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RESUMEN

La presente investigacion se focaliza en la exploracion de métodos alternativos y sostenibles
para el control de patdgenos en la agricultura. El objetivo principal fue determinar la eficacia de los
extractos totales de ortiga (Urtica dioica) y hierba mora (Solanum nigrum) en la inhibicién del
crecimiento del hongo Colletotrichum tamarilloi, un agente patégeno responsable de la antracnosis
en el tomate de arbol. En este estudio se llevaron a cabo ensayos in vitro utilizando concentraciones
seriadas de extractos totales vegetales. Los tratamientos se aplicaron en placas de Petri inoculadas
con C. tamarilloi, y se evaluo el crecimiento micelial a lo largo de un periodo de siete dias. Los
resultados mostraron que el extracto de Ortiga fue mas efectivo en la inhibicion del crecimiento de
C. tamarilloi en comparacion con el extracto de Hierba Mora. En particular, el tratamiento con la
mayor concentracion de extracto de Ortiga (T1: 500 mg/ml) mostr6 un porcentaje de inhibicion del
96.21% para el dia 4, mientras que el tratamiento con Hierba Mora presentd un porcentaje maximo
de inhibicion del 90.27% en las mismas condiciones. El control quimico (T6) se utiliz6 como
referencia, alcanzando un 100% de inhibicidn, lo que permitié comparar la eficacia de los extractos
vegetales. El analisis estadistico demostré que las diferencias entre los tratamientos fueron
altamente significativas, con p-valores menores a 0.0001, lo que indica que la variabilidad observada
en la inhibicidn no es aleatoria, sino que esta directamente asociada con los tratamientos aplicados.
Los hallazgos de este estudio sugieren que tanto la Ortiga como la Hierba Mora tienen un alto
potencial como biofungicidas, ofreciendo una alternativa viable y sostenible a los fungicidas
quimicos tradicionales. La implementacidn de estos extractos podria reducir el uso de agroquimicos,

promoviendo précticas agricolas mas sostenibles y ecolégicas.

Palabras clave: Colletotrichum, inhibicion de crecimiento micelar, extractos vegetales, Urtica

dioica, Solanum nigrum.



ABSTRACT

This research focuses on the exploration of alternative and sustainable methods for the
control of pathogens in agriculture. The main objective was to determine the effectiveness of total
extracts of nettle (Urtica dioica) and blackberry (Solanum nigrum) in inhibiting the growth of the
fungus Colletotrichum tamarilloi, a pathogen responsible for anthracnosis in the tree tomato. In this
study, in vitro tests were carried out using serial concentrations of total plant extracts. The treatments
were applied on petri dishes inoculated with C. tamarilloi, and mycelial growth was evaluated over
a period of seven days. The results showed that the Nettle extract was more effective in inhibiting
the growth of C. tamarilloi compared to the extract of Blackberry Grass. In particular, treatment
with the highest concentration of Nettle extract (T1: 500 mg/ml) showed an inhibition percentage
of 96.21% for day 4, while treatment with Blackberry Herb showed a maximum inhibition
percentage of 90.27% under the same conditions. Chemical control (T6) was used as a reference,
reaching 100% inhibition, which made it possible to compare the effectiveness of plant extracts.
The statistical analysis showed that the differences between the treatments were highly significant,
with p-values less than 0.0001, indicating that the variability observed in the inhibition is not
random, but is directly associated with the treatments applied. The findings of this study suggest
that both Nettle and Blackberry Grass have a high potential as biofungicides, offering a viable and
sustainable alternative to traditional chemical fungicides. The implementation of these extracts
could reduce the use of agrochemicals, promoting more sustainable and ecological

agricultural practices.

Keywords: Colletotrichum, micellar growth inhibition, plant extracts, Urtica

dioica, Solanum nigrum.



CAPITULO |
INTRODUCCION

La antracnosis del fruto es una enfermedad causada por el hongo fitopatdgeno filamentoso
Colletotrichum spp. Esta patologia se erige como la mas significativa dentro del contexto del cultivo
de tomate de arbol (Solanum betaceum), debido a su amplia distribucion geografica y al impacto

econdémico negativo que implica.

Segun Alvarez et al. (2019) menciona que, tanto en explotaciones comerciales como en
pequefias operaciones agricolas domésticas, esta enfermedad representa una limitacion
considerable. La creciente incidencia de la antracnosis ha llevado a un aumento progresivo en la

aplicacion de pesticidas como medida de control.

El uso de agroguimicos con el propdsito de controlar esta enfermedad ha desempefiado un
papel esencial en la produccion de tomate de arbol. Sin embargo, el uso excesivo y la aplicacién
inadecuada de estos productos han resultado en una serie de complicaciones notables. Entre ellas,
destacan los aumentos considerables en los costos de produccién, lo que naturalmente conlleva a
una disminucion en la rentabilidad del cultivo. Ademas, se ha observado la aparicion de resistencia
por parte del patdgeno, la presencia de niveles elevados de residuos de pesticidas en la fruta y, como
consecuencia, un potencial riesgo tanto para la salud de los productores como para la de los

consumidores (Tripathi y Dubey, 2004).

Todo esto, sin obviar el dafio ambiental que esto implica. Debido a estos motivos, ha surgido
un creciente interés en la basqueda de alternativas méas seguras para contrarrestar el efecto adverso
de estos productos quimicos. Una estrategia que ha demostrado ser efectiva en la reduccion del uso
de costosos agroquimicos, asi como de aquellos potencialmente perjudiciales, es la implementacion
del manejo integrado de plagas. Dentro de esta estrategia, se destaca la utilizacion de sustancias de
origen natural, las cuales son consideradas seguras tanto para la salud humana como para el medio
ambiente (Tripathi y Dubey, 2004).

La aplicacion de extractos vegetales como medio de control de plagas y enfermedades en el



contexto de la agricultura sostenible emerge como una alternativa altamente prometedora,
destacando por su eficacia, costo reducido y su caracter no contaminante para el ambiente. Estos
bioproductos se distinguen por la presencia de compuestos especificos, entre los que se incluyen
flavonoides, fenoles, terpenos, aceites esenciales, alcaloides, lectinas y polipéptidos (Garcia et al.,
2021).

Hernandez et al. (2007) dice que los mecanismos subyacentes a la accion de estos extractos
son variados. La toxicidad de los fenoles frente a los microorganismos se atribuye a la inhibicién
enzimatica a través de la oxidacion de compuestos. En cuanto a los terpenos y aceites esenciales,
aunque su modalidad de accion no ha sido completamente esclarecida, se postula que podrian
ocasionar la disrupcion de las membranas celulares debido a su contenido de compuestos lipofilicos.

Por lo que respecta a los alcaloides, se ha hipotetizado que interactdan con el ADN de los
microorganismos, mientras que las lectinas y polipéptidos han demostrado ser capaces de crear
canales i6nicos en las membranas microbianas o inducir la inhibicion competitiva al adherirse a las
proteinas microbianas mediante la union a los polisacaridos receptores del huésped (Hernandez et
al., 2007).

En sintesis, la aplicacion de extractos vegetales como agentes de control en la agricultura
sostenible esta respaldada por su efectividad, rentabilidad y su bajo impacto ambiental. Estos
extractos emplean diversos mecanismos para abordar plagas y enfermedades, lo que los convierte

en una herramienta valiosa y adaptable en la gestion agricola (Tripathi y Dubey, 2004).

Estos compuestos confieren propiedades significativas a los extractos, incluyendo su
capacidad como agentes antivirales, antimicrobianos o repelentes. Estas cualidades hacen que sean
idoneos para su empleo en la proteccion de los cultivos, lo que contribuye a mejorar tanto la calidad
como la produccién de alimentos. Ademas, es importante destacar que estos extractos poseen la
ventaja de ser menos tdxicos y mas propensos a la degradacion en comparacion con los

agroguimicos convencionales (Garcia et al., 2021).



CAPITULO 1
OBJETIVOS
2.1  Objetivo general
Evaluar la actividad antifungica de extractos totales de dos especies vegetales para el

control in vitro de Colletotrichum spp. aislado de tomate de arbol.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar el rendimiento de los extractos totales obtenidos de dos especies vegetales
utilizando un solvente organico.

e Caracterizar molecularmente el patdgeno Colletotrichum spp. aislado de plantas
enfermas.

e Determinar el porcentaje de inhibicion de actividad fangica de Colletotrichum spp.

2.3 Hipotesis

Hipotesis alternativa (H1): El extracto total de las especies vegetales permiten reducir o
inhibir la actividad bacteriana de Colletotrichum spp.

Hipotesis nula (HO): El extracto total de las especies vegetales no permiten reducir o
inhibir la actividad bacteriana de Colletotrichum spp.



CAPITULO HII
ESTADO DEL ARTE

3.1 Extractos vegetales

En un entorno de laboratorio, los extractos vegetales tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de los patdgenos, lo que simplifica el control de enfermedades en cultivos de
hortalizas y frutas. Sin embargo, la investigacion sobre estos extractos ha sido limitada en
términos de comprension molecular, bioquimica y morfologica tanto del hospedero como del
patogeno (Niurka et al., 2007).

En un estudio llevado a cabo en el Instituto de Horticultura de la Universidad Autonoma
Chapingo en Meéxico, se evalud la actividad antifungica de extractos vegetales contra
Colletotrichum spp. en plantas afectadas por la enfermedad. Los resultados destacaron el
potencial de estos extractos como una opcion prometedora para combatir las enfermedades
causadas por este patdgeno. Se concluy6 que los extractos vegetales podrian ser utilizados de
manera segura y efectiva como agentes antifingicos naturales en la agricultura, proporcionando
asi una alternativa mas sostenible y amigable con el medio ambiente en comparacion con los
fungicidas quimicos convencionales (Garcia et al., 2021).

Segln Landero et al. (2016) sefialan que, en la actualidad, hay una creciente preferencia
por los productos naturales en lugar de los sintéticos o artificiales. Esto ha generado un aumento
en el interés por investigar el potencial de los aceites esenciales, extractos de plantas y otros
recursos naturales. Esta tendencia ha impulsado la busqueda de alternativas a las moléculas
quimicas sintéticas para el control de plagas en la agricultura.

Una de estas alternativas es los biorracionales, que consisten en sustancias producidas
por microorganismos, plantas o minerales. Estos productos tienen la particularidad de
descomponerse rapidamente después de su aplicacion y son especificos para el control del
organismo objetivo. Este enfoque ofrece una solucion mas amigable con el medio ambiente y
puede contribuir a una agricultura mas sostenible y saludable.

3.2 Propiedades de los Extractos vegetales

3.2.1 Flavonoides

Son metabolitos secundarios que las plantas producen como parte de su respuesta natural
contra patogenos, incluyendo hongos. Dentro de los extractos vegetales, los flavonoides no solo

exhiben efectos antifungicos, sino que también poseen propiedades antiparasitarias,



antimicrobianas, antioxidantes y pueden actuar como bioestimulantes o inducir las defensas de
las propias plantas (Heredia et al., 2022).

3.2.2 Solaninas

Las solaninas son compuestos organicos, presentes en diversas plantas, no solo muestran
propiedades antifungicas y antibacterianas, sino que también pueden desempefiar un papel
importante en la agricultura. Ademas de utilizarse como coadyuvantes en aplicaciones foliares
gracias a su capacidad para mejorar la penetracion en el suelo y retener la humedad, las solaninas
pueden tener potencialidades como estimulantes del crecimiento vegetal y como repelentes
naturales de plagas (Gongora et al., 2023).

3.2.3 Taninos

Son polifenoles de alto peso molecular que, ademas de sus propiedades antimicrobianas,
pueden tener efectos beneficiosos en la agricultura. Aparte de inhibir el crecimiento de hongos
patdgenos, los taninos pueden mejorar la salud del suelo al actuar como agentes quelantes,
mejorando la disponibilidad de nutrientes para las plantas y promoviendo la formacion de
complejos organicos en el suelo (Orantes, 2017).

3.2.4 Saponinas

Estos glucosidos vegetales no solo son conocidos por sus propiedades antifungicas y
antibacterianas, sino que también pueden tener un impacto significativo en el manejo de suelos
con problemas de salinidad. Su capacidad para mejorar la penetracion de agua en el suelo y su
accion surfactante los hace valiosos para mejorar la calidad del suelo en areas afectadas por la
salinidad, contribuyendo asi a una agricultura méas sostenible (Gongora et al., 2023).

3.2.5 Compuestos Fenolicos

Ademas de sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, pueden desempefiar un
papel importante en el control de enfermedades fungicas en los cultivos. Estos compuestos,
presentes en extractos vegetales, pueden ofrecer una amplia gama de beneficios, incluyendo
efectos antiparasitarios, antimicrobianos, bioestimulantes y refuerzo de las defensas naturales
de las plantas. Su diversidad de funciones los convierte en componentes esenciales en la lucha
contra enfermedades y plagas en la agricultura (AGRI Nova Science, 2019).

3.3  Métodos de obtencién de extractos naturales

Se encuentran diferentes métodos de extraccion en el laboratorio, sin embargo, existen

procesos de extraccion que son los mas comunes usados de acuerdo con el disolvente que se



vaya a utilizar ya sea un solvente organico o agua:

3.3.1 Extraccién por medio de agua

Es un método de la infusién, método por medio de destilacion por arrastre con vapor de
agua y decoccién (Gonzalez, 2004).

3.3.2 Extraccion por medio de solventes organicos

Maceracion dindmica, extraccion Soxhlet lixiviacion, digestion y por fluido supercritico
(Gonzalez, 2004).

3.3.3 Digestion

Este método particular se aplica a plantas que contienen ingredientes activos que son
complejos de extraer porque estan aislados en areas consistentes de la planta, o plantas que
requieren calentamiento prolongado (Velastegui, 2005).

3.3.4 Maceracion

Metodologia que se realiza con una temperatura controlada y a su vez protegida de la
luz. Esta consiste en que el material vegetal previamente fragmentado se encuentre en remojo
en el solvente de eleccion hasta que se introduzca y disuelva los compuestos solubles, es
necesario tapar y dejar en reposo un periodo que va entre 2 a 14 dias con agitacion ocasional, el
tiempo que se encuentre en maceracion dependera del material vegetal en uso. Posteriormente
el liquido debe ser filtrado, se prensa el residuo, se extrae el solvente en el rotavapor y de esta
forma se logra obtener el extracto (Gonzélez, 2004).

3.3.5 Percolacion

Este método, también llamado lixiviacion, permite el uso de solventes orgéanicos frios
para almacenar compuestos termolabiles que pueden estar dentro del materia vegetal. Para hacer
uso de esta metodologia, el material vegetal debe colocarse en un recipiente conico antes de
agregar el solvente seleccionado. Por esta razén no se recomienda este método para el
hinchamiento de resinas o materiales (Gonzalez, 2004).

3.3.6  Extraccion con fluidos supercriticos

Los fluidos supercriticos no es mas que es una sustancia que se encuentra a una presion
y temperatura que esta por encima del punto critico. Estos tienen la propiedad de propagarse a
través de la muestra como un gas y disuelve los materiales como un liquido. Cambian
bruscamente la densidad al minimo cambio de temperatura o de presion. Por estas propiedades

lo hacen un buen reemplazante a los solventes organicos que normalmente son utilizados para



los métodos de extraccion (Velasco, et al., 2007).

El proceso consiste en triturar el material vegetal en una camara cuyo material es de
acero y dejar circular un fluido supercritico a través de la muestra en estudio (Sanchez, 2009).

3.3.7 Infusiony Decoccion

El método de infusion consiste en verter agua hirviendo sobre el material vegetal que es
colocado previamente en un recipiente con tapa, para asi disminuir las pérdidas de las sustancias
activas, y dejar en reposo de 5 a 15 minutos (Guerra, 2005).

El procedimiento llamado decoccion consiste en llevar el material vegetal a la
temperatura de ebullicion del agua y mantener la temperatura por un periodo que va entre los
15 a 30 minutos (Guerra, 2005).

3.3.8 Extraccion Soxhlet

Este método de extraccion de muestras solidas es el mas utilizado para la obtencion de
extractos. La muestra es introducida en el Soxhlet a través de varios procesos que permiten la
recuperacion de los compuestos activos. Para ello, la seleccion del solvente deber ser uno muy
soluble, asi pues, se facilita la extraccion por movimiento frecuente y evaporacion (Gonzales,
2004).

3.4 Especies vegetales en estudio

3.4.1 Ortiga (Urtica doica)

La Ortiga Negra es una planta perenne gque puede crecer hasta 1,5 metros de altural. Sus
tallos son erectos, cuadrangulares vy, al igual que las hojas, estan provistos de pelos urticantes.
Las hojas pueden medir hasta 15 cm, son aserradas, puntiagudas, de color verde oscuro y estan
recubiertas por pelos urticantes que contienen por dentro un liquido compuesto principalmente
por histamina y acido férmico, que genera comezén e irritacion en la piel cuando son tocadas
(Ramirez, 2020).

La Ortiga Negra es originaria de Europa, pero tiene una distribucion amplia por todo el
mundo, encontrandose tanto en zonas templadas como en tropicales. En Ecuador, se encuentra
en varias regiones del pais, especialmente en zonas hiumedas y sombrias de la costa, sierra y
oriente ecuatoriano (Osorio, 2024).

En cuanto a sus propiedades medicinales, la Ortiga Negra es conocida por sus
propiedades digestivas, antiinflamatorias, antimicrobianas, analgésicas, diuréticas y

antioxidantes. Los beneficios de la Ortiga Negra dependen de la parte que se consuma, por lo



que es muy importante conocer bien el uso de esta planta para no tener efectos
contraproducentes. Gracias a sus propiedades, sirve para reducir la hiperplasia prostatica
benigna, mejorar la produccion de insulina, reducir la inflamacion causada por la artritis y ayuda
al crecimiento del cabello (Osorio, 2024).

3.4.2 Actividad bioldgica de la especie en estudio

La ortiga (Urtica dioica) es una planta que ha sido utilizada en la agricultura por sus
propiedades beneficiosas. En particular, el extracto de ortiga ha demostrado ser eficaz en el
control de hongos en los cultivos (Alvarado, 2021).

El extracto de ortiga se obtiene a través de un proceso de maceracion de las hojas de la
planta en agua. Este extracto contiene compuestos como la serotonina, histamina y acido
férmico, que acttan como repelentes naturales para las plagas. Ademas, la ortiga es rica en
hierro y otros nutrientes que mejoran la salud de las plantas, lo que las hace mas resistentes a
las plagas y enfermedades (Alvarado, 2021).

En el contexto de la agricultura, el extracto de ortiga puede ser utilizado como un
fungicida natural. Se puede aplicar a las plantas a través de un rociador, creando una capa
protectora que repele a los hongos y también puede ayudar a prevenir enfermedades fungicas.
Este uso del extracto de ortiga puede mejorar la salud de las plantas y reducir la necesidad de
pesticidas quimicos dafiinos para el medio ambiente y la salud humana (Alvarado, 2021).

3.4.3 Toxicidad

La ortiga (Urtica dioica) es una planta que provoca irritacion en la piel al tocarla, pero
tiene varias propiedades interesantes:

o Acido formico

El &cido formico es un compuesto de tipo &cido organico que se presenta como un
liquido incoloro, comunmente encontrado en los pelos urticantes de la ortiga. Este acido es
conocido por su alta toxicidad, especialmente al entrar en contacto con la piel. Los sintomas de
intoxicacion incluyen la aparicion de ronchas, escozor y prurito, lo que lo convierte en un
compuesto particularmente irritante. Ademaés, el &cido formico es utilizado en diversas
industrias, como la textil y la quimica, debido a sus propiedades conservantes y antibacterianas.
Sin embargo, su manipulacién requiere precaucion para evitar reacciones adversas.

° Histamina

La histamina es una amina biogénica que se encuentra en los tricomas de la ortiga, y es



un componente clave en la reaccion alérgica que se produce al tocar esta planta. Cuando se entra
en contacto con la histamina, puede causar enrojecimiento, hinchazon y picor en la piel. Ademas
de su papel en las reacciones alérgicas, la histamina también estd involucrada en procesos
fisioldgicos como la regulacion de la funcion géstrica y la respuesta inmune, lo que la convierte
en una molécula de gran relevancia tanto en la salud como en la enfermedad.

° Serotonina

La serotonina es una monoamina neurotransmisora que, ademas de su funcién en el
sistema nervioso central, también se encuentra presente en los tricomas de la ortiga. Su presencia
en esta planta esta asociada a su capacidad de contribuir a la sensacién de picor y dolor cuando
se entra en contacto con la piel. La serotonina, al igual que otros compuestos presentes en la
ortiga, sea responsable de los sintomas de intoxicacion como el picor y el dolor cutaneo.
Ademas, fuera del contexto de la ortiga, la serotonina juega un papel crucial en la regulacién
del estado de animo, el suefio y otros procesos fisiolgicos en los seres humanos.

° Comparacion de Toxicidad

Potencia: La serotonina y la histamina son generalmente menos tdxicas que el acido
férmico, pero ambas contribuyen al picor y dolor general que se siente al tocar la ortiga.

Sintomas comunes: Todos estos compuestos pueden causar picor, enrojecimiento e
hinchazén en la piel.

3.4.4 Hierba Mora (Solanum nigrum)

La Hierba Mora, conocida cientificamente como Solanum nigrum, es una planta
herbacea de ciclo anual que puede crecer hasta una altura de aproximadamente 1metro. Presenta
tallos erectos o algo curvados, pubescentes y sin espinas. Sus hojas son pecioladas, ancho-
ovadas, de apice acuminado, con borde entero o esparcidamente dentado hacia la mitad inferior.
Las flores son pequefias, con pedunculo y un céliz de cinco sépalos de color verde manzana
(Castro, 2023).

Se encuentra principalmente en las regiones tropicales y subtropicales de Eurasia, pero
esta extendida por todo el mundo, incluyendo América del Sur (Arteaga, 2022).

En Ecuador, puede encontrarse en una variedad de habitats, como bordes de caminos,
terrenos baldios, o se comporta como maleza en diversos cultivos (Castro, 2023).

Esta planta se reproduce principalmente por semillas, las cuales son dispersadas por el

viento. Es una especie que puede crecer rapidamente y colonizar areas perturbadas. Sus flores



producen abundante polen (Castro, 2023).

Ademaés de los nutrientes, la hierba mora contiene una variedad de compuestos activos,
como antioxidantes y fitoquimicos, que le proporcionan sus propiedades medicinales. Estos
compuestos ayudan a proteger al cuerpo contra el estrés oxidativo y a prevenir enfermedades
cronicas (Arteaga, 2022).

Sin embargo, debido a la presencia de las solaninas, su consumo crudo puede causar
envenenamiento, que puede producir la muerte (Castro, 2023).

3.4.5 Actividad bioldgica de la especie en estudio

La hierba mora ha sido objeto de estudio por su potencial en la agricultura, especialmente
en el control de hongos fitopatdgenos (Mesa et al., 2019).

La actividad biologica de los extractos de hierba mora puede variar dependiendo de
varios factores, como la metodologia de preparacion (solvente, seco, fresco, tiempo de
almacenamiento, etc.), la especie botanica, el 6rgano de la planta (raices, hojas, semillas, etc.) y
la fecha de cosecha (Mesa et al., 2019).

Los extractos de hierba mora han demostrado tener una actividad antifangica
significativa. En particular, se ha observado que el extracto obtenido con acetato de etilo a partir
de los tallos de la planta presenta una actividad bioldgica notable, manifestada por un diametro
del halo de inhibicion de 10 mm (Chang et al., 2013).

Ademas, los extractos secos, tanto de hojas como de tallos, han mostrado actividad frente
a las cepas de B. subtilis y S. aureus (Chang et al., 2013).

3.4.6 Toxicidad

La hierba mora (Solanum nigrum) contiene varios alcaloides toxicos responsables de su
toxicidad. Los principales son la solanina, la solanidina y la chaconica.

° Solanina

La solanina es un glucoalcaloide, clasificado como un alcaloide esteroide, que se
compone de una aglicona conocida como solanidina unida a un trisacarido. Este compuesto es
altamente toxico y su mecanismo de accion incluye la inhibicion de la colinesterasa, una enzima
crucial para la transmision de impulsos nerviosos, lo que puede afectar gravemente el sistema
nervioso. Ademas, la solanina dafia las membranas celulares al aumentar su permeabilidad,
contribuyendo asi a su toxicidad. Los sintomas de intoxicacion por solanina incluyen nauseas,

vomitos, diarrea, dolor abdominal, confusion, somnolenciay, en casos graves, pueden progresar



a convulsiones y coma. Este compuesto se encuentra principalmente en plantas de la familia
Solanaceae, como las papas y los tomates verdes, y su consumo en altas cantidades puede ser
extremadamente peligroso (Leal, 2022).

° Solanidina

La solanidina es un alcaloide esteroide que actia como la aglicona de la solanina,
forméandose cuando la solanina se hidroliza y se elimina el componente de azucar. Al igual que
la solanina, la solanidina es toxica, afectando la actividad de la colinesterasa, una enzima
esencial para la transmision de impulsos nerviosos, y alterando la permeabilidad de las
membranas celulares, lo que incrementa su toxicidad. Los sintomas de intoxicacion por
solanidina incluyen efectos gastrointestinales, neuroldgicos y cardiovasculares, similares a los
provocados por la solanina. Ademas, la solanidina es el componente activo de la solanina,
contribuyendo de manera significativa a la toxicidad general de esta Gltima, lo que la convierte
en un elemento clave en los efectos toxicos de las plantas que contienen solanina (Leal, 2022).

° Chaconina

La chaconina es un glucoalcaloide similar a la solanina, compuesto por una aglicona,
conocida como solanidina, unida a un trisacarido diferente. Este compuesto también inhibe la
colinesterasa, una enzima crucial para la transmision de impulsos nerviosos, y afecta la
permeabilidad de las membranas celulares, lo que contribuye a su toxicidad. Los sintomas de
intoxicacién por chaconina incluyen nauseas, vomitos, diarrea, dolor abdominal, mareos, y en
casos severos, pueden presentarse convulsiones. Este glucoalcaloide, junto con la solanina, esta
presente en plantas de la familia Solanaceae y es responsable de gran parte de la toxicidad
asociada a su consumo en altas cantidades (Castillo, 2019).

° Comparacion de Toxicidad

Potencia: La chaconina es generalmente méas tdxica que la solanina. La solanidina,
presente en ambos, es crucial para la toxicidad general de estos alcaloides (Castillo, 2019).

Sintomas comunes: Todos pueden causar sintomas gastrointestinales (nauseas,
vomitos, diarrea, dolor abdominal), neurologicos (cefalea, mareos, confusion, convulsiones) y
cardiovasculares (taquicardia, bradicardia, hipotension) (Castillo, 2019).

3.5  Colletotrichum spp.

Es un género de hongos que pertenece a la divisiébn Ascomycota. Este género incluye

una gran cantidad de especies, muchas de las cuales son patdgenas de plantas. Son reconocidos



mundialmente por su capacidad para infectar una amplia variedad de plantas silvestres y
cultivadas. Los hongos de este género son especialmente probleméticos en las regiones
tropicales y subtropicales, donde pueden causar pérdidas significativas en la agroindustria
(Angel et al., 2017).

El ciclo de vida de Colletotrichum spp es complejo e involucra tanto la reproduccién
asexual como la sexual. La reproduccion asexual se realiza a través de conidiosporas, que son
dispersadas por la lluvia y se depositan en las superficies de las plantas. Una vez alli, germinan
y producen apresorios que penetran la cuticula y las paredes celulares de la planta huésped. La
reproduccion sexual, por otro lado, implica la produccion de un asca con dos 0 mas ascosporas
haploides. En algunos casos produce una forma especial llamada hifa, que es la forma sexual
del hongo (Angel et al., 2017).

Durante el proceso de infeccidn, las especies de Colletotrichum spp colonizan
inicialmente las células vivas de la planta, rompiendo la pared celular, pero sin penetrar la
membrana plasmatica (Angel et al., 2017).

3.5.1 Propagacion de Colletotrichum spp.

La antracnosis, causada por hongos del género Colletotrichum spp., es una enfermedad
que afecta a una amplia variedad de cultivos agricolas. Este patogeno es especialmente
problematico en climas tropicales y subtropicales, donde las condiciones de humedad alta y
temperaturas calidas favorecen su desarrollo y dispersion. La enfermedad se manifiesta
tipicamente en hojas, tallos, frutos y flores, causando manchas necroéticas que pueden llevar a la
defoliacion y a una significativa pérdida de rendimiento en las cosechas (Kumar y Gupta, 2013).

La propagacion se realiza principalmente a través de esporas asexuales llamadas
conidios, que se diseminan por el viento, la lluvia y las practicas agricolas. La lluvia juega un
papel crucial en este proceso, ya que las gotas de agua que impactan en las lesiones infectadas
pueden dispersar las esporas a plantas sanas cercanas. Ademas, las practicas agricolas como la
poda y la cosecha pueden facilitar la transmision del patogeno si las herramientas no se
desinfectan adecuadamente (Kumar y Gupta, 2013).

Otro factor importante en la diseminacion de la antracnosis es el material vegetal
infectado, que puede ser una fuente significativa de indculo. Los restos de cultivos infectados
dejados en el campo pueden servir como reservorio del hongo, permitiendo que sobreviva entre

temporadas de cultivo. Por lo tanto, la rotacion de cultivos y la eliminacion adecuada de los



residuos vegetales son practicas esenciales para reducir la incidencia de esta enfermedad (Hyde
et al., 2009).

El control de la antracnosis requiere una combinacion de estrategias, incluyendo el uso
de variedades resistentes, la aplicacion de fungicidas y la implementacion de practicas de
manejo integrado de plagas (MIP). Las variedades de cultivos mejoradas genéticamente para
resistir la infeccion por Colletotrichum spp. son una herramienta efectiva para reducir la
prevalencia de la enfermedad (Hyde et al., 2009).

3.5.2 Sintomatologia

La sintomatologia de la antracnosis causada por Colletotrichum spp. en plantas puede
variar dependiendo del cultivo y las condiciones ambientales, pero hay caracteristicas comunes
que permiten identificar esta enfermedad en diferentes partes de la planta:

En las hojas, los sintomas iniciales suelen ser manchas pequefias, irregulares y de color
marrén oscuro 0 negro, a menudo rodeadas por un halo amarillento. A medida que la
enfermedad progresa, estas manchas pueden expandirse, fusionarse y causar necrosis de grandes
areas del tejido foliar, lo que lleva a la defoliacion prematura (Prusky et al., 2000).

En los tallos puede provocar lesiones alargadas y deprimidas que varian en color desde
marrén claro a oscuro. Estas lesiones pueden agrandarse y fusionarse, debilitando el tejido del
tallo y, en casos severos, causando el colapso de la planta (Kumar y Gupta, 2013).

En los frutos, la antracnosis se manifiesta tipicamente como manchas hundidas y
decoloradas que se expanden rapidamente. Estas manchas suelen estar cubiertas por una masa
de esporas de color anaranjado o rosado. En frutos maduros, estas lesiones pueden afectar la
calidad y el valor comercial del producto, y en casos extremos, el fruto puede podrirse
completamente (Hyde et al., 2009).

Las flores también pueden ser afectadas mostrando manchas marrones o negras que
pueden llevar a la caida prematura de pétalos y la reduccion en la formacion de frutos. Esta
infeccion en las flores es particularmente devastadora para cultivos ornamentales y frutales,
donde la calidad del producto final es crucial (Latunde, 2001).

Finalmente, en las raices, aunque menos comun puede causar lesiones necrdticas que
interfieren con la absorcion de agua y nutrientes, debilitando a la planta y predisponiéndola a

otras enfermedades y estreses ambientales (Wharton y Diéguez, 2004).



3.5.3 Morfologia

El género Colletotrichum presenta una morfologia diversa y compleja, que se puede
observar en varias estructuras fangicas como conidios, conidioforos, acérvulos, micelio y setas.

° Conidios

Los conidios son la principal forma de dispersion del hongo. Son generalmente
cilindricos, alantoides (en forma de salchicha) y pueden tener una ligera curvatura. Los conidios
miden entre 10 y 15 micrometros de longitud y entre 3 y 5 micrometros de ancho. Su color varia
de hialino (transparente) a ligeramente pigmentado. En la mayoria de las especies, los conidios
son unicelulares, aunque en algunas pueden ser septados (tener divisiones transversales) (Rojo
etal., 2017).

° Conididforos

Los conidiéforos son estructuras que sostienen y producen los conidios. Suelen ser
cortos y pueden ser simples o ramificados. Los conidi6foros emergen de los acérvulos o
directamente del tejido infectado de la planta. Estas estructuras son hialinas o ligeramente
pigmentadas y miden entre 15y 20 micrometros de longitud (Rojo et al., 2017).

° Aceérvulos

Los acérvulos son estructuras fructiferas subepidérmicas donde se producen y liberan
los conidios. Se desarrollan bajo la epidermis de la planta hospedadora y eventualmente la
rompen para liberar los conidios. Los acérvulos estan a menudo rodeados por setas, que son
pelos rigidos y oscuros, caracteristicos de muchas especies de Colletotrichum. Las setas pueden
medir entre 50 y 100 micrometros de longitud y son hialinas a marrones (Rojo et al., 2017).

° Micelio

El micelio de Colletotrichum spp. es septado (dividido por paredes transversales) y
puede ser hialino o ligeramente pigmentado. Crece tanto superficial como internamente en el
tejido de la planta, causando necrosis en las areas infectadas. EI micelio es responsable de la
absorcion de nutrientes y la expansion del hongo dentro del hospedador (Rojo et al., 2017).

° Setas

Las setas son pelos rigidos que rodean los acérvulos y son una caracteristica distintiva
de muchos Colletotrichum spp. Estas estructuras son hialinas a marrones y miden entre 50 y 100
micrémetros de longitud. Las setas ayudan a proteger los acérvulos y pueden tener un papel en

la diseminacion de los conidios (Rojo et al., 2017).



3.6 Evaluacion de la eficacia de extractos vegetales contra el hongo
Colletotrichum spp.

3.6.1 Extractos Vegetales

Estos compuestos pueden ser extraidos de diferentes partes de la planta, como las hojas,
las raices, los tallos o las semillas. Los extractos vegetales pueden contener una variedad de
compuestos activos, como polifenoles, terpenoides, alcaloides, entre otros, que pueden tener
propiedades antifungicas (Cordero et al., 2017).

3.6.2 Hongo Colletotrichum spp.

La evaluacion de la eficacia de los extractos vegetales se enfoca en determinar si estos
pueden inhibir el crecimiento o la propagacion de este hongo, lo que podria conducir a
estrategias de control mas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente. Para Garcia et al.
(2021), varios extractos vegetales presentan una actividad antifingica significativa contra
Colletotrichum spp., tanto in vitro como en condiciones de campo.

Se observa una reduccion notable en la incidencia y severidad de la antracnosis en las
plantas tratadas con extractos vegetales, comparable e incluso superior a la de los fungicidas
quimicos convencionales. Ademas, se identifican posibles mecanismos de accién, como la
inhibicion del crecimiento micelial y la alteracion de la estructura de la membrana celular del
hongo (Garcia et al., 2021).

3.7 Impacto ambiental y econdmico del uso de extractos vegetales

3.7.1 Impacto Ambiental

° Reduccion de la Contaminacion

El uso de extractos vegetales en la agricultura minimiza la liberacion de productos
quimicos en el medio ambiente, reduciendo la contaminacion del aire, agua y suelo. Esto
contribuye a la produccion de alimentos de manera mas sostenible y menos dafiina para el
entorno (Gonzéles, 2022).

° Biodiversidad

El uso excesivo de agroquimicos ha provocado una disminucién significativa de la
biodiversidad y ha tenido efectos adversos en la salud humana y ambiental. Los extractos
vegetales, al ser menos agresivos, ayudan a preservar la biodiversidad en los sistemas agricolas
(Mesa et al., 2019).

° Sostenibilidad



Los bioinsumos, que incluyen extractos vegetales, son formulaciones biol6gicas que
promueven el crecimiento de las plantas y controlan las plagas sin toxicidad ni residualidad.
Pueden utilizarse solos o junto con productos quimicos, disminuyendo la dependencia de estos
ultimos y fomentando préacticas agricolas mas sostenibles (Ledn, 2020).

3.7.2 Impacto Econémico

° Rentabilidad

El uso de bioinsumos es economicamente ventajoso, permitiendo a los agricultores
aumentar su productividad con menores costos, dado que estos productos son eficaces y menos
costosos a largo plazo (Ledn, 2020).

° Bajo Costo de los Residuos

Los residuos generados por los bioinsumos son de bajo costo y presentan una buena
capacidad de adsorcion, lo que facilita su manejo y reduce la cantidad de subproductos tras su
uso, haciendo su gestion mas simple y econémica (Mesa et al., 2019).

° Mercado en Expansion

El mercado de bioinsumos ha experimentado un crecimiento significativo debido a la
investigacion y el desarrollo biotecnologico. En paises como Argentina, esta tendencia esta en
auge, con un mercado en expansion y empresas que ya exportan sus productos, respaldadas por
la formacion de organizaciones como la Camara de Bioinsumos (CABIO) (Ledn, 2020).

3.8 Tomate de arbol

3.8.1 Origen

El tomate de arbol, conocido también como tamarillo, es una planta originaria de
Sudamérica. Las primeras menciones historicas de esta planta la ubican en Peru, Bolivia y
algunas regiones del norte de Argentina (Pérez, 2021).

Esta planta perenne es nativa de Per( y Bolivia, adaptada a los climas frios de los
paramos. Histéricamente, se ha distribuido a lo largo de la cordillera andina debido a estas
adaptaciones, actualmente, los principales paises productores incluyen Pert, Colombia, Brasil,
Chile, Nueva Zelanda y Sudéfrica. Ademas, se cultiva en los Andes, el sur de Europa y Africa
(Pérez, 2021).

Es importante destacar que las subpoblaciones silvestres de tomate de arbol son
pequefias y se encuentran en areas restringidas de Argentina y Bolivia. La conservacion de estos

especimenes silvestres es esencial para su mejoramiento y estudio futuros (Pérez, 2021).



En la tabla 1 que se muestra a continuacion, se puede observar detalladamente su
taxonomia:
Tabla 1

Clasificacion taxondmica de Solanum betaceum

Detalle Descripcion

Nombre Comun Tomate de arbol, tamarillo

Nombre Cientifico  Solanum betaceum

Reino Plantae
Division Angiospermae
Clase Magnoliopsida
Subclases Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Genero Solanum
Especie S. betaceum

(Pérez, 2021).

3.8.2 Importancia del cultivo de Tomate de arbol ‘‘Solanum betaceum’

El cultivo del tomate de arbol “‘Solanum betaceum’’ s de gran importancia en Ecuador
y en otros paises de América Latina por diversas razones, destacando su relevancia en la
economia, la alimentacion y la generacion de empleo.

° Economia y Empleo: El cultivo del tomate de arbol representa una parte
significativa de la economia agricola en Ecuador. La produccion a gran escala y la
comercializacion de estos tomates contribuyen al ingreso de los agricultores y al desarrollo
econdmico de las regiones dedicadas a su cultivo. Ademas, la produccion de tomate de arbol
genera empleo e ingresos para miles de agricultores (Valverde, 2023).

° Exportacion: Ecuador tiene la capacidad de exportar productos agricolas,

incluyendo el tomate de arbol, a mercados internacionales. La calidad de los tomates cultivados


https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
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https://es.wikipedia.org/wiki/Solanales
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en el pais puede abrir oportunidades para la exportacion, generando divisas y fortaleciendo la
posicion econdémica del pais en el comercio internacional (Valverde, 2023).

° Alimentacion: El tomate de arbol es conocido como una fruta de gran
importancia debido a que esta presente en la dieta de la poblacion ecuatoriana. Es una fuente
rica de vitaminas A, C y E, asi como de hierro y calcio (Valverde, 2023).

° Desafios y Mejoras: A pesar de su importancia, existen varios desafios y areas
de mejora en el cultivo, como la necesidad de aumentar la productividad y la calidad del cultivo,
mejorar las practicas de manejo postcosecha y fortalecer los sistemas de comercializacion y

exportacion para garantizar la competitividad en los mercados internacionales (Acosta, 2019).



CAPITULO IV
MATERIALES Y METODOS

4.1 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
Céamara 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 250ml
Balon aforado
Papel filtro
Cajas Petri
Hisopos estériles
Frasco boeco 1000ml
Tubos de ensayo
Asa bacterioldgica
Porta objetos
Micropipetas

Puntas para micropipetas

4.1.3 Reactivos
Agar SDA
Metanol > 99.9%
Agua destilada
Alcohol 70%



Hipoclorito de sodio 2 %

4.2 Métodos

4.2.1 Recoleccion de la especie vegetal

El presente estudio se Ilevo a cabo en los laboratorios de la PUCE-I, ubicados en el
canton lbarra, provincia de Imbabura. Las plantas Solanum nigrum y Urtica dioica se
recolectaron en la parroquia La Libertad, perteneciente al canton Espejo, en la provincia del
Carchi.

La eleccion de Solanum nigrum y Urtica dioica se fundamentd en una revision
bibliografica que destacé las propiedades bioldgicas de estas especies contra hongos. Para la
recoleccion, se tomaron muestras de ramas terminales, hojas y flores de estas plantas, con una
longitud aproximada de 45 cm. Ademas, se empled un GPS para registrar las coordenadas
exactas de los sitios de recoleccion.

Las muestras recolectadas fueron trasladadas en bolsas de papel etiquetadas al Herbario
de la PUCE-I. Alli, se desinfectaron y etiquetaron antes de colocarlas en bolsas de papel
especificas para la obtencién de extractos. Las muestras restantes se prepararon para ser
conservadas como ejemplares de herbario, proceso que incluyé la desinfeccion con alcohol al
70%, su colocacion entre papel periddico con papel absorbente, y finalmente, el ajuste en tablas
de prensado (Ruano, 2020).

En el Herbario de la PUCE-I, las muestras botanicas de Solanum nigrum y Urtica dioica
fueron deshidratadas a 50°C durante 24 horas, permitiendo asi su identificacién taxonémica
mediante una clave dicotémica (Ruano, 2020).

4.2.2 Recoleccion e identificacion taxonomica de las especies vegetales

Las muestras de Solanum nigrum y Urtica dioica fueron recolectadas de la parroquia La

Libertad perteneciente al canton Espejo provincia del Carchi.



Figural

Mapa de recoleccion de especies

MAPA DE UBICACION DE LA PARROQUIA "LA LIBERTAD"

500000 700000 900000 1100000

3500 4300 5100

1800
10000000
> s
S
10000000

-1800

9800000

/,

-2600

2600
9600000
9600000

0 8 (10 2680 Hiometers
| e i
500000 700000 900000 1100000
743650 787300 830950 874600

-3400

3400
10103500
10103500

N \ canem k\‘\/’z
LRSS :
! \ o |3
$ &LJ g
2500 500 5100 74350 767300 830950 874600
,m\ PONTIFICIA UNIVERSIDAD DEL ECUADOR SEDE-IBARRA | PROVINGIA: CARCHI COORDENADAS GRADOS DECIMALES (GD)
¢ Latitud: 0,65186°N
é é ESCUELA DE CIENCIAS AGRICOLAS Y AMBIENTALES “ECAA” | CANTON: ESPEJO Longitud: 77,94212°0
\L'L CARRERA DE INGENIERIA AGROPECUARIA PARROQUIA: LA LIBERTAD
PUCE AUTORA ANDREA ESTEFANIA ERAZO POZO EREEE S

Nota. Realizado en base de datos de Google Earth 2024, con apoyo del programa ArcGIS

En la Figura 1 se puede observar el sitio de recoleccion de las dos especies vegetales y
también las coordenadas de georreferenciacion para la recoleccion de las especies Solanum

nigrum y Urtica dioica que se detallan a continuacién en la Tabla 2.



Tabla 2

Area de colecta de las especies vegetales Solanum nigrum y Urtica dioica

Nombre Familia Especie Altitud Lugar de Coordenadas
comun recoleccion
Hierba Solanaceae Solanum 3.553 msnm | Parroquia La | 0,65186°N,
mora nigrum L. Libertad, 77,94218°0
canton
Espejo,
provincia
Carchi
Ortiga Urticaceae Urtica 3.553 msnm | Parroquia La | 0,65186°N,
dioica L. Libertad, 77,94218°0

canton

Espejo,
provincia
Carchi

4.2.3 Obtencion del extracto total
Para llevar a cabo el proceso de obtencion de extracto total de las dos especies vegetales

se siguid el protocolo propuesto por Ordofiez et al. (2023) Tabla 3.

Tabla 3
Protocolo de Obtencion de Extracto Total de las Especies Vegetales

Pasos Descripcion

Las muestras se deshidrataron durante 24 horas a 50 °C en una camara de
secado (Ordoriez et al., 2023).

Deshidratacion

Las especies vegetales deshidratadas se colocaron en un mortero
) . esterilizado y se trituraron completamente utilizando un molino de
Trituracion ) ]
cuchillas Retsch modelo GM 200 para asegurar homogeneidad en el

tamano de particula (Orddiiez et al., 2023).



Pasos Descripcion

Las muestras trituradas se colocaron en bolsas de papel para pesarlas y

Empaque
rotularlas (Ordofiez et al., 2023).
Se utiliz6 un método de maceracion dindmica con metanol como solvente
Obtencién de organico para extraer una mayor cantidad de compuestos de las especies
extracto total vegetales. La relacion peso/volumen es 1:10, y se agitd a 250 rpm durante
24 horas a temperatura ambiente (Orddfiez et al., 2023).
Pesado de Se pesaron 30 g de Solanum nigrum L. y 30 g de Urtica dioica L. para la
muestra obtencion del extracto total (Ordoriez et al., 2023).

Colocacion de Las muestras vegetales se colocaron en un matraz y se agitaron a 250 rpm
muestras durante 24 horas a temperatura ambiente (Ordofiez et al., 2023).

Se realiz6 una filtracién al vacio para separar el solvente del sélido. Se

Filtracion repitieron dos extracciones adicionales con el sélido remanente (Ordofiez
etal., 2023).
Evaporacion del Los sobrenadantes combinados se evaporaron utilizando un rotavapor a 40
solvente °C hasta la evaporacion completa del solvente (Ordofiez et al., 2023).
Se obtuvo un concentrado sélido, el extracto total de interés de las dos
Concentrado ) , .
(lid especies vegetales, que se almacenaron en un frasco ambar (Ordofiez et
solido

al., 2023).

Para obtener el rendimiento del extracto total se uso la ecuacion 1, representada en
porcentaje % con relacion al peso de materia seca.

Ecuacién 1

Porcentaje de rendimiento

gramos de extracto seco

%rendimiento = x100
gramos de la muestra

4.3  Aislamiento del hongo Colletotrichum spp. aislado del fruto enfermo de
tomate de arbol (Solanum betaceum)
Para llevar a cabo el aislamiento de Colletotrichum spp., se siguieron las indicaciones

del protocolo descrito por Celis et al. (2019). Inicialmente, se procedié a lavar los frutos



afectados con agua destilada esterilizada, dejdndolos secar en una cdmara de flujo laminar.
Posteriormente, se seleccionaron fragmentos de tejido infectado por antracnosis, con un
diametro maximo de 3 mm, para su posterior procesamiento.

Estos fragmentos fueron desinfectados sumergiéndolos en una solucion de hipoclorito
al 2% por un méaximo de 90 segundos, seguido de un enjuague de 30 segundos con agua destilada
esterilizada. Luego, se sometieron a un tratamiento con alcohol al 70% durante 60 segundos, y
se enjuagaron nuevamente con agua destilada esterilizada, secandolos finalmente con papel
filtro esterilizado. Las muestras se inocularon en medio de cultivo Sabouraud Dextrose Agar
(SDA) ya que contiene una alta concentracion de dextrosa (glucosa), lo que proporciona una
fuente rica de carbono, y su pH ligeramente acido (alrededor de 5.6) es ideal para el crecimiento
de hongos mientras inhibe el desarrollo de bacterias contaminantes, y esto se colocé dentro de
cajas Petri, que se incubaron a 25°C. EI crecimiento del micelio fue observado cada 24 horas, y
una vez desarrollado, se transfirieron a nuevas cajas Petri con SDA para obtener cultivos puros,
los cuales se mantuvieron incubados a la misma temperatura durante 7 dias para asegurar su

pureza.
4.3.1 Caracterizacion molecular del hongo Colletotrichum spp. aislado de frutos
enfermos de tomate de arbol (Solanum betaceum)
La caracterizacion molecular del patogeno Colletotrichum spp. se consiguio siguiendo

el protocolo propuesto por Laboratorios IDGen (2024).



° Se realizd la extraccion de ADN por métodos convencionales, utilizando

aproximadamente 100 mg de muestra.

e Se evaluo la integridad y calidad del ADN mediante espectrofotometria de
microvolimenes y visualizacién en gel de agarosa al 1%.

e Sediluyd el ADN hasta una concentracion de aproximadamente 20ng/uL para
su amplificacién mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
utilizando los primers primers ITS1/1TS4[1]

e Los productos de PCR fueron purificados previo a la secuenciacion por el
método SANGER.

e Las secuencias  obtenidas fueron limpiadas y

ensambladas usando programas bioinformaticos.
e Se compararon las secuencias ensambladas de las muestras con la base de

datos de nucle6tidos de GenBank del NCBI para su identificacion taxonémica.

4.3.2 Preparacion y ajuste de la concentracion de esporas de Colletotrichum spp.

Inoculamos Colletotrichum spp en cajas Petri que contengan Sabouraud Dextrose Agar
(SDA) esteéril (Bustillo, 2010).

Incubamos las cajas a 25-28°C durante 7-10 dias, o hasta que se observe una
esporulacién adecuada y el micelio haya cubierto completamente la superficie del medio
(Bustillo, 2010).

Luego, afladimos 10 ml de agua destilada estéril sobre la superficie esporulada del hongo
(Bustillo, 2010).

Raspamos suavemente el micelio con asas estériles para liberar las esporas en la solucién
(Bustillo, 2010).

Recogimos la suspension en un tubo de ensayo estéril con tapa (Bustillo, 2010).

Tapamos el tubo de ensayo y lo agitamos vigorosamente a mano para asegurarnos de
que las esporas se mezclen uniformemente en la solucién (Bustillo, 2010).

Para la cuantificacién de esporas tomamos 10 pL de la suspension de esporas y la
colocamos en la camara de Neubauer, la cual la pusimos bajo un microscopio y observamos las
cuadriculas grandes (Bustillo, 2010).

Contamos las esporas en 4 de las cuadriculas grandes de la camara de Neubauer.

Registramos el nimero de esporas observadas y calcular el promedio (Bustillo, 2010).



La concentracion de esporas en la suspension se calcula utilizando la siguiente formula:

# de esporas contadas en promedio por cuadricula
0.0001 ml

Concentracion de esporas/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 de esporas/ml =

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

suspension (Bustillo, 2010).

Concentracién original = 1x10° esporas/ml x 10 = 1x10”esporas/ml

En este caso, la concentracion de esporas es 1x10 esporas/ml, lo cual es la concentracion
deseada.

4.4  Disefio experimental
En esta investigacion se empled un disefio experimental completamente al azar (DCA),
un método que asigna aleatoriamente los tratamientos a las unidades experimentales, con el
objetivo de reducir sesgos y facilitar inferencias estadisticas confiables (Gavilanes, 2018).
Se definié un nivel de error del 5%, y se utilizé la prueba de Tukey para realizar
comparaciones entre las medias de los tratamientos, especificamente para analizar la variable

de crecimiento del hongo patégeno Colletotrichum spp. aislado de plantas enfermas.

4.5  Andlisis estadistico
La informacidn recopilada fue organizada y analizada estadisticamente utilizando el
software Infostat/E para cada una de las variables investigadas relacionadas con la inhibicion
del hongo patdégeno mediante extractos de ortiga (Urtica dioica) y hierba mora (Solanum
nigrum). Los datos fueron sometidos a pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas,
utilizando las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente, durante un periodo de cuatro
dias. Tras confirmar que se cumplian los supuestos estadisticos para cada variable, se realizé un
analisis de varianza (ANOVA). Adicionalmente, se aplico la prueba de Tukey al nivel de
significancia del 5% para realizar comparaciones multiples (Gavilanez, 2021).
45.1 Anélisis de varianza ANOVA
Para el andlisis estadistico, se empled el analisis de varianza (ANOVA) para evaluar el

efecto de las variables, seguido de la prueba de Tukey (o = 0.05) para comparar las medias de



los datos recopilados (Fallas, 2012). Tabla 4.
Tabla 4

Fuentes de analisis de varianza (ANOVA) con grados de Libertad

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

4.5.2 Unidad experimental

Las unidades experimentales tanto para la especie vegetal Hierba mora (Solanum nigrum
L). y Ortiga (Urtica dioica L). son en total 8 tratamientos y, tres repeticiones de cada
concentracion, del producto comercial, del solvente organico y del testigo absoluto.

La unidad experimental corresponde a una caja Petri en cual se colocd el medio de
cultivo agar SDA (65g/L) mas el agente patdgeno de 3mm de didmetro. Su diametro es de 100
mm con una altura 15 mm de material de vidrio transparente y su distribucion se puede observar

en la figura 2.



Figura 2
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45.3 Tratamientos

En este estudio se utilizaron ocho tratamientos, ver tabla 5, de los cuales cuatro
corresponden a concentraciones de extractos vegetales de hierba mora (Solanum nigrum L.) y
ortiga (Urtica dioica L.). Estos extractos fueron preparados mediante diluciones seriadas de 500,
250, 125, 62.5 y 31.25 mg/ml. Ademas, se incluyeron como control positivo, un fungicida
comercial (Pyraclostrobin + Difeconazole), un control con solvente orgéanico (Metanol) y un
testigo absoluto (Ordoéfiez et al.,2023).

Tabla 5

Tratamientos por evaluar en el crecimiento del halo de inhibicion del hongo patdgeno de las

70




especies vegetales de ortiga (Urtica dioica) y hierba mora (Solanum nigrum)

Tratamientos Concentraciones
Tl Concentracion 500 mg/mi
T2 Concentracion 250 mg/mi
T3 Concentracion 150 mg/mi
T4 Concentracion 62,5 mg/ml
T5 Concentracion 31,25 mg/ml
T6 Control positivo
T7 Solvente orgénico (Metanol)
T8 Testigo absoluto

4.6 Variables

4.6.1 Variable/s Independiente/s

Concentracion del extracto vegetal de Hierba mora (Solanum nigrum L.) y Ortiga
(Urtica dioica L)

4.6.2 Variable/s dependiente/s

° Crecimiento del halo de inhibicién del hongo patdgeno

° Crecimiento diario del hongo patégeno

Para determinar la variable dependiente del crecimiento diario del hongo patégeno, se
procedio a calcular el aumento de tamafio cada 24 horas. Se observo el crecimiento hasta que el
micelio del tratamiento testigo cubrié completamente la superficie de la caja Petri. Las medidas
del radio de la colonia dentro de las cajas Petri se realizaron en cuatro direcciones (Norte, Sur,
Este y Oeste), promediando los datos obtenidos para obtener el valor diario del crecimiento del
hongo patdgeno (Ordéfiez et al., 2023).

El crecimiento diario se determiné utilizando la ecuacion 2 propuesta por Ordofiez et al.
(2023).



Ecuacion 2
Crecimiento diario del patogeno

Cf —Ci
- Tf-—Ti
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

Tc

Esta ecuacion permitio calcular de manera precisa el ritmo de crecimiento del hongo

patégeno a lo largo del experimento (Ordéfiez et al.,2023).

4.7  Evaluacion de la actividad antifngica in vitro de extractos totales de dos
especies vegetales tanto de la familia Solanaceae y de la familia Urticaceae
mediante ensayos de actividad bioldgica.

Para evaluar la actividad antifungica del extracto total de Solanum nigrum y Urtica
dioica, se empled el método de Kirby-Bauer. El procedimiento comenzo con la preparacién del
hongo C. tamarilloi. Se tomo la suspensién de esporas utilizando un hisopo esterilizado y se
coloco en cajas Petri que contenian Sabouraud Dextrose Agar (SDA) y se etiqueté con la
concentracion del extracto que se iba a evaluar. Después de la siembra de C. tamarilloi, se
procedio a aplicar el extracto. Se colocaron discos de papel filtro de 6 mm de didmetro,
previamente sumergidos en la concentracion del extracto correspondiente, en las cajas Petri.
Con la ayuda de un mechero y pinzas estériles, los discos se fijaron correctamente en las cajas
Petri para asegurar una colocacion precisa. Posteriormente, las cajas Petri se sellaron con
Parafilm y se incubaron a 25°C durante otros 7 dias.

El ensayo se realiz6 en condiciones asépticas dentro de una cdmara de flujo laminar para
evitar cualquier posible contaminacion. Ademas, se llevaron a cabo tres repeticiones por cada
concentracion del extracto para asegurar la precision y reproducibilidad de los resultados. Este
procedimiento meticuloso garantizé la obtencion de datos fiables sobre la actividad antifingica
de los extractos de Solanum nigrum y Urtica dioica frente a Colletotrichum spp.

4.7.1 Determinacion del porcentaje del halo de inhibicidn de actividad fungica de
Colletotrichum spp.

El porcentaje de inhibicion de la actividad fungica de Colletotrichum spp. se calculd



utilizando la ecuacion 3 propuesta por Martinez et al. (2020).
Ecuacion 3

Porcentaje de inhibicién

Promedio didmetro de halo de inhibicién del extracto
*
Promedio diametro de halo de inhibicién control positivo

Porcentaje efecto de inhibicién = 100

Esta ecuacion permite cuantificar la eficacia de los tratamientos evaluados en la
inhibicidn del crecimiento del hongo Colletotrichum spp., proporcionando una medida precisa
de su actividad fungicida.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION

5.1  Obtencion del extracto total de las especies vegetales

Se realizo la determinacion del rendimiento de los extractos totales obtenidos de las
especies vegetales utilizando un solvente orgénico. Se obtuvo un extracto metanolico de la
especie vegetal Urtica dioica L., obteniendo un rendimiento del 26,76% expresado como
porcentaje, a partir de 30 g de materia vegetal seca. De manera similar, para la especie vegetal
Solanum nigrum L., se obtuvo un rendimiento del 33,32%. Estos rendimientos fueron calculados
utilizando la Ecuacién 1, cuyos valores detallados se presentan en la Tabla 6.

Comparando estos resultados con la literatura existente, se puede destacar que el
rendimiento de los extractos vegetales puede variar significativamente segun la especie, el
método de extraccion y las condiciones de laboratorio. Estudios previos han documentado
rendimientos similares para extractos metanolicos de Urtica dioica y Solanum nigrum. Por
ejemplo, Gonzalez et al. (2020) reportaron un rendimiento de 25,5% para Urtica dioica
utilizando una metodologia similar de extraccion con metanol. Ademas, en un estudio de
extraccion de Solanum nigrum, Pérez et al. (2019) obtuvieron un rendimiento promedio del
34,2%, también utilizando solventes metandlicos.

La variabilidad en los rendimientos puede atribuirse a factores como la composicién
qguimica de las especies vegetales, la eficiencia del solvente utilizado, y las condiciones
especificas de extraccidon, como la temperatura y el tiempo de maceracién (Smith y Jones, 2018).
Es importante 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
biolégica de los extractos obtenidos, lo cual puede variar considerablemente incluso con
rendimientos similares
Ecuacion 1
Porcentaje de rendimiento

L. gramos de extracto seco
%rendimiento = x100
gramos de la muestra

8,02g
x100
30g
9,999
309

Urtica dioica %rendimiento =

x100

Solanum nigrum %rendimiento =

Tabla 6



Porcentaje de rendimiento del extracto total de la especie vegetal Urtica dioica L. y Solanum

nigrum L.
Especie vegetal Materia vegetal Extracto seco (g) Porcentaje de
deshidratada (g) rendimiento (%)
Urtica dioica L. 30 8,02 26,76
Solanum nigrum L. 30 9,99 33,32

Del extracto total de las dos especies vegetales tanto de Urtica dioica L. y Solanum
nigrum L. se procedié a obtener las concentraciones seriadas del extracto, se realizo la primera
concentracion (500mg/ml) en cual se tomé 500 mg de extracto vegetal y se afiadio 1mL de
metanol, para la segunda concentracion (250mg/ml) se tomd de la primera concentracion 0,5ml
y se afiadio 0,5 ml de Metanol, para la tercera concentraciéon (125mg/ml) se tomé 0,5ml de la
segunda concentracion y se afiadio 0,5 ml de Metanol, para la cuarta concentracion (62,5mg/ml)
se tomd 0,5ml de la tercera concentracion y se afiadié 0,5ml de metanol y para la dltima
concentracion (31,25mg/ml) se tomé 0,5ml de la cuarta concentracion y se afiadié 0,5 ml de
Metanol.

5.2  Caracterizacion del hongo Colletotrichum spp.

Se obtuvo ADN de alta calidad para la amplificacion, observandose bandas de
aproximadamente 500 pb con el marcador ITS (Figura 3). Las secuencias resultantes de la

secuenciacion Sanger permitieron determinar la identidad de la cepa fingica

Figura 3

Visualizacién en gel de agarosa 2% de ampliacion indicando fragmentos de aproximadamente
500 pb amplificados con primers ITS1/ITS4 para la muestra. L: Marcador de peso molecular
de 100 bp



E ¥ HEEBEE

Nota. Elaborado por Laboratorios IDGen, 2024

La caracterizacion molecular del patdgeno aislado de plantas enfermas mediante la técnica de
PCR y secuenciacidn Sanger proporciond resultados significativos y relevantes para entender la
naturaleza del patdgeno y su relacion con las plantas hospederas, reportando que el patégeno en
estudio es Colletotrichum tamarilloi (O'Connell y Bailey, 2007).

La calidad del ADN y el éxito de la amplificacion son aspectos criticos en este tipo de estudios.
El ADN de alta calidad asegura la precision y representatividad de las secuencias genéticas
obtenidas del patdgeno aislado. La observacion de bandas de aproximadamente 500 pb en el gel
de agarosa confirma que la amplificacion con los primers ITS1/ITS4 fue exitosa y especifica
para la region ITS del ADN ribosomal, siendo esta region fundamental en estudios de filogenia
y taxonomia de hongos debido a su variabilidad (Toju, 2012).

La visualizacion en gel de agarosa, como se muestra en la figura 3, evidencia claramente las
bandas amplificadas de aproximadamente 500 pb, consistentes con el tamafio esperado para la
region ITS. La utilizacién de un marcador de peso molecular de 100 pb proporciona una
referencia precisa para confirmar el tamafio de las bandas observadas (Sambrook, et al., 1989).



La secuenciacion Sanger de los productos de PCR permitio determinar la identidad de
la cepa fungica aislada. Al comparar las secuencias obtenidas con bases de datos genéticas y
secuencias conocidas de C. tamarilloi, se logro identificar con precision la especie o variedad
del patégeno, figura 4, lo cual es crucial para establecer relaciones filogenéticas y diagnosticar

correctamente la enfermedad en las plantas hospederas (Hall, 1999).

Figura 4

Porcentaje de similitud de patogeno

Cadigo . . . % de - .
IDgen Muestra | Longitud | Calidad Organismo Fragmento identidad N= Accesion
letotrichun
H704 |  N/A 607 100 EORSta i ITs 100 NR_111732.1
tamarilloi

Las implicaciones y aplicaciones practicas de la caracterizacion molecular son
significativas en la gestion de enfermedades vegetales. El conocimiento preciso de la identidad
del patogeno facilita estrategias efectivas como la seleccion de cultivos resistentes y el
desarrollo de métodos de control bioldgico especificos. Estos datos contribuyen al
entendimiento de la epidemiologia de las enfermedades y su impacto potencial en los sistemas
agricolas (Miedaner y Korzun, 2012).

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
inhibicién del hongo patégeno Colletotrichum tamarilloi con extracto de la especie vegetal
ortiga (Urtica dioica) y hierba mora (Solanum nigrum)

Se evaluaron los datos recolectados para la variable de Crecimiento del halo de
inhibicién del hongo C. tamarilloi mediante pruebas de normalidad de distribucion. Se utilizo
la prueba de Shapiro-Wilk modificada con los residuos de los datos analizados, seleccionandose
esta prueba debido a la disponibilidad de méas de 24 datos en cada una de las especies vegetales:
ortiga (Urtica dioica) y hierba mora (Solanum nigrum). Ademas, se llevo a cabo la prueba de
homogeneidad de varianza utilizando la prueba de Levene. Los resultados indican que se
cumplen con los supuestos necesarios para el uso de estadisticas paramétricas, al presentar una
distribucion normal y homogeneidad de varianza. Este cumplimiento se sustenta en la condicién
estadistica donde el valor p unilateral D es mayor que el nivel de significancia (a = 0,05)

(Gavilanez, 2021), como se observa en la Tabla 7 y 8.



Tabla7

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 C. tamarilloi con el extracto de la especie vegetal Ortiga (Urtica dioica)

Variable halo Prueba Shapiro Wilk Variable halo Prueba de Levene
de inhibicién 5 de inhibicién
de hongo N Media DE ) de hongo )
) (Unilateral N ) p-valor Homogeneidad

Colletotrichum calculado 5 Colletotrichum
tamarilloi ) tamarilloi
RDUO Dias 1 RABS dia 1

o 24 0 0,03 0,95 0,4971 N o 0,1005 H
crecimiento crecimiento
RDUO Dias 2 RABS dia 2

o 24 0 0,09 0,97 0,89 N o 0,1865 H
crecimiento crecimiento
RDUO Dias 3 RABS dia 3

o 24 0 0,09 0,96 0,7982 N o 0,0745 H
crecimiento crecimiento
RDUO Dias 4 RABS dia 4

o 24 0 0,13 0,97 0,8238 N o 0,15 H
crecimiento crecimiento

Nota. n = NUmero de muestras, DE = Desviacion Estandar, W = valor de Shapiro — Wilk, N = Normalidad, p (Unilateral D =

Probabilidad con un alfa (a)) al 0,05%. Calculado con el software Infostat estadistico version 2020 e.



Tabla 8

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 C. tamarilloi con el extracto de la especie vegetal Hierba mora (Solanum nigrum)

Variable

crecimiento de

Prueba Shapiro Wilk

Variable

crecimiento de

Prueba de Levene

P
hongo n Media DE ) hongo - )
. (Unilateral i Homogeneidad

Colletotrichum calculado o Colletotrichum valor
tamarilloi ) tamarilloi
RDUO Dias 1 RABS dia 1

24 0 0,03 0,97 0,9152 N o H
crecimiento crecimiento 0,1736
RDUO Dias 2 RABS dia 2

24 0 0,02 0,93 0,3142 N o H
crecimiento crecimiento 0,2775
RDUO Dias 3 RABS dia 3

o 24 0 0,02 0,93 0,3143 N o H

crecimiento crecimiento 0,2775
RDUO Dias 4 RABS dia 4

24 0 0,02 0,94 0,3143 N o H
crecimiento crecimiento 0,2775

Nota. n = Numero de muestras, DE = Desviacion Estandar, W = valor de Shapiro — Wilk, N = Normalidad, p (Unilateral D =

Probabilidad con un alfa (a)) al 0,05%. Calculado con el software Infostat estadistico version 2020 e.



5.3.2 Resultados de analisis de varianza de la especie vegetal Ortiga

Los resultados del dia 4, en el cual se vio diferencias significativas se pueden apreciar en la
tabla 9, explicando lo siguiente:

El anélisis estadistico realizado para el cuarto dia de crecimiento del halo de inhibicion con
extracto de la especie vegetal Ortiga revela una diferencia altamente significativa entre los
tratamientos, con un p-valor inferior a 0.0001 y un valor F de 65.71. Esto sugiere que las diferencias
observadas en el halo de inhibicidén no son producto del azar, sino que estan relacionadas de manera
significativa con los tratamientos aplicados.

El coeficiente de variacion (C.V.) es del 4.98%, lo que indica una variabilidad moderada en
los datos de inhibicion.

La suma de cuadrados del tratamiento (16.98) es considerablemente mayor que la del error
(0.59), lo que refuerza la idea de que los tratamientos tuvieron un impacto significativo en los
resultados observados. Los grados de libertad, con 7 asociados a los tratamientos y 16 al error,
aseguran una adecuada capacidad para detectar diferencias significativas entre los tratamientos en
el andlisis.

Tabla 9

Resultados de analisis de varianza en el cuarto dia de crecimiento de halo de inhibicién con

extracto de la especie vegetal Ortiga

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamiento 16,98 7 2,43 65,71 <0,0001
Error 059 16 0,04
Total 17,57 23
C.V. 4,9%

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 significacion.



5.3.3 Resultados de la prueba Tukey de la especie vegetal Ortiga

La figura 5 muestra los resultados de la prueba de Tukey para el dia 4 de crecimiento de halo
de inhibicion del hongo con ortiga, usando un nivel de significancia de 0.05. Los tratamientos T6,
T1y T2 (letra A) no presentan diferencias significativas entre si, indicando una efectividad similar.
El tratamiento T3 (letra B) no es significativamente diferente de T6, T1y T2, pero si difiere de T4,
T5, T7 y T8. Los tratamientos T4 y T5 (letra C) no muestran diferencias significativas entre ellos,
pero son diferentes de los tratamientos A, B y E. El tratamiento T7 (letra D) no difiere
significativamente de T5, pero es diferente de los tratamientos A, B y C. Finalmente, el tratamiento
T8 (letra E) es significativamente diferente de todos los demas tratamientos. En resumen, T6, T1y
T2 son los tratamientos mas efectivos, mientras que T8 es el menos efectivo en la inhibicion del
hongo ya que es testigo absoluto.
Figura 5

Efecto de las concentraciones de extracto de Ortiga en crecimiento de halo de inhibicion de C.
tamarilloi en el dia 4
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Tratamiento concentracion extracto especie vegetal Ortiga

Nota: Las respectivas concentraciones de tratamientos corresponden a 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 organico
(metanol), T8: Testigo absoluto

Al comparar los resultados obtenidos en este estudio con investigaciones previas, se observa
una clara confirmacion de la efectividad del extracto de Urtica dioica para inhibir el crecimiento de
Colletotrichum. En nuestro estudio, las concentraciones mas altas del extracto (T1: 500 mg/mly T2:

250 mg/ml) mostraron una inhibicion significativa del hongo, lo cual es consistente con los



hallazgos de Guevara (2012), quienes también reportaron una fuerte actividad antifingica de Urtica
dioica contra patdgenos similares cuando se utilizan en concentraciones elevadas.

Estos resultados refuerzan la idea de que la concentracion del extracto es un factor crucial
para su efectividad. Rathod et al. (2019) también demostraron que, a concentraciones mas bajas,
como las empleadas en T4 (62,5 mg/ml) y T5 (31,25 mg/ml) en nuestro estudio, la actividad
antifungica disminuye notablemente. Este comportamiento se debe a la menor cantidad de
compuestos bioactivos disponibles para combatir al hongo, lo que se refleja en una inhibicion
significativamente menor en comparacion con las concentraciones mas altas.

Por otro lado, el tratamiento con control quimico (T6) mostré resultados comparables a los
extractos en altas concentraciones, lo cual es coherente con los estudios de Romero et al. (2019),
que subrayan la eficacia continua de los métodos quimicos tradicionales para controlar patdgenos.
Sin embargo, el hecho de que los extractos de Urtica dioica puedan lograr resultados similares
sugiere que esta planta podria ofrecer una alternativa méas sostenible y menos dependiente de
productos sintéticos en la gestion de enfermedades fungicas.

5.4  Resultados de analisis de varianza de la especie vegetal Hierba Mora

Los resultados del dia 4 se pueden apreciar en la tabla 10, explicando lo siguiente:

El anélisis estadistico realizado para el cuarto dia de crecimiento del halo de inhibicion con
extracto de la especie vegetal Hierba Mora muestra una diferencia altamente significativa entre los
tratamientos, con un p-valor inferior a 0.0001 y un valor F de 543.93. Estos resultados indican que
las variaciones observadas en la inhibicion del crecimiento de los microorganismos estan
fuertemente asociadas con los diferentes tratamientos aplicados y no son producto del azar.

El coeficiente de variacion (C.V.) es de 3.86%, lo que sugiere una muy baja variabilidad en
los datos de inhibicién, indicando que las repeticiones dentro de cada tratamiento fueron altamente
consistentes.

La suma de cuadrados del tratamiento (5.66) es significativamente mayor que la del error
(0.02), lo que refuerza la idea de que los tratamientos tuvieron un impacto considerable en los

resultados observados.



Tabla 10

Resultados de andlisis de varianza en el cuarto dia de crecimiento del halo de inhibicién con

extracto de la especie vegetal Hierba mora

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamiento 566 7 0,81 543,93 <0,0001
Error 0,02 16 15E-03

Total 569 23

C.V. 3,8%

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 significacion

5.4.1 Resultados de la prueba Tukey de la especie vegetal Hierba Mora

Para el cuarto dia de crecimiento del halo de inhibicion del hongo patégeno C. tamarilloi,
los resultados de la prueba de Tukey, presentados en la figura 6, revelan lo siguiente: El tratamiento
T6, con un valor de 1.49 cm y designado con la letra A, no muestra diferencias significativas
respecto a ningln otro tratamiento. Los tratamientos T1 y T2, ambos designados con la letra B, no
difieren significativamente entre si, pero si difieren de los tratamientos con las letras C, D y E. Los
tratamientos T3, T4 y T5, todos designados con la letra C, no presentan diferencias significativas
entre si, pero son distintos de los tratamientos con las letras D y E. El tratamiento T7 designado con
la letra D, no muestra diferencias significativas respecto al tratamiento T8, designado con la letra E,
pero ambos difieren significativamente de todos los demas tratamientos.

Figura 6

Efecto de las concentraciones de extracto de Hierba mora en el crecimiento de halo de inhibicion



de C. tamarilloi en el dia 4
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Tratamiento concentracién extracto especie vegetal Solanum nigrum

Nota: Las respectivas concentraciones de tratamientos corresponden a 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 orgéanico (metanol), T8: Testigo absoluto

En el anélisis de la efectividad del extracto de Solanum nigrum (Hierba Mora) en el
crecimiento del halo de inhibicion del hongo Colletotrichum tamarilloi, los resultados obtenidos
para el cuarto dia reflejan patrones que son consistentes con investigaciones previas en la utilizacién
de extractos vegetales como agentes antifungicos.

El tratamiento T6, que corresponde al control quimico, mostr6 el mayor halo de inhibicion
del hongo con un valor de 1.49 cm, siendo clasificado con la letra "A". Este resultado es coherente
con estudios como el de Wong y Henderson (2001), quienes destacan la alta eficacia de los
fungicidas sintéticos para el control de patdgenos en cultivos agricolas. La ausencia de diferencias
significativas entre el T6 y los otros tratamientos subraya la efectividad robusta de estos productos
quimicos en comparacion con extractos naturales.

Por otro lado, los tratamientos T1 (500 mg/ml) y T2 (250 mg/ml), con inhibiciones de 1.35

cmy 1.28 cm respectivamente, fueron agrupados bajo la letra "B". Estos resultados sugieren que,



aunque el extracto de Solanum nigrum tiene un efecto inhibidor notable, su eficacia es
moderadamente menor en comparacion con el control quimico. Esto es consistente con la
investigacion de Smith (2012), que sefiala que los extractos de plantas como Solanum nigrum tienen
propiedades antiflngicas, pero su potencia varia segun la concentracién y el tipo de hongo.

Los tratamientos T3 (125 mg/ml), T4 (62,5 mg/ml) y T5 (31,25 mg/ml), que se encuentran
en la categoria "C", muestran una reduccion adicional en la inhibicion, lo cual es indicativo de que
la eficacia del extracto disminuye a medida que baja la concentracion. Este hallazgo se alinea con
los resultados de Verma y Dubey (1999), quienes demostraron que las concentraciones mas bajas
de extractos vegetales tienden a ser menos efectivas debido a la menor presencia de compuestos
bioactivos, limitando su capacidad de controlar patégenos de manera eficiente.

Finalmente, los tratamientos T7 (solvente organico) y T8 (testigo absoluto) mostraron las
menores inhibiciones, 0.39 cm y 0.0 cm respectivamente, y fueron clasificados con las letras "D" y
"E". Estos resultados refuerzan la conclusion de que el solvente por si solo no contribuye
significativamente a la inhibicién del hongo, una observacion respaldada por el estudio de Eloff
(1998), quien sefald que los efectos antimicrobianos son principalmente atribuibles a los

compuestos activos en los extractos vegetales, mas que al solvente utilizado en la extraccion.

5.4.2 Resultados de porcentaje de halo de inhibicion de Urtica dioica y Solanum nigrum
contra C. tamarilloi.

Utilizando la ecuacion 3 de porcentaje de halo de inhibicion, se calcula la efectividad de los
extractos de Ortiga y Hierba Mora en inhibir el crecimiento de Colletotrichum tamarilloi en el cuarto
dia del experimento. Este célculo se realiz6 con base en las mediciones del diametro del halo de
inhibicidn, siguiendo la ecuacion 3:

p taje efecto de inhibicid Promedio didmetro de halo de inhibicién del extracto 100
orcentaje efecto de inhibicion = y — —— %
J Promedio diametro de halo de inhibicién control positivo

El dia 4 fue elegido para realizar este analisis debido a que, en este punto del experimento,

se registrd la mayor inhibicion del crecimiento del hongo. Esto permite una evaluacion mas precisa
de la eficacia maxima de los extractos vegetales, ofreciendo una comparacion clara de su desempefio
en condiciones éptimas de inhibicion.

En la tabla 11 se puede observar los valores correspondientes al diametro del halo de
inhibicion del cuarto dia del extracto vegetal Ortiga.



Tabla 11

Promedios de didmetro del halo de inhibicién en el cuarto dia con extracto vegetal Ortiga

Tratamientos  T1 T2 T3 T4 T5 T6 (CP) T7(SO) T8
(TA)
Promedio 4,57 4,07 2,98 1,97 1,39 4,75 0,80 0
didmetro (cm)
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 organico (metanol), T8: Testigo absoluto

En la Tabla 12 y Tabla 14 se presentan los porcentajes de halo de inhibicion obtenidos para
cada tratamiento en el experimento. En este contexto, el tratamiento T6, que corresponde al
fungicida utilizado, ha sido considerado como un estandar de referencia. Esto significa que los
valores de inhibicion de los demas tratamientos se comparan directamente con la eficacia de T6,
permitiendo asi determinar cuan efectivos son los extractos probados en inhibir el crecimiento de

C. tamarilloi.



Tabla 12
Porcentaje de halo de inhibicion de especie vegetal Ortiga contra C. tamarilloi

DIA 4

TRATAMIENTOS PORCENTAJE
T1 500 mg/ml 96,21%

T2 250 mg/ml 85,68%

T3 125 mg/ml 62,73%

T4 62,5 mg/ml 41,47%

T5 31,25 mg/mi 29,26%

T6 Control quimico: 1uL/ml, 100%

T7 Solvente organico (metanol) 16,84%

T8 Testigo absoluto 0%

Nota: T6 representa el 100% ya que sera el estdndar de referencia para comparar eficacia de

extractos
En la tabla 13 se puede observar los valores correspondientes al didmetro del halo de

inhibicion del cuarto dia del extracto vegetal Ortiga.
Tabla 13

Promedios de diametro del halo de inhibicién en el cuarto dia con extracto vegetal Hierba Mora

Tratamientos T1 T2 T3 T4 TS5 T6 (CP) T7(SO) T8
(TA)
Promedio 269 255 237 2,33 229 298 0,79 0

diametro (cm)
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: 1puL/ml, T7: Solvente organico (metanol), T8: Testigo absoluto



Tabla 14

Porcentaje de halo de inhibicion de especie vegetal Hierba mora contra C. tamarilloi

DIA 4

TRATAMIENTOS PORCENTAJE
T1 500 mg/ml 90,27%

T2 250 mg/ml 85,57%

T3 125 mg/ml 79,53%

T4 62,5 mg/ml 78,18%

T5 31,25 mg/ml 76,84%

T6 Control quimico: 1uL/ml, 100%

T7 Solvente organico (metanol) 26,51%

T8 Testigo absoluto 0%

Nota: T6 representa el 100% ya que sera el estandar de referencia para comparar eficacia de
extractos

En los resultados, tanto para Urtica dioica y Solanum nigrum, se observo un porcentaje de
inhibicién minimo con solvente organico. Se dice que el metanol se utiliza frecuentemente como
solvente en estudios de extractos vegetales debido a su capacidad para extraer una amplia gama de
compuestos bioactivos, incluidos aquellos con propiedades antifungicas. Aunque no es considerado
un antifangico fuerte, puede tener efectos inhibitorios en el crecimiento de hongos debido a su
capacidad para deshidratar células y alterar las condiciones del medio de cultivo, como el pH y la
disponibilidad de nutrientes (Guerrero et al., 2007).

En esta investigacion, el tratamiento T7, que solo contenia metanol, mostré un porcentaje de
inhibicion de 16,84% en el ensayo de Ortiga y 26,51% en el ensayo de Hierba mora contra
Colletotrichum tamarilloi. Este hallazgo sugiere que el metanol podria estar contribuyendo a inhibir
el crecimiento flngico. Esta inhibicion podria estar relacionada con la deshidratacion celular que el
metanol puede causar, asi como con posibles interacciones del solvente con el medio de cultivo,
afectando negativamente al hongo.

Segun bibliografia, un estudio previo demostré que solventes como el metanol inhibieron
significativamente la esporulacion y el crecimiento micelial de hongos como Alternaria alternata y

Colletotrichum gloeosporioides. Esta inhibicion fue especialmente pronunciada a concentraciones



mas altas de los extractos, donde no se observé el desarrollo de conidios, destacando la relacion
entre la inhibicion del crecimiento micelial y la reduccion de la esporulacion (Guerrero et al., 2007).

Este fendmeno es relevante en esta investigacion, ya que, aunque el metanol no es un
inhibidor micelial fuerte, su capacidad para afectar el crecimiento del micelio puede ser suficiente
para observar un efecto inhibitorio en la esporulacion de C. tamarilloi. Por lo tanto, es posible que
el metanol esté contribuyendo a la reduccion del crecimiento micelial y, en consecuencia, a la
disminucion de la esporulacién en los tratamientos donde se utilizé como solvente (Guerrero et al.,
2007).

Por altimo, es importante considerar que la eficacia del metanol y sus mezclas puede variar
segun la especie de hongo y las concentraciones utilizadas. En algunos casos, el metanol mostr6 una
inhibicion significativa, mientras que otros solventes como el hexano inducian una mayor
produccién de conidios. Este comportamiento destaca la complejidad de las interacciones entre
solventes y hongos, lo que subraya la importancia de realizar controles adecuados para aislar el
efecto del solvente al evaluar la actividad antifingica de los extractos vegetales en futuros
experimentos (Guerrero et al., 2007).

55 Resultados del Crecimiento del hongo el patdégeno C. tamarilloi.

En la tabla 15 resume los valores de crecimiento del hongo patégeno C. tamarilloi por dia,
incluyendo el valor de crecimiento en centimetros por dia, la tasa de crecimiento diario (calculada
cuando es aplicable) y el porcentaje de crecimiento del hongo respecto al dia anterior. Esto
proporciona una vision clara y organizada de como el hongo se desarrolla a lo largo del tiempo en
las condiciones del estudio.

Como podemos analizar en los resultados el patron de crecimiento del hongo patdgeno C.
tamarilloi muestra un aumento progresivo en el valor de crecimiento a lo largo de los 7 dias, figura
7, indicativo de un crecimiento exponencial. Su tasa de crecimiento diario muestra fluctuaciones,
pero en general, se observa un aumento en la tasa a medida que avanzan los dias, lo cual es tipico
en organismos que crecen de manera exponencial bajo condiciones favorables. El porcentaje de
crecimiento del hongo aumenta considerablemente a medida que pasa el tiempo, mostrando un
crecimiento acelerado hacia el final del periodo observado. Laimportancia de este analisis es crucial
para entender la dindAmica de crecimiento del hongo en condiciones especificas de estudio, lo cual
es fundamental para el manejo y control de enfermedades en cultivos agricolas u otros contextos

donde el hongo pueda ser perjudicial.



Tabla 15

Valores crecimiento del hongo patégeno C. tamarilloi

Dia  Valor de crecimiento(cm/dia)

Tasa de

crecimiento diario

Porcentaje de

crecimiento diario

(cm)
1 1,20 2,89
2 2,80 1,33 6,75
3 3,10 0,107 1,47
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%
Figura7
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Inicialmente, el crecimiento del hongo es moderado, lo cual es comdn en la fase de
adaptacion, donde el patogeno se ajusta al nuevo ambiente. Sin embargo, a partir del segundo dia,
el crecimiento se acelera, indicando que el hongo ha entrado en una fase logaritmica, un
comportamiento tipico en microorganismos con acceso ilimitado a nutrientes, como lo sefiala
Palacios et al. (2011). Este incremento progresivo culmina en un aumento drastico en el séptimo
dia.

El crecimiento acelerado de Colletotrichum tamarilloi observado en el séptimo dia, que
alcanza un incremento del 41,49% en comparacion con los dias anteriores, se debe principalmente
a la fase logaritmica de crecimiento del hongo. Durante esta fase, que es tipica en muchos
organismos, el hongo aprovecha al méximo los recursos disponibles en el medio de cultivo, tales
como nutrientes, espacio, y condiciones ambientales dptimas, lo que permite una rapida division
celular y, en consecuencia, un crecimiento exponencial.

Este comportamiento puede explicarse por la dinamica de la curva de crecimiento
microbiana, donde, después de un periodo inicial de adaptacion, el organismo entra en una fase de
crecimiento exponencial o logaritmica. En esta fase, la tasa de divisién celular es maxima porque
los factores limitantes, como la competencia por nutrientes o la acumulacion de productos de
desecho, atn no son significativos (Madigan et al., 2018).

Este crecimiento acelerado es critico para comprender como y cuando intervenir en el control
del hongo. Si no se toman medidas durante esta fase, el hongo puede establecerse firmemente y
causar dafos extensivos en los cultivos, tal como lo han reportado estudios que analizan la
proliferacion rapida de Colletotrichum en condiciones agricolas (Bailey & Jeger, 1992). Por lo tanto,
los resultados subrayan la importancia de una intervencion temprana y efectiva antes de que el hongo

alcance esta fase de crecimiento explosivo.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES

° Los extractos de Urtica dioica y Solanum nigrum han demostrado ser fuentes
efectivas de compuestos bioactivos, con rendimientos del 26,76% y 33,32%, respectivamente, estos
resultados indican que ambas plantas tienen un alto potencial para la formulacion de productos
antifungicos, ambas plantas, con su buen rendimiento, se convierten en un recurso valioso para el
manejo de enfermedades fungicas en la agricultura, ofreciendo alternativas solidas para el control
fitosanitario, contribuyendo a la salud y productividad de los cultivos.

° La caracterizacién molecular realizada identifico al patégeno como Colletotrichum
tamarilloi, un hongo de relevancia agronémica debido a su capacidad para causar enfermedades
significativas en cultivos.

° Los extractos de ortiga mostraron una mayor eficacia en la inhibicién del hongo
Colletotrichum spp. en comparacion con los extractos de hierba mora, indicando que la eleccion del
tipo de extracto vegetal puede influir significativamente en la efectividad del tratamiento.

° Los tratamientos con extractos de Ortiga y Hierba Mora muestran variaciones en su
capacidad de inhibicion. En Ortiga, los tratamientos T1: 96,21%, T2: 85,68%, T3: 62,73%, T4:
41,47%, T5: 29,26%, alcanzaron altos porcentajes de inhibicion, pero para T1 y T2 demostraron
una efectividad considerable. Por otro lado, los extractos de Hierba Mora porcentajes como, T1:
90,27%, T2: 85,57%, T3: 79,53%, T4: 78,18%, T5: 76,84% logrando un porcentaje de inhibicion
altoen T1y T2. Es notable que, en ambos casos, las concentraciones més altas de extractos (T1y
T2) son las que ofrecen la mayor efectividad en la inhibicion del hongo, acercAndose mucho al
rendimiento del fungicida utilizado como control. Esto subraya la importancia de utilizar
concentraciones adecuadas de extractos vegetales para maximizar su potencial como agentes
antifungicos, lo que podria convertirlos en alternativas viables y naturales para el manejo de

enfermedades en cultivos, comparables a los fungicidas tradicionales en términos de eficacia.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES

° Se recomienda realizar estudios adicionales en condiciones de campo para validar la
efectividad de los extractos de ortiga y hierba mora en entornos agricolas reales. Esto permitira
evaluar la influencia de factores ambientales como el clima y la interaccion con otros organismos,
asegurando que los resultados de laboratorio se puedan replicar en el campo.

° Es importante realizar investigaciones a largo plazo para evaluar la persistencia del
efecto inhibidor de los extractos vegetales y su impacto en la dinamica poblacional del hongo y
otros microorganismos del suelo.

° Se debe investigar la eficacia de extractos de otras especies vegetales con
propiedades antifingicas potenciales, para diversificar las herramientas disponibles para el manejo

de Colletotrichum tamarilloi y reducir el riesgo de resistencia del hongo a un Unico tratamiento.
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ANEXOS

Anexo 1

Recoleccion de las especies vegetales Solanum nigrum y Urtica dioica




Anexo 2

Seleccion de ejemplares para montaje

Anexo 3

Prensado de los ejemplares para el montaje
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Secado de muestras en

KR

la estufa

o T

Anexo 5




Anexo 6

Montajes que reposan en el herbario de la PUCE-I
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Anexo 7

Seleccidn de frutos con lesiones de antracnosis




Anexo 8

Siembra de lesiones de antracnosis en medio de cultivo SDA

Anexo 9

Crecimiento micelial en el medio de cultivo SDA




Anexo 10

Cultivos puros de Colletotrichum tamarilloi

Anexo 11

Muestras maceradas de Solanum nigrum y Urtica dioica
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Anexo 12

Filtrado de las muestras de Solanum nigrum y Urtica dioica

Anexo 13

Muestra en el rotavapor para evaporar el solvente metanol




Anexo 14

Elaboracion de la concentracion maxima del extracto

Anexo 15

Uso del ultrasonido para una mejor recuperacion del extracto




Anexo 16

Concentracion de Hierba mora (Solanum nigrum)

Anexo 17

Concentraciones de Ortiga (Urtica dioica)




Anexo 18

Siembra del patégeno con la metodologia de Kirby-Bauer
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Anexo 20

Muestras para la evaluacion antifingica in vitro con extracto de Solanum nigrum




Anexo 21

Muestras de halo de inhibicion de Colletotrichum spp. con extracto de Urtica dioica
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Muestras de halo de inhibicion de Colletotrichum spp. con extracto de Solanum nigrum
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Anexo 23

Caracterizacion molecular

Mombre del Proyecto: Identificacion molecular de hongos — Andrea Erazo Pozo

Informe Mo.: A-SB7.2

Técnico Responsable: Sofia Garrido, Ing.
Fecha: 1%/07,/2024
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Informe de Resultados

Resumen de Resultados
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Figura 1. Vicualizacitn en gel de agareosa 25 de amplicdn indicando fragmantas de aproximadamente 500 pb
amplificadas con primers IT51/1T54 para la muestra. L: Marcadar de peso malecular de 100 bp

Conclusionas:

- ELaislado fingico fue identificade como Colletotrichum tamarilici con base en 2l fragmento
secuencizdo de ITE.
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Anexo 24

Toma de datos durante 4 dias de crecimiento de halo de inhibicidn de extracto Ortiga contra

C. tamarilloi
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Anexo 25

Datos promedio de laboratorio de Ortiga (Urtica dioica L.)

Datos de laboratorio

Tesista: Andrea Erazo

Especie vegetal Ortiga (Urtica dioica L.)
Inhibicién Hongo patégeno C. tamarilloi
Orde | Tratamient | Repeticid | inhibicidn dia | inhibicion dia | inhibicién dia | inhibicion dia

n 0 n 1 2 3 4
1 T1 R1 0,38 1,30 1,68 2,33
2 T2 R1 0,33 1,06 1,40 1,93
3 T3 R1 0,25 0,70 0,95 1,30
4 T4 R1 0,15 0,95 0,60 0,82
5 T5 R1 0,10 0,60 0,46 0,59
6 T6 R1 0,53 0,46 1,63 2,18
7 T7 R1 0,15 0,25 0,40 0,40
8 T8 R1 0,00 0,00 0,00 0,00
9 T1 R2 0,33 1,20 1,53 2,13
10 T2 R2 0,27 1,22 1,49 2,10
11 T3 R2 0,18 0,96 1,13 1,61
12 T4 R2 0,15 0,76 0,91 1,29
13 T5 R2 0,15 0,65 0,80 1,10
14 T6 R2 0,53 1,36 1,88 2,56
15 T7 R2 0,13 0,28 0,40 0,40
16 T8 R2 0,00 0,00 0,00 0,00
17 T1 R3 0,35 1,36 1,71 2,39
18 T2 R3 0,27 1,20 1,47 2,07
19 T3 R3 0,13 0,96 1,08 1,56
20 T4 R3 0,15 0,46 0,61 0,84
21 T5 R3 0,15 0,16 0,31 0,39
22 T6 R3 0,43 1,30 1,73 2,38
23 T7 R3 0,13 0,28 0,40 0,40
24 T8 R3 0,00 0,00 0,00 0,00




Anexo 26

Toma de datos durante 4 dias de crecimiento de halo de inhibicion de extracto Hierba mora
contra C. tamarilloi

A1

Rz

Sivlanum
Falraa]

Silarmm
FHELT

S
Falraa]

Tratamient .‘E £ fE g K EE C
CTE0 | g 0 07 06 063
rngirl]

L2201 e 0 06 06 058
rngirl]
C3[E5 | g5 05 05 05 050
rngirl]

C4lB25 |y 05 04 04 043
rigirmi]
oAy 04 04 04 041
rigirmi]

T | 08 i i i 078
Sverte |y 04 04 05 043
organico

Tratamnient z° fE & ;j : EE .
CTE0 | g 0 0 0 058
migtml]
20| 0 05 05 052
migfml]

) 05 05 05 048
i)

Calbes |y 04 04 04 040
rngirl]

Lol gy 04 04 04 040
rngirl]

T [ 3 i 08 08 0
Soverte |, 04 04 04 038
arganico
Tratamnient z° fE g 53 : E-E -
CTE0 | g 0 0 07 060
rngirl]

L2201 g 05 05 0 052
rigirmi]
C3[E5 |y 04 04 03 038
rigirmi]
C4ezs | e 05 04 04 042
migtml]

Loy 05 04 04 040
migfml]

T [ 07 7 i3 7 i
Solverte | 04 04 04 038

argarico

Tratamient 15 £ E g X E LE C
CTE00 | s 06 06 06 | g
rnghnil]
el | pe 06 06 06 | 05
rnghnil]

Cales | g 05 05 05 | 080
rnghnil]

CAB25 )y 05 04 04| 043
rnghril]

CS[EE) 04 04 04| o4
rnghril]

T 08 | 0 | 08 | 0F | 0®
Solverts |y 04 04 05 | 04
organico
Tratarniarh z”’ E & 5": ? B E -
CHEO0 e | gs | o | op | 0%
mghml]

LA e\ g5 | o5 | 05 | 048
mighml]

L3 e | ogs | o4 | 04 | 04
rnghnil]

Cdes )y 04 04 03 | 0
nghml]

L5l gy 04 04 03 | 0.
nghml]

T 08 | o7 | 07 | 0E | 0®
Sobente |\ ga gy | g | 04 | 0w
organico
Tratarmient ZC ? E A 53 ? B E -
CTE00 | g 0 0 07 | 0g0
rnghnil]

L0 e 05 05 06 | 082
rngnil]
C3ME | s 04 04 04 | 0m
rnghnil]

L4825\ gy | pg | o4 | o5 | 0
mg'ml]

CSELA) e | oqg | o4 | 05 | 0
migml]

T 6 | 7 | 07 | 7 | 08
Solverte | 5 04 04 4 | om
organico




sur

Ert
L=

[
Hha

Fin

m.

Tratarmient
CT00 1 4 13 13 13 127
rng'ml]
Celzsn |y, 12 12 12 122
gl
C3(i5
S 1 12 12 114
C4(625
e | 1 1 1 107
L5325 4, 10 1 1 105
rng'rml]

T 1 1 1 1 4
Solvente |y 04 04 a5 043
arganico
Tratarnient § N fE 3 53 y EE
LTIy, 12 12 12 120
rmng'ml]

T2 (250
ol I 1 1 1 112
T3
el B 1 1 1 107
CABZS 1y, 10 10 1 103
rng'rml]
CSEE 4, 10 10 10 102
rngiml)

T 1 i i i 140
Solverie | 04 04 04 037
arganico
Tratarmient Zc ° E = 53 ? EE
CT00 1y, 12 13 13 124
rng'ml]

Cefzan )y, 12 12 12 1%
gl

C3[l&a |y 10 10 10 102
gl

e T 1 1 11 106
rmg'ml]

L5325 4, 10 1 1 104
rng'rml]

T 13 13 13 13 T
Solvente |y 04 04 04 0,38
arganico

Tratarnient ig £ :—5 g e S % B LE
CHE00 -y 14 14 14 138
rng'l]

L2zl |y 13 13 14 133
gl

Ca[lEs |y, 12 13 13 125
gl

L4255y 12 12 12 118
rnigrml]

L5032y, 12 12 12 1%
rngirml]

T B B B i 158
Salvenls | gy 04 04 05 043
organico
Tratarrient] = 2 = 53 3 E'E
CTE00 g 13 13 13 131
mghml]

Lefaal |y, 12 12 13 123
gl

Cafes |, 12 12 12 11
gl

Cale25 |y, 1 12 12 11
rngirml]

Loy, 1 1 12 113
gl

T 1 1 B 15 T
Sulverte | g 4 04 04 04 037
arganico
Tratarient] = z & éj ) EE
CIE00 g 13 14 14 135
rng'nl)

L2zl |y 13 13 13 127
gl

a5

S 1 1 12 113
L4255 12 12 12 177
mgfml]

L5032y, 1 12 12 1%
rngirml]

T 14 14 1 15 14
Salvenls | gy 04 04 04 038

organico




Anexo 27

Datos promedio de laboratorio de Hierba mora (Solanum nigrum)

Datos de laboratorio
Tesista: Andrea Erazo
Especie vegetal Hierba Mora (Solanum nigrum L.)
Inhibicién Hongo patdgeno Colletotrichum tamarilloi
Orden | Tratamiento | Repeticidn | Inhibicion dia 1 | Inhibicién dia 2 | Inhibicidn dia 3 | Inhibicién dia 4

1 T1 R1 0,63 0,63 1,27 1,38
2 T2 R1 0,58 0,58 1,22 1,33
3 T3 R1 0,5 0,50 1,14 1,25
4 T4 R1 0,43 0,43 1,07 1,18
5 T5 R1 0,41 0,41 1,05 1,16
6 T6 R1 0,78 0,78 1,42 1,53
7 T7 R1 0,43 0,43 0,43 0,43
8 T8 R1 0 0,00 0,00 0,00
9 T1 R2 0,58 0,56 1,20 1,31
10 T2 R2 0,52 0,48 1,12 1,23
11 T3 R2 0,48 0,43 1,07 1,18
12 T4 R2 0,4 0,39 1,03 1,14
13 T5 R2 0,4 0,38 1,02 1,13
14 T6 R2 0,83 0,76 1,40 1,51
15 T7 R2 0,38 0,37 0,37 0,37
16 T8 R2 0 0,00 0,00 0,00
17 T1 R3 0,6 0,60 1,24 1,35
18 T2 R3 0,52 0,52 1,16 1,27
19 T3 R3 0,38 0,38 1,02 1,13
20 T4 R3 0,42 0,42 1,06 1,17
21 T5 R3 0,4 0,40 1,04 1,15
22 T6 R3 0,68 0,68 1,32 1,43
23 T7 R3 0,38 0,38 0,38 0,38
24 T8 R3 0 0,00 0,00 0,00




Anexo 28

Datos y promedios de halo de inhibicion especie vegetal Ortiga
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