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RESUMEN

Uno de los principales problemas en la produccion de las hortalizas es el hongo Fusarium
oxysporum, el cual se caracteriza principalmente por afectar el crecimiento de la planta en
general. En la actualidad, se utilizan fungicidas quimicos para controlar la proliferacion de este
hongo. Sin embargo, muchas especies botanicas tienen compuestos metabdlicos que tienen
actividad anti fangica, por esta razon, se estudia la posibilidad de utilizar diferentes tipos de
extractos provenientes de diferentes especies de plantas. En esta investigacion, se evalud el
efecto de tres extractos etandlicos de las especies vegetales: ruda (Ruta graveolens), cola de
caballo (Equisetum bogotense) y diente de le6n (Taraxacum officinale) para la inhibicion del
crecimiento de Fusarium oxysporum, los cuales fueron extraidos mediante el método de
ultrasonido. Por otra parte, la actividad del extracto depende del tipo de planta a utilizar y de
su tiempo de evaluacion; se determind que los tres extractos utilizados tienen una alta actividad
anti fangica sobre el hongo, especialmente cola de caballo, que al medir su crecimiento
micelial, fue el extracto con mayor inhibicion del hongo a 5% de concentracién y esto, gracias
a la presencia de metabolitos secundarios. Mientras que en la variable de UFC/ml se determino
que el mejor extracto fue hojas de ruda al 5%, mientras que al 10%, raiz de diente de ledn.
Asimismo, se considera que los resultados de este trabajo abren la posibilidad de desarrollar
biofungicidas para el control de enfermedades, y minimizar la utilizacion de fungicidas
quimicos.

Palabras clave: anti fungico, extracto, cola de caballo, Fusarium oxysporum, ultrasonido.



ABSTRACT

One of the main problems in the production of vegetables is the Fusarium oxysporum fungus,
which is mainly characterized by affecting the growth of the plant in general. Currently,
chemical fungicides are used to control the proliferation of this fungus. However, many
botanical species have metabolic compounds that have antifungal activity, for this reason, the
possibility of using different types of extracts from different plant species is being studied. In
this research, the effect of three ethanolic extracts of the plant species was evaluated: rue plant
(Ruta graveolens), horsetail plant (Equisetum bogotense) and dandelion plant (Taraxacum
officinale) for the inhibition of the growth of Fusarium oxysporum, which were extracted using
the ultrasound method. On the other hand, the activity of the extract depends on the type of
plant to be used and its evaluation time; it was determined that the three extracts used have a
high antifungal activity on the fungus, especially horsetail, which, when measuring its mycelial
growth, was the extract with the greatest inhibition of the fungus at 5% concentration and this,
thanks to the presence of secondary metabolites. While in the CFU/ml variable it was
determined that the best extract was rue leaves at 5%, while dandelion root at 10%. Likewise,
it is considered that the results of this work open the possibility of developing biofungicides
for the control of diseases, and minimize the use of chemical fungicides.

Key words: antifungal, extract, horsetail plant, Fusarium oxysporum, ultrasound.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Antecedentes

Los hongos fitopatdgenos son aquellos que causan pérdidas que a menudo son severas en
los cultivos, y a pesar de que existe un sin nimero de productos quimicos-sintéticos para su
control, esto no ha sido suficiente para eliminarlos en su totalidad. Si bien es cierto, estos
hongos poseen mecanismos muy complejos por lo que son capaces de producir dafios en los
cultivos. Es por esta razon, que los agricultores han decidido utilizar productos agroquimicos
como fungicidas e insecticidas para controlar los hongos, pero produce no solo un impacto
ambiental, sino también que las poblaciones de organismos benéficos también disminuyen,
ademas, las fuentes de agua se contaminan y pensando en el consumidor final, al usar

agroquimicos tendrian un efecto sobre la salud de los seres humanos (Martinez, 2009).

Si bien es cierto, el uso de productos agroquimicos no solo tiene un uso intensivo para la
produccién de los cultivos, sino también su uso inadecuado puede traer varias consecuencias
como: altos costos de produccion, disminucion de la rentabilidad del cultivo; basqueda de
resistencia del patégeno para defenderse. Asimismo, existe un efecto residual muy alto de

fungicidas en el cultivo lo que produce efectos en la salud humana y en el medio ambiente.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2007), 3 millones de personas, la
mayoria pertenecientes a paises en desarrollo, terminan intoxicadas por agroquimicos. Por otro
lado, la Organizacion Panamericana de la Salud (2007), resefia que, en 1978, la tasa de
intoxicacion aguda por el uso de agroquimicos fue de 0,8 por cada 100.000 habitantes; en el
afio 2004, aumentd a 15,2. El Ministerio de Salud Publica (2011) indica que uno de los
principales agentes causantes de intoxicaciones es el uso de agroquimicos, el 49,2% de 2.527

casos que fueron registrados, correspondié a intoxicaciones por agrogquimicos debido a un
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almacenamiento o aplicacion inadecuada. EI Ministerio de Ambiente (2003), estima que el uso
de estos productos fue de 3,31 toneladas por cada mil hectéreas y en el afio 2012, existié un

incremento que llegd a 4,82 toneladas.

Por esta razén, desde las Gltimas décadas del siglo XX, existe un mayor interés en buscar
alternativas que eliminen el impacto negativo que tienen los productos agroquimicos. Sin duda
algunas de estas alternativas, son el uso de extractos naturales, que han tenido un efecto
significativo, no solo para las plantas sino también para el medio ambiente y el consumidor;
puesto que se reduce la utilizacién de estos agroquimicos que tienen un costo elevado v,
ademas, su uso no provoca contaminacion ni afectacion a la salud del consumidor (Tripathi y
Dubey, 2004). Ademas, tienen caracteristicas antivirales, antimicrobianas o repelentes lo que
permite proteger los cultivos y aumentar la calidad del mismo, ademés a diferencia de los

agroquimicos, son menos toxicos y son mas facilmente degradables (Corpoica, 2002).

Justificacion

Es importante mencionar que, en nuestro pais, controlar hongos fitopatégenos con
extractos vegetales ha sido poco estudiado; si bien es cierto, hace muchos afios se conocian las
propiedades de diferentes especies de plantas y sus multiples usos, es decir que al momento de
usar ingredientes activos provenientes de plantas han sido de una forma més manual

(Tecnoagro, 2016).

Considerando la problematica que existe en cuanto a los hongos fitopatdgenos mas
prevalentes en los cultivos; uno de los principales problemas de la produccion en cultivos es el
ataque de Fusarium oxysporum. Lo que obliga a usar productos agroquimicos que tienen efecto

en la salud de los productores (Rodriguez y otros, 2000).
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Por otro lado, existe una tendencia a la produccién limpia y esto no solo es a nivel nacional,
sino también mundial; es por eso, que es necesario que se asegure el manejo adecuado de los
insumos utilizados para la produccién, donde al tener un mejor manejo integrado tanto de
plagas como de enfermedades, reduciria el impacto ambiental que tienen los productos
agroquimicos, ademas de garantizar la calidad del producto que se adquirira por el consumidor

final (Velazquez del Valle y otros, 2007).

Por este motivo, es necesario buscar una alternativa que sea mas viable para los
productores y esto nos permite conocer el efecto anti fingico que tienen los extractos vegetales
en este caso, la ruda, el diente de ledn y la cola de caballo, como biocontroladores y asi poder

combatir enfermedades causadas por el hongo.

Es importante mencionar algunas caracteristicas que justifiquen el uso de extractos de las
plantas anteriormente mencionadas. Por una parte, la ruda utilizada en huertas o en jardines
organicos, es capaz de imitar los mecanismos tantos de equilibro como de estabilidad que
necesita la naturaleza; es decir, sus principios ecolégicos. Ademas, con los extractos de la ruda,
ya sea, de tallo y hojas, estos contienen mas de cien sustancias como: Rutin, rutarin,
undecanona, limoneno, etc., permite que tenga una accion nematicida y desinfectante de suelos
y posee algunas propiedades fungicidas e insecticidas. Este mecanismo de accion empieza
desde la repelencia hasta la disuasién de su alimentacion, oviposicion y toxicidad tanto de

nematodos como insectos, ademas de inhibir el crecimiento de hongos (Bayona, 2012).

Por otra parte, el diente de ledn tiene principios activos que hace posible tener un efecto
estimulante sobre el suelo y el compost. Ademas, la presencia de potasio hace que las plantas
tengan una buena reaccion frente a la sequia lo que evita que exista un marchitamiento lento

(Yourzed, 2020).
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Finalmente, esta la cola de caballo que, gracias a su alto contenido de silice y saponina
toxica para hongos llamada Equisetonina, es utilizado como fungicida debido a que controla
diferentes tipos de hongos como Roya, Oidiosis, Mildiu, entre otras. Debido a su mecanismo
de accion donde se engrosan las paredes celulares, y esto hace que los hongos no puedan

penetrar en los tejidos del cultivo (Andrade, 2011).

Es por esta razon, que el estudio de los extractos vegetales tiene una gran importancia ya
que se busca que los productores agricolas hagan uso de productos bioldgicos que sean
generados a un menor costo, y lo mas importante que tengan un efecto menos contaminante

para el medio ambiente en relacion con los productos agroquimicos (Fonegra y Jiménez, 2006)

Asimismo, esta investigacion, se encamina en conocer el efecto de tres extractos vegetales
(cola de caballo, ruda, diente de ledn) como biofungicidas para el hongo presente en diferentes
cultivos, como es el caso de Fusarium oxysporum, hongo que causa la marchitez de algunas
plantas debido al bloqueo fisico de los vasos del xilema y ademas por produccién de toxinas,
hongo que puede ocasionar hasta un 100% de pérdidas la produccién del cultivo debido a su

agresividad al momento de ataque (Velazquez del Valle y otros, 2007).
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

Descripcion botanica y propiedades fungicidas de plantas utilizadas como extracto
Ruda (Ruta graveolens)

La ruda, R. graveolens, se conoce como una planta procedente del Mediterrdneo
Oriental. En la actualidad es cultivada en diversas partes del mundo como Canada, Estados
Unidos, México, Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Pert y Chile (Botanical Online, 2009).
Esta planta perteneciente a la familia de las Rutaceas, se reconocen por ser arbustos de hasta 1
m de altura con una raiz lefiosa y fasciculada. Su tallo, de estructura lefiosa en la base y con
ramas superiores herbaceas, es cilindrico y erguido (Endara y otros, 2008); (I11CA, 2005).

Posee hojas alternas, profundamente divididas, azuladas y muy aromaticas,
desprendiendo un aroma muy fuerte y caracteristico. Florecen formando en el extremo de los
tallos, abundantes flores amarillas que miden de 8 a 10 mm de diametro, generalmente con
cinco pétalos, dispuestas en inflorescencias cimosas y polinizadas por insectos (Alvarez, R.,
2008); (James, S., 2006). El fruto es una capsula que se abre por valvas para liberar un gran
numero de pequefias semillas (IICA, 2005).

La especie R. graveolens contiene sustancias como la rutina y la inulina, las cuales en
estudios han demostrado su efecto nematicida, ademas, se ha reportado que las hojas y las
flores contienen alcaloides y flavonoides con propiedades insecticidas y fungicidas.

En la actualidad, los metabolitos son quienes cumplen un rol importante que funcionan
como un mecanismo de defensa en las plantas ; es por esa razon, que en los ultimos afios se
estd volviendo al uso de plantas como fuentes de pesticidas ya que son mas seguros tanto para

el medio ambiente, como para la salud de los seres humanos (Guiracocha, 2014).



15

Cola de caballo (Equisetum bogotense)

Esta hierba es erecta que puede llegar a medir 50 cm de alto con rizomas muy ramificados
y oscuros. Sus tallos eréctiles, gréaciles y macizos tienen de entre 1 a 2 mm de diametro, ademas
de ser surcados por costillas muy marcadas (Ferreyra y Lorraine, 2012). Las hojas son muy
pequefias, reducidas a escamas de color café que se encuentran dispuestas en anillos espaciados
a lo largo del tallo. Los esporangios conocidos como su estructura reproductiva, se encuentran
en las puntas de las ramas en forma de un tipo de espigas pequefias, conocidos como estrdbilos,
pueden llegar a medir hasta 1,2 cm de largo, son de color café oscuro, y sus esporas, verdes
(Garden, 2020). Se encuentra principalmente en la regién Insular, costera y andina, pero
principalmente en Bolivar, Carchi y Chimborazo (Tropicos.org, 2020).

La especie (Equisetum arvense) se utiliza para el control de hongos por contener silice y
Equisetonia, saponina toxica para hongos como la Roya (heridas en las hojas), Oidiosis (polvo
blanco sobre las hojas), Mildiu (manchas blanquecinas debajo de las hojas), Phytophopthora
sp (pudricion y marchitez de plantas), Septoria (manchas oscuras en hojas), Botrytis sp.
(pudricién de brotes, flores y frutos), Alternaria (manchas oscuras en hojas), etc. El
engrosamiento de paredes celulares, es el principal mecanismo de accion y esto hace que la
penetracion del hongo sea impedida. La cola de caballo es utilizada de manera preventiva y

curativa (agroalimentando, 2015).

Diente de le6n (Taraxacum officinale)

Es una planta perenne que alcanza una altura de hasta 40 cm. Sus hojas estan en forma de
roseta basal, que varian bastante, desde enteras hasta divididas en I6bulos triangulares y sin
peciolo, presentan un borde dentado y pueden medir hasta 25 cm de longitud. Las raices son
gruesas y profundas de hasta 30 cm de longitud. Los tallos florales son cilindricos y no tienen

hojas, presentan una cabezuela floral en el extremo. Las flores se disponen en capitulos
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solitarios en el extremo de un pedunculo largo, cilindrico y hueco. El receptaculo donde se
sittan las flores es un poco aplanado sin escamas. Las flores son muy caracteristicas, ya que
estan formadas por diminutas y numerosas flores liguladas de color amarillo. Los frutos son
aquenios dotados de penacho, que forman un caracteristico vilano plumoso, el mismo que
presenta una forma esférica.

Las semillas del diente de ledn tienen la capacidad de extenderse gracias a su sistema de
diseminacion que las ayudan a volar lejos de la planta madre, alcanzando hasta 7 kilometros
de distancia, es por esta razén que la polinizacion es mas por el viento que por los insectos. Es
importante sefialar que las rosetas de variedades cultivadas son mucho méas grandes, ya que
pueden alcanzar hasta 50 cm de didmetro (Guiracocha, 2014).

Es altamente alcalino en la naturaleza y tiene fungicida natural que evita la proliferacion
de hongos y mohos. Para aprovechar bien los principios amargos del Diente de Ledn,
responsables del efecto estimulante que tienen sobre el suelo y el compost, y el potasio,
importantisimo en las reacciones de la planta frente a la sequia, para evitar un marchitamiento
prematuro, es muy importante recoger ésta planta entera y en flor. Muy util en praderas y

céspedes (Yourzed, 2014).

Utilizacion de extractos vegetales

El uso de los extractos vegetales para controlar los hongos patdégenos en una agricultura
ecoldgica trae consigo una alternativa importante por su efectividad, ademas de que su costo
es bajo y no contaminan al ambiente. Ademas, tienen caracteristicas antivirales,
antimicrobianas o repelentes lo que permite proteger los cultivos y aumentar la calidad del
mismo, ademas a diferencia de los agroquimicos, son menos toxicos y son mas facilmente

degradables (Corpoica, 2002).
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Inhibicion de fitopatégenos a nivel in vitro

La evaluacion de extractos vegetales sobre la inhibicion de patdgenos a nivel in vitro es la
primera fase que indica el potencial prometedor de una planta para ser usada en tratamientos
pre y poscosecha. La mayor parte de los estudios son basicos y solo se reporta la concentracion
en la cual se presenta un efecto inhibitorio, sin embargo, es necesario investigar sobre el efecto
de los extractos vegetales en aspectos moleculares, bioquimicos, morfoldgicos del hospedero
y del patdgeno para conocer el modo y mecanismo de accidn, el efecto toxicoldgico y asi
determinar cuales son los compuestos responsables de la actividad anti flngica y de esta
manera aislar e identificar los compuestos activos y los cambios moleculares, morfologicos y
bioguimicos que estos compuestos causan sobre el patégeno. A pesar de los multiples reportes,
aun no existe un consenso en las concentraciones del extracto para su evaluacion, que permitan
clasificar la respuesta bioldgica en compuestos activos e inactivos, lo que conlleva a que no
haya un rango de concentraciones definido entre autores para clasificar un extracto vegetal

como anti fungico promisorio (Cowan, M.M, 1999).

Extractos vegetales y metabolitos bioactivos de las plantas

Existe una tendencia mundial en donde se resume que el uso de extractos vegetales para
el control de plagas y enfermedades, ha ido aumentando de manera considerable en los ultimos
afios. El conocimiento tradicional permite que se busquen alternativas terapéuticas con el uso
de plantas reconocidas (Cordell,G, 2000). Los metabolitos secundarios que presentan las
plantas como compuestos nitrogenados, fenoles, terpenos, entre otros., hacen gque sirvan como
mecanismo de defensa debido a que mucho de éstos tienen propiedades antimicrobianas. Estos
metabolitos no solo presentan estas propiedades sino que también, cumplen la funcion de
proteccién contra los depredadores, microorganismos fitopatdgenos, asi como también algunos

tipos de estrés abidticos como la exposicion a los rayos UV (Avalos Garcia, A., 2000); (Cowan,
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M.M, 1999).Gracias a que en los Ultimos afios se han hecho investigaciones en plantas, se ha
evidenciado que estas tienes funciones bioldgicas y quimicas de defensa gracias a la cantidad
de compuestos que tienen que hacen posible que funcionen biolégicamente en contra de hongos
(Avalos Garcia, A., 2000).

Existen compuestos como los terpenos que actian como defensa de plantas como toxinas
y elementos que disuaden en la alimentacion tanto de mamiferos como de insectos y estos
disminuyen la permeabilidad de la membrana celular lo que hace posible que las mitocondrias
se reduzcan de manera dréstica y esto hace que se perjudique la respiracion de los insectos.
Existen otros compuestos fendlicos como las cumarinas, flavonoides, ligninas y taninos que
brindan rigidez a la pared celular o tejidos, lo que hace que actien como repelentes, generando
asi una muerte celular (Gersehenzon, J y Croteau, R., 1992); (Dixon, R.A, 2001); (Dixon, R.A.

y Paiva, N.L., 1995); (Wuyts, N, y otros,. 2006) (Avalos Garcia, A., 2000).

Meétodos de extraccion y caracterizacion de extractos vegetales

Existen diferentes maneras de obtener los extractos, los diferentes compuestos obtenidos
se extraen de diferentes partes vegetativas de la planta como raices, hojas, tallos, flores y frutos,
que previamente son trituradas ya sea por peso 0 por un tamafio de particula determinado,
siempre en contacto con un solvente. Existen muchas técnicas de extraccion como la
percolacion, el arrastre con vapor, ultrasonido, entre otras. En la extraccion Soxhlet se pueden
obtener extractos acuosos, etandlicos, aceites esenciales o a su vez, se puede utilizar diversos
compuestos dependiendo la polaridad. Después de la extraccion, la mezcla es filtrada y el
material insoluble se lava con el solvente para que asi se tenga un extracto concentrado. Existen
diferentes métodos que se emplean para realizar una extraccion y dependiendo del que se
utilice, se presentardn altos rendimientos de extraccion, ademas de una variedad de

componentes debido a las caracteristicas polares. Gracias a técnicas como la espectrofotometria
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de masas (HPLD-DAD-MS) vy la resonancia magnética nuclear (RMN) se permite aislar

componentes principales de las plantas (Maldoni, B., 1991)

Extraccion por ultrasonido

El ultrasonido se propaga a través de ondas mecénicas que conforman un conjunto de
ciclos. Estos ciclos son definidos por altas denominadas compresiones y bajas presiones,
rarefacciones, todas estas combinadas (Awad, T.S. y otros., 2012); (Musielak, G., y otros.,
2016). Existen caracteristicas en las ondas de ultrasonido como:

e Longitud (m): distancia entre dos puntos de compresion o rarefaccion.

e Amplitud (m): altura maxima de una onda.

e Frecuencia (Hz): nimero de ciclos por unidad de tiempo.

e Velocidad (m/s): producto de la frecuencia por la longitud de onda.

e Potencia (W): cociente entre la energia transportada y el tiempo considerado.

Intensidad (W/cm?): cociente de una unidad de potencia a través de una unidad de area.

Las ondas que se encuentran implicadas en el ultrasonido se les conoce como ondas
ultrasonicas, sus frecuencias estan por encima del intervalo (>20 kHz) y por debajo de
frecuencias de microondas (hasta 10 MHz) (Kadam, S.U. y otros , 2015)

La extraccién por ultrasonido tiene una fuerza impulsadora acustica, que es capaz de
realizar una serie de compresiones y rarefacciones en el solvente que se utiliza en el extracto y
esto hace posible que se formen burbujas ya que existen cambios de temperatura y presion

(Shirsath, S.R. y otros, 2012).

Evaluacion de actividad bioldgica de extractos vegetales en hongos fitopatdégenos

Cuando se obtienen tanto los extractos vegetales como los compuestos, para poder evaluar

su potencial bioldgico se los hace a través de pruebas a nivel in vitro e in vivo. La mayoria de
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sus evaluaciones consisten en exponer al hongo a diferentes concentraciones de extracto en un
medio PDA (agar-papa-dextrosa) (Nene, Y.L. y Thapilyal, P.N., 2000). Por otro lado, existen
los macrométodos que son aquellos que se basan principalmente en analizar una difusion en
disco de agar, el cual determina la inhibicion en una concentracion de extracto determinada
empleando asi un fungicida sistémico como control positivo. Otros de los métodos que se
emplean es “envenenar” el medio de cultivo, en el que se adiciona una concentracidon conocida
de extracto y esta se disuelve en el testigo absoluto, posteriormente se adiciona un indculo del
patdégeno para finalmente ser evaluado. A su vez, existen también los micro métodos que se
diferencian principalmente de los macro métodos porque se realizan mediante micro platos
estériles para determinar una concentracion minima inhibitoria (MIC), para seguir la variacion
que tiene el crecimiento del patdgeno se realizan una densidad Optica, la cual consiste en la
suspension de las esporas de cada uno de los hongos evaluados, en una concentracion
aproximada de 2,5x10* esporas/ml donde la primera evaluacion se la realiza durante los
primeros 30 minutos y pasadas las 48 horas, a una temperatura de 25°C (Avalos Garcia, A.,

2000)

CAPITULO IIl: OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1 Objetivo General

Identificar la actividad anti fungica de los extractos de cola de caballo, diente de le6n'y
ruda sobre el hongo fitopatdgeno Fusarium oxysporum, causante de varias enfermedades en

cultivos de importancia econémica

3.2 Obijetivos especificos

Determinar el efecto anti fungico de ruda, cola de caballo y diente de lebn mediante

conteo de esporas y crecimiento micelial.
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2 Comparar el crecimiento y desarrollo de Fusarium oxysporum en el medio inoculado con
ruda, cola de caballo y diente de ledn.

3 Identificar qué extracto tiene mayor control contra Fusarium oxysporum

3.3 Hipotesis
Los tres extractos vegetales ruda, cola de caballo y diente de le6n son eficientes para el

control de Fusarium oxysporum.

CAPITULO IV: MATERIALES Y METODOS

4.1 Material biologico
4.1.1 Extractos vegetales.

El material vegetal empleado consistio en colectar flores y raiz de la especie diente de ledn
(Taraxacum officinale), planta entera de cola de caballo (Equisetum bogotense); mientras que
con la ruda (Ruta graveolens) se considerd hojas, tallo y raiz; este material fue recolectado en

horas tempranas de la mafiana, encontrandose las plantas en la fase fenoldgica vegetativa.

4.1.2 Preparacion de muestras.

Las partes vegetativas (planta entera, raiz, tallo y hojas) se lavaron con agua para
eliminar la tierra y se secaron durante 30 minutos. Posteriormente, se introdujo en la maquina
agitadora, las partes vegetativas con diferentes pesos de acuerdo con el material vegetal
utilizado para los tratamientos, cada uno mezclado con 100 ml de alcohol absoluto, es decir al
99.8%. Esta actividad se realiz6 durante una hora mediante ultrasonido. Finalmente, se obtuvo

el extracto.

4.2 Equipos
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4.2.1 Camara de flujo laminar.

La camara de flujo laminar proporciona aire limpio en el &rea de trabajo y brinda un
flujo constante de aire hacia fuera de ésta para que se impida que entre aire a la habitacion. El
aire que sigue hacia el exterior de la cdAmara, elimina contaminantes que el personal pueda
introducir en el area que se va a trabajar. Una de las partes mas importantes de la camara de
flujo laminar es el filtro HEPA (fuente de aire) ya que tiene una alta eficiencia para poder
retener bacterias. Una vez que el aire para a través de un filtro que retiene contaminantes con
particulas mayores como pelusas y polvo, se dirige a este filtro HEPA para controlar particulas

de hasta 0,3 um o mayores lo que elimina contaminantes hasta un 99.97% (Shors, 2009)

4.2.2 Camara de Neubauer.

También conocida como hemocitometro, tiene un cubreobjetos de cuarzo y un
portaobjetos de un grosor mayor a los comunes. En la parte superior del portaobjetos, existen
cuatro canales longitudinales y otro transversal central. Tanto la parte inferior como superior
del canal transversal central de la camara, se encuentran dos rejillas de 9 mm? de superficie, las
cuales estan subdividas en una cuadricula mas pequefia. Para el conteo de las esporas, es
necesario localizar el cuadro central de la rejilla, es decir, ubicar la cuadricula de 25 cuadros
de 0,04 mm?, esto enfocado con el objetivo 10x. Posteriormente, se cambio de lente al objetivo
40x y se procede al conteo de las esporas. Para que los resultados sean mas preciso, se

recomienda tener un conteo entre doscientas y trescientas células por muestra (Morales, 2004).

4.3 Método de laboratorio
4.3.1  Método de extraccion por ultrasonido.

Todas las muestras de cola de caballo, diente de ledn y ruda con sus respectivas partes

vegetativas, es decir, planta entera para cola de caballo; flores y raiz para diente de ledn; raiz
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tallo y hojas para ruda, que previamente fueron pesadas y secadas, se ubicaron en la maquina

de extraccion por ultrasonido durante 60 minutos con 100 ml de alcohol absoluto.

4.3.2 Esterilizacion de extractos.

Los extractos vegetales fueron filtrados mediante papel filtro y éstos fueron colocados
en la cAmara de flujo laminar para su esterilizacion. Posteriormente, se realizd una micro-

filtracion con “milipores” y se puso el extracto en frascos previamente esterilizados.

4.3.3 Cultivo de Fusarium in vitro.

En la camara de flujo laminar, se realizaron varias replicaciones de las cepas obtenidas
en el laboratorio de Biotecnologia Agricola y Alimentos de la USFQ, donde con el uso de
palillos, se extrajo el micelio de estas cepas y fueron replicadas en cajas que solo contenian
PDA. Las cajas Petri fueron selladas con Parafilm para evitar su contaminacion. Para el

crecimiento del hongo, las cajas fueron llevadas a una incubadora con una temperatura de 25°C.

4.3.4 Preparacion de medios de cultivo y unidades experimentales

Se prepard 1.5 L de medio de cultivo PDA de acuerdo a la metodologia convencional,
el medio se esterilizd en autoclave a 121°C durante 20 minutos y se dejo enfriar. Para la
evaluacion de cada extracto se separaron por cada especie de planta en dos Erlenmeyer, 190
ml y 180 ml de PDA liquido enfriado a temperatura ambiente. Al primero se afiadié 10 ml y al
segundo 20 ml del extracto correspondiente, obteniendo asi las dos concentraciones a evaluar
al 5y 10% respectivamente. La mezcla de cada uno de los dos Erlenmeyer conteniendo las
respectivas concentraciones del extracto de cada especie se dispensé a once cajas Petri que
constituyen las réplicas de cada tratamiento. Tanto la preparacion de las concentraciones como

el dispensado, se realiz6 en una camara con ambiente estéril.
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Para el control, se separd otro Erlenmeyer con 200 ml de PDA y se dispenso
directamente en cajas Petri obteniendo el mismo nimero de réplicas. A los tratamientos de
extractos al 5% con su respectivo control se los denominard Experimento 1, mientras que a los

del 10% se los denominara Experimento 2.

4.3.5 Siembra de Fusarium oxysporum

Las cajas Petri que contenian tanto solo PDA para el control, como los tratamientos
PDA + extracto, se llevaron a una cdmara de bioseguridad donde se realizd la siembra
de Fusarium oxysporum, para ello, se extrajo de cajas Petri donde se cultivd previamente el
patogeno y con la ayuda de un sacabocado una muestra de 4.3 cm de diametro la cual se ubico
en el centro de cada caja tratamiento y control y en todas las réplicas, se sellé con parafilm para
evitar contaminacion y luego se llevaron a incubadora a 25°C donde se las mantuvo por 8 dias

hasta su evaluacion.

4.3.6 Crecimiento micelial y UFC/mi

Se utiliz6 una regla milimétrica para medir el crecimiento micelial de cada tratamiento. Para
las UFC/mlI, una vez que el testigo alcanzé el desarrollo completo en las cajas Petri, fueron
trasladados a la camara de bioseguridad. En cada caja se afiadio 1 ml de agua destilada para
posteriormente mezclar cuidadosamente el micelio del hongo con ayuda de un triangulo de
vidrio. Esta mezcla se llevd a un frasco estéril que tenia en la parte superior papel filtro.
Después con una micropipeta, se extrajo 1 pl de la mezcla e inmediatamente se coloco en una
camara de Neubauer.

Esta camara fue llevada al microscopio para visualizar las unidades formadoras de

colonia por mililitro.

4.4 Método estadistico
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4.4.1 Disefio experimental.

El disefio experimental utilizado fue DCA (disefio completamente al azar), el cual se
caracteriza por presentar experimentos de una via o un criterio de clasificacion sin interaccion,
es decir, sus unidades experimentales no pueden reaccionar o responder a un tratamiento de la
misma manera o con la misma capacidad gracias a las diferencias intrinsecas (Sanchez O., J.,
2018). Se evaluaron 6 tratamientos: extracto de tallo y raiz de ruda vs. Fusarium, extracto de
hojas de ruda vs. Fusarium, extracto de planta entera de cola de caballo vs. Fusarium, extracto
de raiz de diente de ledn vs. Fusarium y extracto de flores de diente de ledn vs. Fusarium.
Incluyendo un control Fusarium sin extracto, cada tratamiento fue replicado 11 veces para la
evaluacion de crecimiento micelial.

Por otra parte, para la evaluacion de UFC/ml se utilizaron los mismos tratamientos, pero solo

tres repeticiones.

4.4.2 Prueba de significacion estadistica.

Para el andlisis funcional de la variancia que incluye un conjunto de técnicas que se
utilizan para obtener mayor informacién de los factores cuando estos constituyen efectos fijos,
es necesario utilizar pruebas de significacion estadistica ya que éstas permiten agrupar a los
tratamientos en rangos para identificar los mejores y peores tratamientos en base a la magnitud
de sus medias. Para conocer qué extracto tuvo una mayor inhibicion de Fusarium oxysporum,
se utilizd la prueba de rango multiple de Duncan, la cual consiste realizar comparaciones

mediante todas las medias de los tratamientos (Sanchez O., J., 2018).
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4.4.3. Variables de respuesta.

Las variables utilizadas para determinar qué extracto tuvo mayor inhibicién del
hongo Fusarium oxysporum fueron crecimiento micelial medido en cm y unidades formadoras
de colonia por ml (UFC/ml).

4.4.3.1 Crecimiento micelial.

Para los datos de la variable de crecimiento micelial, tomados cada dos, cuatro, seis y
ocho dias, se utiliz6 una regla milimétrica para medir dos valores por cada caja (horizontal y
verticalmente) (Anexo A). Posteriormente, se sacO el promedio de estos dos valores para
finalmente obtener el crecimiento del hongo por caja.

Para analizar el porcentaje de crecimiento y el porcentaje de inhibicion del crecimiento
del hongo para los tratamientos, se utilizo la siguiente formula, segun (Viscaino, 2007):

Diametro de crecimiento del hongo en el extracto

% de crecimiento = — - x100
Diametro del control negativo

% de inhibicion = 100 — % de crecimiento

4.4.3.2 Unidades formadoras de colonia por ml (UFC/ml).

Una vez que se alcanzo el desarrollo completo del control, se procedio a contar las
unidades formadoras de colonia por ml de cada repeticion. Cabe mencionar, que la
cuantificacion de las unidades formadoras de colonia por ml (UFC/ml) es un método sencillo
que se utiliza para la enumeracion de hongos y bacterias. Para determinar las UFC/ml se utilizo

la siguiente formula (Arana, y otros, 2010):

_X de colonias por placaxfactor de diluciéon

UFC/ml=

ml de la muestra sembrada

Adicionalmente, se utilizo la primera dilucion para el conteo de las esporas.



CAPITULO V: RESULTADOS

A continuacion, se presentan las tablas de resultados del Experimento 1: Evaluacion de

extractos al 5%.

Tabla # 1 ANOVA para el crecimiento micelial del hongo medido en cm, con 5 % de
concentracion

FVv GL CM Fc Ft
Total 65 - - -
Tratamientos 5 5.68999 290.078* 2,37
Erro Exp. 60 0.01962
p<0,05 *Significativo
CVv=26,15% Sy=0.0422 Sd= 0.0597
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En base al ANOVA realizado para el crecimiento micelial con extracto al 5%, medido

en cm, se observo que existe diferencia significativa en los tratamientos. El anlisis de los

componentes de la variancia, demuestra que la variancia entre los tratamientos es relativamente

alta debido al diferente comportamiento de los tratamientos en cuanto a la inhibicion de

Fusarium.

Tabla # 2 Prueba de rango multiple de Duncan de crecimiento micelial (cm) con 5 % de

concentracion

Ruda Ruda . . .
Cola caballo (P.E) (tallo-raiz) | (hojas) Diente (raiz) | Diente (flores) | Control
5 1 2 4 3 6
y 0.07 0.12 0.24 0.3 0.51 1.97
Rango d c c b b a

A partir de las medias estimadas para la variable de crecimiento micelial con extracto

al 5 % de concentracion, se determind si entre los tratamientos aplicados, eran iguales o

diferentes. En la tabla 1, se observa que cada tratamiento tuvo un comportamiento diferente.

Al aplicar la prueba de Rango Multiple de Duncan, donde el rango d es el de mayor inhibicion

del hongo, y el rango a, de menor inhibicidn, se obtuvo que el que mayor inhibicion del hongo
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al mezclar el extracto al 5% fue cola de caballo (planta entera) que al estimar el crecimiento

micelial tuvo una magnitud de 0.07 cm en promedio, mientras que como se esperaba, el control

fue el tratamiento que menor inhibicion tuvo ya que, su resultado fue de 1,97 cm en promedio.

(Anexo B)
Tabla # 3 ANOVA para variable: UFC/ml con 5% de concentracion
FV GL CM Fc Ft
Total 17 - - -
Tratamientos 5| 6.85E+17 63.818* 3,11
Erro Exp. 12 | 1.07E+16
p<0,05 *Significativo
CVv=40.06% Sy=5.98E+07 Sd= 8.46E+07

En base al ANOVA realizado para la variable UFC/ml, se observa que existe diferencia

estadistica en los tratamientos, por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula, ya que no todos los

tratamientos presentaron el mismo control para el hongo. El analisis de los componentes de la

variancia, muestra que para los tratamientos la variancia fue alta debido al efecto de los

diferentes extractos para esta variable.

Tabla #4 Prueba de rango multiple de Duncan de UFC/ml 5% de concentracion

Ruda | Ruda(tallo- Cola Diente Diente
(hojas) raiz) (P.E) (raiz) (flores) Control
2 1 5 4 3 6
y 4.50E+07 | 4.67E+07 |5.83E+07 | 7.50E+07 | 9.33E+07 | 1.23E+09
Rango b b b b b a

Al comparar las medias de los tratamientos de la variable de UFC/ml, se obtuvo que el

extracto que tuvo menor esporas de Fusarium fue de hojas de ruda con 4.50E+07 UFC/ml en

promedio, mientras que como se esperaba, el control tuvo un resultado de 1.23E+09 UFC/ml

en promedio. Sin embargo, es necesario mencionar que no existio diferencia entre los

tratamientos con extracto al 5% pero si en relacion con el control (Anexo C).
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A continuacion, se presentan las tablas de resultados del Experimento 2: Evaluacion
de extractos al 10%

Tabla #5 ANOVA de variable UFC/ml con 10% de concentracion

FV GL CM Fc Ft
Total 17 - - -
Tratamientos 5| 7.40E+17 69.975* 3,11
Erro Exp. 12 | 1.06E+16

p<0,05 *Significativo
CV=46,87%

Sy=5.94E+07 Sd= 8.40E+07

En base al ANOVA realizado para la variable UFC/ml con extracto al 10%, se observa
que existe diferencia estadistica en los tratamientos, por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula,
ya que todos los tratamientos presentaron diferentes niveles de control de Fusarium. El analisis
de los componentes de la variancia, demuestra que para tratamientos la variacion es alta, debido

a que se obtuvieron respuestas diferenciadas para cada extracto evaluado para esta variable.

Tabla #6 Prueba de rango mdultiple de Duncan de variable UFC/ml con 10% de
concentracion

I?rIZinz t)e (taﬁgﬂgiz) Diente(flores) | Cola (P.E) (E(;inz) Control
Tratamientos 4 1 3 5 2 6
y 1.00E+07 | 1.67E+07 1.67E+07 1.83E+07 | 2.17E+07 | 1.23E+09
Rango b b b b b a

Al comparar las medias de los tratamientos de la variable UFC/mI con extracto al 10%,

se obtuvo que el extracto con menor nimero de unidades formadoras de colonia por ml, fue
diente de ledn (raiz) con 1.00E+07 UFC/ml y como se esperaba, el control fue el de mayor
UFC/ml con un resultado de 1.23E+09 UFC/ml, pero cabe mencionar, que entre extractos no
existio diferencia significativa y ocuparon un mismo rango de significacion ,pero presentaron

marcadas diferencias en relacion con el control (Anexo D).
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CAPITULO VI: DISCUSION

Variable 1: crecimiento del hongo medido en cm.

El andlisis de la varianza del crecimiento del hongo indica que entre los tratamientos
existen diferencias significativas, lo que es un indicativo que el comportamiento entre los
extractos es diferente ya que se existieron resultados diferentes en cada uno de ellos (control
con 1,97 cm; diente de ledn (flores) con 0.51 cm, diente de ledn (raiz) con 0.30 cm; ruda (hojas)
con 0.24 c¢cm, ruda (tallo-raiz) con 0,12 cm y cola de caballo (planta entera) con 0.07 cm de
crecimiento del hongo), por lo que 20 ml de extracto mostraron diferentes valores de inhibicion
ya que mientras mayor porcentaje de alcohol tengan los extractos, mayor es su inhibicién
(Daferera y otros, 2003), donde a los ocho dias de haberse registrado los valores de inhibicion,
absolutamente todos los extractos evaluados, en cuanto a medicion de crecimiento micelial en
cm tuvieron 0 cm de crecimiento, mientras que el testigo o control (solo PDA) alcanzo
crecimiento total al octavo dia; a diferencia de 10 ml de extracto (equivalente a 5%) que
reaccionaron de diferente manera, tal es el caso de ruda que tuvo un crecimiento micelial de 0
cm en el primer dia, mientras que en el dia ocho, el crecimiento aumenté a 1.45 cm. Segun
Rodriguez y otros (2000) quienes utilizaron extractos hidroalcoholicos de escoba amarga,
aroma amarilla y salvia cimarrona donde se mezclaron 30 g del material vegetal con 30 ml de
alcohol etilico al 35% (v/v) macerados durante 4 dias, se hicieron mediciones al tercer, quinto
y séptimo dia contra tres tipos diferentes de hongos entre los que se encontraba Fusarium
oxysporum. Durante el quinto dia después de la inoculacion, la escoba amarga (Parthenium
hysterophorus) y la aroma amarilla (Acacia farnesiana), fueron los mejores tratamientos pero
a partir del séptimo dia el extracto de escoba amarga resultd siendo el mejor tratamiento
llegando a alcanzar el 63% de inhibicién, corroborando con los resultados obtenidos en esta

investigacion, ya que en el sexto dia los mejores tratamientos fueron planta entera de cola de
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caballo y tallo y raiz de ruda, pero finalmente la cola de caballo termind siendo el mejor
tratamiento con 0.07 cm promedio de crecimiento del hongo. Estos resultados permiten sugerir
que se utilicen concentraciones mayores para prolongar el efecto que tiene el hongo
(Tewari,1995). Se ha investigado que la reactividad de los grupos hidroxilenofendlicos,
presentes en los extractos evaluados, forman enlaces de puentes de hidrégeno con sitios que
tienen activos ciertas enzimas (Farag y otros., 1989). Segun (Sanchez Otero, 2018), el
coeficiente de variacion (CV) es un parametro que mide el porcentaje de error con respecto a
la media, el cual no deberia ser mayor al 20%; en esta investigacion se obtuvo un 26,15% de
CV lo que representa un valor superior al esperado, debido a una diferenciada respuesta de los
diferentes extractos .Este parametro depende de la magnitud de la media experimental, y de la
estimacion de la error estandar, cuyos resultados ademas dependen de varios factores bioticos
como abidticos, presentes en el laboratorio (Holland y Jan, 2010).

Cabe mencionar, que no se reportan los resultados de 10 % de concentracion para esta
variable, debido a que todos los tratamientos, a excepcion del control, tuvieron una inhibicion
al 100% durante ocho dias, pero al analizar el extracto al 5%, el mejor tratamiento fue el de
planta entera de cola de caballo, y para determinar estadisticamente el mejor tratamiento, se
realizé la prueba de Duncan donde no existieron diferencias estadisticas entre los extractos y
de acuerdo con la media general de los mismos, presentaron una significativa diferencia en
relacion al control (0.07 vs. 1.97 cm de crecimiento), lo cual es corroborado por Andrade(
2011), que indica que el principal mecanismo de accion que tiene la cola de caballo, se basa
principalmente en el engrosamiento de las paredes celulares, lo que hace que la penetracion de
los hongos sea impedida. Ademas, Trabe (2014) indica que el extracto de cola de caballo tiene
flavonoides como isoquercitosido, galuteolina o equisetrina que hace que el extracto de esta
planta sea una de las mejores opciones como biofungicida por ser mas eficaz. Estos compuestos

hacen que la membrana citoplasmatica del hongo sea atacada ayudando al escape de
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componentes intracelulares (Nychas, 1995) lo que hace que las enzimas se inactiven y por ende
la también, el desarrollo fungico.

Debido a que los tratamientos (extractos vegetales) se comportaron de diferente
manera, se estima que el crecimiento del hongo inoculado en los tratamientos con 10 ml de
extracto, empez6 al segundo dia, pero éste no tuvo un crecimiento significativo en los
siguientes ocho dias. (Anexo E).

Se utilizé la formula de (Viscaino, 2007) para calcular el crecimiento e inhibicion del
hongo, el mejor tratamiento en cuanto a la variable de crecimiento micelial fue cola de caballo,
el cual tuvo un 3.51% del crecimiento, por lo que su inhibicion fue de 96,49% de inhibicion,
mientras que le segundo mejor tratamiento fue el extracto de ruda: tallo-raiz con un crecimiento
del hongo de 6,18%, por ende su inhibicion fue 93.82%.

Segun (Sanchez Otero, 2018), el coeficiente de variacion (CV) es un parametro que
mide el porcentaje de error con respecto a la media, el cual no deberia ser mayor al 20%; en
esta investigacion se obtuvo un 26,15% de CV lo que representa un valor superior al esperado,
debido a una diferenciada respuesta de los diferentes extractos .Este parametro depende de la
magnitud de la media experimental, y de la estimacion de la error estandar, cuyos resultados
ademas dependen de varios factores bidticos como abidticos, presentes en el laboratorio

(Holland y Jan, 2010).

Variable 2: UFC/ml

Al realizar la prueba de rango maltiple de Duncan, no existieron diferencias
significativas entre los extractos, a diferencia del control, esto pudo deberse a que el hongo que
se mantuvo expuesto al medio PDA con los extractos, y reacciond a los diferentes compuestos
presentes en los diferentes extractos. Asimismo, se obtuvo que el tratamiento que menor

unidades formadoras de colonia por ml fue ruda (hojas). Si bien es cierto, al evaluar el
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crecimiento micelial del hongo, resulté que el tratamiento que tuvo mayor inhibicion del
Fusarium o. fue cola de caballo (planta entera) sin embargo, no existe relacién con los
resultados obtenidos con las UFC/ml. Por otra parte, (Oliva, y otros, 2003) indican que la
variabilidad de los resultados en los conteos, puede deberse a la heterogeneidad del
crecimiento micelial en la caja Petri. En este mismo aspecto, (Reyes Quintana, y otros, 2014),
evaluaron el efecto del extracto de ruda en el crecimiento micelial de Trichoderma indicando
que el crecimiento desde diversos puntos de germinacion no permitio el crecimiento radial de
la cepa debido a la distribucion de las esporas, lo que influye en la zona de muestreo de cada
caja. Considerando que el extracto de ruda (hojas) con 4.50x10" UFC/ml fue el mejor
tratamiento, seguido de ruda (tallo+raiz) con 4.67x10" estos dos extractos mostraron
significativas diferencias con el testigo que obtuvo 1.23x10° UFC/ml, lo que denota la
efectividad de la ruda como extracto al realizar el conteo de esporas, esto a una concentracion
del 5% (10 ml de extracto). Estos resultados inhibitorios pueden atribuirse a los mas de 15
compuestos presentes en esta planta, en los que se encuentran los alcaloides, acridona,
cumarinas, furanocumarinas, flavonoides entre otros, asi como también, a los aceites esenciales
los cuales ayudan a la inhibicion de las germinacion de los hongos fitopatégenos filamentosos
(Oliva, y otros, 2003); (Hal y otros, 2004). Los resultados fueron diferentes cuando se utilizo
una concentracion del 10% (20 ml de extracto), ya que el mejor tratamiento fue la raiz del
diente de ledn, ya que tuvo 1.00x107 UFC/ml y esto se debe, gracias a su efecto estimulante
que hace que la planta tenga un crecimiento armonioso, asi como la vida microbiana de la tierra
y esto hace posible que también las capacidades defensivas contra patdgenos se estimulen.
Ademas, esta compuesto por potasio y calcio que en su valor nutricional por cada 100 gramos,
contiene 397 mg de potasio y 187 mg de calcio, haciendo que las plantas reaccionen frente a
una sequia, evitando asi un marchitamiento prematuro (Dominguez Gento, 2010). Mientras,

que el segundo mejor tratamiento fue ruda (tallo-raiz) coincidiendo con los resultados al utilizar
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10 ml de extracto (5% de concentracion) gracias a sus mas de 15 compuestos en los que se

encuentran los alcaloides, acridona, cumarinas, furanocumarinas, flavonoides entre otros

(Oliva, y otros, 2003);

Adicionalmente, tanto en los tratamientos con 10 ml de extracto, como de 20 ml, se

obtuvieron coeficientes de variacion entre 40-46% de variabilidad, debido a que los extractos

presentaron marcadas diferencias, las cuales pudieron ser influenciados por multiples factores

tanto bidticos, como abidticos en el laboratorio (Holland y Jan, 2010).

CAPITULO VII: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El método ultrasonido utilizado para la extraccion de las plantas fue eficiente
ya que permitio diferenciar a los extractos vegetales en su comportamiento para
el control de Fusarium o.

La concentracion de algunos metabolitos de las plantas es importante ya que se
han identificado aspectos cualitativos y cuantitativos debido a la presencia de
éstos, ya que se les atribuyen propiedades anti fungicas

La actividad de los extractos no solo se debe a su presencia, sino también a la
concentracion que se utilice en cada uno de ellos, las concentraciones utilizadas
fueron al 5% y 10% mostrando diferencias en cuanto a los resultados, donde en
la primera concentracion si existié crecimiento micelial, mientras que, al 10%,
la inhibicion del hongo Fusarium oxysporum fue completa.

El extracto de la planta entera de cola de caballo, con concentracién de alcohol
al 5%, fue el mejor tratamiento en cuanto a la variable crecimiento micelial

medido en cm.
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e Elextracto de hojas de ruda, fue el mejor tratamiento en una concentracion del
5%, mientras que la raiz de diente de ledn, para una concentracion al 10%; estos

dos extractos fueron los mejores para la variable de las UFC/ml.

Recomendaciones

e Realizar futuras investigaciones donde se continte con la evaluacion de diferentes
extractos vegetales y determinar, los diferentes grupos de compuestos que hacen que
estas plantas tengas propiedades anti fingicas

e Continuar las investigaciones con una fase de evaluacion en campo para verificar si los
metabolitos presentes en las plantas influyen en su actividad anti flngica, ademas de
conocer su concentracion y dosis efectiva para su aplicacion.

e Modificar la escala de medicion para estimar de mejor manera las respuestas de los

diferentes extractos y asi evitar coeficientes de variacion muy altos.
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CAPITULO IX: ANEXOS

ANEXO A FORMA DE MEDICION DE CRECIMIENTO DE HONGO EN CM.

EJEMPLO DE EXTRACTO DE HOJAS DE RUDA AL 5% Y AL 10%.

RESULTADOS- Ruda (hojas) Sy

ANEXO B RESULTADO DE CONTEO DE CRECIMIENTO DE HONGO MEDIDO

EN CM, EN CADA TRATAMIENTO, POR REPETICIONES

Repeticiones

Tratamientos | | TREIT IV |V | VI [Vl [Vvil]IX] X | XI|Promedio
Control 19 (189|207 | 196 |194| 201 | 1.91| 1.95|1.86| 2.15 | 2.03 1.97
R“drzi(g""o' 0 [012]/028| 0 |036| 0 0 |02t o | 03 [007| 012
Ruda (hojas) | 038 |0.23| 0.07 | 0.19 | 061 | 0.12 | 0.41 | 0.31 | 0.04 | 0.267 | 0.06 | 0.24
Dientede | 150 | 039 | 035 | 0.64 | 0.64 | 0.565| 0.47 | 052 | 0.48 | 0.65 | 0.72| 0,51
ledn (flores)

Dientede | 55 | 506 | 027 | 067 | 026 031 | 013 | 0.36 | 0.31| 02 | 041 0.30
ledn (raiz)

Colade

caballo 011 | 0 | 008 | 0 |002]| 003|019 004|022 003 [004] 0.7
(planta

entera)
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ANEXO C RESULTADOS DE UFC/ML DE CADA TRATAMIENTO CON SUS 3

REPETICIONES CON EXTRACTO AL 5%

Tratamientos pY y
Control 1.00E+09 | 1.20E+09 | 1.50E+09 3.70E+09 | 1.23E+09
Ruda (tallo-raiz) 5.00E+07 | 5.50E+07 | 3.50E+07 1.40E+08 | 4.67E+07
Ruda (hojas) 4.50E+07 | 5.00E+07 | 4.00E+07 1.35E+08 | 4.50E+07
Diente de ledn (flores) 7.50E+07 | 9.50E+07 | 1.10E+08 2.80E+08 | 9.33E+07
Diente de ledn (raiz) 6.00E+07 | 7.00E+07 | 9.50E+07 2.25E+08 | 7.50E+07
Cola de caballo (planta entera) 4.00E+07 | 6.00E+07 | 7.50E+07 1.75E+08 | 5.83E+07
py 4.66E+09 | 1.55E+09
ANEXO D RESULTADOS DE UFC/ML DE CADA TRATAMIENTO CON SUS 3
REPETICIONES, CON EXTRACTO AL 10%
Tratamientos I 1 Il ) y

Control 1.00E+09 | 1.20E+09 | 1.50E+09 3.70E+09 | 1.23E+09

Ruda (tallo-raiz) 5.00E+07 | 5.50E+07 | 3.50E+07 1.40E+08 | 4.67E+07

Ruda (hojas) 4.50E+07 | 5.00E+07 | 4.00E+07 1.35E+08 | 4.50E+07

Diente de ledn (flores) 7.50E+07 | 9.50E+07 | 1.10E+08 2.80E+08 | 9.33E+07
Diente de ledn (raiz) 6.00E+07 | 7.00E+07 | 9.50E+07 2.25E+08 | 7.50E+07
Cola de caballo (planta entera) 4.00E+07 | 6.00E+07 | 7.50E+07 1.75E+08 | 5.83E+07
pa 4.66E+09 | 1.55E+09

ANEXO E CRECIMIENTO MICELIAL EN EL TRATAMIENTO DE COLA DE
CABALLO (PLANTA ENTERA) DURANTE 8 DIAS.
10 ml (5%)
Repeticiones

Fecha Dias 112 34| 5 6|7 8 9] 10| 11

12/18/2019 0 0|0 0|0 O 0 0 0 0 0 0

12/20/2019 2 0|0 0|0 O 0| 0.05 0| 0.25 0 0

12/22/2019 4 010 0|0 O 0| 0.15 0| 0.25 0 0

12/24/2019 6 02/0| 015|0| O 0| 03| 005 03] 0.05| 0.05

12/26/2019 8| 025/0| 025|001 015| 045| 0.15| 03| 0.1 0.15
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