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EVALUACION DE LA COMBINACION DE EXTRACTOS ACUOSOS DE
Manzanilla (Chamaemelum nobile) Y Canela (Cinnamomum verum) SOBRE EL

CRECIMIENTO MICELIAL DE MONILIOPTHORA RORERI A NIVEL IN VITRO.
Autor
Jefferson Orlando Sanchez Vidal
Tutor
Ing. Edison Jaramillo

RESUMEN
La planta de cacao es un arbol, que se desarrolla en zonas tropicales con alta humedad,
su crecimiento se expande geograficamente en distintas regiones en el mundo. El continente
americano abarca con una gran diversidad de plantaciones del genero Theobroma,
perteneciente a la familia Malvaceae.A nivel mundial se exportan alrededor de 3,3 millones de
toneladas de cacao, siendo el continente africano el principal productor con el 66% de la
produccion, seguido de Asia con un 17,5% y Ameérica que en los Gltimos afios llego a 11% de
la produccién mundial siendo Ecuador y Brasil lo mayores productores. En el Ecuador las
provincias con mayor produccién de cacao son Los Rios, Guayas, Manabi, Esmeralda y El
Oro. Las principales enfermedades que afectan al cultivo de cacao son Mazorca negra,
Moniliasis y Escoba de bruja, para combatir estas enfermedades se aplican controles quimicos,
biologicos y culturales, como una nueva alternativa de control se plantio el uso de extractos
botanicos para inhibir el crecimiento micelial de Moniliophthora roreri agente causal de la
enfermedad moniliasis. La investigacion de realizo en la Universidad Técnica de Machala en
el laboratorio de fitopatologia, La primera fase del experimento comenzo, con el aislamiento y
purificacion del hongo en el jardin clonal de la (UTMACH), donde se extrajeron mazorcas de
variedad CCN-51. El material vegetal del cual se extrajo los extractos de las plantas de

manzanilla y canela por su alto contenido de metabolitos secundarios. Los tratamientos a



evaluar fueron los siguientes: T1(extracto acuoso de canela al 10%); T2(extracto acuoso de
canela al 20%); T3 (extracto acuoso de canela al 30%); T4(extracto acuoso de Manzanilla al
10%); T5(extracto acuoso de Manzanilla al 20%); T6 (extracto acuoso de manzanilla al 30%);
T7(extracto acuoso de manzanilla-canela al 10%); T8 (extracto acuoso de Manzanilla-canela
al 20%); T9 (extracto acuoso de manzanilla-canela al 30%); T10(testigo absoluto), estos fueron
los tratamientos empleados con sus dosis correspondientes. Para la preparacion de los extractos
se uso tres matraces de Erlenmeyer donde colocamos todo el material fresco de las diferentes
plantas, se depositd en cada recipiente 60gr de manzanilla/300ml de agua destilada, 60gr de
canela/300ml de agua destilada y una combinacion de 30gr de canela - 30gr de manzanilla
/300ml de agua destilada, la relacion final peso/volumen fue de 1:5. La dosificacién de los
tratamientos se realizo, en 10 botellas de vidrio con medidas establecidas de 70- 80- 90- ml de
pda, se coloc 10-20-30 ml de extracto de manzanilla, canela y combinado (canela/manzanilla),
y el testigo una botella con 100 ml de PDA para evidenciar la diferencia significativa de los
tratamientos en relacion al testigo.En condiciones controladas de laboratorio los tratamientos
que presentaron mayor efecto inhibitorio T3 (extracto acuoso de canela al 30%), T2(extracto
acuoso de canela al 20%) y el T9 (extracto acuoso de manzanilla-canela al 30%), son
estadisticamente iguales y diferentes al resto de tratamientos, finalmente se recomienda realizar
estudios enfocados en el uso de extractos botanicos con potencial antifungico, como una
alternativa de control en el manejo de enfermedades ocasionadas por hongos fitopatégenos, en

base a una agricultura organica que sea amigable con el medio ambiente.

Palabras Claves: Moniliasis, metabolitos secundarios, fitopatégenos



EVALUATION OF THE COMBINATION OF AQUEOUS EXTRACTS OF
CHAMOMILE (Chamaemelum nobile) AND CINNAMON (Cinnamomum verum) ON

THE MYCELIAL GROWTH OF MONILIOPTHORA RORERI AT IN VITRO

LEVEL.
Author
Jefferson Orlando Sanchez Vidal
Tutor
Ing. Edison Jaramillo
ABSTRACT

The cocoa plant is a tree that develops in tropical areas with high humidity, its growth
expands geographically in different regions of the world. The American continent encompasses
a great diversity of plantations of the Theobroma genus, belonging to the Malvaceae family.
Around 3.3 million tons of cocoa are exported worldwide, with the African continent being the
main producer with 66% of the production. , followed by Asia with 17.5% and America, which
in recent years reached 11% of world production, with Ecuador and Brazil being the largest
producers. In Ecuador, the provinces with the highest cocoa production are Los Rios, Guayas,
Manabi, Esmeralda and El Oro. The main diseases that affect cocoa cultivation are Black
Mazorca, Moniliasis and Witch's Broom, to combat these diseases chemical controls are
applied. , biological and cultural, as a new control alternative, the use of botanical extracts was
planted to inhibit the mycelial growth of Moniliophthora roreri, the causal agent of the
moniliasis disease. The research was carried out at the Technical University of Machala in the
phytopathology laboratory. The first phase of the experiment began with the isolation and
purification of the fungus in the clonal garden of the (UTMACH), where cobs of the CCN-51
variety were extracted. The plant material from which the extracts of the chamomile and

cinnamon plants were extracted due to their high content of secondary metabolites. The
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treatments to be evaluated were the following: T1 (aqueous extract of cinnamon at 10%); T2
(aqueous extract of cinnamon at 20%); T3 (aqueous extract of cinnamon at 30%); T4 (aqueous
extract of Chamomile at 10%); T5 (aqueous extract of Chamomile at 20%); T6 (aqueous extract
of chamomile at 30%); T7 (aqueous extract of camomile-cinnamon at 10%); T8 (aqueous
extract of Camomile-cinnamon at 20%); T9 (30% camomile-cinnamon aqueous extract); T10
(absolute control), these were the treatments used with their corresponding doses. For the
preparation of the extracts, three Erlenmeyer flasks were used where we placed all the fresh
material of the different plants, 60g of chamomile/300ml of distilled water, 60g of
cinnamon/300ml of distilled water and a combination of 30g of cinnamon - 30gr of chamomile
/ 300ml of distilled water, the final weight/volume ratio was 1:5. The dosage of the treatments
was carried out, in 10 glass bottles with established measures of 70-80-90- ml of pda, 10-20-
30 ml of extract of chamomile, cinnamon and combined (cinnamon/chamomile) were placed,
and the control a bottle with 100 ml of PDA to show the significant difference of the treatments
in relation to the control. Under controlled laboratory conditions, the treatments that presented
the greatest inhibitory effect T3 (aqueous extract of cinnamon at 30%), T2 (aqueous extract of
cinnamon at 20%) and T9 (aqueous extract of chamomile-cinnamon at 30%), are statistically
the same and different from the rest of treatments, finally it is recommended to carry out studies
focused on the use of botanical extracts with antifungal potential, as an alternative of control
in the management of diseases caused by phytopathogenic fungi, based on organic agriculture

that is friendly to the environment.

Keywords: Moniliasis, secondary metabolites, phytopathogens
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1. INTRODUCCION
El cacao (Theobroma cacao L.) es originaria de América significa “comida de los dioses”, es
un arbol del genero Theobroma, de la familia de las Malvéceae, la cual cuenta con mas de 22
especies. Se dice que los mayas cultivaban el cacao, y la pepa era utilizada como moneda, su
consumo era reservado solo para los considerados de la alta sociedad, preparaban una bebida
llamada “xocoatl” de donde se presume que tomo el nombre de chocolate (Leon, Calderon, &
Mayorga, 2016).
La produccion de cacao a nivel mundial, es de 4.3 millones de toneladas anualmente las cuales
estan distribuidas de la siguiente manera: 74.9% concentrado en Africa Occidental, 12.1% en
el sureste asiatico, 13% en América latina y el 35% de la produccién mundial es Costa de
Marfil (Solis , Zamarripa, Pecina, Garrido , & Hernandez, 2015).
Brasil, Ecuador, Pert, Colombia, Venezuela, y Trinidad & Tobago, son los principales
productores de cacao en América Latina. Los destinos primordiales de cacao ecuatoriano son
América (54%), Europa (29%) y Asia (17%); a nivel mundial Ecuador es lider en produccién
del cacao de origen “Arriba” con el 61% del mercado mundial. En el ecuador el sector
cacaotero crecié en un 10% y las exportaciones alcanzaron 260 mil toneladas métricas (87%
grano y 13% productos derivados) ( Moreno, Molina, Miranda, Moreno, & Moreno, 2020).
La produccion de cacao se localiza en 23 de las 24 provincias, Esmeraldas, Manabi, Pichincha
y Cotopaxi ocupan 80.000 ha sembradas en la zona norte, en la zona sur corresponde unas
80.000 ha establecidas en la provincia EI Oro y el sur de la provincia de Guayas; en las
provincias de Bolivar, Chimborazo, Cafiar y Azuay existen unas 13.000ha y en la Amazonia
unas 6.000ha (Sanchez , Jaramillo , & Ramirez , Enfermedades del Cacao, 2015). Las
provincias con mayor produccion y superficie de siembra son Los Rios, Guayas, Manabi,
Esmeraldas y ElI Oro ,en las provincias del nororiente Sucumbios, Orellana y Napo

(Vicepresidencia, 2015). Ecuador es considerado como el primer productor a nivel mundial de
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cacao fino y de aroma con un 70% de la produccion en el mundo, en el afio 2015 el pais exporto
236,677 toneladas de cacao en grano, de las cuales 165,673 fueron de calidad fino y de aroma
(Morales, y otros, 2018).

En Ameérica latica las principales enfermedades que atacan a las plantaciones de cacao son: la
escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa) y la moniliasis (Moniliophthora roreri, en el
Ecuador la escoba de bruja afecto un 60 a 70% de la produccion, y la moniliasis provoco
perdidas hasta de un 80% en plantaciones cacaoteras, convirtiéndose en la principal amenaza
para los productores de cacao (Sanchez , y otros, 2015).

La moniliasis del cacao es una enfermedad causada por el hongo (Moniliophthora roreri), esta
enfermedad se origind en el noreste de Colombia y en el Ecuador fue detectada por primera
vez en el afio 1917. Su sintomatologia comienza con la aparicion de manchas cafés sobre las
mazorcas jovenes, seguida de la formacion de esporas y protuberancias que causan dafio en el
fruto (Correa , Castro, & Coy, Estado de la moniliasis del cacao causada por Moniliophthora
roreri en Colombia, 2014).

Debido a los problemas fitosanitarios en la produccién de cacao se han puesto en practica los
controles quimico, biolégico y cultural para reducir la diseminacién del hongo M. roreri en
plantaciones cacaoteras. Varios estudios reportaron la reduccién de moniliasis de un 40%
aplicando un manejo integrado compuesto de podas y raleos fitosanitarios. La aplicacion de
este conjunto de controles ayuda a disminuir la incidencia de la moniliasis en el cacao (
Anzules, Borjas, Alvarado, Castro, & Julca, Control cultural, biolégico y quimico de
Moniliophthora roreri y Phytophthora spp en Theobroma cacao ‘CCN-51’, 2019).

Los extractos vegetales son una alternativa de agricultura sostenible, debido a su efectividad
para el control de plagas, enfermedades y arvenses. Su principal caracteristica es la presencia
de metabolitos secundarios los cuales forman estrategias defensivas de las plantas agrupandose

en compuestos nitrogenados, fendlicos y terpenoides. se considera que existe alrededor de
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3.000 compuestos naturales de origen vegetal que han demostrado actividad fungicida,
bactericida, insecticida repelente y nematicida. (Celis, Mendoza, & Pachdn, 2009).
Después de analizar el efecto de las enfermedades en el cultivo de cacao y las pocas alternativas
para el manejo, principalmente de la moniliasis, se propone el uso de extractos vegetales como
un control cultural y amigable con el medio ambiente, es por esto que nuestra investigacion
plantea el uso de extractos acuosos de manzanilla y canela en diferentes dosificaciones para el
control micelial del hongo M, roreri a nivel in vitro.
Objetivo general

e Determinar el mejor extracto acuoso que inhiba el crecimiento micelial del hongo M.

roreri a nivel in vitro.

Objetivo especifico

e Evaluar el crecimiento radial del hongo fitopatégenos (Moniliophthora roreri) en los

diferentes tratamientos a través del tiempo.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Origen

En el mundo existe una teoria sobre el origen de la domesticacion del cacao, que sostiene
que se situaba geograficamente en Mesoamérica, comprendida entre los paises de México,
Guatemala y Honduras, en esos lugares se encontraron rastros de cacao de aproximadamente
2,000 afos antes de cristo. Actualmente varias investigaciones expusieron resultados donde
demuestran que en la Amazonia existen una 0 mas variedades de Theobroma cacao que han
sido utilizadas en la regién durante los ultimos 5,000 afios (Lanaud, Loor, Zarrillo, & Valdez,
2012).

La planta de cacao es un arbol, que se desarrolla en zonas tropicales con alta humedad, su
crecimiento se expande geograficamente en distintas regiones en el mundo. El continente
americano abarca con una gran diversidad de plantaciones del genero Theobroma,
perteneciente a la familia Malvaceae, se encontraron numerosas especies 19 situadas en
América del sur Y 13 en la cuenca del Amazonas (Pérez, y otros, 2021).

2.2. Taxonomia

Segun (Arvelo, Gonzéalez, Maroto, Delgado, & Montoya, Manual técnico del cultivo de
cacao: practicas latinoamericanas, 2017) la taxonomia del cacao se clasifica en:

Cuadro 1. Taxonomia del Cacao

Reino Vegetal
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae
Orden Malvales

17



Familia Esterculiceae
Subfamilia Byttnerioideae
Tribu Theobromeae
Genero Theobroma
Especie Theobroma cacao I.

2.3. Descripcion Boténica

Theobroma cacao L. pertenece a la familia malvacea y subfamilia sterculioideae son
arboles ramificados de hojas simples y un fruto carnoso (mazorca), se desarrollan en lugares
tropicales himedos, tienen un tallo principal de uno a dos metros de altura, sus hojas son ovadas
ligeramente asimétricas tiene un color verde oscuro en el haz, sus flores son hermafroditas, el
fruto es una baya grande esférico de color purpura o amarillo compuesto por endocarpio de
cuatro a ocho mm,las semillas son café-rojizas con medidas de 20,30 y 50 mm de largo (Arvelo,
Gonzélez, Maroto, Delgado, & Montoya, Manual técnico del cultivo de cacao: précticas

latinoamericanas, 2017).

Figura. 1 Partes del arbol de cacao

>

Fuente: (Florflores, 2019)
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2.4.Produccién

2.4.1. Mundial

A nivel mundial se exportan alrededor de 3,3 millones de toneladas de cacao, siendo el
continente africano el principal productor con el 66% de la produccion, los paises mas
representativos al producir cacao son los paises de Costa de Marfil, Ghana, Nigeria y Camerun,
seguido de Asia con un 17,5% y América que en los ultimos afios llego a 11% de la produccion
mundial siendo Ecuador y Brasil lo mayores productores (Victor, Zambrano, & Iglesias, 2019).

En el mundo el cacao se lo comercializa en diferentes maneras grano seco, torta, pasta,
manteca polvo y chocolates. Los paises con mas demanda de consumo de cacao y sus diferentes
derivados son Estados Unidos (20%), Alemania (9%), Francia (6%), Reino Unido (6%), Brasil
(5%), Rusia (5%) y Japon (4%) (Gamboa, Rodriguez, Gamboa, Duran, & Rojas, 2021).

2.4.2. Nacional

En el Ecuador el 95% de la produccién de cacao la lideran los pequefios productores, que
tienen una superficie de siembra menor a tres hectareas (Barrezueta, Prado, & Jimbo, 2017 ).
Las provincias con mayor produccion de cacao son Los Rios, Guayas, Manabi, Esmeralda y El
Oro ocupan una superficie alrededor de 500 mil hectareas distribuidas geograficamente en la
region (Perez , Chimborazo , & Freile , 2015).

Los diferentes cultivares de cacao que se produce en el Ecuador son el Cacao Arriba y el
CCN-51, se encuentran distribuido en diferentes provincias que estan destinada para la
exportacion, a nivel mundial Ecuador cumple con la demanda del 70% de la produccion de
cacao fino a los diferentes mercados internacionales (Chavez, Olaya , & Maza, 2018).

2.5. Principales enfermedades que afectan al cultivo del cacao

2.5.1. Mazorca negra

La enfermedad mazorca negra, pertenece al genero Phytophthora que abarca muchas

especies que son la principal causa de la enfermedad en el cultivo de cacao. El agente causal
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de la mazorca negra es P. palmivora, que provoca dafios en plantaciones que van desde un 30%
hasta un 60% en los cultivares de cacao (Anzules , Borjas, Alvarado, Castro, & Julca, Control
cultural, biologico y quimico de Moniliophthora roreri y Phytophthora spp en Theobroma
cacao ‘CCN-51, 2019). La sintomatologia mas comun de la enfermedad, es provocar lesiones
de color marrén en todo el fruto, el patdgeno ataca al tejido interno causando la pudricién de
las semillas , dejando con una coloracién negra y momificada las mazorcas, para el control de
la enfermad es recomendable la aplicacion de fungicidas a base de cobre , complementado por
labores fitosanitarios como la remocién de mazorcas enfermas (Sanchez, Jaramillo , &
Ramirez, Enfermedades del Cacao, 2015).

Figura. 2 Sintomatologia de Mazorca negra

Fuente: (Martel & Vila, 2019)

2.5.2. Escoba de bruja

La enfermedad escoba de bruja es una de las mas dafiinas en el cultivo de cacao, su agente
causal es el hongo Moniliophthora perniciosa. Se encuentra distribuida en varias regiones de
Ameérica del sur y Centroamérica, los primeros sintomas luego de la infeccién comienzan con
la aparicion de lesiones y crecimientos anormales en las ramas, brotes, cojines florales y frutos.
La propagacion de la enfermedad se da por medios de tejidos como semillas, plantulas y frutos,
en un ambiente con alta humedad se desarrollan las esporas y penetran los tejidos jovenes a
traves de estomas y epidermis (Martel Pariona & Vila Santiago, 2019).EIl control con mejores
resultados para reducir la incidencia del patégeno en el cultivo de cacao , es el uso de un manejo
integrado de plagas compuesto de podas fitosanitarias, eliminacion de mazorcas y la reduccion

de humedad relativa (Sanchez, Jaramillo , & Ramirez, Enfermedades del Cacao, 2015).
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Figura. 3 Sintomatologia de Escoba de bruja

Fuente: (SENASICA, 2016)

2.5.3. Monilia

El origen de la moniliasis se da en América del Sur, siendo Colombia y Ecuador los
primeros paises en presentar su sintomatologia en plantaciones cacaoteras (Sanchez, Jaramillo
, & Ramirez, Enfermedades del Cacao, 2015). En la Gltima década, Latinoamérica ha venido
decreciendo en su produccion, debido al incremento de la enfermedad moniliasis , por su facil
adaptabilidad a las diferentes condiciones ambientales de la zona (Pabon, Herrera, &
Sepulveda, 2016).

El manejo integrado de plagas, es fundamental en el control de moniliasis, se ha visto una
reduccién de la incidencia de la enfermedad en cultivares de cacao, luego de realizar labores
culturas como podas fitosanitarias, recoleccidbn de mazorcas y la incorporacion de
microorganismos para el control de hongos fitopatdgenos principalmente Moniliophthora
roreri (Anzules , Borjas, Alvarado, Castro, & Julca, Control cultural, biol6gico y quimico de
Moniliophthora roreri y Phytophthora spp en Theobroma cacao ‘CCN-51, 2019).

2.5.3.1. Moniliophthora roreri

Moniliophthora roreri es el agente causal de la enfermedad moniliasis, en América latina
es considerada como la mas destructiva de todas las enfermedades que afectan al cultivo de
cacao, provoca necrosis interna y externa en las mazorcas (Ortiz, Torres, & Hernandez, 2015).
Se caracteriza por ser un hongo que tiene dos fases infecciosas: la fase inicial biotrofica se da
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comienzo en los tejidos del huésped y la segunda fase saprofitica , degrada el tejido
provocando la necrosis en los frutos (Guerrero, Cevallos, Eguez, & Pefiaherrera, El potencial
del uso de microorganismos endofiticos como agentes de control de enfermedades en el cultivo
de cacao (Theobroma cacao L.), 2020). La moniliasis causada por el hongo Moniliophthora
roreri provoco perdidas mayor al 30% en la produccion, donde se implement6 el uso de
productos con baja toxicidad y un buen manejo integrado para el control de la diseminacion

del hongo en las plantaciones de cacao (Huaman & Cabezas, 2019).

2.5.4. Taxonomia
Segun (Suarez & Hernandez, 2010) la taxonomia de Moniliophthora roreri se clasifica en:

Cuadro 2. Taxonomia de Moniliophthora roreri

Dominio Eukaryota

Reino Fungi

Filum Basidiomycota
Clase Basidiomycetes
Subclase Agaricomycetidae
Orden Agaricales
Familia Tricholomataceae
Género Moniliophthora
Especie M. roreri

2.5.5. Sintomatologia

Los sintomas que se presentan generalmente son las coloraciones acuosas, deformacién de
los tejidos de los frutos (tumefaccion), maduracion precoz de las mazorcas, la momificacion
de los frutos y la pudricion de las almendras dentro del fruto todos estos sintomas ocasionan la
necrosis total del fruto (Pérez L., 2018). Las lesiones ocasionadas por el hongo Moniliophthora

roreri, se caracterizan por la presencia de una masa blanca densa (esporas) sobre las mazorcas,
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que cambian gradualmente de color cenizo a marron conforme va avanzando la enfermedad
(Carrera, Herrera, Diaz, & Leiva, 2016).

Figura. 4 Sintomatologia de Moniliasis

-

Fuente: (Pérez L. , 2018)

2.5.6. Ciclo de enfermedad

El ciclo de la enfermedad da inicio en la época seca, donde se agrupa la mayor cantidad de
esporas, la humedad es el factor ambiental primordial en la proliferacion de la infeccion del
hongo, las esporas son diseminadas por lluvia, viento o por las personas, el patégeno infecta
las mazorcas de cacao jovenes causando una hinchazén y maduracién prematura (Pérez L.
2018). El proceso de germinacion de las esporas se da a través de la epidermis de la vaina o
por los estomas, los tejidos jovenes son los mas susceptibles para el desarrollo de la enfermedad
(Bailey & Meinhardt, 2016).

La infeccion del patdégeno, provoca necrosis en los tejidos centrales de la parte interna del
fruto, el proceso infeccioso demora de tres a cuatros dia en ese lapso de tiempo se provocan
lesiones de color blanca en el fruto, el ciclo de vida de Moniliophthora roreri dura 60 dias en
cultivares de cacao susceptibles como el nacional y en cultivares resistentes como CCN-51

demora 73 dias (Suarez & Hernandez, 2010).
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Figura. 5 Ciclo de vida de Moniliophthora roreri (Cif y Par)
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Fuente (Sanchez & Garcés, 2012).

2.5.7. Tipo de controles

2.5.7.1. Quimico

El uso de fungicidas como método de control para moniliasis tiene resultados favorables,
pero los altos costos de aplicacion obligan a los productores a buscar nuevas alternativas. Los
fungicidas a base de cobre son los que tienen un alto porcentaje de inhibicion de las esporas de
Moniliophthora roreri, algunos estudios demostraron que el Azoxystrobin inhibe el 100% la
germinacion de conidios del hongo y un 96% el crecimiento micelial, por lo que se recomienda
el uso de un manejo integrados de plagas (MIP) y aplicaciones de fungicidas para el control de
la moniliasis (Anzules , Borjas, Alvarado, Castro, & Julca, Control cultural, bioldgico y
quimico de Moniliophthora roreri y Phytophthora spp en Theobroma cacao ‘CCN-51, 2019).

2.5.7.2.Bioldgico

El control bioldgico es un método que incorpora el uso de microrganismo que tengan
control sobre hongos fitopatogenos. ElI empleo de microorganismo antagonista como

Trichoderma sp, demostro una eficacia del 95% en condiciones controladas de laboratio y del
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89% con Bacillus brevis a nivel in vitro en la inhibicion micelial de Moniliophthora roreri
(Correa , Castro, & Coy, Estado de la moniliasis del cacao causada por Moniliophthora roreri
en Colombia, 2014).

Segin  Aragbn & Beltran (2018), obtuvieron resultados favorales empleando T.
stromaticum en el control del hongo M. perniciosa que ocasiona la enfermedad escoba de bruja.
El uso de hongos endéfitos demostrd que el control bioldgico contiene metabolitos secundarios
y genera resistencia al ataque de enfermedades causadas por bacterias, nematodos Yy
fitopatdgenos.

2.5.7.3. Cultural

El control cultural es la herramienta principal para combatir enfermedades ocasionadas por
hongos fitopatdgenos, esta practica consiste en la realizacion de labores dentro de la plantacion
como podas fitosanitarias, remocion de mazorcas enfermas, manejo de sombra y densidad de
poblacion, el conjunto de labores puede reducir la incidencia de la enfermedad dentro de las
plantaciones cacaoteras en un 50% ( Guerrero, Cevallos, Eguez, & Pefiaherrera, El potencial
del uso de microorganismos endofiticos como agentes de control de enfermedades en el cultivo
de cacao (Theobroma cacao L.), 2020).

2.6. Efecto de extractos vegetales en control fungico de enfermedades

Para el manejo de enfermedades en cacao no existe un control eficaz, por lo tanto, se han
propuesto nuevas alternativas para inhibir la diseminacion de hongos fitopatdgenos, aplicando
medidas que tenga un bajo impacto ambiental como es el uso de extracto botanicos. Los
extractos botanicos se caracterizan por las presencia de metabolitos secundarios que se
encargan de generar estrategias de defensa en las plantas ( Arcos, Martinez, Ortiz, Martinez, &
Avendafio, 2019).

Los metabolitos secundarios responden a estimulos en condiciones de estrés biotico y

abiotico. Las enzimas de la planta son las encargadas en sintetizar y degradar la pared celular

25



de los microorganismos, se agrupan en flavonoides, terpenos, alcaloides, lectinas y fenoles (
Andrade, y otros, 2017). Se pueden realizar diferentes tipos de extractos etandlico,
metanolicos, acuoso y aceites esenciales (Mesa, Marin, Ocampo , Calle, & Monsalve , 2019).
2.6.1. Manzanilla
La manzanilla (Chamaemelum nobile) es una planta de la familia Asteraceae, el extracto
de manzanilla tiene diferentes usos espasmoliticos, ansiolitico y antibacteriano (Meneses, Soto,

Espinosa, & Ramirez, 2008).

La manzanilla posee estrategias quimicas de defensa que provocan repelencia o efectos de
disuasion. Las fitoalexinases presentes activan las defensas lo cual generan resistencia al ataque

de patdgenos (Chalacamé , 2016).

2.6.2. Canela

Los aceites de canela estan constituido por un 65 a 75 % de aldehido cindmico y de 5 a
10% de eugenol, bioguimicamente las plantas han desarrollado dos tipos de compuesto, los
antifungicos o inhibitinas los cuales cumple la funcion de detener la invasion de especies de
hongo y las fitoalexinas son encargadas de producir una respuesta a la infeccion de patégenos,

por hidrolisis enzimatica ( Armas Caballero, Marquez Villacorta, & Pretell Vasquez, 2011).

Segun (Gonzélez, Paredes, Erazo, & Sanchez, 2019) demostraron la actividad
antifangica del aceite esencial de canela, que inhibié el desarrollo del hongo Botritys sp a nivel
in vitro , en dosis minimas de 125 ppm y a partir de una concentracion mayor de 250 ppm se

inhibe por completo el crecimiento de la colonia de Botrytis sp.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacién

La investigacion se llevo acabo en el laboratorio de fitopatologia de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Técnica de Machala (UTMACH), ubicada en la Av.

Panamericana, 5,5 km via Machala-Pasaje, parroquia el Cambio en el canton Machala,

provincia de El Oro.
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3.2.Materiales y equipo

3.2.1. Equipos de laboratorio
e Camara de flujo

e Microondas

e Mechero de bunsen

e Auto clave

e Licuadora

e Balanza

e Estufa

3.2.2. Materiales de laboratorio
e Probeta

e Vasos de precipitacion

e Algodon

e Probeta

e Cajas Petri

e PDA (Papa-Destroza-Agar)

e Cloranfenicol



e Alcohol

e Cinta pléastica

e Botellas de vidrio

e Mechero de Alcohol

e Agua destilada

e Pinzas

3.2.3. Material Vegetal

e Manzanilla (Chamaemelum nobile)

e Canela (Cinnamomum verum)

3.3. Metodologia

3.3.1. Aislamiento y purificacion del hongo M. roreri

La primera fase del experimento comenzd, con el aislamiento y purificacion del hongo en
el jardin clonal de la Universidad Técnica de Machala (UTMACH), donde se extrajeron
mazorcas de variedad CCN-51, que presenten sintomatologia de la enfermedad moniliasis que
es ocasionada por el hongo M.roreri, se retiraron las mazorcas de el arbol y fueron depositadas
en una funda plastica para evitar la esporulacién de las mazorcas enfermas dentro de la
plantacion y se procedi6 a llevarlas al laboratorio para la extraccidn de las respectivas muestras.

La extraccion de los micelios del hongo en las mazorcas enfermas, fueron colocados en
cajas Petri con PDA (papa-destroza-agar), donde fueron aislados durante 14 dias a una
temperatura de (25°C) favorable para el crecimiento micelial del hongo, luego de evaluar las
muestras que tuvieron el mejor desarrollo de M. roreri, se procedio a la purificacion del hongo
el mismo tiempo, finalmente se escogieron las muestras mas puras para el experimento.

3.3.2. Preparacién de medio de cultivo PDA

Se realizaron 1500 ml de PDA (papa- destroza- agar), del cual solo utilizaremos 820 ml

para nuestro experimento y el sobrante sera almacenado en botellas de vidrio, con tapa de
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aluminio y cinta en la nevera, para elaborar el medio de cultivo pesamos 20 gr de PDA por
cada 500 ml de agua de agua purificada , lo colocamos durante 3 minutos en el microondas
hasta obtener una pequefia ebulliciébn y una apariencia traslucida, se coloca 60 mg de
cloranfenicol y se afora con agua caliente a 500 ml en un vaso de precipitacion, finalmente con
una probeta se coloca en botellas de vidrio PDA con 70- 80- 90 ml de medio de cultivo las
sellamos con cinta y las colocamos en fundas de polifan para llevarlas al esterilizador
(autoclave) durante 20 min y estara listo para realizar la inoculacién del hongo y la aplicacion
de los extractos.

3.3.3. Preparacion de extractos acuosos

Para realizar la preparacion de los extractos acuosos, se hizo un andlisis de articulos
cientificos, donde utilizaban extractos botanicos de origen vegetal con resultados favorables en
la inhibicidn de hongos fitopatdgenos y su crecimiento micelial a nivel in vitro, las plantas que
seleccionamos para la investigacion fueron:

e Manzanilla (Chamaemelum nobile)

e Canela (Cinnamomum verum)

La metodologia que usamos para la extraccion de los extractos acuosos fue basada en la
investigacién de Boiteux, Vanda, Fernandez, Lucero , & Pizzuolo, (2015), donde se modificd
el procedimiento en funcidn de los tratamientos y la combinacion de extractos.

3.3.3.1. Esterilizacion de extractos

Para la esterilizacion usamos tres matraces de Erlenmeyer donde colocamos todo el
material fresco de las diferentes plantas, se depositdo en cada recipiente 60gr de
manzanilla/300ml de agua destilada, 60gr de canela/300ml de agua destilada y una
combinacion de 30gr de canela - 30gr de manzanilla /300ml de agua destilada, la relacion final
peso/volumen fue de 1:5. Una vez preparado los tratamientos se los esteriliza durante 45 min

y se observa la cantidad de extracto puro obtenido.

29



3.3.3.2. Reduccion

Esta practica la realizamos para reducir el excedente del extracto y tener una mayor
concentracion pura, para la cual utilizamos el mechero de bunsen donde lo colocamos al
recipiente sobre el Erlenmeyer luego de haberlo esterilizado se lo deja reposar durante 3 a 5
min a fuego lento, y por ultimo lo llevamos a la camara de flujo donde se procedera a la
dosificacion y plaqueo de cajas Petri.

3.3.3.3.Dosificacion

La dosificacion de los tratamientos se realizd, en 10 botellas de vidrio con medidas
establecidas de 70- 80- 90- ml de pda, se colocd 10-20-30 ml de extracto de manzanilla, canela
y combinado (canela/manzanilla), y el testigo una botella con 100 ml de PDA para evidenciar
la diferencia significativa de los tratamientos en relacion al testigo, finalmente se plaquea y se
siembra el micelio del hongo.

3.3.4. Siembra del hongo

Para etapa final de la siembra utilizamos, el hongo aislado y purificado de M. roreri
previamente y las botellas con extractos, se procede a realizar el plaqueo de las cajas Petri con
las diferentes dosis de extractos (canela, manzanilla y canela-manzanilla) con las medidas
establecidas, una vez terminado de plaquear todos los tratamientos esperamos que el PDA se
solidifique y se procede a la siembra del hongo con la ayuda de un saca bocado extraemos un
micelio del hongo y lo colocamos en la Petri con el extracto lo tapamos , sellamos vy se
marcamos con la nomenclatura que identifique el tratamiento , los datos se toman 2 veces por
semana durante 21 dias , para medir el crecimiento micelial del hongo se divide la caja Petri

en cuatro cuadrantes A-B-C-D y se va obteniendo los datos de forma radial.
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3.4. Tratamientos de extractos

Tabla 1. Tratamientos de extractos aplicados en el control micelial del hongo M. roreri.

Tratamientos Concentraciones Extractos Dosificacion(ml)

(%/ml) (PDA+EXTRACTO)
T1 10 Pda+canela 90 + 10
T2 20 Pda+canela 80 + 20
T3 30 Pda+canela 70+ 30
T4 10 Pda+manzanilla 90 + 10
T5 20 Pda+manzanilla 80 + 20
T6 30 Pda+manzanilla 70 + 30
T7 10 Pda+manzanilla/canela 90 + 10
T8 20 Pdat+manzanilla/canela 80 + 20
T9 30 Pda+manzanilla/canela 70 + 30
T10 100 Testigo (PDA) 100

3.5. Andlisis estadistico
3.5.1. Diseilo completamente al azar (DCA)

El disefio completamente al azar (DCA), es el mas simple de todos los disefios
estadisticos, donde solo se estudia el efecto de un factor el cual varia en diferentes tratamientos.
Es muy util en unidades experimentales homogéneas(UE), promoviendo el maximo nimero de
grados libertad del error, flexibilidad nimero de tratamientos y replicas.

Ykn =p+ Tk+ & Ykn=p+ T k + kn
e Ykn=variable de respuesta
e p=mediaglobal T
e k= efecto del tratamiento

e ¢kn= error aleatorio
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3.5.2. Prueba de Kruskal-Wallis

El test de Kruskal-Wallis, también conocido como test H, es una alternativa no
paramétrica al anova de un factor, para datos no pareados. En el anova se comparan medias
y en el test de Kruskal-Wallis contrasta si las muestras estan equidistribuidas y que pertenece
a una misma poblacion. El uso del test de Kruskal-Wallis es adecuado cuando los datos tienen
un orden normal o cuando no se satisfacen las condiciones para poder aplicar un ANOVA.

3.5.3. Variable de estudio

La variable de estudio a evaluar fue el crecimiento micelial del hongo M. roreri a nivel in

vitro, en base a la aplicacion y combinacion de diferentes extractos acuosos en diferentes dosis.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Con los datos recopilados en el ensayo experimental se realizaron las pruebas de
normalidad (Shapiro-Wilks) y homocedasticidad (Levene), para ver si se cumple con dichos
supuestos planteados. Donde se evidencio que los datos obtenidos no tienen una varianza

homogénea, ni distribucion normal, por lo tanto se procedié a realizar un andlisis no

paramétrico mediante la prueba Kruskal-Wallis.

Cuadro 3. Prueba de Kruskal Wallis

Prueba de Eruskal Wallis

Variable TRATAMIENTOS Trat. N Medias

D.E. Medianas
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36,11 <0,0001

Cuadro 4. Comparacion de rangos medianas

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)

Trat. Ranks

T3 €,00 A

T2 £,00 B B

TS 7,50 2 B C

TS 17,502 B C D
T 18,75 2 B C D
T4 22,25 C D
TS 23,50 C D
T7 30,50 D
T1 34,50

T10 38,50

t=1 r= = e

mon o

G Oy 03 a1

Como se observa en el cuadro 3, la prueba de Kruskal-Wallis demuestra que al menos
un tratamiento es estadisticamente diferente al resto y en el cuadro 4 observamos la

comparacion de rangos de medianas, que indica diferentes niveles y agrupaciones, por lo tanto,

letras iguales entre tratamientos no son significativamente diferentes.
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En el cuadro 4, en la prueba de comparacion de medianas, en los promedios del
crecimiento micelial (mm) se observan 9 niveles de agrupamientos entre los tratamientos
estudiados, esta prueba nos indica que los tratamientos T3 (extracto acuoso de canela al 30%),
T2(extracto acuoso de canela al 20%) y el T9 (extracto acuoso de manzanilla-canela al 30%)
son estadisticamente superior al resto de los tratamientos. Estos datos obtenidos son similares
a los obtenidos de Pazmifio (2016) los cuales indican que el extracto de canela en una dosis de
15ml/l tiene incidencia en el crecimiento de hongo fitopatégenos como Botrytis cinérea en el
cultivo de fresa.

Le siguen en orden de eficacia los tratamientos T8 (extracto acuoso de Manzanilla-
canela al 20%), T6 (extracto acuoso de manzanilla al 30%), T4(extracto acuoso de Manzanilla
al 10%) y por Ultimo el tratamiento T5(extracto acuoso de Manzanilla al 20%) son
estadisticamente diferentes al testigo. Segun Farias (2021) demuestra que el aceite escencial
de canela a partir de la concentracion de 500 ppm inhibe el crecimiento total para todas las
cepas de M.roreri , alcanzo el maximo porcentaje de inhibicion a nivel in vitro.

Por ultimo, los tratamientos T7(extracto acuoso de manzanilla-canela al 10%) v el
tratamiento T1(extracto acuoso de canela al 10%) presentaron un efecto menor antifungico
como se observa en el cuadro comparacion de medianas, son diferentes al T10(testigo
absoluto), es decir si tuvieron un efecto inhibitorio minimo sobre el crecimiento micelial del

hongo Moniliophthora roreri a nivel in vitro.
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5. CONCLUSIONES

En condiciones controladas de laboratorio, los tratamientos que presentaron mayor
efecto inhibitorio T3 (extracto acuoso de canela al 30%), T2(extracto acuoso de canela
al 20%) y el T9 (extracto acuoso de manzanilla-canela al 30%), son estadisticamente
iguales y diferentes al resto de los tratamientos.

Le siguen en orden de eficacia los tratamientos que son a base de canela y combinados
T8 (extracto acuoso de Manzanilla-canela al 20%), T6 (extracto acuoso de manzanilla
al 30%), T4(extracto acuoso de Manzanilla al 10%) y por ultimo el tratamiento
T5(extracto acuoso de Manzanilla al 20%), son estadisticamente diferentes al testigo.
Se observa que la combinacion de extractos acuosos de manzanilla y canela, tiene un
efecto inhibitorio sobre el crecimiento micelial del hongo Moniliophthora roreri en

concentraciones altas de extractos botanicos.
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6. RECOMENDACIONES
Dado los resultados bastante satisfactorios del extracto acuoso de manzanilla y canela,
se recomienda probar en futuras investigaciones diferentes tipos de concentraciones.
Se recomienda realizar aplicaciones en campo, donde se evalué la inhibicion del hongo
Moniliophthora roreri dentro de los cultivares de cacao.
Realizar estudios enfocados en el uso de extractos botanicos con potencial antiflngico,
como una alternativa de control en el manejo de enfermedades ocasionadas por hongos
fitopatdgenos, en base a una agricultura organica que sea amigable con el medio

ambiente.
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ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de medio de cultivo (PDA)
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Anexo 2. Aislamiento y purificacion del hongo

Anexo 3. Elaboracién de extractos




Anexo 4. Crecimiento micelial de los tratamientos
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MANZANILLA 10-20-30 %

CANELA 10-20-30 %
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Manzanilla/Canela 10-20-30 %




