un notable 41,49% de crecimiento diario. Este comportamiento de crecimiento es con-
sistente con lo descrito por Acurio (2021), quien menciona que Colletotrichum tamarilloi puede
cubrir rapidamente la superficie del cultivo afectado, en ambientes controlados como laboratorio

menciona que aislados del hongo expresan en su totalidad su potencial patogénico.



Tabla 16 Valores de crecimiento del hongo Colletotrichum tamarilloi

Dia Valor de creci- Tasa de crecimiento dia-  Porcentaje de crecimiento
miento(cm/dia) rio (cm) diario
1 1,20 2,89
2 2,80 1,33 6,75
3 3,10 0,107 7,47
4 4,10 0,322 9,88
5 5,20 0,268 12,53
6 7,70 0,288 18,56
7 10,0 0,299 41,49
Total 100 %
Figura 5

Curva de crecimiento del hongo Colletotrichum tamarilloi
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La tabla 13 y figura 5 detalla el crecimiento del hongo Colletotrichum tamarilloi por el

periodo de 7 dias, hasta que cubri6 en su totalidad la caja Petri.



El crecimiento del hongo indica un patron de expansion radial del hongo, lo que detalla la
capacidad invasiva que tiene el hongo por su alta virulencia y capacidades de colonizacion en
condiciones controladas.

La rapida colonizacion del medio de cultivo por parte de Colletotrichum tamarilloi resalta
su capacidad patogénica, lo cual es fundamental para su papel en la infeccion de cultivos agricolas.
Estos resultados aportan a la necesidad de buscar estrategias de manejo que controlen eficazmente
su crecimiento en el campo. Asi mismo Romero et al. (2018) menciona también su alta tasa de
crecimiento en condiciones de temperatura de 25° — 28° C, reafirmando su alta adaptabilidad y
posesional invasivo del hongo.

El crecimiento del hongo en los primeros dias tiene una actividad de crecimiento reducida,
sin embargo, a partir del dia 3 de inoculacion expresa su caracteristica de crecimiento rapido y
exponencial hasta llegar al dia 7 donde el hongo prolifero todo el medio nutritivo utilizado. Este
tipo de hongos bajo las condiciones dptimas de temperatura, humedad y luminosidad proliferan

rapidamente en los medios de cultivos.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES

. El extracto de Rumex obtusifolius presentdé un rendimiento del 28.86%, demos-
trando una alta eficiencia en la obtencion de compuestos bioactivos a partir de la materia vegetal.
Este rendimiento sugiere que Rumex obtusifolius es una fuente prometedora para la formulacion
de productos antifungicos, destacando su potencial para aplicaciones en la agricultura.

o El extracto de Ricinus communis obtuvo un rendimiento del 28.39%, indicando una
buena capacidad de extraccion de sus compuestos bioactivos. Este nivel de rendimiento refuerza
la viabilidad de utilizar Ricinus communis en la preparacion de extractos destinados al control de
enfermedades fungicas en cultivos, subrayando su valor en la préctica agronémica.

. La caracterizacién molecular realizada del hongo aislado del fruto de tomate de
arbol dio como resultado que es el hongo Colletotrichum tamarilloi con un porcentaje de similitud
del 100%

o Los extractos de Ricinus communis demostraron una inhibicion efectiva del hongo
Colletotrichum tamarilloi con los siguientes porcentajes: T1: 91,2 %, T2: 88,8 %, T3: 83 %, T4:
63, 4 %, T5: 29,7 %, T6: 100 %; T7: 29,9%, T8: 0%, destacando la relacion dosis-respuesta en
la inhibicion del hongo, siendo Ricinus communis una opcion prometedora para el control de la
antracnosis en tomate de arbol. Siendo asi el extracto que mayor inhibicidn present6 hacia el hongo
C. tamarilloi.

o El extracto de Rumex obtusifolius , las mismas concentraciones mostraron porcen-
tajes de inhibicién de T1: 50,8%, T2: 48,3%, T3: 46,7%, T4: 44,9%, T5: 44,1%, T6: 100%, T7:
20%, T8: 0%. Estos valores son ligeramente inferiores a los obtenidos con Ricinus communis, por
ende, Rumex obtusifolius también tiene una capacidad inhibitoria relevante, aunque menos potente,
destacandose en las concentraciones mas altas. Tratamiento T6, posee 100 % de inhibicion ya que

fue el control positivo usado como referencia para la utilizacién de la formula de inhibicién.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES

. Se recomienda realizar estudios adicionales para optimizar las concentraciones de
los extractos de Rumex obtusifolius y Ricinus communis. Dado que las concentraciones mas altas
han mostrado una mayor eficacia en la inhibicion de Colletotrichum tamarilloi., es crucial deter-
minar las dosis 6ptimas que maximicen la actividad antifungica sin comprometer la seguridad y
sostenibilidad del tratamiento.

o Se recomienda un andlisis quimico de los componentes activos presentes en los
extractos de Rumex obtusifolius y Ricinus communis. Identificar y aislar estos compuestos permi-
tira desarrollar extractos mas concentrados y eficaces. Ademas, comprender el mecanismo de ac-
cién de estos componentes contribuira al disefio de estrategias de control mas efectivas.

. Se recomienda desarrollar estrategias para la aplicacion de los extractos vegetales
en campo, incluyendo dosis recomendadas, métodos de aplicacion (aspersion, riego, etc.), frecuen-
cia de tratamiento y tiempo de exposicidn. Estos protocolos deben adaptarse a las précticas agri-
colas locales y ser faciles de implementar por los agricultores.

o No todas las especies vegetales tienen potencial inhibitorio fingico o microbiano,
por tal razon es crucial la investigacion previa sobre la planta a realizar, sus propiedades, los

metabolitos que posee y si tienen actividad biolégica como tal.
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ANEXOS

Anexos 1 Registro de datos promedios de inhibicion con extracto de la especie vegetal Ricinus

communis
Tratamiento Repeticion Dia 1 (cm) Dia 2 (cm) Dia 3 (cm) Dia 4 (cm)

T1 R1 0,31 0,91 1,03 1,41
T2 R1 0,28 0,85 0,93 1,38
T3 R1 0,27 0,56 0,83 1,29
T4 R1 0,16 0,29 0,75 0,99
T5 R1 0,14 0,28 0,39 0,46
T6 R1 0,36 0,97 1,1 1,5
T7 R1 0,25 0,29 0,43 0,43
T8 R1 0 0 0 0

T1 R2 0,32 0,93 1,04 1,42
T2 R2 0,29 0,83 0,92 1,38
T3 R2 0,26 0,58 0,8 1,28
T4 R2 0,17 0,3 0,75 0,99
T5 R2 0,16 0,28 0,45 0,46
T6 R2 0,34 0,96 1,2 1,6
T7 R2 0,26 0,3 0,48 0,48
T8 R2 0 0 0 0

T1 R3 0,34 0,95 1,06 1,41
T2 R3 0,27 0,81 0,91 1,37
T3 R3 0,28 0,59 0,82 1,29
T4 R3 0,18 0,29 0,74 0,98
T5 R3 0,14 0,29 0,39 0,46
T6 R3 0,37 0,97 1,29 1,55
T7 R3 0,26 0,3 0,5 0,48




T8 R3 0 0 0 0
Anexos 2
Registro de datos promedios especie vegetal Rumex obtusifolium.

Tratamiento Repeticion Dia l Dia 2 Dia 3 Dia 4
T1 R1 0,2 0,6 0,71 0,8
T2 R1 0,18 0,61 0,72 0,78
T3 R1 0,15 0,58 0,69 0,76
T4 R1 0,13 0,56 0,67 0,74
T5 R1 0,11 0,54 0,65 0,73
T6 R1 0,46 1,13 1,4 1,62
T7 R1 0,1 0,2 0,22 0,31
T8 R1 0 0 0 0
T1 R2 0,21 0,64 0,75 0,84
T2 R2 0,19 0,62 0,73 0,81
T3 R2 0,18 0,61 0,72 0,78
T4 R2 0,15 0,58 0,69 0,75
T5 R2 0,1 0,53 0,64 0,73
T6 R2 0,49 1,14 1,41 1,66
T7 R2 0,1 0,23 0,24 0,33
T8 R2 0 0 0 0
T1 R3 0,25 0,68 0,79 0,88
T2 R3 0,17 0,6 0,71 0,81
T3 R3 0,18 0,61 0,72 0,78
T4 R3 0,15 0,58 0,69 0,74
T5 R3 0,1 0,53 0,64 0,73
T6 R3 0,45 1,17 1,44 1,69
T7 R3 0,1 0,23 0,26 0,35
T8 R3 0 0 0 0




ANEXOS 3

Seleccion de ejemplares para montaje

Anexo 4

Secado de muestras en estufa




Anexo 6

Seleccién de frutos con lesiones de Antracnosis

Anexo 7
Siembra de patégeno en medio de cultivo SDA




Anexo 8

Dilucién de extracto en ultrasonido

Anexo 9

Elaboracion de diluciones seriadas

Anexo 10

Siembra de patégeno y colocacion de discos con la metodologia de Kirby Bauer




Anexo 11

Inhibicién de hongo C. tamarilloi con los extractos totales de las especies vegetales de Ricinus communis

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8




Anexo 12

Inhibicién de hongo C. tamarilloi con los extractos totales de las especies vegetales de Lengua de vaca.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8




Anexo 13

Caracterizacion molecular Colletotrichum tamarilloi
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Figura 1. Visualizacion en gel de agarosa 2% de amplicén indicando fragmentos de aproximadamente 500 pb
amplificados con primers IT51/IT54 para la muestra. L- Marcador de peso molecular de 100 bp

Conclusiones:

- ELaislado fingico fue identificade como Colletotrichum tamariiloi con base en el fragmento
secuenciadoe de IT5.
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