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RESUMEN
En Ecuador el cacao (Theobroma cacao) es unos de los productos principales en la
exportacion tradicional ecuatoriana. Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Censos
(INEC), el sector cacaotero aporta a la poblacion econdmicamente activa nacional con el
5% (PEA) y el 15% de la PEA rural, el sector cacaotero contribuye con el 5% de la
poblacién econémicamente. A nivel mundial se exportan alrededor de 3,3 millones de
toneladas de cacao en grano, el cual representa el 15 % en América Latina y el Caribe.
En Ecuador los pequefios productores lideran la produccion en un 95%, siendo Los Rios,
Guayas, Manabi, Esmeraldas y El Oro las provincias con mayor produccion de cacao en
el pais, con una superficie de 500 mil hectareas. La principal enfermedad limitante en el
cacao es la Moniliasis ocasionada por el hongo Moniliophthora roreri, su sintomatologia
comienza con manchas aceitosas de forma circular de color amarillo y marron, las cuales
pueden expandirse hasta cubrir todo el fruto para luego irse propagando a todas las
mazorcas de la plantacién. Para el control de Moniliasis se aplica diferentes alternativas,
compuesta por el control quimico, biol6gico y cultural. Los extractos botanicos tienen la
particularidad de poseer metabolitos secundarios, los cuales son compuestos quimicos
formados por las mismas plantas que actlan como mecanismo de defensa contra

depredadores y fitopatdgenos, por lo tanto, se pueden caracterizar por inhibir el



crecimiento de hongos Fitopatdgenos. En base a la problematica de no tener un manejo
adecuado de enfermedades, se plantea el uso de extractos botanicos como alternativa en
el control de Moniliasis, utilizando plantas que posean caracteristicas anti fingicas como
Orégano (Origanum vulgare L.) y Hierba Luisa (Cymbopogon citratus). Los tratamientos
empleados en la investigacion se detallan a continuacion: T1 (extracto acuoso de Orégano
al 10%); T2 (extracto acuoso de Oregano al 20%); T3 (extracto acuoso de Orégano al
30%); T4 (extracto acuoso de Hierba Luisa al 10%); T5 (extracto acuoso de Hierba Luisa
al 20%); T6 (extracto acuoso de Hierba Luisa al 30%); T7 (extracto acuoso de Orégano
+ Hierba Luisa al 10%); T8 (extracto acuoso de Orégano + Hierba Luisa al 20%); T9
(extracto acuoso de Orégano + Hierba Luisa al 30%); T10 (Testigo absoluto), estos
tratamientos fueron aplicados de acuerdo a sus dosis correspondiente. Para la elaboracién
de los tratamientos utilizamos tres matraces Erlenmeyer donde colocamos el material
fresco de las diferentes plantas, la dosificacion que se uso en cada Erlenmeyer fue: 60gr
de Orégano/180ml de agua destilada; 60gr de Hierba Luisa/180ml de agua destilada y una
combinacion de 30gr de Orégano — 30 gr de Hierba Luisa/180ml de agua destilada, la
relaciéon final peso/volumen fue 1:3. En condiciones controladas de laboratorio los
tratamientos que presentaron mayor efecto inhibitorio son T1 extracto acuoso de Orégano
al 10%; T2 extracto acuoso de Orégano al 20%; T3 extracto acuoso de Orégano al 30%,
ambos son estadisticamente iguales y diferente al resto de los tratamientos, que no
presentaron ningun efecto inhibitorio en relacion al testigo, finalmente se recomienda el
uso de extractos botanicos como alternativa de control en el manejo de enfermedades
fangicas.

Palabras clave: Moniliophthora roreri, Extracto botanico, Hongos, Metabolitos

secundarios
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ABSTRACT
In Ecuador cocoa (Theobroma cacao) is one of the main products in the traditional
Ecuadorian export. According to the National Institute of Statistics and Censuses (INEC),
the cocoa sector contributes to the national economically active population with 5%
(PEA) and 15% of the rural PEA, the cocoa sector contributes 5% of the economically
active population. Around 3.3 million tons of cocoa beans are exported worldwide, which
represents 15% in Latin America and the Caribbean. In Ecuador, small producers lead
production by 95%, with Los Rios, Guayas, Manabi, Esmeraldas and El Oro being the
provinces with the highest cocoa production in the country, with an area of 500 thousand
hectares. The main limiting disease in cocoa is Moniliasis caused by the fungus
Moniliophthora roreri, its symptoms begin with circular yellow and brown oily spots,
which can expand to cover the entire fruit and then spread to all the pods of the plantation.
For the control of Moniliasis, different alternatives are applied, composed of chemical,
biological and cultural control. Botanical extracts have the particularity of having
secondary metabolites, which are chemical compounds formed by the plants themselves
that act as a defense mechanism against predators and phytopathogens, therefore, they
can be characterized by inhibiting the growth of phytopathogenic fungi. Based on the

problem of not having an adequate management of diseases, the use of botanical extracts



is proposed as an alternative in the control of Moniliasis, using plants that have anti-
fungal characteristics such as Oregano (Origanum vulgare L.) and Lemongrass
(Cymbopogon citratus). The treatments used in the research are detailed below: T1
(aqueous extract of Oregano at 10%); T2 (aqueous extract of Oregano at 20%); T3
(aqueous extract of Oregano at 30%); T4 (aqueous extract of Lemongrass at 10%); T5
(aqueous extract of Lemongrass at 20% ); T6 (aqueous extract of Lemongrass at 30%);
T7 (agueous extract of Oregano + Lemongrass at 10%); T8 (aqueous extract of Oregano
+ Lemongrass at 20%); T9 (aqueous extract of Oregano + Lemongrass at 30%); T10
(Absolute control), these treatments were applied according to their corresponding doses.
For the elaboration of the treatments we use three Erlenmeyer flasks where we place the
fresh material of the different plants, the dosage that was used in each Erlenmeyer flask
was: 60gr of Oregano/180ml of distilled water; 60gr of Lemongrass/180ml of distilled
water and a combination of 30gr of Oregano — 30gr of Lemongrass/180ml of distilled
water, the final weight/volume ratio was 1:3. Under controlled laboratory conditions, the
treatments that presented the greatest inhibitory effect are T1 aqueous extract of Oregano
at 10%; T2 aqueous extract of Oregano at 20%; T3 aqueous extract of Oregano at 30%,
both are statistically equal and different from the rest of the treatments, which did not
present any inhibitory effect in relation to the control, finally the use of botanical extracts

is recommended as an alternative control in the management of fungal diseases.

Keywords: Moniliophthora roreri, Botanical extract, Mushrooms, Secondary

metabolites.
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.), es una planta que pertenece al género Theobroma.
Segun su historia dice que los mayas cultivaban cacao y la pepa era utilizada como
moneda de intercambio, el consumo era reservado para los considerados de la alta
sociedad en su civilizacion, donde preparaban una bebida procedente de los granos de
cacao, llamada “xocoatl” de donde se presume que tomo el nombre de chocolate (Ledn,

Calderdn, & Mayorga, Junio 2016).

A nivel mundial el continente africano representa el 74.9% de la produccion de
grano de cacao, siendo Costa de Marfil su principal productor abasteciendo con el 35%
de la produccion, le sigue el Sureste Asiatico con un 12.1 y con un 13% en América
Latina, lo que representa anualmente 4,3 millones de toneladas de granos de cacao en
todas las regiones del mundo (Bonilla, Zamarripa Colmenero, Pecina , Garrido , &
Hernandez, 2015). En las Gltimas décadas Ameérica Latina y el Caribe, estan distribuidas
a nivel comercial en 23 paises, representando una produccion de 675000 TM, siendo
Brasil, Ecuador, Republica Dominicana, Perl, Colombia y México los principales
productores con mas del 90% de la produccién y la superficie sembrada del continente

(Arvelo, Gonzalez, Delgado , Maroto, & Montoya, 2017).

Ecuador es considerado como el primer productor a nivel mundial de cacao fino
y de aroma, su produccion de cacao se encuentra distribuida en 23 provincias,
Esmeraldas, Manabi, Pichincha y Cotopaxi ocupan 80.000 ha sembradas que comprende
a la zona norte, en la zona central comprende la cuenca del Rio Guayas y la provincia de
Los Rios, en la zona sur corresponde unas 80.000 ha establecidas en la provincia El Oro

y el sur de la provincia de Guayas; en las provincias de Bolivar, Chimborazo, Cafar y

10



Azuay existen unas 13.000ha , distribuidas en todas las regiones del pais (Sanchez ,

Jaramillo , & Ramirez , 2015).

Las principales enfermedades de cacao que afectan a todas las regiones cacaoteras
a nivel mundial son la escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa), que afecta el
rendimiento de las plantaciones en un 60 a 70 % de la produccion y la moniliasis
(Moniliophthora roreri) que ocasiona pérdidas de hasta un 80% de las plantaciones de
cacao, siendo el problema principal de los productores de cacao en el Ecuador (Bernal ,

2021).

La moniliasis es una enfermedad causada por el hongo (Moniliophthora roreri),
presente en 11 paises de centro y Suramérica, su sintomatologia comienza con machas
café sobre las mazorcas jovenes, continuando con la formacion de esporas que ocasionan
protuberancias en el fruto e internamente malformaciones en las almendras de cacao

(Guerrero, Cevallos, Eguez, & Pefiaherrera, 2020).

Las estrategias fitosanitarias que se utilizan para el manejo de la enfermedad
moniliasis, son los controles quimico, cultural y bioldgico, estas herramientas de control
asociadas a los factores climéaticos han demostrado una reduccion de la enfermedad en
una 40%, otra alternativa con menor impacto ambiental es el uso de hongos antagonistas
como Bacillus subtilis, para el hongos fitopatdgenos, como método quimico se emplea
fungicidas a base de cobre o fungicidas no sistémicos y como control cultural se realiza
podas fitosanitarias y la remocién de mazorcas enfermas dentro de la plantaciones de

cacao (Anzules, Borjas, Alvarado, Castro, & Julca, 2019).

Los extractos vegetales son una alternativa poco convencional que no se emplea
comunmente para el control de enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos, pero

debido al bajo impacto ambiental y a su efectividad en el control de plagas, se esta

11



empleando, por la presencia de los metabolitos secundarios presentes, los cuales forman
estrategias defensivas de las plantas agrupados en compuestos nitrogenados, fenélicos y
terpenos. El uso de extractos botanicos tiene un bajo costo y esta considerado que existe
alrededor de 3000 compuestos naturales de origen vegetal que ha demostrado actividad

bactericida, fungicida, insecticida y nematicida (Celis, Mendoza, & Pachon, 2009).

Dada la problematica que viven los pequefios y grandes productores de cacao al
no tener un manejo eficiente para moniliasis, se plantea el uso de extractos vegetales como
alternativa de control cultural en hongos fitopatdgenos, por lo que se empleara en la
siguiente investigacion extractos acuosos botanicos que inhiban el crecimiento micelial

del hongo (Moniliophthora roreri), a nivel in vitro.

Objetivo General

e Determinar el mejor extracto acuoso en diferentes tratamientos y concentraciones
que inhiba el crecimiento micelial del Moniliophthora roreri a nivel in vitro.
Obijetivo Especifico

e Evaluar el crecimiento radial de Moniliophthora roreri a nivel in vitro, en los

diferentes tratamientos a través del tiempo.

12



MARCO TEORICO

Origen del Cacao

La palabra cacao proviene del maya “Kaj” que quiere decir amargo y “Kab” que
significa jugo. Estas palabras al pasar fonéticamente al espafiol, tuvieron una serie de
transformaciones que dieron la palabra “cacaotal” que luego dieron paso a la palabra

“cacao” (Enriquez Calderon & Paredes Pérez, 1919).

Existe una teoria que sostiene que el origen del cacao en su domesticacion se
situaba en Mesoameérica, donde encontraron vestigios de cacao aproximadamente 2000
afios antes de cristo en los paises de Guatemala, Honduras y México. En la actualidad
distintas investigaciones mostraron resultados que en la parte de la Amazonia coexisten
diversas variedades de Theobroma cacao que en los Gltimos 5,000 afios han sido

utilizadas en la region (Lanaud et al., 2012).

En Ecuador la cultura del cacao es antigua, donde se tiene conocimiento de que
antes de la llegada de los espafioles a la costa del pacifico ya demostraban conocimiento

y utilizacion sobre el cacao (Palate Mazo, 2019).

Taxonomia del Cacao
La taxonomia del cacao se clasifica segin (Arvelo et al., 2017).

Cuadro 1. Taxonomia del cacao

Reino Vegetal
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliosida
Subclase Dilleniidae
Orden Malvales
Familia Esterculiceae
Subfamilia Byttnerioidae

13



Tribu Theobromeae
Genero Theobroma

Especie Theobroma cacao L.

Importancia del Cacao en Ecuador

En Ecuador el cacao es unos de los productos principales en la exportacion
tradicional ecuatoriana. El Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC), el sector
cacaotero aporta a la poblacion econémicamente activa nacional con el 5% (PEA) y el
15% de la PEA rural, el sector cacaotero contribuye con el 5% de la poblacion
econdémicamente activa nacional (PEA) y el 15% de la PEA rural, siendo una parte muy
fundamental en la economia familiar costera, Andina y Amazbnica Ecuatoriana

(Anecacao, 2019).

En Ecuador el cacao representa un rubro muy importante, el cual representa un
capital social en la mayoria de parcelas agricolas por su notable calidad, generando una
fuente muy favorable de ingresos. Internamente en Ecuador le han dado muy poco
reconocimiento como el rubro que representa la economia ecuatoriana, por la influencia
de vida que tiene los pequefios productores. Ademas, proporciona ayuda a sistemas

agroproductivos y a la biodiversidad (Mendoza Vargas et al., 2021).

Produccion
Produccién a Nivel Mundial

A nivel mundial se exportan alrededor de 3,3 millones de toneladas de cacao en
grano, el cual representa el 15 % en América Latina y el Caribe. El principal continente
productor es Africa, mismo que cubre el 66% de la oferta mundial, seguido de Asia que
produce el 17,5%. Sin embargo, las tendencias del cultivo durante la Gltima década

muestran que Africa creci6 solo un 3%, mientras que Asia cay6 en un 17% y América

14



crecio en un 11% (Arvelo Sanchez et al., 2017). Segun los datos de la (FAO, 2020)el
grano de cacao en los Ultimos afios (2019-2020) obtuvo mayor porcentaje de produccion
en Africa con un 68%, seguido por América con un 17.3%, Asia con 14% y Oceania con
el 0.8%. A nivel Mundial los Gltimos 3 afios de area cosechada de cacao fue de 24°416,385

hectareas con una produccion de 11,372,174 toneladas.

Grafico 1. Proporcién de produccion de cacao en grano seco por regién (2019-2020).

OceanTa
0.8 %

Aszia |
14 %%

AmTricaz T
17.3 %

e rica
68 %4

@ Tfica ® AmTricas Aszia @ Ccean’a
Fuente: FAOSTAT (2020)

Produccion a Nivel Nacional

Segln (Zambrano & Chéavez, 2018), en 2017 el ministerio de agricultura y
Ganaderia, afirma que la produccion de cacao seco (almendra) alcanzo 289,192 toneladas,
en los Gltimos 15 afios los 3 ultimos se registré la mayor produccion de cacao con un

promedio de 293 mil toneladas.

Los pequefios Productores en Ecuador lideran la produccién de cacao con el 95%,
que poseen una superficie de siembra menor a 3 hectareas (Barrezueta Undaetal., 2017).
Los Rios, Guayas, Manabi, Esmeraldas y el Oro son las provincias con mayor produccion
de cacao en el Ecuador alcanzando una superficie alrededor de 500 mil hectéreas (Pérez

Garcia et al., 2015).
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Requerimientos Edafoclimaticos

Las condiciones climaticas que afectan el 6ptimo desarrollo del cacao son
principalmente la temperatura y la lluvia; no siendo menos el efecto del viento fuerte, la
luz, radiacion solar y la humedad relativa. Se adapta muy bien desde 0 msnm hasta los

800 msnm (Estrada et al., 2011).

Principales Plagas y Enfermedades en El Cacao

Insectos Plagas

Pulgones (Aphis gossypii). Estos insectos absorben la savia de las hojas nuevas,
la mayor parte de estos insectos son transmisores de enfermedades virales y se los
encuentra en las ramas, flores, frutos y chupones (Anchundia Flores & Mera Cevallos,

2015).

Segun (Valarezo Cely et al., 2012), En la plantacién de cacao el pulgén causa
dafos tanto en viveros como en la plantacién final. Su longitud es aproximadamente de
1,0 a 2,0 mm de color gris oscuro, la reproduccion de las hembras es de 6 a 8 ninfas por

dia, sin necesitar al macho para su reproduccion.

Grafico 2. Colonia de Pulgones en hoja de cacao

Fuente: (Valarezo Cely et al., 2012)
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Cochinillas Maconellicoccus hirsutus (Green). A nivel mundial la cochinilla
afecta a méas de 350 especies de 75 familias de plantas de importancia economica. Al
momento de alimentarse las cochinillas hembras producen una saliva toxica que causan
dafos en la planta, originan mal formaciones en el crecimiento de los tejidos como en las
ramas, hojas, flores y frutos (Ramirez et al., 2021).

Su aspecto es de color rojo, de forma ovalada El insecto es de color rojizo, alcanza
un largo de 3mm, sin borde lateral ceroso, puede contener de 54 hasta 600 huevos el cual
cumple un periodo de 29 dias para completar su ciclo de huevo a adulto con una
temperatura media de 27° (Ramirez et al., 2021).

Chinche del cacao (Monaloniondis simulatum Dist.). Es una de las plagas
principales con mayor importancia que ataca al cacao, del orden Hemiptera familia
Maridae, se lo conoce comunmente como el chinche de cacao, el principal dafio que
ocasiona es directamente en la mazorca alimentandose afectando directamente su calidad,
ocasionando condiciones Optimas para la transmision de enfermedades como la monilia,
mazorca negra, etc (Huaycho et al., 2017).

Cerambycidae. Este insecto plaga ataca a las partes aéreas de la planta en estados
larval y adulto alimentandose del cambium vascular provocando galerias en el tallo y

ramas, que podrian ocasionar segun la edad de la planta su muerte (Morillo et al., 2008).

Enfermedades

Phytophthora palmivora. En el Ecuador la mazorca negra o pudricion de la
mazorca provocada por el hongo Phytophthora palmivora es una de las principales plagas
que causan dafios graves en el cultivo de cacao (Anzules Toala et al., 2019). Segln
(Rodriguez Polanco et al., 2021)los sintomas son mas visibles en el periodo de 2 a 4 dias
proximo a la inoculacién y a partir del sexto u octavo dia el nivel de infeccion son

constante. Su sintoma mas comun es provocar lesiones en el fruto de color Marrén, ataca
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al interior de la mazorca provocando pudricion de las semillas, dejando a las mazorcas de
color negra y secas, para su control es bueno aplicar funguicidas a base de cobre,
implementando labores fitosanitarias como la recoleccion de mazorcas enfermas

(Sanchez et al., 2015).

Escoba de bruja. Esta enfermedad es provocada por el hongo basidiomiceto
Moniliophthora perniciosa, es un organismo hemibiotrofico que tiene como ciclo de vida
una fase llamada biotrifica la cual afecta al tejido en constante crecimiento como brotes,
cojinetes florales o frutos, y una fase que ataca al tejido muerto de su huésped denominada
saprobia. (Solis Hidalgo et al., 2021). La transmision de esta enfermedad se da mediante
tejidos como son las semillas, plantulas y frutos, las esporas se desarrollan en condiciones
ambientales con alta humedad en donde penetran los tejidos nuevos mediante los estomas

y epidermis (Martel Pariona & Vila Santiago, 2019).

Monilia (Moniliophthora roreri). Su origen se da en Paises de América del Sur,
como Ecuador y Colombia donde se presentaron los primeros sintomas del hongo en las
plantaciones de cacao (Sanchez et al., 2015). En Latinoamérica los ultimos diez afios la
produccion fue menorando debido al incremento de infeccion de la moniliasis, por su

adaptabilidad a las diferentes condiciones ambientales (Pabon et al., 2016).

Sintomatologia

En la plantacion de cacao ocasiona dafios principalmente en el fruto, este patégeno
puede causar dafios en cualquier etapa de desarrollo de la planta, sin embargo, la etapa
inicial es la mas susceptible. Los sintomas se la pueden identificar presenciando
externamente manchas aceitosas de forma circular de color amarillo y marrén (Villamil

Carvajal. Jorge et al., 2012).
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Agente Causal

En los afios 1993 Ciferri y Parodi descubrieron cudl era el agente causal de la
Moniliasis y lo nombraron Monilia roreri, poco tiempo después desarrollando estudios
méas detallados de la estructura de las hifas y el crecimiento de las conidias fue
reclasificado en 1978 como Moniliophthora roreri. Sin embargo, con lo semejante que
era su estructura biotica con Crinipellis perniciosa (Actualmente Moniliophthora
perniciosa), en 2002 fue nuevamente reclasificado con el nombre de Crinipellis roreri
que puede representar el estado asexual de C. pernisiosa. Finalmente, mediante una
caracterizacion molecular completa se vuelve de nuevo al género Moniliophthora

(Cubillos et al., 2019).

Tipos de Control

Quimico. ElI método quimico para el control de moniliasis tiene efectos
favorables, pero su alto precio es muy costoso, por lo que los productores buscan otras
alternativas mas econdmicas. Uno de los principales productos que se utilizan son los
fungicidas a base de cobre, estos tienen mayor porcentaje de inhibicion de las esporas de
Moniliophthora roreri, el funguicida Azoxystrobin segun varios estudios inhibe el 100%
de la germinacion de conidios y un 96% el crecimiento micelial, por lo que es
recomendable el uso de un buen manejo integrado de plagas (MIP) (Anzules Toala et al.,

2019).

Biologico. El control para Moniliophthora roreri se ha optado por
microorganismos endofitos, estos microorganismos nos ayudan a mitigar el 60 % de los
dafios que causa este hongo en las cosechas de cacao y asi disminuir su propagacion
(Suarez Contreras & Rangel Riafio, 2014). Segun (Aragén & Beltran Acosta, 2018),

hicieron un estudio de la aplicacion de T. stromaticum para el control del hongo M.
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perniciosa obteniendo buenos resultados para el control del hongo. La aplicacion de
hongos endofitos se demostrd que contienen metabolitos secundarios, ayudando a tener
resistencia sobre el ataque de enfermedades provocadas por bacterias, nematodos y

fitopatdgenos.

Cultural. Es uno de los principales métodos que se emplean para combatir las
enfermedades ocasionadas por hongos fitopatogenos, este control cultural consiste en
labores dentro de la plantacién como es la poda, remocién de mazorcas enfermas, manejo
de sombra y densidad de poblacion, aplicando estas labores se reduce un 50% en la

incidencia de enfermedades dentro de la plantacion de cacao (Guerrero et al., 2020).

Efectos de Extractos Vegetales en el Control ee Fungicidas

En el cacao no existe un control eficaz para el manejo de enfermedades, sin
embargo, se han planteado nuevas alternativas para disminuir la propagacion de hongos
fitopatdgenos, usando medidas que tenga un impacto ambiental bajo como son los
extractos botanicos. Los extractos presentan caracteristicas principales como
metabolitos secundarios que ayudan a generar estrategias de defensa en los tejidos de la

planta (Arcos Méndez et al., 2019).

Metabolitos secundarios

Los metabolitos pueden ser representados y cuantificados a través de diversos
métodos y técnicas analiticas. Estos métodos se establecen dependiendo de la reaccion
del metabolito con el liquido reactante para conseguir productos coloridos que se dan

mediante espectrofotometria de absorcion molecular (Rodriguez Barriga, 2020).

Tipos de Extractos Vegetales

Para obtener extractos vegetales el proceso es variable, los componentes que se

extraen son de los diferentes 6rganos vegetativos reproductivos, tales como raices, hojas,
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tallos, flores y frutos anticipadamente pulverizados a un tamafio de particula especifica y
en contacto con el liquido solvente. Los tipos de extractos que se presentan son por
extraccion, percolacion, arrastre con vapor y en la extraccion soxhelt se obtienen extractos
acuosos, aceites esenciales, etanodlicos u otros solventes para obtener diversos compuestos

acordes a su polaridad (Mesa et al., 2019).

Extracto de Hierba Luisa. Sus compuestos insecticidas poseen neral y
geraniol, estos poseen propiedades larvicida, asi como efectos inhibidores sobre
acaros, siendo esta una alternativa bioldgica para combatirlos. El aceite esencial, en
varios estudios ha demostrado tener eficiencia antimicrobiana (Martinez-Ruiz &

Larqué-Saavedra, 2018).

Extracto de Orégano. El extracto de orégano algunas de sus propiedades han
sido estudiadas por su buena capacidad antioxidante y antimicrobiana contra patdgenos
como Sallamonella typhimurim, Escherichia coli, entre otros para sustituir los aditivos
sintéticos en los alimentos. En la industria es muy importante su caracteristica porque
favorecen a la inocuidad y estabilidad de los alimentos contra algun patdgeno (Arcila

Lozano et al., 2004).

21



MATERIALES Y METODOS
Ubicacion
El experimento se desarroll6 en el laboratorio de fitopatologia de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias, que pertenece a la Universidad Técnica de Machala

(UTMACH), en la Av. Panamericana, 5,5 km via Machala-Pasaje, parroquia EI Cambio

en el canton Machala, provincia de El Oro.

Materiales y equipos

Equipos de laboratorio
e Estufa
e Cémara de flujo
e Microondas
e Mechero de bunsen
e Auto clave
e Licuadora

e Balanza

Materiales de laboratorio
e Algodon
e Vasos de precipitacion
e Probeta
e Botellas de vidrio
o Cajas Petri
e Mechero de alcohol
e PDA (Papa-Destroza-Agar)
e Cinta pléastica
e Cloranfenicol
e Alcohol
e Pinzas

e Agua destilada
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Material Vegetal

e Orégano (Origanum vulgare L.)

e Hierba Luisa (Cymbopogon citratus)

Metodologia

Aislamiento y purificacion del hongo M. roreri

La extraccion de la mazorca CCN-51 con sintomatologia de moniliasis, se extrajo
del jardin clonal de la Universidad Técnica de Machala (UTMACH), se procedio a retirar
la mazorca una vez identificado los sintomas y se coloco en fundas plasticas para evitar
la esporulacion de las esporas dentro de la plantacion, una vez en el laboratorio se saco
muestras de micelio de M. roreri y se coloco dentro las cajas Petri con PDA, la primera
siembra se evalud durante 14 dias y se selecciond las mejores muestras para la
purificacion del hongo durante el mismo tiempo, a temperatura ambiente (25°C), una vez
purificadas las muestras se utilizé las que tuvieron el mejor crecimiento micelial en el

desarrollo del experimento.

Preparacion de medio de cultivo PDA

Para el experimento se preparé 1500 ml de medio de cultivo (PDA), y se utilizd
820 ml para el desarrollo de los tratamientos , para elaborar el medio de cultivo se pesa
20 de PDA por cada 500 ml de agua purificada, se lleva al microondas durante 3 minutos
hasta observar una apariencia traslucida y se coloca 60mg cloranfenicol se remueve y se
afora con agua caliente hasta 500 ml en un vaso de precipitacion, finalmente con una
probeta se distribuye el PDA en botellas de vidrio en medidas de 70-80-90 ml de medio
de cultivo, se procede a llevar al esterilizador (autoclave) donde se purifica durante 20

minutos.
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Preparacion de extractos acuosos

El material vegetal que se utilizo, se baso en el estudio de articulos cientificos que
indican, él uso de extractos vegetales ayudan en el control de hongos patdgenos, para lo
cual se utilizo las siguientes plantas por las propiedades y metabolitos secundarios

presente en ellas:

e Orégano (Origanum vulgare L.)
e Hierba Luisa (Cymbopogon citratus)
Para la elaboracion de los extractos acuosos con material vegetal seleccionado, se
basé en la metodologia de (Boiteux, Hapon, Fernandez, Lucero, & Pizzuolo, 2015) en la

cual se modifico el procedimiento en funcion de los tratamientos.

Elaboracion de los tratamientos

Para la elaboracion de los tratamientos utilizamos tres matraces Erlenmeyer donde
colocamos el material fresco de las diferentes plantas, la dosificacion que se us6 en cada
Erlenmeyer fue: 60gr de Orégano/180ml de agua destilada; 60gr de Hierba Luisa/180ml
de agua destilada y una combinacion de 30gr de Orégano — 30 gr de Hierba Luisa/ 180ml
de agua destilada, se los lleva al autoclave y se lo deja durante 45 min para tener una
buena esterilizacion y concentracién de extracto puro, la relacion final peso/volumen fue
1:3.

Dosificacion

La dosis de que se establecio6 fue de 10-20- 30- ml de extracto de orégano, Hierba
Luisa y el combinado, se coloco en 10 botellas de vidrio con PDA con medida conocida
de 70-80- 90 ml, y como testigo absoluto utilizamos 100 ml de medio de cultivo, con el

propdsito de evidenciar la diferencia significativa de los tratamientos en relacion al

testigo.
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Siembra del hongo

Una vez terminada la dosificacion de los extractos, se procede a llevar a la camara
de flujo el hongo que previamente fue aislado y purificado, se plaquea las cajas Petri con
el nimero de tratamientos a utilizar con los diferentes extractos (Orégano, Hierba Luisa,
y Orégano - Hierba Luisa) se espera que se solidifique las cajas Petri con PDA , y se
extrae un micelio del hongo M. roreri con la ayuda de un saca bocado y se lo coloca en
la caja Petri con el extracto , se procede a sellar la caja con plastico para evitar cualquier
contaminacion se le hace una marca o una nomenclatura que indigue el tratamiento y la
dosis que se empleo, la toma de datos se realiza dos veces por semana durante 21 dias
para la medicion del crecimiento micelial radial se realiza una division de la caja Petri
en cuatro cuadrantes A-B-C-D y se obtiene los datos semana a semana.

Tratamientos con Extractos

Tabla 1. Dosificacién de los tratamientos aplicados en el control del hongo M. roreri a

nivel in vitro.
Tratamientos Coneentraciones Extractos Dosificacion(ml)
(%/ml) (PDA+EXTRACTO)

T1 10 Orégano+PDA 90 + 10
T2 20 Orégano+PDA 80+ 20
T3 30 Orégano+PDA 70+ 30
T4 10 Hierba Luisa+PDA 90 +10
T5 20 Hierba Luisa+PDA 80 + 20
T6 30 Hierba Luisa+PDA 70 + 30
T7 10 Orégano/Hierba Luisa + PDA 90 + 10
T8 20 Orégano/Hierba Luisa + PDA 80+ 20
T9 30 Orégano/Hierba Luisa + PDA 70 + 30
T10 100 PDA 100
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Variable de estudio

La variable de estudio a evaluar fue el crecimiento micelial de Moniliophthora
roreri a nivel in vitro, en base a la aplicacion de diferentes dosis de extractos acuosos de

Orégano y Hierba Luisa.

Procedimiento estadistico

Disefio 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 atil en unidades experimentales homogeéneas (UE), promoviendo el
maximo namero de grados libertad del error, flexibilidad nidmero de tratamientos y
replicas.

Ykn =p+ Tk+ ¢ Ykn=p+TKk+Kkn

e Ykn= variable de respuesta
e p=mediaglobal T

e k= efecto del tratamiento
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RESULTADOS Y DISCUSION

Gréfico 3. Primera Evaluacién
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Grafico 4. Segunda Evaluacién
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Graéfico 5. Tercera Evaluacion

Grafico 6. Cuarta Evaluacion
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Grafico 7. Quinta Evaluacion
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Como se observa en los gréaficos 3-4-5-6 y 7, las evaluaciones periédicas de los

diferentes tratamientos se evidencia el buen control que mantiene sobre el crecimiento
micelial del hongo fitopatdgenos M. roreri, destacando los tratamientos a base de extracto
acuoso de orégano en las dosis 30% - 20% y 10%. Segun (Caballero & Castro, 2018),
indican que el aceite esencial de orégano estd compuesto de terpenos, timol, fenoles y

carvacrol, los cuales han mostrado efectos en la inhibicion de hongos fitopatdgenos.

Con los datos obtenidos en la investigacion, se realizaron la prueba de normalidad
y homocedasticidad, Shapiro-Wilks y Levene, para determinar si cumplen
respectivamente cumplen con dichos supuestos. Se evidencio que los datos recopilados
no tienen una varianza homogénea, ni una distribucion normal, por lo tanto, se procedio

a realizar un analisis no paramétrico mediante la prueba de Kruskal-Wallis.
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Grafico 8. Prueba de Kruskal Wallis

Pruceba de Kruskal Wallis

Wariable TRAT Trat. N Medias D.E. Medianaszs
%Efﬁgmumg HIEEBALUISA (10ML) 1 4 4,21 0.02 4,20

33.01 0.0001

DATOS HIEEBALUISA (20ML) 2 4 4,20 0.01 4,20
DATOS HIERBALUISA (30ML) 3 4 4,21 0.02 4,20
DATOS HIEEBALUISA + QREGAND, , 4 4 H.EE 0.00 4.25
DATOS HIEEBALUISA + QREGANC, . 5 4 4,25 0.00 4,25
DATOS HIEEBALUISA + QREGANC, . 6 4 4,21 0.02 4,20
DATOS OCREGANO (10ML) 7 4 3.77 0.40 3.77
DATOS OCREGANC (Z20ML) 3 4 1.63 1.12 1.9%
DATOS OREGAND (30ML) 5 4 0.48 0.52 Q.00
DATOS TEST 10 4 4,18 0.05 4.18

Gréfico 9. Prueba de Comparacion de medianas

Letrazs distintas indican diferencia=s significativas (p<=0.05)
Trat. Eank=

OREGANC [(30ML) 3.13 A

CREGANC [20MHL) S.88 A B

OREGANC (10ML) 11.38 A B C

TEST 18.75 A B C D

HIERBALUISA (20ML) 20.75 B C D E

HIEEBALDOISA |10ML) 24 .38 C D E

HIERBALUISA + QBEGANO,. 24,38 C D E

HIERBALOISA | 30ML) 24 .38 C D E

HIERBALUISA + QBEGANO,. 36.00 E

HIERBALUDOISA + QOBEGANO,.. 36.00 E

Como se observa en el grafico 8, la prueba de Kruskal-Wallis, demuestra que al
menos un tratamiento es estadisticamente diferente al resto y en el grafico 9 observamos
la comparacion de rango de medianas, que muestra las diferentes agrupaciones y niveles,

por lo tanto, letras iguales entre tratamientos no son significativamente diferentes.

En el cuadro 9, en la prueba de comparacion de medianas de acuerdo al
crecimiento micelial (mm), se observan 7 niveles de agrupamientos entre los datos

estudiados, esta prueba nos indica que los tratamientos T1 (extracto acuoso de Orégano
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al 10%); T2 (extracto acuoso de Oregano al 20%); T3 (extracto acuoso de Orégano al
30%), son estadisticamente superior al resto de tratamientos e iguales entre si. Estos datos
obtenidos son similares a los reportados (Andrade, y otros, 2017), que indican los aceites
y extractos de orégano presenta actividad inhibitoria contra hongos fitopatdgenos, donde
actia en la membrana citoplasmatica, la degradacion de la pared celular, dafio de las
proteinas y la coagulacion del citoplasma. El carvacrol presente en el orégano, presenta
un mecanismo donde es capaz de desintegrar la membrana externa de las bacterias,

provocando la salida de ATP e inhibiendo su actividad.

Por altimo, los tratamientos T4 (extracto acuoso de Hierba Luisa al 10%); T5 (extracto
acuoso de Hierba Luisa al 20%); T6 (extracto acuoso de Hierba Luisa al 30%); T7
(extracto acuoso de Orégano + Hierba Luisa al 10%); T8 (extracto acuoso de Orégano +
Hierba Luisa al 20%); T9 (extracto acuoso de Orégano + Hierba Luisa al 30%), como se
observa en el cuadro comparacion de medianas, no presentaron un efecto inhibitorio sobre
el crecimiento micelial del hongo Moniliophthora roreri a nivel in vitro, es decir son

estadisticamente iguales en relacion al T10 (testigo absoluto).
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CONCLUSIONES

En condiciones controladas de laboratorio, los tratamientos que presentaron
mayor efecto inhibitorio fueron T1 (extracto acuoso de Orégano al 10%); T2
(extracto acuoso de Orégano al 20%); T3 (extracto acuoso de Orégano al 30%)
son estadisticamente iguales y superiores al resto de los tratamientos.

Los tratamientos los tratamientos T4 (extracto acuoso de Hierba Luisa al 10%);
T5 (extracto acuoso de Hierba Luisa al 20%); T6 (extracto acuoso de Hierba Luisa
al 30%); T7 (extracto acuoso de Orégano + Hierba Luisa al 10%); T8 (extracto
acuoso de Orégano + Hierba Luisa al 20%); T9 (extracto acuoso de Orégano +
Hierba Luisa al 30%), no tuvieron efecto inhibitorio sobre el hongo
Moniliophthora roreri, es decir son estadisticamente iguales al testigo absoluto.
Se observo que en la combinacion de extractos acuoso de Orégano y Hierba luisa,
no hubo una sinergia entre si, y se perdio el efecto inhibitorio sobre el crecimiento

micelial de Moniliophthora roreri.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios en campo, aplicando diferentes concentraciones
y tipos de extractos que inhiban el crecimiento micelial de distintos hongos
fitopatdgenos.

Dado los resultados bastantes satisfactorios del extracto acuoso de orégano en
dosis de 10ml -20ml - y 30ml, probar en futuras investigaciones con aceites
esenciales en dosis mé&s bajas.

Realizar més estudios enfocados al uso de extractos botanicos, con potencial
antifngico como una alternativa de control al manejo de enfermedades
ocasionadas por hongos fitopatdgenos, bajo el contexto de una agricultura que

minimice el impacto ambiental.
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ANEXOS

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