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RESUMEN

En este trabajo se procedio a obtener un extracto acuoso de saponinas a partir de residuos de
episperma de Chenopodium quinoa Willd, para inhibir el crecimiento in vitro de hongos
fitopatégenos (Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Pythium sp., Alternaria sp., y Botrytis sp.) aislados
a partir de tubérculos de Solanum tuberosum, Rubus ulmifolius, muestras de suelo y hojas en
medio de cultivo PDA. Se aplicd el método afrosimétrico para determinar la existencia de
saponinas en Chenopodium quinoa Willd y verificar que éstas pertenecieran a una variedad
amarga, a partir de esto se obtuvo el extracto acuoso de saponinas mediante el método Soxhlet,
se aplicaron cinco concentraciones al 100 %, 87.5%, 75%, 50% y 37.5% V/V. Se empleé el
método espectrofotométrico UV-vis para cuantificar el contenido de saponinas en los extractos a
una longitud de onda de 528 nm. Las concentraciones de los extractos acuosos de saponinas con
medio de cultivo Potato Dextrosa Agar (PDA) fueron colocadas en cajas Petri y se procedié a
inocular los hongos en estudio para observar y medir su crecimiento in vifro durante nueve dias.
Se establecié un disefio completamente al azar (DCA) utilizando cinco tratamientos, se aplic
separacion de medias mediante la prueba de Tukey al 5% a las 72, 144 y 216 horas para establecer
el mejor tratamiento. Los resultados obtenidos demostraron que el extracto acuoso de saponinas
presenta mayor porcentaje de inhibicidn del crecimiento in vitro de Alternaria sp. 'y Fusarium sp.
con un valor de 89.5% y 26.42% respectivamente, para Rhizoctonia sp. el porcentaje de inhibicion
fue bajo con un valor de 3.26% a 3.72% en las concentraciones del 87.5% y 75%, para Pythium
sp. el porcentaje de inhibicion fue de 12.01% y 6.86% en las concentraciones de 37.5% y 75%,
mientras que en las demas concentraciones se estimulé el crecimiento del hongo, para Botrytis

sp. el porcentaje de inhibicién fue de 28.48%.
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ABSTRACT

In this research work an aqueous saponins extraction was obtained from
residues of Chenopodium quinoa Willd episperm, to inhibit the in-vitro
growth of phytopathogenic fungi (Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Pythium
sp., Alternaria sp., And Botrytis sp.) isolated from tubers of Solanum
tuberosum, Rubus ulmifolius, soil and leaf samples in PDA culture medium.
The afrosimetric method was applied to determine the existence of
saponins in Chenopodium quinoa Willd and it was verified that they belong
to a diverse range of bitter plants, from this procedure, the aqueous
saponins extraction was obtained through the Soxhlet method, 5
concentrations were applied at 100%, 87.5 %, 75%, 50% and 37.5% V/V. The
UV-vis spectrophotometric method was used to quantify the saponins
extracts content at a wavelength of 528 nm. The concentrations of the
aqueous saponins extracts with Potato Dextrose Agar (PDA) culture
medium were placed in Petri dishes and the fungi under study were
inoculated in order to observe and measure their in-vitro growth for nine
days. A completely randomized design (CRD) was established using five
treatments, study levels separation was applied by using the Tukey test at
5% at 72,144 and 216 hours to determine the best possible treatment. The
results obtained showed that the aqueous saponins extract has a higher
percentage of in-vitro growth inhibition of Alternaria sp. and Fusarium sp.
with a value of 89.5% and 26.42% respectively, for Rhizoctonia sp. the
percentage of inhibition was low with a value of 3.26% to 3.72% in the
concentrations of 87.5% and 75%, for Pythium sp. the percentage of
inhibition was 12.01% and 6.86% in the concentrations of 37.5% and 75%,
while in the other concentrations the fungus growth was stimulated, for
Botrytis sp. the inhibition percentage was 28.48%.
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INTRODUCCION

Identificacién del Problema

A nivel de Latinoamérica la quinua (Chenopodium quinoa Willd) es el segundo grano mas
cultivado y provoca grandes acumulaciones de residuos donde muchos de éstos no son
aprovechados de manera adecuada y se depositan en vertederos o a cielo abierto (Meyhuay, 2013).

En la provincia de Chimborazo, Ecuador, uno de los principales productos agricolas generados es
la Chenopodium quinoa Willd, la cual se utiliza para el autoconsumo y la exportacién
(Suquilanda, 2012). A nivel local existen empresas las cuales, para el proceso de beneficiado del
grano de la Chenopodium quinoa Willd, utilizan el método de abrasién mecanica, que consiste en
separar el grano de la episperma (Bacigalupo y Tapia, 2000; Apaza et al., 2016), y uno de los
principales problemas a la hora de desechar es la presencia de saponinas, ya que estos glucésidos

son ligeramente tGXicos (Garcia et al., 2018).

La Chenopodium quinoa Willd, dependiendo de su variedad, posee cierto contenido de saponinas
(Szakiel et al., 2011), las cuales tienen cierto efecto en la eliminacién de conidios de los hongos
(Apaza et al., 2016), lo cual podria ser aprovechado para inhibir hongos fitopatdgenos que dafian
los cultivos, y a la vez podrian reemplazar grandes cantidades de agroquimicos que causan
alteraciones al ambiente ya que de una u otra manera inciden en la generacion de altas
concentraciones de compuestos xenobidticos y dificultan la preservacion de los ecosistemas, los
recursos naturales, la calidad de productos de consumo, y ademas afecta la salud de las
comunidades que se encuentran expuestas. En las Gltimas décadas se ha conseguido obtener la
productividad en un tiempo relativamente corto, donde este resultado ha conllevado un serio

problema de contaminacién y envenenamiento (del Puerto Rodriguez et al., 2014).

Los hongos fitopatdgenos tienen la caracteristica de ser organismos eucariontes, poseen nucleos
verdaderos, pared gruesa, no son organismos fotosintéticos, asi como también no tiene hojas, tallo
ni raices, La mayoria de las especies de hongos son saprofitas, sin embargo, un nimero de ellas
son parasitos de las plantas, debido a que necesitan un hospedador para completar su ciclo

bioldgico (Garcia, 2004).

Se sabe que el uso de fungicidas hace que los hongos fitopatdgenos se vuelvan mas resistentes,
o inclusive aparecen nuevas especies de hongos patogenos (Villa et al., 2014). Por tal razén, es

necesario buscar alternativas para su manejo donde el uso de los residuales de Chenopodium



quinoa Willd (episperma) podria ser una alternativa viable y a su vez contribuiria en el
aprovechamiento de los residuos y utilidad debido a que ya se han identificado 30 tipos diferentes
de saponinas en toda la planta (Ahumada et al., 2016).

Con el enunciado planteado anteriormente, esta investigacion conlleva a la formulacion de la

pregunta central del problema:

¢Son las saponinas de los residuos de la episperma de Chenopodium quinoa Willd eficientes para

la inhibicion del crecimiento de hongos fitopatogenos?

Justificacion

Las saponinas tienen gran actividad microbicida, propiedades tensoactivas, insecticida natural,

molusquicida, actividad antifungica, etc (Francis et al., 2002).

En paises como Ecuador, Colombia, Pert entre otros, la episperma de Chenopodium quinoa Willd
se caracteriza por poseer contenidos variables de saponinas siendo los responsables del sabor
amargo (Rojas, 2012). Su contenido permite distinguir las variedades de Chenopodium quinoa
Willd como dulces (0,11%) o amargas (>0,11%) (Gémez, 2014; Ahumada et al., 2016).

Considerando las propiedades que tiene la episperma de Chenopodium quinoa Willd, seria
apropiado aprovechar los residuos para el control biol6gico de los cultivos que son afectados por

hongos fitopatdgenos.

Este tipo de actividades se enmarca en las tendencias de la biotecnologia ambiental porque se
centra en el aprovechamiento de los residuos en este caso la episperma de la Chenopodium quinoa
Willd.

Deberia valorizarse este tipo de residuos para aprovechar las cualidades que éstos tienen y que no
vaya a parar en los botaderos a cielo abierto de cualquier punto territorial. Los residuos de la
Chenopodium quinoa Willd generan o abren campo a nuevas investigaciones para poder controlar

afectos adversos sobre el ambiente.

Ha sido demostrado mediante varias investigaciones que algunos hongos fitopatogenos inhiben
su crecimiento al reaccionar frente a la actividad de las saponinas en extracto etandlico (Lozano
et al., 2012; Coello, 2015; Apaza et al., 2016; Arcos, 2017; Alegre et al., 2017). Sin embargo,

para facilitar su aplicacion y que pueda ser utilizado por los productores y a su vez aprovechar las
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aguas residuales del proceso de obtencion del grano, se busca comprobar cudn factible es
aprovechar las saponinas extraidas en extracto acuoso. Se podrian obtener varios beneficios como
el aprovechamiento de los residuos, control bioldgico de hongos y disminucién del impacto

ambiental.

Con este proceso se disminuye el uso de fungicidas, agroquimicos, compuestos xenobidticos que

son altamente acumulables en el entorno y que generan efectos adversos en el tiempo.

Este trabajo de titulacién esta incluido en las dos sublineas de investigacion de la carrera de

Ingenieria en Biotecnologia Ambiental:
Sub linea de biotecnologia y sub linea de tecnologia de tratamiento de recursos y residuos.
El presente trabajo tiene el aval de AGROMIKROBEN empresa dedicada a la elaboracion de

productos biolégicos para la agricultura, que garantiza el cumplimento del estudio propuesto y

que ademas promovera el uso en su laboratorio.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el aprovechamiento de las saponinas de los residuos de quinua (Chenopodium quinoa

Willd) como inhibidoras de hongos fitopatogenos.

Objetivos Especificos

o Obtener extractos acuosos de saponinas mediante el método Soxhlet a partir de episperma de
Chenopodium quinoa Willd.

e Cuantificar las saponinas presentes en los extractos acuosos.

e Obtener cepas de cinco hongos fitopatégenos (Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Pythium sp.,
Alternaria sp., Botrytis sp.).

e Determinar la actividad antiflngica in vitro del extracto acuoso de saponinas frente a los
patdgenos aislados.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes

Arcos (2017) realiz6 pruebas de extraccion de saponinas en extracto acuoso y etandlico del grano
de la Chenopodium quinoa Willd y su episperma, y fueron aplicadas a hongos causales del
damping off, de los cuales las saponinas en extracto etanélico de la episperma demostraron tener
mayor actividad antifingica frente al grano de Chenopodium quinoa Willd, y las saponinas en

extracto acuoso tanto del grano como el de la episperma estimulé el crecimiento de los hongos.

Tenorio et al. (2010) realiz6 pruebas para evaluar la actividad biocontoladora del extracto de
saponinas de la episperma de Chenopodium quinoa Willd y extracto de Caiophora andina, donde
el primero present6 mayor porcentaje de inhibicion frente a Aspergillus flavu, y Fusarium spp.
excepto Ulocladium spp. de 42%, 47.6% y 35% respectivamente, mientras que el segundo

extracto presenta porcentajes de inhibicion de 20.1%, 28.3 % y 36.89%.

Apaza et al. (2016) realizd el aislamiento de Cercospora beticola Sacc. a partir de cultivo de
acelga (Beta vulgaris L. var. cicla) en el cual aplicd una concentracion de 5 mg/ml hasta 250
mg/ml de extracto de saponinas, manifestando resultados prometedores, indicando que presenta

una inhibicién del 95%.

Para la extraccion de saponinas de Chenopodium quinoa Willd se han empleado diferentes
métodos entre los que se encuentran: extraccion por microondas, alta presion, liquido-liquido y

método Soxhlet.

Méndez (2016) extrajo saponinas de Solanum marginatum mediante extractos metandlicos,
etandlicos y agua destilada, utilizando el método Soxhlet y extraccion directa a reflujo, determind
que el primer método permite obtener un concentrado rico en saponinas y lo consideré como el

mejor método.

Gianna (2013) realiz6 una comparacion de los métodos de extraccién més eficientes de saponinas,
donde menciona que el método de extraccion por microondas y alta presion fue mejor que el
método Soxhlet y reflujo, teniendo los dos el mismo rendimiento de extraccion. Pero el método

de extraccion de saponinas por Soxhlet presentd varias ventajas entre estas: no requiere de



filtracion, produce temperatura alta (Wang y Weller, 2006), ademéas mientras menor sea el tamafio

de la particula, el tiempo de extraccion se reduce drasticamente (Garcia y Castro, 2004).

Lozano et al. (2012) extrajeron saponinas de 10 muestras de mojuelo de Chenopodium quinoa
Willd real en diferentes mezclas de EtOH/H,0 y posteriormente fueron concentradas a presion
para evaporar el etanol, después fueron congeladas y liofilizadas y demostraron que la mejor
mezcla para la extraccion es al 50%, el tiempo dptimo fue de 72 horas aplicando una relacion de

1 de mojuelo /3 volumen (mg/ml).

Lozano et al. (2012) realizaron la cuantificacion de saponinas provenientes del mojuelo de
Chenopodium quinoa Willd mediante el método de espuma, espectrofotométrico UV y por
cromatografia HPLC, y demostraron que el Gltimo método produce un menor margen de error,
pero en si, los tres métodos no varian mucho ya que brindan resultados similares, y se comprobé
gue la Chenopodium quinoa Willd Real blanca tiene mayor concentracién de saponinas con
respecto a la Chenopodium quinoa Willd roja y Chenopodium quinoa Willd mezclada con otros

residuos.

1.2. Marco Tebrico

1.2.1.  Quinua (Chenopodium quinoa Willd)

La Chenopodium quinoa Willd es cultivada desde tiempos ancestrales, pertenece a la familia de
Amaranthaceae, los paises donde se ha desarrollado la mayor diversidad de este cultivo son en
las zonas de los Andes, por lo tanto, los paises como Bolivia y Pert cubren el 80% de la demanda
internacional. La planta al tener una gran capacidad de adaptacién a condiciones ecoldgicas

extremas permite que ésta se extienda a otros paises en diferentes pisos y zonas agroecoldgicas
(Cruces, 2016).

Por tanto, existe una diversidad de formas de Chenopodium quinoa Willd, pero siguen siendo de
la misma especie, es por esta razon que se registra cinco ecotipos diferentes a lo largo de los
Andes. La primera es conocida como Chenopodium quinoa Willd de los valles interandinos y lo
conforman los paises como Colombia, Pert y Ecuador; la segunda se destaca como Chenopodium
quinoa Willd del Altiplano norte y lo conforman los paises como Per( y Bolivia: la tercera se
conoce como Chenopodium quinoa Willd de las Yungas y lo conforma Bolivia; la cuarta se
designa como Chenopodium quinoa Willd de los Salares o Altiplano Sur y lo conforma Bolivia,
Chile y Argentina; la quinta es conocida como Chenopodium quinoa Willd de la costa o de nivel

de mar y lo conforma Chile centro y sur, al menos hasta Chiloé (INIA, 2015).



Segun la FAO (2014) la Chenopodium quinoa Willd representa el significado de grano madre y
esta procede del lenguaje quechua. Antiguamente fue conocido como alimento de los pueblos

indigenas, pero hoy en dia es reconocido a nivel internacional desde los afios 70 del siglo XX.

Segun la FAO (2013) afirma que la Chenopodium quinoa Willd tuvo su origen en las cercanias

del lago Titicaca entre Per( y Bolivia.

La NASA, buscando plantas para soportar la vida en el espacio, recomendé la Chenopodium
quinoa Willd por su alto contenido de proteinas y otros aminoécidos esenciales y por su facil uso
y preparacion; a su vez se comprobd que respondié bien a pruebas hidroponicas en ambientes

controlados siendo una razn mas para considerarlo un alimento extra (FAQ, 2015).

La ONU ha nombrado al afio 2013 como afio internacional de la Chenopodium guinoa Willd,
destacando que este pseudocereal jugaria un papel importante en la alimentacion y a su vez ha
reconocido el rol de los pueblos indigenas en la conservacion de la biodiversidad (Chevarria et
al., 2013; Padron et al., 2014), en la (Figura 1-1) se observa la planta de Chenopodium quinoa
Willd proveniente del cantdn Colta.

INIA (2015) menciona que, en los afios 60 acontecié un incremento de salinizacion en el suelo
agricola, debido a que en esa época no se tomaba en cuenta al ambiente y se dio un alza a la
agricultura convencional, lo que trajo como consecuencia la disminucién de la produccion
agricola y el abandono del suelo. La Chenopodium quinoa Willd al adaptarse muy bien a estas
condiciones se considerd como una alternativa de cultivo y a su vez un beneficio al considerarse

un grano con un alto valor nutricional.

Figura 1-1: Planta d Chenopbdium qinoa Willd

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019



1.2.1.1. Taxonomia

La (Tabla 1-1) muestra la clasificacion taxondmica de Chenopodium quinoa Willd (Bojanic, 2011).

Tabla 1-1: Clasificacion taxondmica de la Chenopodium quinoa Willd

Nombre cientifico Chenopodium quinoa Willdd
Reino Plantae
Division Magonoliophyta
Subdivision Angiospermae
Clase Magnoliopsida
Subclase Caryophyllidae
Orden Caryophyllales
Familia Chenopodiaceae
Género Chenopodium
Especie Quinoa
Seccién Chenopodia
subseccion Cellulata

Fuente: Bojanic, 2011, p.22

La Chenopodium quinoa Willd es conocido por su alto valor nutricional, por la capacidad que
tiene de tolerar el ataque de insectos, heladas y sequias, estas pueden ser aprovechadas en el futuro

ya que contienen valiosos genes (Rojas et al., 2008; del Castillo et al., 2007).

1.2.1.2. La Chenopodium quinoa Willd en el Ecuador

Existe una gran diversidad de Chenopodium quinoa Willd, pero la mayoria se encuentra en paises
andinos. Ecuador se encuentra en cuarto lugar, cuenta con 740 accesiones y dos bancos de genes.
En total existen 16.263 accesiones en el mundo, siendo Bolivia uno de los sitios de mayor
coleccion de Chenopodium quinoa Willd continuando Perd, Argentina, Ecuador, Chile y

Colombia (Rojas et al., 2013).

Segun Suquilanda (2012) menciona que las provincias de Imbabura, Chimborazo, Cotopaxi,
Pichincha, Carchi y Tungurahua estan ordenadas jerarquicamente de acuerdo con el nivel de

importancia que conlleva la produccion de Chenopodium quinoa Willd en el Ecuador, segun datos



recopilados de estudios realizados por el INIAP (Instituto Nacional de Investigaciones

Agropecuarias) y la fundacion IDEA (Instituto de Estrategias Agropecuarias).

En el afio 2013 el Ecuador contaba con aproximadamente 2.000 hectéreas para su cultivo y tenia
una produccién de 2.000 toneladas al afio, con un plan de incremento de 10.000 hectareas, con el
objetivo de ofrecer un grano de calidad y no de cantidad. En las provincias de Chimborazo,
Tungurahua, Cotopaxi, Imbabura y Carchi las familias campesinas utilizan menos de 5 hectareas
para el cultivo de Chenopodium quinoa Willd y por ende el precio llega a ser variable. La siembra
se hace particularmente de septiembre hasta abril ya que estos son los meses de lluvia, la cosecha

se hace en los meses de mayo, junio y julio (Silva et al., 2013).

En el afio 2015 la produccion de Chenopodium quinoa Willd fue de 12.707 toneladas en 7.148
hectéreas y para el afio 2016 se estimo6 que hubo una productividad de 1.36 toneladas por hectarea
(Monteros, 2016), en total 3.903 toneladas, en el 2017 se calculé una produccion de 1.286
toneladas (Enriquez, 2018).

1.2.1.3. Principales variedades de Chenopodium quinoa Willd en el Ecuador

La Chenopodium quinoa Willd chaucha y dulce es conocida por los campesinos del sector rural,
pero estdn mezcladas y no permite una cosecha uniforme, también esta la cosecha de granos

iguales (Suquilanda, 2012).

Una de las variedades mas producidas es la conocida como Tunkahuan, considerandose como una
de las semillas mas demandadas a nivel industrial por su bajo contenido de saponinas y debido a
que sus caracteristicas fisicas facilitan su procesamiento. En la provincia de Chimborazo se
encuentra la Chenopodium quinoa Willd nativa la cual contiene alto contenido de saponina, en
areas altas y frias de la sierra se encuentra la Chenopodium quinoa Willd conocida como Pata de

Venado (PRO ECUADOR, 2015; Trujillo y Valencia, 2017).

En la (Tabla 1-2) se encuentran las variedades y altitudes a la que se encuentra Chenopodium

quinoa Willd en el Ecuador (Suguilanda, 2012).



Tabla 1-2: Produccion del grano de la Chenopodium quinoa Willd

Variedad que dispone el INIAP Altitud (msnm)
Tunkahuan 2.000 a 3.400
Pata de Venado 2.800 a 3.800

Fuente: Suquilanda, 2012

Monteros (2016) indica que, la semilla utilizada en mayor proporcién es la nativa de Chimborazo

con un 66% seguida de la variedad Tunkahuan con un 34%.

1.2.1.4. Propiedades nutricionales

La Chenopodium quinoa Willd se considera como un grano excepcional ya que aporta la mayoria
de los nutrientes, tiene un alto contenido de proteinas, calcio y hierro, cuenta con aminoacidos
esenciales como la lisina la cual se considera escasa en alimentos vegetales y es importante en la
alimentacion. La Chenopodium guinoa Willd puede proporcionar 1.5 veces mas calcio, el doble
de zinc y 3.3 veces mas hierro al ser comparada con otras especies de vegetales como el Triticum
(trigo), pero si es comparada con el Zea mays (maiz) y Oryza sativa (arroz) la Chenopodium
quinoa Willd llega a tener incluso mas ventajas, ya que el Zea mays y el Oryza sativa no cuenta

con un alto valor nutricional (Suguilanda, 2012).

Los componentes de grano de Chenopodium quinoa Willd estan descritos en la (Tabla 1-3).

Tabla 1-3: Componentes del grano de Chenopodium

quinoa Willd
Elementos Porcentaje %
Humedad 12.6
Proteina 13.8a16
Extracto etéreo 5.1
Carbohidratos 59.7
Fibras 4.1
Cenizas 3.3
Lisina 0.88
Metionina 0.42
Triptofano 0.12
Grasas 4a9

Fuente: Manuel Suquilanda, 2012

Ademas, Valeiro et al (2013) mencionaron que ademas de tener una gran cantidad de proteinas,

éstas se caracterizan por tener un 45% de azUcares totales, 16% de azucares solubles, 4% de
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lipidos, 33% de almiddn (localizado en el perisperma), vitamina E y C, riboflavina, tiamina, y
una alta cantidad de folatos que es 10 veces mas grande comparada al Triticum (trigo). También
contiene saponinas en la capa externa del grano, el potasio (9.7 mg/kg) y calcio 707.9 mg/kg se

encuentra en concentraciones altas al compararlas con el Oryza sativa, Zea mays y Triticum.

1.2.1.5. Usos de la Chenopodium quinoa Willd

De acuerdo con Arias (2017) la Chenopodium quinoa Willd es usada principalmente como:

e Alimento para el ser humano debido a que el grano tiene un alto contenido de proteinas y es
mezclada con alimentos como leguminosas y cereales, siendo un producto significativo
dentro de la dieta del ser humano.

o El grano es de uso versatil y con él se puede preparar un innumerable nimero de recetas, la
Chenopodium quinoa Willd se puede utilizar como grano entero, harinas, polvo instantaneo,
sémola, hojuelas etc.

e Esusado en la industria alimentaria pero los precios a veces llegan a ser exorbitantes por lo
que la mayoria de la poblacién no puede costearlo, para mejorar la calidad del producto y la
dieta de nifios se realizan combinaciones con otras leguminosas.

e Es usado como cereal en el desayuno, existen diferentes tipos de cereal de Chenopodium
quinoa Willd como del tipo rallados, inflados, extrusados, en copos y calientes.

e Esusado en la industria harinera, caracterizando su producto libre de gluten, utilizan entre el
10 al 40% de harina de Chenopodium quinoa Willd para hacer pan, 60% para hacer bizcochos,
40% para hacer pasta 'y 70% para hacer galletas.

e Los residuos de las cosechas y plantaciones de Chenopodium quinoa Willd son usados como
forraje verde para la alimentacion animal.

e Las hojas, tallos y granos son de uso medicinal, se emplean para, curar cicatrices, analgésico,
desinfectante de las vias urinarias, en fracturas, hemorragias y como repelente.

e El almiddén que posee la Chenopodium quinoa Willd puede ser usado para la produccion de

papel, aerosoles, postres, talcos, plasticos etc.
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1.2.2.  Saponinas

Delporte (2014) menciona que las saponinas son glucosidos que pueden ser triterpénicas (acida)
derivadas del isopreno o esteroidales (neutras) derivadas del ciclopentanoperhidrofenantreno, se

pueden clasificar en variedades amargas o dulces segun el contenido de saponinas.

La concentracion de saponinas varia dependiendo del desarrollo de la planta de Chenopodium
quinoa Willd, va a presentar mayor contenido de saponinas durante la floracion y menor

contenido de saponinas durante la ramificacidn (Bhargava et al., 2006; Ahumada et al., 2016).

Pastor (2014) menciond que las saponinas en su estructura poseen una o mas moléculas de azucar,

las cuales estan unidas al carbono-3, al perder un azlcar terminal pierden su actividad antifungica.

Los glucésidos o heterésidos de las saponinas se caracterizan por poseer una parte glucidica y
otra genina, denominada sapogenina (LOpez, 2001). La sapogenina de la Chenopodium quinoa
Willd se reduce cuando hay la presencia de sequias en un 45% (Gomez et al., 2012), mientras que

cuando existe salinidad en el suelo presenta mayor cantidad de sapogenina (Soliz et al., 2002 y
Pulvento et al., 2012; Santis et al., 2016).

Los hongos, bacterias e insectos son vulnerables a las saponinas que se encuentran en los tejidos
vegetales de las plantas (Wina et al., 2005; Deniz y Bayraktar, 2016). Las semillas de
Chenopodium quinoa Willd deben pasar por un proceso para remover las saponinas para su

€consumo (Gianna, 2013).

1.2.2.1. Composicién quimica de las saponinas

Existe una diversidad de plantas que contiene saponinas, su nombre se debe a que usaban raices
de la plata Saponaria para obtener jabén, son anfipaticas, quimicamente las saponinas contienen
una aglicona policiclica o sapogenina ligada al carbono 3, ésta se une a una cadena de azlcares
mediante un enlace etéreo (Troisi et al., 2013). En la (Figura 1-2) se puede observar la estructura

de las saponinas.
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3b-hidroxi-23-oxo-olean-12-en-28-oic-acid

3b-hidroxi-27-oxo-olean-12-en-28-oic acid
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Figura 1-2: Estructura de las saponinas
Fuente: Troisi et al., 2013

La sapogenina se encuentran constituida de una aglicona y un azlcar, unidos mediante enlace
glucosidicos, esta combinacion ha hecho que se identifique alrededor de treinta diferentes
saponinas, localizadas en frutos, episperma, grano, panoja, tallos y flores, otros factores
determinantes en el contenido de estos compuestos y que a su vez permiten su adaptabilidad a

factores abidticos y bioticos son: tipo de suelo y clima (Ahumada et al., 2016 y Apaza et al., 2016; Garcia
et al., 2018).

1.2.2.2. Propiedades y usos de las saponinas

A partir de las saponinas se pueden obtener varios subproductos para el area farmacéutica como
medicamentos para inducir cambios en la permeabilidad intestinal y antibiéticos. Presentan
aplicaciones en la industria cosmética y alimenticia y también es utilizada como un insecticida
natural para el control de plagas. Tiene propiedades tensoactivas naturales debido a que bajan la
tension superficial formando soluciones coloidales con el agua, formando espuma al momento de

la agitacion (Ahumada et al., 2016; Areas, 2017), esto se debe a que las saponinas se presentan
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como agliconas, es decir el terpeno sin azlcar, por lo cual al adicionar un grupo hifrofilico a un

terpenoide hidrofobico presentan propiedad surfactante (Avalos y Pérez, 2009; Delporte et al., 2014).

Las saponinas tienen propiedades bioquimicas, presentando actividad hemolitica, molusquicida,

alelopética, fungicida, insecticida y antimicrobial (Francis et al., 2002).

Guzman et al. (2015) realizaron investigaciones donde obtuvieron resultados positivos para la
inhibicion, control de plagas y enfermedades contra hongos fitopatdgenos (Fusarium, Botrytis

cinerea, Aspergillus y Pomacea canaliculata Lamarck) mediante la utilizacidén de saponinas.

1.2.2.3. Saponinas de la Chenopodium quinoa Willd

Las saponinas de la Chenopodium quinoa Willd representan un factor antinutricional por lo cual
hay que eliminarla para el consumo, éstas se encuentran en una concentracion entre 0.1y 5%, sin
embargo, el Asparagus officinalis (esparrago), Medicago sativa (alfalfa), Spinacia oleracea
(espinaca) entre otras contienen también saponinas. Las saponinas se encuentran en el pericarpio
del grano de Chenopodium quinoa Willd y tienen propiedades espumantes, las cuales son estables
en concentraciones bajas y son aplicadas en bebidas, jabones, shampoo, etc (Bojanic, 2011).

Szakiel et al. (2011) mencionaron que los factores ambientales abidticos tienen mucho que ver al
momento de determinar si la Chenopodium quinoa Willd pertenece a una variedad de

Chenopodium quinoa Willd dulce o amarga.

Las 30 saponinas de la Chenopodium quinoa Willd se identificaron de acuerdo a la mezcla que
conforman los carbohidratos y agliconas estas son: (hexosa, pentosa y acidos urénicos) y (&cido:
serjanico, oleandlico, fitolacagénico, hederagenina, 3f3,23,30-trihidroxi olean-12-eno-28-oico y

3B-hidroxi-27- oxoolean-12-eno-28-0ico) respectivamente (Ahumada et al., 2016; Garcia et al., 2018).

1.2.3.  Métodos de extraccion de saponinas

Segun Nufiez (2008) la extraccion se define cuando una porcidn especifica de una muestra que se
separa, mediante el uso de un liquido que sea soluble en la muestra. Existen tres formas de

extraccion; extraccion gas-liquido, extraccion solido-liquido, y extraccion liquido-liquido.
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1.2.3.1. Extractor Soxhlet

La extraccion Soxhlet fue desarrollada en 1879 y se considera la técnica mas antigua de
extraccion, pero hasta hoy en dia es usada como método de referencia y se evalla el rendimiento
de extraccion en comparacion a otros métodos actuales. Es un método que fue admitido por la

EPA (Agencia de Proteccion Ambiental) y se puede encontrar como método 3540C (Canosa, 1998).

De acuerdo con la EPA (1996) el método de extraccion Soxhlet sirve para extraer compuestos
organicos no volatiles. En si el equipo Soxhlet se compone de un material de vidrio, el cual
arrastra compuestos contenidos en un sélido de naturaleza lipidica (Arias, 2011). Se considera un
método de extraccion solido-liquido con el objetivo de separar compuestos de fuentes naturales

utilizando un tipo de disolvente (Caldas, 2012).

Segun Arias (2011) el equipo permite obtener triglicéridos, pigmentos, carotenoides, lecitinas,

acidos grasos, fosfolipidos, clorofila, y &cidos grasos.

1.2.3.2. Funcionamiento del equipo Soxhlet

Para entender el funcionamiento del equipo Soxhlet, se va a mencionar primero el montaje del

equipo.

Segun Campos (s,f) el equipo Soxhlet esta constituido de abajo hacia arriba por: el reverbero, es
la fuente de calor para evaporar el disolvente; el matraz que contiene el disolvente y los
compuestos extraidos del capuchon; el extractor Soxhlet, es el que contiene el capuchén y dentro

de éste se encuentra la muestra; el refrigerante, aqui el disolvente se condensa.

De acuerdo con Nufiez (2008) el funcionamiento del equipo se da en cinco etapas:
1. Preparacion de la muestra, la cual es colocada en el extractor Soxhlet

2. Colocacion del solvente en el matraz

3. Evaporacidn del solvente que se dirige hacia el refrigerante

4. Condensacion del solvente contenido en el refrigerante hacia el capuchén que se encuentra en

el extractor, es aqui donde ocurre la extraccion sélido-liquido

5. Produccion de reflujo del solvente con el material extraido de la muestra hacia el matraz. El
proceso es continuo hasta que los componentes de la muestra que son arrastrados al matraz se

agote.
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1.2.3.3. Ventajas del método Soxhlet

Wang y Weller (2006) mencionan que el método Soxhlet cuenta con algunas ventajas como:

e Essimpley econdmico.
¢ El mismo solvente esta en contacto con el sélido repetidamente.
e No es necesario realizar filtrado del sélido.

e Latemperatura de extraccion es alta.

1.2.3.4. Desventajas del método Soxhlet

Wang y Weller (2006) menciona que el método Soxhlet cuenta con algunas desventajas como:

e Periodos largos para extraer los componentes del solido.
o Desnaturalizacién de los compuestos del solido a altas temperaturas (termolabiles).
e Se utiliza una gran cantidad de disolvente para el proceso de evaporaciéon.

e Gran cantidad de agua de enfriamiento.

1.2.4.  Cuantificacién de saponinas

Existen diversos métodos para determinar la concentracion de saponinas en las semillas de
Chenopodium quinoa Willd, entre los métodos se encuentra la medicion de la altura de la espuma
gue son caracteristicas tipicas de la Chenopodium quinoa Willd, asi también como su capacidad

hemolitica (Kensil et al., 2004).

Ncube et al. (2011) mencionaron que primero se debe realizar un proceso para identificar la
presencia de saponinas, en donde se debe colocar una porcién del material vegetal en un tubo con
agua destilada y se debe agitar durante dos minutos, si existe la presencia de espuma de por lo
menos 15 minutos indica que existe saponinas, después de esto se puede proceder a realizar la

cuantificacion.

Los metodos de cuantificacion de saponinas se clasifican en métodos espectrofotométricos y
cromatograficos, el primer método se caracteriza por dar un valor total de saponinas, el segundo

método se caracteriza por cuantificar el compuesto especificamente (Cheok et al., 2014).
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1.2.4.1. Método espectrofotométrico uv-vis

El método se caracteriza por ser sencillo, simple y econémico, este método se basa en la reaccién
de las saponinas frente a un reactivo de color, en donde el &cido sulfarico actia como oxidante y
se observa un color parpura, también se puede utilizar el cido perclérico, se debe tomar en cuenta
antes de aplicar este método que los estandares y longitud de onda son muy importantes por lo

gue se deben tener en consideracidn (Cheok et al., 2014).

La determinacion de la concentracion de saponinas de extractos de quinua por el método
espectrofotométrico se basa en la reaccion del reactivo de Liebermann-Burchard con las
saponinas presentes en el extracto que genera un color vino tinto diluido con un maximo de

absorcion a 528 nm (Monje y Raffaillac, 2006).

1.25.  Hongos fitopatdgenos de importancia agricola

1.2.5.1. Fusarium sp.

Fusarium sp. producen marchitamientos vasculares principalmente en flores y hortalizas anuales,
plantas herbéceas perennes de ornato, plantas de cultivo, malezas y en la mimosa o arbol de seda
(Albizia julibrissin) y la pudricion de la raiz de muchas plantas. Son organismos saprofitos y una

vez que se introducen en un terreno de cultivo, se establecen ahi por tiempo indefinido (Agrios,
2005).

Fusarium oxysporum f. sp causa marchitez en Passiflora edulis, Passiflora foetida, Passiflora
mollissima, Passiflora ligularis y Passiflora edulir f. flavicarpa en paises como Ecuador, Estados
Unidos, Panama entre otros (Forero et al., 2015). Se aislaron e identificaron hongos fitopatdégenos
en cacao (Theobroma cacao) en las principales zonas cacaoteras en el Ecuador y se obtuvieron
291 hongos entre los mas importantes se encuentran Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
Lasidioplodia theobromae, Pestalotiopsis sp., Moniliophthora roreri y Moniliophthora

perniciosa (Mariduefia et al., 2017).

1.25.1.1. Taxonomia

Barnett y Hunter (1978) clasifica a Fusarium sp. de la siguiente forma, en la tabla 1-4 se muestra

la taxonomia de Fusarium sp.
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Tabla 1-4: Clasificacion taxondmica de Fusarium sp.

Reino Fungi
Division Eumycota
Orden Moniliales

Clase Deuteromycete
Familia Moniliaceae
Género Fusarium

Fuente: Barnett y Hunter, 1978

1.2.5.1.2. Caracteristicas morfolégicas

Fusarium oxysporum f. sp. se caracteriza por ser de estructura reproductiva asexual y no posee
un estado sexual, la dispersion de este hongo se produce mediante la produccién de

macroconidios, microconidios y clamidosporas (Fouré et al., 2011).

Macroconidios: su altura puede ser largo o corto, no son rectos y presentan una curvatura, se

observa una anchura en la mitad de la esporay en los extremos la anchura va disminuyendo (Agrios,
2005).

Microconidios: poseen diferentes formas entre ellas ovoide, ovalada, truncada, reniforme,
globosa, periforme y éstos se puede encontrar en un solo cultivo, el tamafio varia, el nimero de

conidio es de cero o0 uno y en algunas especies produce dos septos (Vera, 2013).
Clamidosporas: se pueden formar en cadenas, en grupos o por separado, son de pared gruesa y

compuestas por una o dos células, sus esporas son redondas y se forman en el micelio mas viejo

0 macronidios del hongo (Agrios, 2005).

En la (Figura 1-3) se observa la Morfologia de Fusarium sp.

Figura 1-3: Morfologia de Fusarium sp.
Fuente: Barnett, 1998
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1.2.5.2. Rhizoctonia sp.

Este hongo fitopatdgeno causa pérdidas incontrolables al productor, causando pérdida de los
cultivos, afecta a todo tipo de plantas como arbustos, perennes, hortalizas y florales entre otras,
los sintomas de Rhizoctonia sp. varian y depende en qué etapa de crecimiento se encuentra la
planta, al inicio de la enfermedad el hongo forma micelios vegetativos y se caracteriza por poseer

una fase sexual (Montoya, 2008).

Este hongo se presenta solo, las altas temperaturas y humedad en el suelo favorecen su desarrollo,
causa marchitez y la muerte de la planta, otra caracteristica de la planta infectada con este hongo

es la pudricion las cuales son de tipo superficiales que alcanzan la raiz y tallo de la planta (Montoya,
2008).

Garcia (2008) refiere entre los sintomas mas conocidos y que se presenta en la mayoria de las
plantas, el ahogamiento de la planta, cancrosis del tallo, pudricion de follaje y raiz. Las plantas
de Chrysanthemum (crisantemo) afectadas por este hongo presentan el tejido que se torna de un
color marrdn oscuro, tienen un escaso desarrollo y se observa en la superficie de la planta un

moho negro en forma de costras (Cumes, 2008).

La Solanum tuberosum en Ecuador es de importancia econémica en el sector agricola, en la
provincia de Carchi se obtuvo 31 aislamientos de Rhizoctonia solani en suelos paperos durante
tres etapas siembra, floracién y cosecha, a partir de esto se realizaron pruebas de infeccion en
plantas de Solanum tuberosum, en donde se presentaron sintomas de esclerocios y necrosis en

tallos (Méndez, 2015).

1.25.2.1. Taxonomia

ITIS (2014) clasifica a Rhizoctonia sp. de la siguiente forma (Tabla 1-5).

Tabla 1-5: Clasificacion taxonémica de Rhizoctonia sp.

Reino Fungi
Orden Canthrellales

Clase Agaricomycetes
Familia Ceratobasidiaceae
Género Thanatephorus

Fuente: ITIS, 2014
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1.2.5.2.2. Caracteristicas morfologicas

Al inicio de su desarrollo su micelio es incoloro, después torna un color amarrillo o café claro, se
conocen tres tipos de micelio: hifas pigmentadas, hifas de aspersorios y esclerocios (unién de las
dos anteriores), las hifas contienen nlcleos de 8 a 12 um de diametro, las hifas son alargadas y se

ramifican en forma de T es decir a 90 grados frente a la hifa principal (Garcia, 2008).

Montoya (2008) menciona que la Unica forma de identificar al hongo es por medio de las
ramificaciones, otra forma de identificar al hongo es cuando por ejemplo en Solanum tuberosum
presenta costras que son ramilletes de células. En la (figura 1-4) se muestra la morfologia de

Rhizoctonia sp.

Figura 1-4: Morfologia de Rhizoctonia sp.
Fuente: Barnett, 1998

1.2.5.3. Pythum sp.
1.2.5.3.1. Descripcion

Es un oomicete, es la causa del ahogamiento de las pléantulas, la pudricion de la semilla, raiz y
frutos carnosos, ademas de otros 6rganos que se encuentran en contacto con el suelo (Rengifo,
2010). Se ha reconocido mas de 120 especies, este hongo puede vivir como sapréfito, no mata la
planta, pero si dafia severamente la raiz, genera gran cantidad de propagulos y causan grandes

dafios econémicos ya que se propaga rapidamente (Diaz et al., 2011).

1.25.3.2. Taxonomia

Holt y ludica (2016) clasifica a Pythium sp. de la siguiente forma, y se puede observar en la (Tabla
1-6).
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Tabla 1-6: Clasificacion taxonémica de Pythium sp.

Reino Mycetae
Orden Peronosporales

Clase Oomycetes
Familia Pythiaceae
Género Pythium

Fuente: Holt y ludica, 2016

1.25.3.3. Caracteristicas morfolégicas

Gilman (1985) menciona que las hifas son finas menor o igual a 8 um de didmetro, presenta
ramificaciones, al principio de su desarrollo se caracterizan por ser unicelulares, presenta

esporangios esféricos, zoosporas uniformes con flagelos laterales.

La forma de los esporangios determina al hongo Pythium sp., las zoosporas se producen tanto
como si hay o no produccion de oosporas (fusion de un oogonio y uno o varios anteridios) (Urrutia
Anaya & Pacheco Aguilar, s,f). En la (Figura 1-5) se puede observar la morfologia de Pythium

sp.

Figura 1-5: Morfologia de Pythium sp.
Fuente: Diaz et al., 2011

1.2.5.4. Alternaria sp.

Es un hongo filamentoso dematiaceo, aislado de suelos, plantas, comida y aire (Tangarife, 2011),
presenta esporas que forma pequefias cadenas, que pueden llegar a ser diferentes unos de otros al
esporular, esta se debe a la forma que adopta el conidio y conidiéforos (Simmons y Roberts,
1993). Es uno de los agentes causales de enfermedades en humanos y animales, produce
infecciones como feohifomicosis, y en algunas ocasiones causa onicomicosis Yy
queratitis (Tangarife, 2011). Reduce el rendimiento de las cosechas o afectan a los vegetales

almacenados (Flores et al., 2015).
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En la provincia de Bolivar, Ecuador el principal cultivo en este lugar es el maiz (Zea mays), el
cual presentd una serie de hongos fitopatégenos produciendo dafio foliar provocando que el

desarrollo de Zea mays disminuya, entre estos se encuentra Alternaria sp. (Roman et al., 2017).

1.25.4.1. Taxonomia

La (Tabla 1-7) se puede observar la clasificacion taxondémica de Alternaria sp.

Tabla 1-7: Clasificacion taxonémica de Alternaria sp.

Reino Fungi
Orden Pleosporales

Clase Dothideomycetes
Familia Pleosporaceae
Género Alternaria

Fuente: Rivas, s.f

1.2.5.4.2. Caracteristicas morfolégicas

Presentan hifas y conidiéforos septados, con apariencia recta o en zigzag, los conidios tienen una
coloracion café, éstos pueden estar cerca o lejos del conidi6foro, al encontrarse juntos la base del
conidio tiene una forma redonda, mientras que los que se encuentran en el dpice son estrechas
(Tangarife, 2011). En la (Figura 1-6) se puede observar la morfologia de Alternaria sp.

Figura 1-6: Morfologia de Alternaria sp.
Fuente: Barnett, 1998

1.2.5.5. Botrytis sp.

Patogeno de plantas que causa la enfermedad del moho gris, considerado como un parasito
facultativo en una amplia variedad de hospedantes y es un grave problema econémico en cultivos
22



como uva (Vitis), fresa (fragaria), frambuesa (Rubus idaeus), lechuga (Lactuca sativa), pepinos
(Cucumis sativus), habas (Vicia faba), tomates (Solanum lycopersicum), frijoles (Phaseolus
vulgaris), flores y plantas forestales producidas en contenedores, favorece su crecimiento las
temperaturas bajas y zonas humedas, los conidios se dispersan en el aire al llegar a la maduracion
y se propagan a los demas cultivos (Flores et al., 2015).

Botrytis Cinerea presenta lesiones, su presencia se considera una de las mas graves en los cultivos

(Deferara et al., 2003), se desarrolla en un ambiente fresco y humedo, aparece en frutos como

limones, manzanas, uvas, fresas y toronjas (zhang et al., 2010).

1.25.5.1. Taxonomia

La (Tabla 1-8) se puede observar la clasificacion taxondmica de Botrytis sp.

Tabla 1-8: Clasificacién taxondmica de Botrytis sp.

Reino Fungi
Orden Moniliales

Clase Hyphomycetes
Familia Moniliaceae
Género Botrytis

Fuente: Alencastro, 2011

1.25.5.2. Caracteristicas morfolégicas

El patbgeno Botrytis sp. presenta conidiéforos largos y ramificados, en la punta de éstos se
producen conidios en forma ovoide semejante a un racimo de uvas, unicelulares, rara vez produce

esclerosios (Agrios, 2005). En la (Figura 1-7) se puede observar la morfologia de Botrytis sp.

Figura 1-7: Morfologia de Botrytis sp.
Fuente: Barnett, 1998
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1.2.6.  Hongos fitopatdgenos y su importancia econémica

Los hongos fitopatdgenos causan enfermedades a los cultivos, esto implica pérdidas econdémicas
al productor y reduce su valor en el mercado debido a que las plantas y frutas atacadas por hongos
no se desarrollan de una manera adecuada, los agricultores para asegurar el desarrollo de la planta

utilizan pesticidas y fungicidas los cuales afectan en gran medida al ambiente (Juarez et al., 2010).

El deterioro de los cultivos con frecuencia es causado por hongos entre los mas comunes se
encuentran Fusarium sp, Alternaria sp., Botrytis sp., Monilinia sp., Phomopsis sp., Rhizopus sp.,
Diplodia sp., Mucor sp., Colletotrichum sp. y Penicillium sp., se sabe que estas pérdidas ascienden
de un 20 % al 50% en paises en desarrollo y un 5% al 25% en paises desarrollados (FHIA, 2007),
en Ecuador las pérdidas son del 50% (Gallozzi y Duarte, 2007).

Los hongos invaden la planta como organismos hospederos o parasitos, otros son saprofitos, el
mismo hongo puede atacar diferentes tipos de plantas, ya que se pueden encontrar sobre la

superficie de los tejidos de la planta y las esporas pueden dispersarse y afectar a otros cultivos
(Garcia, 2004).

La region Andina del Ecuador presenta una variedad de frutales en donde la produccion y
exportacion se ha vuelto dificil debido a la presencia de hongos fitopatdégenos, afectando la
economia del pais, se identificé en durazno (Prunus pérsica) la presencia de Fusarium oxysporum,

Alternaria alternata, Botrytis Cinerea y Colletotrichum (Flores et al., 2017).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Hipotesis y especificacion de las variables

2.1.1.  Hipotesis

Las saponinas provenientes de los residuos de Chenopodium quinoa Willd inhiben el crecimiento

de hongos fitopatdgenos de los géneros (Fusarium, Rhizoctonia, Pythium, Alternaria y Botrytis).

2.1.2. Variables

2.1.2.1. Variable dependiente

¢ Inhibicion del crecimiento in vitro de cepas.

2.1.2.2. Variable independiente

e Concentracién de saponinas en extracto acuoso

2.1.2.3. Variables intervinientes

e Variedad de Chenopodium quinoa Willd
e Temperatura de ebullicion

e Calidad del agua para extraer saponinas
e Tiempo de extraccion

e Contaminantes del aire
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2.2. Tipo y disefio de la investigacion

La investigacion fue de tipo explicativa y documental.

o Explicativa: porque se describid las técnicas y métodos a utilizar, se analizé el resultado del
efecto de las concentraciones de saponinas en extracto acuoso que seran aplicadas.
e Documental: ya que se basé en la bisqueda de informacion la cual permitié relacionar los

resultados con otros estudios.

Se utiliz6 un disefio de investigacion de tipo experimental.

o Experimental: porque se realiz6 a nivel de laboratorio en un ambiente controlado. Aplicando
cinco concentraciones de saponinas en cinco especies de hongos fitopatdgenos en cultivo
puro, para evidenciar si inhiben 0 no su crecimiento, se mantuvo un grupo control de hongos

purificados sin aplicar saponinas para observar su crecimiento.

2.3. Lugar de la investigacion

La investigacion se realizo a nivel de laboratorio; en el laboratorio AGROMIKROBEN que se
encuentra via a Chambo, provincia de Chimborazo en el Ecuador y en el laboratorio de la Facultad

de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.4, Disefio experimental

Se establecid un disefio completamente al azar (DCA) comprendié cinco concentraciones de un
extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma) en
medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) (v/v) y cinco cepas de hongos fitopatdgenos para un
total de 25 tratamientos con tres réplicas cada uno. Ademas, se incluy6 un control por cada cepa
en medio de cultivo sin extracto que completaron 30 tratamientos y 90 unidades experimentales
(Tabla 2-1).
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Tabla 2-1: Tratamientos para determinar el efecto de extractos acuosos de saponinas de residuos
de Chenopodium quinoa Willd (episperma) sobre cinco cepas de hongos fitopatgenos.

UNIDADES TRATAMIENTOS DESCRIPCION
EXPERIMETNAL

1 TF Fusarium sp.

2 TF1 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 100% frente a
Fusarium sp.

3 TF2 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 87,5% frente a
Fusarium sp.

4 TF3 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 75% frente a
Fusarium sp.

5 TF4 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 50% frente a
Fusarium sp.

6 TF5 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 37,5% frente a
Fusarium sp.

7 TR Rhizoctonia sp.

8 TR1 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 100% frente a
Rhizoctonia sp.

9 TR2 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 87,5% frente a
Rhizoctonia sp.

10 TR3 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 75% frente a
Rhizoctonia sp.

11 TR4 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 50% frente a
Rhizoctonia sp.

12 TR5 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 37,5% frente a
Rhizoctonia sp.

13 TP Pythium sp.

14 TP1 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 100% frente a
Pythium sp.

15 TP2 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 87,5% frente a
Pythium sp.

16 TP3 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 75% frente a
Pythium sp.

17 TP4 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 50% frente a
Pythium sp.

18 TP5 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 37,5% frente a
Pythium sp.

19 TA Alternaria sp.

20 TAl Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 100% frente a
Alternaria sp.

21 TA2 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 87,5% frente a
Alternaria sp.

22 TA3 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 75% frente a
Alternaria sp.

23 TA4 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 50% frente a
Alternaria sp.

24 TA5 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 37,5% frente a
Alternaria sp.

25 B Botrytis.

26 TB1 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 100% frente a
Botrytis sp.

27 TB2 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 87,5% frente a
Botrytis sp.

28 TB3 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 75% frente a
Botrytis sp.

29 TB4 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 50% frente a
Botrytis sp.

30 TB5 Extracto acuoso de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd al 37,5% frente a

Botrytis sp.

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

2.5. Unidad de andlisis

Cada unidad experimental constd de:

e Extracto acuoso de las saponinas de residuos de Chenopodium quinoa Willd amarga
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e Obtencién de cepa Fusarium sp.

e Obtencidn de cepa Rhizoctonia sp.
e Obtencidn de cepa Pythium sp.

e Obtencidn de cepa Alternaria sp.

e Obtencidn de cepa Botrytis sp.

2.6. Poblacion de estudio

e Residuos de Chenopodium quinoa Willd

e Hongos fitopatdgenos

2.7. Tamafo de muestra

El tamafio de la muestra le corresponde a:

e Una variedad de Chenopodium quinoa Willd amarga
e Cinco cepas de hongos fitopatdégenos puros

e Cinco concentraciones de extracto acuoso de saponinas

30 tratamientos con tres repeticiones cada uno (cinco cepas x cinco concentraciones + cinco

controles), dando un total de 90.

2.8. Seleccion de la muestra

Los residuos (episperma) de Chenopodium quinoa Willd para la extraccion de saponinas, fueron
tomados de acuerdo a si éstos eran de variedad amarga, basados en los resultados que determinan
la prueba afrosimétrica, la cual indica que si la concentracion de saponinas es > a 0.11%

corresponde a variedad amarga.

Para seleccionar la muestra para la obtencion de cada uno de los hongos patdgenos, se parti6 de
material vegetal enfermo que presentaba sintomas caracteristicos a partir de los cuales se realizd
el aislamiento, purificacion e identificacion de los cuatro géneros en estudio Fusarium,

Rhizoctonia, Alternaria y Botrytis. Para el caso de Pythium se aislé de una muestra de suelo.
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2.9. Material Bioldgico

El material biolégico estuvo conformado por cepas puras de Fusarium sp., Rhizoctonia sp.,
Pythium sp., Alternaria sp. y Botrytis sp, obtenidas a partir del aislamiento de tubérculos de papa
(Solanum tuberosum), muestras de suelo, hojas y ademas mora (Rubus ulmifolius), las cuales

fueron recolectadas de Chambo.

2.10. Material Vegetal

La recoleccion de la muestra residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma) para la presente
investigacion se realizd en la comunidad Tabla Rumi que se encuentra en las siguientes
coordenadas 1°47'01.6”S 78°45'08.9”W.

La comunidad Tabla Rumi pertenece a la parrogquia Sicalpa, canton Colta, provincia de
Chimborazo, Ecuador, esta ubicado al suroeste a 18 km de la ciudad, las principales actividades

econdmicas realizadas en el cantdn Colta son la agricultura, ganaderia y pastoreo.

La Chenopodium quinoa Willd es representativa de la zona, es considerada amarga y organica,

los productores la venden a la fundacion “Escuelas Radiofénicas Populares del Ecuador”.

2.11. Técnica de recoleccién de datos

2.11.1. Fase de laboratorio

e Estimacion de la concentracion de saponinas del material vegetal (grano y residuos de
Chenopodium quinoa Willd) mediante el método afrosimétrico.

e Extraccidn de saponinas de los residuos (episperma) de Chenopodium quinoa Willd mediante
el método Soxhlet.

e Cuantificacion de la concentracion del extracto acuoso de saponinas por el método
espectrofotométrico UV-vis.

e Obtencidén de cepas de hongos Fitopatdgenos (Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Pythium sp.,
Alternaria sp. y Botrytis sp.).

e Determinacion del ritmo de crecimiento in vitro de las cepas fungicas.

e Evaluacion de la actividad antifangica de las saponinas frente a los hongos fitopatégenos.
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2.11.2. Tratamientos estadisticos

o Se realizd un anélisis de regresion lineal para la determinacion del crecimiento in vitro de los
hongos fitopatogenos frente a las concentraciones de los extractos acuosos de saponinas.

e Y se emplearon analisis de varianza con un disefio completamente al azar para todos los
tratamientos aplicados, para la variable actividad antifingica. Si existieran diferencias
altamente significativas, se realizdé una prueba de separacion de medias mediante Tukey al
5% para determinar los rangos y las diferencias entre medias de los tratamientos aplicados,
usando el software SSPSS.V.21

2.11.3. Mecanismos de las fases de laboratorio

2.11.3.1. Estimacién de la concentracion de saponinas del material vegetal (grano y residuos

de Chenopodium quinoa Willd) mediante el método afrosimétrico.

Para determinar la concentracion de saponinas presentes en las semillas y residuos de

Chenopodium quinoa Willd (episperma), se siguid la metodologia descrita por (Koziol, 1991).

Se pesaron 0.5 g de semilla de Chenopodium quinoa Willd + 5 ml de agua destilada en un tubo

de ensayo.

Se pesaron 0.5 g de residuos de Chenopodium quinoa Willd (polvo) + 10 ml de agua destilada en
un tubo de ensayo.

Los tubos de ensayo fueron agitados vigorosamente durante 30 segundos y se dejé reposar durante
10 segundos, seguidamente se procedié a medir la altura de la espuma con una regla graduada y

se calcula los datos con la siguiente ecuacion:

» . mg [(0.432)(Altura de la espuma después de 30 s,cm) + 0.008]
Concentracion de saponmas(j) =

masa fresca de la muestra (g)

A cada prueba se realiz6 10 repeticiones.
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2.11.3.2. Extraccion de saponinas de los residuos (episperma) de Chenopodium quinoa Willd

mediante el método Soxhlet

Se procedié a pesar 200 gramos de residuo de Chenopodium quinoa Willd (episperma)
incorporandolas en un cartucho que se elaboré con papel filtro y se introdujo dentro del extractor
Soxhlet.

En un matraz de fondo redondo de capacidad de 1000 ml, se incorporaron 700 ml de solvente
(agua).

Se procedié a montar el equipo Soxhlet y se realizaron tres extracciones sucesivas utilizando

como solvente agua.

Aproximadamente el ciclo durd cinco horas hasta realizar 3 sifonadas y se observo que el solvente

en el matraz poseia un color ambar.

Posteriormente se midi6 el volumen del extracto acuoso, este se almacend en una botella ambar

previamente esterilizada y se mantuvo en refrigeracion.

2.11.3.3. Cuantificacién de la concentracién del extracto acuoso de saponinas por el método

espectrofotométrico uv-vis.

Preparacion de las seis concentraciones de saponinas al 100%, 87.5%, 75%, 50% y 37.5%

para la cuantificacion.

A partir del extracto acuoso obtenido en el acapite anterior se prepararon cinco concentraciones

en agua destilada (v/v) (Tabla 2-2) en tubos de ensayo.

Tabla 2-2: Preparacién porcentual del extracto acuoso de saponinas en tubos de

ensayo.
CONCENTRACION DE SAPONINAS
Concentracion | % Contenidos en tubos de ensayo
C1 100 | 1ml del extracto de saponinas
C2 87.5 | 0.875 ml del extracto de saponinas + 0.125 ml de agua destilada
C3 75 | 0.75 ml del extracto de saponinas + 0.25 ml de agua destilada
C4 50 | 0.5 ml del extracto de saponinas + 0.5 ml de agua destilada
C5 37.5 | 0.375 ml del extracto de saponinas + 0.625 ml de agua destilada

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019
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Preparacion del reactivo de Liebermann-Burchard

El reactivo de Liebermann-Burchard fue preparado segun la metodologia descrita por Gianna

(2013), y se explica en la tabla 2-3.

Tabla 2-3: Preparacion del reactivo Liebermann-Burchard

REACTIVOS PREPARACION

El reactivo de Liebermann-Burchard contiene H2SO4 y CsHsO3 en una
-Acido sulfdrico proporcién 5:1. Para la realizacion del reactivo se trabajé en una campana
concentrado extractora de gases. Se colocd un pequefio balde con hielo y en él se dejé

reposar una botella ambar, después se colocdé 20 ml de &cido sulfirico
-Anhidrido acético concentrado y se tap6, se dejo reposar en hielo aproximadamente 10
minutos, a continuacion, lentamente se agreg6é 4 ml de Anhidrido acético y
se agitd con precaucion.

Nota: si los reactivos se mezclan al revés se forman compuestos de color

amarillo de igual forma si no se enfria adecuadamente.

Fuente: Gianna, 2013
Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

Cuantificacion de los extractos en el equipo uv-vis

Las pruebas de los extractos se realizaron para determinar cuantitativamente la concentracion del

extracto de saponinas en mg/ml.

La cuantificacion de los extractos acuosos de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa

Willd fue preparada segun la metodologia descrita por (Monje y Raffaillac, 2006; Gianna, 2013)

y se explica a continuacion.

De las concentraciones C1, C2, C3, C4, C5; se tomé 1.0 ml del extracto acuoso de saponinas
y se colocd en diferentes tubos de ensayo.

Se afiadio lentamente y con cuidado 3.5 ml del reactivo de Liebermann-Burchard en cada
tubo de ensayo y se cerro.

Se agitd cuidadosamente en intervalos regulares durante 30 minutos, presentando un color
rojo vino.

Previamente se encendid el equipo espectrofotometro UV-VISIBLE de la marca Thermo
Electron Helios B, y se esper6 15 minutos para leer las muestras.

Se ley6 la absorbancia de las concentraciones de extracto acuoso de saponinas a una longitud
de onda de 528 nm, también se ley6 la absorbancia del extracto acuoso de saponinas sin el

reactivo considerandose como blanco o absorbancia del extracto, ademas se ley6 la
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absorbancia del reactivo de Liebermann-Burchard, todo esto se midié antes de los 50 minutos

de preparado las muestras con el reactivo de Liebermann-Burchard.

La absorbancia de las saponinas se calcul6 aplicando la siguiente ecuacion.

AS = AM — (AR + AE)
Donde
AS: Absorbancia de las saponinas
AM: Absorbancia medida de la mezcla extracto y reactivo de Liebermann-Burchard
AR: Absorbancia del reactivo de Liebermann-Burchard

AE: Absorbancia del extracto
La concentracion de saponinas se calculé mediante la siguiente formula (Gianna, 2013).

mg) _ A—0.0164

C saponinas (W = 25725

2.11.3.4. Obtencion de cepas de hongos Fitopatdgenos (Fusarium sp., Rhizoctonia sp.,

Pythium sp., Alternaria sp. y Botrytis sp.)
e Aislamiento y purificacion de Rhizoctonia sp. y Fusarium sp.

- Aislamiento

Para el aislamiento de Rhizoctonia sp. y Fusarium sp. se utilizaron tubérculos de papa (Solanum

tuberosum) con presencia y sintomas de pudricidn seca (Acufia y Araya, 2017).

En un frasco de vidrio estéril se colocd algoddn y se remojé con agua estéril para simular un

ambiente himedo (camara himeda).

El tubérculo se lavo con agua estéril y un cepillo, después se lavé con una mezcla de agua e
hipoclorito de sodio para su desinfeccion, se enjuagd con abundante agua estéril y fue incorporado
a la cdmara humeda, este fue sellado e incubado por 72 horas a temperatura ambiente y luz para

que el hongo desarrolle.

Posteriormente se trasladaron a una cdmara de aislamiento en condiciones de asepsia y con un

bisturi completamente desinfectado se procedio a cortar pequefios fragmentos de tubérculo con
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presencia de crecimiento fungico que se inocularon en cajas Petri de 90 mm de didmetro con
medio de cultivo PDA.

Las cajas Petri fueron selladas y se dejaron incubar a 28 °C por tres dias, hasta el crecimiento de

colonias caracteristicas. En total se hicieron cinco réplicas.
- Identificacion y Purificacion

En las colonias crecidas se observaron los caracteres culturales y se hicieron preparaciones
microscopicas para observar (400X) los caracteres morfologicos del micelio, las estructuras de
reproduccion y verificar la presencia de los hongos fitopatogenos. Mediante la clave taxonémica
propuesta por Barnett y Hunter (1998) se identificaron los géneros de hongos presentes. A través

de subcultivos en similar medio de cultivo se purificaron los aislados fungicos.

e Aislamiento y purificacion de Pythium sp.

-Aislamiento

Para el aislamiento de Pythium sp. se utiliz6 una muestra de suelo proveniente del cultivo de
tomate (Solanum lycopersicum), el cual se dejo secar a temperatura ambiente y se tamizé con

granulometria de 2 mm.

En un erlenmeyer se colocaron 10 g de suelo y 90 ml de agua estéril (dilucion 1/10), se agit6

(aproximadamente 15 minutos) y se dejo reposar la muestra durante 5 minutos.

Posteriormente se llevd la muestra a una cdmara de aislamiento en condiciones de asepsia y se

realizaron diluciones decimales seriadas como se describe a continuacion.

Con una pipeta se tomé 1 ml de la suspensién madre de suelo y se colocé en un tubo de ensayo
que contenia 9 ml de agua estéril (dilucion 1/100), luego se tomd 1 ml de esta dilucion y se colocd
en otro tubo de ensayo con 9 ml de agua estéril (1/1000), procedimiento que se realizé de manera
sucesiva hasta obtener el nimero de diluciones necesarias, en este caso se obtuvieron seis

diluciones hasta 1/108.

Con una pipeta se tom6 1 ml de cada una de las diluciones y se coloco en cajas Petri, seguidamente
a cada caja Petri se les colocaron 10 ml de medio de cultivo PDA, se homogeneiz6 suavemente y

se esper0 hasta que solidificara y se procedio a sellar las cajas.

Posteriormente se incubaron por 48 horas a 28°C, hasta el crecimiento de colonias fingicas. En

total se hicieron cinco réplicas.
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- Identificacion y Purificacion

Se siguid un procedimiento similar al descrito previamente con las colonias crecidas, que por sus
caracteres culturales se asemejaran a Pythium. Cuando se confirmé su presencia al microscopio

oOptico se purificaron.

e Aislamiento y purificacion de Alternaria sp.

- Aislamiento

Para el aislamiento de Alternaria sp. se utilizaron hojas de tomate (Solanum lycopersicum) con

manchas pardas caracteristicas del hongo (Martinéz, 2018).

Las hojas fueron lavadas con agua estéril, y se dejaron reposar 5 minutos en un recipiente que
contenia una mezcla de agua e hipoclorito de sodio, posteriormente se enjuagaron con abundante

aguay se secaron con un pafo estéril.

En una camara de aislamiento en condiciones de asepsia se corté cada mancha de la hoja de 1x1

cm y se procedi6 a colocarlas en cajas Petri con medio de cultivo PDA.

Las cajas Petri fueron selladas y se dejaron incubar a 28 °C y oscuridad por 5 dias. En total se
hicieron cuatro réplicas.

- Identificacion y Purificacion

Para la identificacién y purificacion se siguié un protocolo similar al descrito previamente.

Aislamiento y purificacion de Botrytis sp.

- Aislamiento

Para el aislamiento de Botrytis sp. se utilizaron frutos de mora (Rubus ulmifolius) con presencia

de sintomas de moho gris, los cuales son caracteristica de la presencia del hongo (Leiva, 2011).

Los frutos de mora (Rubus ulmifolius) se lavaron cuidadosamente con agua estéril, después se
lavé con una mezcla de agua e hipoclorito de sodio para su desinfeccion, inmediatamente se

enjuagaron con abundante agua y se sec6 con un pafio estéril.
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En una camara de aislamiento en condiciones de asepsia, se cortaron fragmentos con un bisturi

estéril y se colocaron en una caja de Petri con medio de cultivo PDA.

La caja Petri fue sellada y se dej6 incubar a 28 °C y oscuridad por 5 dias. En total se hicieron
cuatro réplicas.

- Identificacion y Purificacion

Para la identificacién y purificacion se siguié un protocolo similar al descrito previamente.

Los aislados obtenidos se identificaron con un cddigo, se conservaron a 4 °C en tubos de ensayo

con medio de cultivo PDA para continuar los ensayos Yy se incorporaron al cepario de

Agromikroben.

2.11.3.5. Determinacién del ritmo de crecimiento in vitro de las cepas fangicas

Para determinar el ritmo de crecimiento de las cepas flngicas en medio de cultivo PDA, las
colonias crecidas fueron llevadas a una camara de aislamiento en condiciones de asepsia y
mediante la ayuda de un sacabocados de 4 mm de didmetro se procedié a retirar discos del micelio

de cada cepa y se inocularon en el centro de cajas Petri con medio de cultivo PDA.

Se realizaron tres réplicas por cada cepa, que se incubaron a 28 °C y oscuridad. Cada 24h y hasta
las 120 h de incubacidn se midi6 el radio de la colonia (cuatro mediciones por colonia) y se calcul6

el ritmo de crecimiento (mm/dia).

2.11.3.6. Evaluacion de la actividad antifingica de las saponinas frente a los hongos

fitopatogenos.

Preparacion del medio de cultivo con las diferentes concentraciones de saponinas

A partir del extracto acuoso obtenido como se describi6 en el acépite 2.11.3.2 se prepararon cinco
concentraciones en medio de cultivo PDA (v/v) (100%, 87.5%, 75%, 50% y 37.5%). Se incluy6

un control de medio de cultivo sin extracto (tabla 2-4).
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Tabla 2-4: concentracion del extracto acuosa de saponinas para cada concentracion ensayada

Ensayos % Concentracion
C1 100 se colocé un volumen de 150 ml del extracto de saponinas.
Cc2 87.5 | secoloct 131.25 ml del extracto de saponinas + 18.75 ml de agua destilada.
C3 75 se colocd 112.5 ml del extracto de saponinas + 37.5 ml de agua destilada.
C4 50 se coloco 75 ml del extracto de saponinas + 75 ml de agua destilada.
C5 37.5 | secoloco 56.25 ml del extracto de saponinas + 93.75 ml de agua destilada.
C6 control | se coloco un volumen de 150 ml de agua

Realizado por: lvonne Carrillo, 2019

La preparacion de cada concentracion se realizd en Erlenmeyer de 250 mL de capacidad,
previamente etiquetados. En cada una de los Erlenmeyer se afiadieron 6 g de medio de cultivo

PDA (marca HIMEDIA), se procedi6 a tapar conpapel aluminio y se agitaron vigorosamente.

Las cajas Petri de vidrio y el sacabocados fueron empaquetadas con papel kraft, estos fueron
colocados en el autoclave junto con los Erlenmeyer, a 1 atm de presién y 120 °C por

aproximadamente 30 minutos. Posteriormente se llevaron los materiales a la camara de

aislamiento en condiciones de asepsia.

En las cajas Petri previamente etiquetadas, se vertié el medio de cultivo con las concentraciones

de saponinas de los tratamientos preparados y control, aproximadamente 10 ml en cada cajay se

dejo solidificar y se realizd tres replicas.

Inoculacién de las cepas en los extractos preparados

En una camara de aislamiento en condiciones de asepsia, con la ayuda de un sacabocados de 3.5
mm de diametro se cortd un disco de micelio de cada cepa fungica y se inocularon en el centro

de las cajas Petri que contenian las concentraciones del extracto acuoso de saponinas,

posteriormente las cajas Petri fueron selladas e incubadas en una estufa a 28 °C y oscuridad.

Por cada cepa se realizaron tres réplicas. Los datos del radio de las colonias (cm) se midieron

cada 24 horas por nueve dias.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION

3.1 Resultados de la estimacion de la concentracion de saponinas del material vegetal

por el método afrosimétrico.

Mediante la aplicacion del método afrosimétrico se comprobé que la variedad de Chenopodium

quinoa Willd empleada se puede clasificar como amarga (Koziol, 1991) (tabla 3-1).

Tabla 3-1 Estimacién de la concentracion de saponinas del material vegetal por el método
afrosimétrico.

altura de la espuma (cm) mg saponina / Contenido de
g masa fresca saponinas (%)
Grano 6.18 5.36 53.56
Residuos de Chenopodium
2.56 2.23 22.28
quinoa Willd (episperma)

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019 n=10

Se observé que las saponinas presentan propiedades tensoactivas las cuales al ser agitadas en
tubos de ensayo presentan una espuma estable para el grano y residuos de Chenopodium guinoa

Willd (episperma).

Koziol (1991) sefiala que el método afrosimétrico es viable y de rapida estimacion mientras que
el método estandar tiene una duracion de 73 minutos, ademas el primer método mencionado ha
sido utilizado por los agronomos de Latinreco en mas de 5000 Chenopodium quinoa Willds dando
resultados exitosos, pero indica que se debe tener precaucion debido a que la altura de la espuma
puede cambiar rapidamente, también menciona que la concentracion de saponinas para
considerarla de variedad amarga debe ser > a 0.11 y que la altura de la espuma al ser < a 1.3 cm
pertenece a una variedad de Chenopodium quinoa Willd dulce, por lo tanto los resultados

observados en la figura 3.1 pertenecen a una variedad de Chenopodium quinoa Willd amarga.

Mina (2014) evalu6 la concentracidn de saponinas en variedades de Chenopodium quinoa Willd
dulce, una de las variedades que determiné fue INIAP —Pata de venado mediante el método de
espuma, donde obtuvo como resultados 0.06% de saponinas. Al comparar este estudio con la

presente investigacion se observo que los valores son muy distantes entre si. Esta diferencia
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observada entre los porcentajes demuestra el grado de viabilidad de comprobacién del método
para comparar Chenopodium quinoa Willd dulce de Chenopodium quinoa Willd amarga.

3.2.Obtencion del extracto de saponinas mediante el método Soxhlet a partir de una
variedad de Chenopodium quinoa Willd.

Una vez analizado los resultados de la concentracidn de saponinas se obtuvo el extracto acuoso
utilizando los residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma), obteniendo un volumen total

de 425 ml por cada extraccion.

3.3. Resultados de la cuantificacion de las concentraciones de los extractos de saponinas por
el método espectrofotometro UV-vis.
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Figura 3-1: Fotografias de la reaccion de
Liebermann-Burchard con las

concentraciones del extracto de saponinas
Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

En la (Figura 3-1) Se observd que después de la agitacion de los tubos que contienen las
concentraciones de saponinas con el reactivo de Liebermann-Burchard se obtuvo una coloracion

rojo vino.

Tanto Gianna (2013) y Alvarez y Gallegos (2018), mencionaron que la reaccion de Liebermann-
Burchard dan un resultado positivo al ponerlo en contacto con saponinas, presentando un color
azul y verde para saponinas esteroidales, mientras que al presentar un color rosado, rojo o violeta
se evidencia la presencia de saponinas triterpenicas, refiriendo en su estudio un color rojo-
anaranjado en extractos alcohdlicos de saponinas extraidas a partir de mojuelo de Chenopodium

quinoa Willd de variedad blanca y un color rojo vino en semillas de quinua de variedad CICA, lo
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cual coincidié con los resultados obtenidos en la presente investigacion, por lo tanto, el extracto
de saponinas extraida de los residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma) contuvo

saponinas triterpénicas.

Tabla 3-2: Datos de la absorbancia de las saponinas y concentracién de saponinas puras

Concentracion del Absorbancia Concentracion de
extracto acuoso (%) UV/VIS A=528 nm Absorbancia saponinas puras (mg/ml)
1 100 4.495 2.806 0.610

2 87.5 4.464 2.775 0.603

3 75 4.432 2.743 0.596

4 50 3.840 2.151 0.467

5 375 2.578 0.889 0.191

Realizado por: lvonne Carrillo, 2019

Se determing la absorbancia del reactivo de Liebermann-Burchard dando como resultado 0.094
nm y la absorbancia del extracto acuoso de saponinas sin el reactivo mostrando un resultado de

1.595 nm, datos que fueron necesarios para obtener la absorbancia y concentracion de saponinas.

Los resultados presentados en la (tabla 3-2) corresponden a los datos para cuantificar las
concentraciones de saponinas en cada uno de los ensayos o diluciones realizadas del extracto

obtenido.

Monje y Raffaillac (2006) determinaron el contenido de saponinas en 10 variedades de
Chenopodium quinoa Willd Chucapaca, Surumi, Camiri, Huganda, Jiwaki, Agro 2000, Toledo
N, Real B, Toledo R y K'ellu; e informaron que entre la muestra Surumi codificada como nimero
2 y Real Blanca como nimero 8 tienen una concentracion de 0.18% hasta 5.01% de saponinas.
Mientras que Aranibar (2017) menciond que el polvillo o residuos de Chenopodium quinoa Willd

blanca presentd un mayor contenido de saponinas siendo de 0.935 mg/ml.

Ramos (2016) realiz6 la cuantificacion de saponinas en tres muestras de Chenopodium quinoa
Willd y obtuvo como resultado 0.2588, 0.3273 y 0.2349 mg/ml de concentracion de saponinas,
indico6 que estos resultados sobrepasan los limites permisibles de 120 mg/100 g de Chenopodium
guinoa Willd mencionados en la norma Boliviana y Norma Andina, por lo tanto al comparar con
la concentraciones de los extractos acuosos de saponinas todas llegan a sobrepasar los limites de
estas normas, lo cual llega a ser bueno en la presente investigacién, debido a que mientras mayor
concentracion de saponinas exista en la muestra, mayor es el porcentaje de inhibicion que va a
tener sobre las cepas, mientras que llega a ser malo para el consumo, esto quiere decir que la

quinua necesita de varias enjuagadas para estar en los limites permisibles de la norma.
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Gréfico 3-1: Cuantificacion de saponinas de los extractos de los residuos de

Chenopodium quinoa Willd mediante el método espectrofotométrico UV-vis.
Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

En la (Gréfica 3-1) el andlisis de la regresion lineal permiti6 obtener la ecuacion de la recta siendo
y= 4.5725x + 0.0164, y un coeficiente de correlacion de R?=1, lo que demuestra que las
concentraciones de saponinas al (100, 87.5, 75, 50, 37.5) % tuvo un ajuste lineal bueno, lo que

llega a ser 100% viable.

Los resultados obtenidos (gréafico 3-1) son idénticos a los resultados reportados por Gianna (2013)
en lo referente a la ecuacidn de la recta, dicha investigacion se realiz6 usando semillas de quinoa
de variedad CICA reportando 0.598 mg/ml de concentracion de saponinas, siendo similar a la

concentracion del 75% como se observa en la (tabla 3-2).

En estudios realizados por Lozano et al (2012) menciona que para obtener el concentrado de
saponinas utilizaron como solvente mezclas de agua y etanol, pero esto permite arrastrar también
compuestos como flavonoides y antioxidantes al ser solubles en alcoholes, determinando una
recta de calibracion de Y =0.912 x — 0.003 y un coeficiente de correlacion de 0.995. De acuerdo
a lo descrito por Francis (2002) y Usifia (2017) menciona que el proceso de extraccion con n-
butanol reduce la cantidad de saponinas que estan originalmente en la muestra debido a que solo
cadenas cortas de oligosacaridos podran ser extraidas por la parte butandlica, sin embargo, en esta
investigacion se utilizd como solvente agua, segun Ramos (2016) azUcares, proteinas y otros
elementos son solubles en agua, pero que al utilizar el reactivo de Liebermann- Burchard este
solo reacciona cuando existe la presencia de saponinas por lo que otros elementos no interfieren
en la lectura en el espectrofotémetro UV-vis, determinaron una recta de calibracion de Y = 0.0051

x —0.0364 y un coeficiente de correlacion de 0.998.
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Se trabajé con una longitud de onda de 528 nm siguiendo la metodologia de Gianna (2013),
resultados que concuerdan con Monje y Raffaillac (2009), Coello (2015) en dos variedades como
Pata de Venado y Chenopodium quinoa Willd criolla y Maggi (2016) en variedades INIAP
Tunkahuan y INIAP Pata de Venado, mientras que Rojas y Tapia (2011) realizaron un barrido
espectral de su extracto de saponinas determinando una longitud de onda de 412 nm para semillas
de Chenopodium quinoa Willd, al igual que Subieta et al (2011) determin6 una longitud de onda
a 527.5 nm para Chenopodium quinoa Willd real blanca, amarilla y rosada, de igual manera
Aranibar (2017) determiné una longitud de onda de 407 nm en variedades de mojuelo de

Chenopodium quinoa Willd blanca real.

3.4. Identificacion macroscépica y microscopica de los hongos fitopatdgenos.

3.4.1.  Fusarium sp.

En la (figura 3-2) se observo que el cultivo en la caja Petri presenté colonias de color blanco, pero
al pasar el tiempo presentaron una pigmentacion rosada a parpura, el micelio tiene una apariencia
algodonosa y densa, también presentan bordes definidos, microscopicamente se observo la
presencia de microconidios, elipsoidal, rectos y macroconidios ligeramente curvados. De acuerdo

con lo descrito por Carrillo (2003) y Schroers et al. (2009) se confirma el género Fusarium.

\\
w

Figura 3-2: Cepa de Fusarium sp y al microscopio con el

aumento 400x
Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

3.4.2.  Rhizoctonia sp.

En la (figura 3-3) se observo que presentd formay margen circular, textura algodonosa, el micelio

presentd una coloracion o pigmentacion café, también se pudo observar microscopicamente
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constriccion de las hifas, en donde se ramifica a 90 grados en angulo recto con respecto a las hifas
principales teniendo forma de T. De acuerdo con lo descrito Barnett et al. (1998) y Garcia (2008)

se confirma el género Rhizoctonia.

\\ — ;;;{

Figura 3-3: Cepa de Rhizoctonia sp. y al microscopio con el

aumento 400x.
Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

3.4.3.  Pythium sp.

La (figura 3-4) presentd forma y margen circular, textura algodonosa, el micelio presenté una
coloracion blanca, también se observé microscopicamente varias oosporas. De acuerdo con lo

descrito por Garcia (2008) se confirmé el género Pythium.

Figura 3-4: Cepa de Pythium sp. y al microscopio con el
aumento 400x
Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

3.4.4. Alternaria sp.

La (figura 3-5) presento colonias de color blanca grisacea en un principio, pero al pasar el tiempo

presentaron un color café, el micelio tuvo una apariencia plana y algodonosa, microscopicamente
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se observo conidio largos y cortos, con cadenas pequefias. De acuerdo con lo descrito por Barnett
et al. (1998) y Carrillo (2003) se confirmo el género Alternaria.

Figura 3-5: Cepa de Alternaria sp. y al microscopio con el

aumento 400x
Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

3.4.5.  Botrytis sp.

En la (figura 3-6) se presentd colonias de color café claro, el micelio tiene una apariencia
algodonosa. También se observé microscOpicamente conidiéforos y racimos de conidios. De

acuerdo con lo descrito por Barnett et al. (1998) y Carrillo (2003) se confirma el género Botrytis.

Figura 3-6: Cepa de Botrytis sp. y al microscopio con el aumento
400x

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019
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3.5. Pruebas de crecimiento in vitro de los hongos fitopatdgenos

3.5.1.  Fusarium sp.
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Gréfico 3-2: Ritmo de crecimiento in vitro de Fusarium sp. en medio de
cultivo PDA, incubado a 28 °C de 0 a 120 horas

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

En la (Gréfica 3-2) se observé que el hongo Fusarium sp. crecié de manera constante, asi a las 0
horas se tuvo un crecimiento de 3.5 mm de diametro al haber incorporado un disco de micelio en
la caja Petri, con la ayuda de un sacabocados, por lo tanto, a las 24 horas se observo un crecimiento
in vitro del patdgeno de 4.83 mm, a las 48 horas creci6 8.25 mm, y asi hasta llegar a las 120 horas

gue tuvo un crecimiento in vitro de 26.58 mm.

La cepa de Fusarium sp. mostré un ritmo de crecimiento in vitro promedio de 5.44 mm por dia
en las condiciones experimentales ensayadas, por tal razon se considerd de crecimiento lento al
no llegar a cubrir la caja Petri (figura 3-7). Estos resultados concuerdan con los informados por
Arcos (2017), donde menciona que Fusarium sp. es de crecimiento lento teniendo un crecimiento
in vitro promedio de 3.56 mm diarios y que a las 120 horas tuvo un crecimiento total de 21.35
mm, al igual que Arbito (2017) menciona que Fusarium spp. tiene un promedio de crecimiento
in vitro diario de 5 mm, llegando a cubrir la caja Petri a los nueve dias con un didmetro de 90 mm,
es decir con un crecimiento in vitro de 45 mm. Al igual que Retana et al. (2018) menciona que
Fusarium oxysporum aislada de apio (Apium graveolens) colmé la caja Petri a los ocho dias,
mientras que Verdezoto (2017) confirma que Fusarium oxysporum posee colonias de crecimiento
répido debido a que a los cinco dias el hongo llegd a colmar toda la caja Petri. El ritmo de

crecimiento de las cepas fungicas depende de la especie y de las condiciones de cultivo (Gimeno,
2002).
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Figura 3-7: Colonias de Fusarium sp. crecidas en medio de cultivo PDA, incubado a 28 °C de 0
a 120 horas.

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

3.5.2.  Rhizoctonia sp.
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Grafico 3-3: Ritmo de crecimiento in vitro de Rhizoctonia sp. en medio de
cultivo PDA, incubado a 28 °C de 0 a 120 horas

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

En la (Grafica 3-3) se expone los resultados del area de crecimiento micelial del hongo
Rhizoctonia sp. La cepa obtenida crecié en medio de cultivo PDA a 28 °C, siendo que a las 0
horas asume un crecimiento de 3.5 mm de didmetro al haber incorporado un disco de micelio en
la caja Petri, a las 24 horas se observo que el hongo fitopatégeno no ha crecido y se mantiene
constante, a las 48 horas crece 8.42 mmy a lo largo de las 120 horas de su inoculacién presentd

un crecimiento in vitro de 32.67 mm.

La cepa de Rhizoctonia sp. mostrd un ritmo de crecimiento in vitro promedio de 7.29 mm por dia
en las condiciones experimentales ensayadas, se considerd de crecimiento lento al no llegar a
cubrir la caja Petri (figura 3-8). Estos resultados concuerdan con los informados por Arcos (2017)
donde Rhizoctonia sp. presenta un crecimiento in vitro promedio de 8,08 mm por dia y Gallegos
(1997) menciona que Rhizoctonia sp. cubre a las 84 horas la mitad de la caja Petri por lo que

considera un ritmo de crecimiento acelerado.
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Figura 3-8: Colonias de Rhizoctonia sp. crecidas en medio de cultivo PDA, incubado a 28 °C
de 0 a 120 horas.

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

3.5.3.  Pythium sp.
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Graéfico 3-4: Ritmo de crecimiento in vitro de Pythium sp. en medio de cultivo
PDA, incubado a 28 °C de 0 a 120 horas

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

En la (Gréfica 3-4) se expone los resultados del area de crecimiento micelial del hongo Pythium
sp. La cepa que se obtuvo crecié en medio de cultivo PDA a 28 °C, siendo que a las 0 horas asume
un crecimiento de 3.5 mm de diametro al haber incorporado un disco de micelio en la caja Petri,
a las 24 horas se observé que el hongo fitopatdgeno no ha crecido y se mantiene constante, a las
48 horas crecié 7.33 mmy a lo largo de las 120 horas de su inoculacion present6 un crecimiento

in vitro de 21.92 mm.

La cepa Pythium sp. mostr6 un ritmo de crecimiento in vitro promedio de 4.6 mm por dia en las
condiciones experimentales ensayadas, por tal razén se considero de crecimiento lento debido a
que no llega a cubrir la caja Petri (figura 3-9). Estos resultados concuerdan con los informados
por Arcos (2017) y Benavides (2001) que mencionaron que Pythium sp. presenta un crecimiento
in vitro promedio de 3.56 mm por dia y que a las 120 horas cubri6 el 39.56% y 31.06% de la caja

Petri, respectivamente. Grijalba et al. (2016) mencion6 que al colocar 5 mm de micelio en una

47



caja Petri, a los siete dias cubrid toda la caja Petri, mientras que Grijalba (2017) reportd que basta

dos o tres dias para que el hongo alcance el borde de la caja.

24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS 120 HORAS

Figura 3-9: Colonias de Pythium sp. crecidas en medio de cultivo PDA, incubado a 28 °C de 0
a 120 horas.

Realizado por: lvonne Carrillo, 2019

3.5.4.  Alternaria sp.
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Gréfico 3-5: Ritmo de crecimiento in vitro de Alternaria sp. en medio de cultivo
PDA, incubado a 28 °C de 0 a 120 horas

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

En la (Gréfica 3-5) se observo que el hongo Alternaria sp. crecio de manera constante, siendo que
a las 0 horas se tiene un crecimiento de 3.5 mm de diametro al haber incorporado un disco de
micelio en la caja Petri con la ayuda de un sacabocados, por lo tanto, a las 24 horas se observo un
crecimiento in vitro del patégeno de 28 mm, a las 48 horas crece 39 mm, y asi hasta llegar a las

120 horas que tiene un crecimiento in vitro de 41.75 mm.

La cepa Alternaria sp. mostr6 un ritmo de crecimiento in vitro promedio de 3.44 mm por dia en

las condiciones experimentales ensayadas, a las 24 h y 48 h el hongo llegd a tener un gran

crecimiento y después su crecimiento se volvio lento desde las 72 horas en adelante, se considerd

de crecimiento rapido debido a que llega a cubrir la caja Petri a las 120 horas como se observo en
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la (figura 3-10), estos resultados concuerdan con Rodriguez (2015) donde menciona que a los
cinco dias Alternaria Alternata Ilegé a cubrir toda la caja Petri en la mayoria de los 57
aislamientos realizados, de igual forma Vargas (2009) realiz6 un estudio para controlar Alternaria
Chrysanthemi aplicando alternativas naturales, determiné que el hongo fitopatégeno es de rapido
crecimiento, ya que tuvo un periodo de incubacion de 96 horas, ademas indic6 que la temperatura
de incubacion es importante ya que esto determina la velocidad de crecimiento siendo su

temperatura optima de incubacion de 23 °Cy también requirié de total oscuridad.

24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS 120 HORAS

Figura 3-10: Colonias de Alternaria sp. crecidas en medio de cultivo PDA, incubado a 28 °C de
0 a 120 horas

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

3.5.5.  Botrytis sp.
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Graéfico 3-6: Ritmo de crecimiento in vitro de Botrytis sp. en medio de cultivo
PDA, incubado a 28 °C de 0 a 120 horas

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

En la (Gréfica 3-6) se observé que el hongo Botrytis sp. a las 0 horas asume un crecimiento de
3.5 mm de diametro al haber incorporado un disco de micelio en la caja Petri con la ayuda de un

sacabocados, a las 24 horas se observé que el hongo fitopatdgeno no ha crecido y se mantiene
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constante, a las 48 horas crece 4.5 mm, hasta llegar a las 120 horas que tiene un crecimiento in

vitro de 11 mm.

La cepa Botrytis sp. mostré un crecimiento in vitro promedio de 1.88 mm por dia en las
condiciones experimentales ensayadas, por tal razon se considerd de crecimiento muy lento
debido a que no llega a colmar la caja Petri (figura 3-11). Estos resultados no concuerdan con
Sepulveda (1988) quien realiz6 un estudio para identificar Botrytis cinerea en Chicharo de
acuerdo a sus sintomas, caracteristicas y pruebas de patogenicidad, determin6 que el hongo en
medio de cultivo PDA al cabo de siete dias cubri6 la caja Petri, pero que se necesitaba de 20 dias
para observar esclerocios de color negro y algodonosa, en cambio Flores (2015) determind la
actividad antagénica de Clonostachys rosea sobre Botrytis cinereea, Fusarium oxisporum y
Alternaria solani, donde determiné el crecimiento de Botrytis cada 72 horas, indicando que a las
96 y 168 horas tiene un crecimiento de 40 mm y 53 mm de diametro respectivamente, teniendo
el doble de crecimiento en comparacion a los datos reportados a las 120 horas como se observé
en la (gréfica 3-6). Ldpez et al. (2006) en su investigacion reporta que Botrytis cinerea lleg6 a

cubrir la caja al cabo de diez dias.

24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS 120 HORAS

Figura 3-11: Colonias de Botrytis sp. crecidas en medio de cultivo PDA, incubado a 28 °C de 0
a 120 horas

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019
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3.6. Evaluacion a nivel de laboratorio de la actividad antifangica del extracto acuoso
de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma) frente a

Fusarium sp.

Tabla 3-3: Porcentaje de inhibicion del crecimiento del hongo
Fusarium sp. presente en las concentraciones de los extractos de
saponinas frente al control.

% de concen.tracién de crecimiento % de inhibicién
saponinas
100 31.33 26.42
87.5 34.33 19.37
75 35.08 17.61
50 39.50 7.24
37.5 37.17 12.72
CONTROL 42.58

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019
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Graéfico 3-7: Curva de regresion lineal de Fusarium sp. frente al extracto acuoso de saponinas de

los residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma), incubado a 28 °C a los 9 dias.
Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

En la (Gréfica 3-7) se observaron las concentraciones acuosas de saponinas en porcentaje V/V
frente a fusarium sp., donde las concentraciones del 100%, 87.5%, 75%, 50%, 37.5%, inhibid el
crecimiento del hongo, teniendo como resultado que la mejor concentracion para inhibir el
crecimiento esté en la concentracién 100% inhibiendo con un 26.42% del crecimiento del hongo,
siguen las concentraciones 87.5% (19.37%), 75% (17.61%), 37.5% (12.72%), 50% (7.24%).

Tiene un coeficiente de correlacion de 0.8975 y corresponde a la ecuacion y = - 0.1028x + 42.662.
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Estos datos no concuerdan con Arcos (2017) ya que menciona que, al haber aplicado un extracto
acuoso de saponinas frente a Fusarium sp, este no inhibié su crecimiento, por lo contrario, crecié
mucho més que el control, también menciond que tal vez esto se deba a que el extracto acuoso
ademas de contener saponinas también contiene algun tipo de nutrientes, lo cual hace que esté se
desarrolle ain mas réapido, en la grafica se puede observar un coeficiente de correlacion de 0.2746
y una ecuacion de la recta de y = 0.0403 x + 21.538.

En estudios realizados por Jiao et al. (2015) se determind que el ginseng contiene saponinas
triterpénicas que son conocidas como ginsendsidos y son de diferentes tipos; hongos como
Fusarium solani crece mucho mas cuando existe la presencia de ginsenésidos Rgl, Rc y Rd
mientras que Fusarium oxysporum crece mucho méas cuando existe la presencia de ginseno6sidos

Rgl y Rd, estos hongos degradan las saponinas y lo utilizan como nutrientes.

Estos resultados pueden explicar por qué en la presente investigacion se tuvo resultados positivos
mientras gque en estudios realizados por Arcos (2017) se obtuvo resultados negativos, esto se debe
a que, dependiendo del tipo de hongo y tipo de saponinas, el hongo puede proliferar como puede

detener su crecimiento.

TF4R2 TF3R2 TF2R2 TF1R2
CONTROL DOSIS 37.5% DOSIS 50% DOSIS 75% DOSIS 87.5% DOSISI 100%

Figura 3-12: Crecimiento del hongo Fusarium sp. en el extracto acuoso de los residuos de

Chenopodium quinoa Willd a los 9 dias.
Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

Como se observé en la (Figura 3-12) el control Fusarium sp. comparado con las cajas Petri que
posee las concentraciones del extracto acuoso de saponinas al 37.5% (TF5R2), extracto acuoso
de saponina 50% (TF4R2), extracto acuoso de saponinas 75% (TF3R2), extracto acuoso de
saponinas 87.5% (TF2R2), y el extracto acuoso de saponinas al 100% (TF1R1), éste crece
potencialmente méas rapido obteniendo un mayor crecimiento de 42.58 mm. Se observé que la
dosis del 100% (TF1R2) aplicada tuvo una mayor inhibicién contra Fusarium sp. con un

crecimiento de 31.33 mm.
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3.7. Evaluacion a nivel de laboratorio de la actividad antifangica del extracto acuoso
de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma) frente a
Rhizoctonia sp.

Tabla 3-4: Porcentaje de inhibicion o estimulacion del
crecimiento del hongo Rhizoctonia sp. presente en las
concentraciones de los extractos de saponinas frente al control.

% de concentracion - % de inhibicion
. crecimiento . .,
de saponinas o estimulacién
100 38.75 - 8.14
87.5 34.67 3.26
75 34.50 3.72
50 38.92 - 8.60
37.5 39.58 - 10.47
CONTROL 35.83

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019
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Gréfico 3-8: Curva de regresion lineal de Rhizoctonia sp. frente al extracto acuoso de saponinas de

los residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma), incubado a 28 °C a los 9 dias.
Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

En la (Gréfica 3-8) se observaron las concentraciones acuosas de saponinas en porcentaje V/V
frente a Rhizoctonia sp., donde las concentraciones del 87.5% y 75%, inhibe el crecimiento del
hongo con relacion al control, teniendo como resultado que la mejor concentracion para inhibir
el crecimiento es la del 75% inhibiendo con un 3.72% del crecimiento del hongo, siguiéndole la
concentracion 87.5% (3.26%), mientras que en la concentracion del (100,50 y 37.5)% el extracto
acuoso de saponinas estimulo el crecimiento del hongo més que el control, en la concentracion

del 100% estimul6 el crecimiento con un porcentaje de 8.14%, en la concentracion del 50%
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estimuld el crecimiento con un 8.6% y la concentracion del 37.5% estimul6 el crecimiento con
un 10.47% maés que el control. La gréfica presentd un coeficiente de correlacion de 0.0083 y

corresponde a la ecuacion y = - 0.0057x + 37.374.

Arcos (2017) menciond en su estudio que el crecimiento in vitro de Rhizoctonia sp. al estar en
contacto con el extracto acuoso de saponinas de la episperma y grano de Chenopodium quinoa
Willd no se ve afectado, por lo contrario, estimula el crecimiento del hongo fitopatégeno, se
observo en la grafica que tiene un coeficiente de correlacidn de 0.0273 y una ecuacién de la recta
de'y =0.0422 x + 34.801.

Las investigaciones realizadas por Diaz (2009) determin6 que las plantas poseen sistemas de
defensas, entre las cuales una de ellas son las saponinas considerados como metabolitos quimicos
con actividad antimicrobiana, pero a su vez mencion6 que los microrganismos tienen la capacidad
de tolerar estos compuestos, como es el caso de hongos fitopatdgenos, endofitos, hongos
descomponedores y bacterias fitopatdgenas, en el caso de Fusarium oxysporum produce una
enzima conocida como tomatinasa las cuales son capaces de hidrolizar la saponina tomatina, de
igual forma Gaeumannomyces graminis quien produce una enzima llamada avenacinasa e
hidroliza la saponina avenacina, ademas dice que las tomatinasa tiene la funcion de bloquear las
defensas de la planta. En su investigacion también menciond que Botrytis cinerea tiene la
capacidad de degradar la saponina tomatina, digitonina, avenacosidos y avenacina-Al. Esto puede
explicar el por qué hubo una mayor efectividad de inhibicién en unos hongos (Fusarium sp.,

Alternaria sp., y Botrytis sp.) y en otros no (Rhizoctonia sp. y Pythium sp.).

TRR2 TR5R2 TR3R2 TR2R2 TR1R2
CONTROL DOSIS 37.5% DOSIS 50% DOSIS 75% DOSIS 87.5% DOSISI 100%

Figura 3-13: Crecimiento del hongo Rhizoctonia sp. en el extracto acuoso de los residuos de

Chenopodium quinoa Willd a los 9 dias.
Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

En la (Figura 3-13) se observo que las concentraciones del extracto acuoso de saponinas al 75%

(TF3R2) y extracto acuoso de saponinas al 87.5% (TF2R2) inhibe el crecimiento del hongo con
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relacion al control, por otra parte, el extracto acuoso de saponinas al 37.5% (TF5R2), extracto
acuoso de saponina 50% (TF4R2), y el extracto acuoso de saponinas al 100% (TF1R1), creci
potencialmente mas rapido que el control. Se observé que todos los tratamientos tuvieron un
crecimiento similar al control por lo que se considerd que el extracto acuoso de saponinas no

afectd en gran magnitud al crecimiento del hongo.

3.8. Evaluacién a nivel de laboratorio de la actividad antifungica del extracto acuoso
de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma) frente a

Pythium sp.

Tabla 3-5: Porcentaje de inhibicion o estimulacion del crecimiento del
hongo Pythium sp. presente en las concentraciones de los extractos de
saponinas frente al control.

% de concentracién de Crecimiento % de inhibicién o
saponinas in vitro estimulacion
100 38.50 - 13.24
87.5 35.25 - 3.68
75 31.67 6.86
50 34.58 - 1.72
37.5 29.92 12.01
CONTROL 34.00

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019
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Gréfico 3-9: Curva de regresion lineal de Pythium sp. frente al extracto acuoso de
saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma), incubado a 28 °C a

los 6 dias.
Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019
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En la (Gréfica 3-9) se observaron las concentraciones acuosas de saponinas en porcentaje V/V,
donde para la concentracion del 100% se observé que estimula el crecimiento del hongo en un
13.24% mas que el control, de igual forma en la concentracion del 87.5 % el hongo tiende a crecer
mas que el control en un 3.68%, mientras que en la concentracion del 75% inhibe con 6.86 % el
crecimiento del hongo con relacién del control, para la concentracion del 50 % el extracto de
saponinas estimul6 el crecimiento en un 1.72% mas que el control y en la concentracion del 37.5
% se observo que inhibid en un 12% el crecimiento del hongo con relacion al control. La gréfica
presentd un coeficiente de correlacion de 0.2348 y correspondié a la ecuacion y = 0.0392x +
31.701.

Arcos (2017) mencion6 que el extracto acuoso de saponinas de la episperma de Chenopodium
quinoa Willd no era efectivo ya que permite el crecimiento de Phythium sp, se observo en la
gréfica que tiene un coeficiente de correlacion de 0.3712 y una ecuacion de la recta de y = 0.1094
X + 18.505.

En estudios realizados por Wang (2018) menciond que el ginsenésidos Rb o saponinas Rb
aumentd el crecimiento de las hifas de Pythiym irregulare mientras que Cylindrocarpon
destructans (Zinss) Scholten desarrollé tolerancia a los ginsenésidos. Tomando en cuenta lo
mencionado se puede asumir que los resultados de la presente investigacion estan asociados a que
Fusarium sp. en las concentraciones al (100, 87.5 y 50) % utilizan el extracto de saponinas como

nutrientes para aumentar su crecimiento.

TP4R1 TP3R1 TP2R1
CONTROL DOSIS 37.5% DOSIS 50% DOSIS 75% DOSIS 87.5% DOSISI 100%

Figura 3-14: Crecimiento del hongo Pythium sp. en el extracto acuoso de los residuos de

Chenopodium quinoa Willd (episperma) a los 9 dias.
Realizado por: lvonne Carrillo, 2019

Como se observo en la (Figura 3-14) el control Pythium sp. comparado con las cajas Petri que
posee las concentraciones del extracto acuoso de saponinas al 50% (TP4R2), extracto acuoso de

saponinas al 87.5% (TP2R2), y el extracto acuoso de saponinas al 100% (TP1R1), este crece
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potencialmente méas rapido obteniendo un mayor crecimiento de 42.58 mm. Se observé que la
dosis del 37.5% (TP5R2) y 75% (TP3R2) aplicada tuvo un mayor porcentaje de inhibicién contra

Fusarium sp. con un crecimiento de 31.33 mm.

3.9. Evaluacion a nivel de laboratorio de la actividad antifangica del extracto acuoso
de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma) frente a

Alternaria sp.

Tabla 3-6: Porcentaje de inhibicion del crecimiento del hongo
Alternaria sp. presente en las concentraciones de los extractos de
saponinas frente al control.

% de concen.traci()n de Crecirrjiento in % de inhibicién

saponinas vitro

100 4.33 89.5

87.5 5.25 87.3

75 6.17 85.1

50 9.00 78.2

37.5 13.92 66.3
CONTROL 41.33

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019
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Gréfico 3-10: Curva de regresion lineal de Alternaria sp. frente al extracto acuoso de
saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma), incubado a 28 °C a

los 6 dias.
Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

En la (Gréfica 3-10) se observo las concentraciones acuosas de saponinas en porcentaje V/V

frente a Alternaria sp., no fue posible analizar el crecimiento in vitro a los 9 dias debido a que a
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los 6 dias TARL (control Alternaria sp.) alcanz6 el borde de la placa, donde se observa que las
concentraciones del 100%, 87.5%, 75%, 50% y 37.5% inhiben el crecimiento del hongo, teniendo
como mejor resultado la concentracion del 100% con un porcentaje de inhibicion de 89.5% con
relacion al control, seguidamente de las concentraciones 87.5% (87.3%), 75% (885.07%), 50%
(78.22%) y 37.5% (66.32%). Tiene un coeficiente de correlacion de 0.8079 y correspondi6 a la
ecuacion y = -0.3455x + 33.489.

Estos resultados concuerdan con Pavik et al. (2000) quien menciond que utilizé digitonina
extraidas a partir de semillas de digitalis purpurea, determind que estas saponinas son capaces de
inhibir el crecimiento de varios hongos como (Alternaria alternata, Botrytis cinerea,
Cladosporium herbarum, Fusarium solani y Fusarium culmorum). Resultados que son similares
por Apaza et al. (2016) quien indicé que us6 saponinas provenientes de los residuos de los
procesos industriales para la obtencién de Chenopodium quinoa Willd para controlar el hongo
que afecta a cultivos de acelga (Beta vulgaris L. var. cicla) conocido como Cercospora beticola
sacc, determin6 que obtuvo un 95 % de inhibicion del hongo al utilizar una concentracion entre

5 mg/ml y 250 mg/ml de saponinas.

TA4R1 TA3R1 TA2R1 TAIR1
CONTROL DOSIS 37.5% DOSIS 50% DOSIS 75% DOSIS 87.5% DOSISI 100%

Figura 3-15: Crecimiento del hongo Alternaria sp. en el extracto acuoso de los residuos de

Chenopodium quinoa Willd (episperma) a los 6 dias.
Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

Se observo en la (Figura 3-15) que el control de Alternaria sp. tiene un crecimiento in vitro de
41.33 mm, observandose una inhibicion en todos los tratamientos con las dosis aplicadas, la
concentracion del extracto acuoso de saponinas al 100% (TP1R1) present6 una mayor actividad

antifungica, inhibiendo totalmente el crecimiento del hongo.
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3.10. Evaluacion a nivel de laboratorio de la actividad antifangica del extracto acuoso
de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma) frente a
Botrytis sp.

Tabla 3-7: Porcentaje de inhibicion o estimulacion del crecimiento del
hongo Botrytis sp. presente en las concentraciones de los extractos de
saponinas frente al control.

% de concentracion de L % de inhibicién o

: crecimiento . .,

saponinas estimulacion
100 13.50 1.82
87.5 11.92 13.33
75 13.25 3.64
50 9.83 28.48
37.5 14.25 - 3.64

CONTROL 13.75

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019
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Graéfico 3-11: Curva de regresion lineal de Botrytis sp. frente al extracto acuoso de
saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma), incubado a 28 °C a

los 9 dias.
Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

En la (Gréfica 3-11) se observo las concentraciones acuosas de saponinas en porcentaje V/V
frente a Botrytis sp., donde las concentraciones del 100%, 87.5%, 75%, 50%, inhiben el
crecimiento del hongo con relacion al control, teniendo como resultado que el mejor porcentaje
de inhibicion esta en la concentracion del 50% inhibiendo con un 28.48% del crecimiento del
hongo, seguidamente de las concentraciones 87.5% (13.33%), 75% (3.64%), 100% (1.82%),

mientras que en la concentracion del 37.5% el extracto acuoso de saponinas estimuld el
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crecimiento del hongo en un 3.64 % mas que el control. La gréafica present6 un coeficiente de

correlacion de 0.0278 y corresponde a la ecuacién y = - 0.0074x + 13.181.

Lopez (2006) determind la existencia de saponinas en extractos acuosos y etanolicos obtenidos
de helecho marranero y pronto alivio, esto aplico para controlar a Colletotrichum musae y Botrytis
cinerea donde determind que los extractos etandlicos controlan en un 68 % el desarrollo de los
hongos, mientras que en los extractos acuosos los hongos presentaron crecimientos similares al
control por lo que no existié inhibicion alguna. Sin embargo, estos resultados negativos para los
extractos acuosos no se observo en las pruebas realizadas en la presente investigacion, pero si
presentd un porcentaje de inhibicion bajo de 28.48% del crecimiento de Botrytis sp., esto puede

deberse a que las saponinas fueron extraidas de distintas fuentes.

Rodriguez (2017) realiz6 estudios sobre la epispermay semillas de citrus limonia y citrus sinensis
donde determind que la episperma y C. limonia tienen poder antimicrobiano frente a Aspergillus
niger, Phytophthora cinnamomi, Rhizopues oryzae y Botrytis cinerea disminuyendo su
crecimiento e inclusive la inhibicién total del hongo, a su vez también observé dafios
micromorfoldgico en sus estructuras, establecio que al aplicar una concentracion del 7.5 % del
extracto metandlico de semillas se observd que los esporangios y zigosporangios no se
desarrollaron adecuadamente, indicando que se puede deber a que contienen metabolitos como

flavonoides, pero también sefiala que estos extractos contienen saponinas, taninos y aminoacidos.

TAR1
CONTROL DOSIS 37.5% DOSIS 50% DOSIS 75% DOSIS 87.5% DOSISI 100%

Figura 3-16: Crecimiento del hongo Botrytis sp. en el extracto acuoso de los residuos de

Chenopodium quinoa Willd (episperma) a los 9 dias
Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

Como se observo en la (Figura 3-16) el control Botrytis sp. tuvo un crecimiento in vitro de 13.75
mm, se observO una inhibicion en los tratamientos extracto acuoso de saponinas al 100%
(TB1R1), 87.5 % (TB2R1), 75% (TB3R1) y 50% (TB4R1), mientras que en el extracto acuoso

de saponinas al 37.5% (TB5R1) se observé que estimula el crecimiento del hongo en un 3.64%.
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3.11. Actividad antifungica del extracto acuoso de saponinas frente a Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp., Pythium sp., Alternaria sp y Botrytis sp. a las 72 horas de

incubacion.

Tabla 3-8: Andlisis de varianza para la variable actividad antifingica de Fusarium sp.,

Rhizoctonia sp., Pythium sp., Alternaria sp. y Botrytis sp. a las 72 horas de incubacion

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado
Ny . . F- calculado
variacion libertad cuadrados medio
Tratamientos 29 5080.978 175.206 57.145**
Error 60 183.958 3.066
Total 89 5264.937

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

Coeficiente de variacion: 11.71%
Media general: 14.94 mm

** Diferencias altamente significativas

De acuerdo con el andlisis de varianza para la variable actividad antifingica del extracto acuoso
de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma) frente a Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp., Pythium sp., Alternaria sp. y Botrytis sp. a las 72 horas (tabla 3-8), se determin6
que existieron diferencias altamente significativas entre los tratamientos, siendo su media general
de 14.94 mm y con un coeficiente de variacion de 11.71%, por lo que se realizd una prueba de

separacion de medias utilizando Tukey al 5%.

En la (tabla 3-9) se observé la existencia de 4 rangos, en donde las medias seguidas de la misma
letra no difieren estadisticamente, los tratamientos descritos con la letra (D) se caracterizaron
como los mejores resultados colocandose en este rango TAL (extracto acuoso de saponinas al
100%), TA2 (extracto acuoso de saponinas al 87.5%), TA3 (extracto acuoso de saponinas al
75%), TA4 (extracto acuoso de saponinas al 50%) y TA5 (extracto acuoso de saponinas al 37.5%),
con una media de 3.67 mm, 3.92mm, 4.5mm, 6.17 mm respectivamente, presentaron mayor

porcentaje de inhibicion del crecimiento in vitro contra Alternaria sp.

Para Fusarium sp. todas las concentraciones aplicadas inhibieron el crecimiento in vitro del
patdgeno con respecto al testigo, pero la mejor dosis eficaz se present6 en TF1 (extracto acuoso
de saponinas al 100%), este se encuentra en el rango (BC), presentando mayor actividad

antiflngica.
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Tabla 3-9: Prueba de Tukey al 5% para la actividad antifungica de
Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Pythium sp., Alternaria sp. y Botrytis sp.
a las 72 horas de incubacion.

Tratamiento Media Rango
TA 39.5 A
TR4 22.17 B
TR3 22 B
TR2 21.58 B C
TF 20.75 B C
TF4 19.58 B C
TR1 19.42 B C
TF5 19 B C
TF3 18.92 B C
TR5 18.58 B C
TR 18.42 B C
TF2 17.92 B C
TP2 17.08 B C
TF1 16.92 B C
TP1 16.75 B C
TP 16.67 B C
TP4 16.67 B C
TP3 16.5 B C
TP5 16.17 C
TAS 9.33 D
TB3 8.25 D
TB1 8 D
TB4 7.92 D
TB2 7.67 D
TB 7.25 D
TB5 7.17 D
TA4 6.17 D
TA3 4.5 D
TA2 3.92 D
TAl 3.67 D

Realizado por: lvonne Carrillo, 2019

Para el caso de Rhizoctonia sp. TR llegd a tener un mayor crecimiento con respecto a las
concentraciones propuestas TR2, TR1 y TR5 todos se encuentraron en el rango (BC), mientras

que TR4 y TR3 se encuentraron en el rango (B), se considerd los tratamientos menos efectivos.

El tratamiento TB5 (extracto acuoso de saponinas al 37.5%) ubicado en el rango (D) con una

media de 7.17 mm inhibi0 el crecimiento del hongo Botrytis sp.
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Para el hongo Pythium sp. el tratamiento eficaz fue TP5 (extracto acuoso de saponinas al 37.5%)
con una media de 16.17 mm, este se encuentra en el rango (C), inhiendo el crecimiento in vitro
del patégeno, también se puede aplicar el tratamiento TP3 (extracto acuoso de saponinas al 75%)
y TP4 (extracto acuoso de saponinas al 50%), estos se encuentran en el rango (BC).

Al comparar el control TA (Alternariasp.), TF (Fusarium sp.), TR (Rhizoctonia sp.), TP (Pythium
sp.) y TB (Botrytis sp.), se observo que TA tuvo un mayor crecimiento con 39.5 mm colocandose
en el primer rango (A), mientras que para los siguientes tratamientos se encuentraron en rangos
intermedios (BC) con un ritmo de crecimiento in vitro para TF de 20.75 mm, para TR de 18.42
mm y para TP de 16.67 mm, por otro lado, TB se encuentrd en un rango inferior (D), con un

crecimiento in vitro de 7.25 mm.

3.12. Actividad antifangica del extracto acuoso de saponinas frente a Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp., Pythium sp., Alternaria sp y Botrytis sp. a las 144 horas de

incubacion.

Tabla 3-10: Andlisis de varianza para la variable actividad antifingica de Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp., Pythium sp., Alternaria sp. y Botrytis sp. a las144 horas de incubacion.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado
Ny . . F- calculado
variacion libertad cuadrados medio
Tratamientos 29 9479.806 326.890 41.598**
Error 60 471.500 7.858
Total 89 9951.306

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

Coeficiente de variacién: 12.88%
Media general: 21.76 mm

** Diferencias altamente significativas

De acuerdo con el andlisis de varianza para la variable actividad antifingica del extracto acuoso
de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma) frente a Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp., Pythium sp., Alternaria sp. y Botrytis sp. a las 144 horas (tabla 3-10), se
determind que existieron diferencias altamente significativas entre los tratamientos, siendo su
media general de 21.76 mm y con un coeficiente de variacion de 12.88%, por lo que se realizd

una prueba de separacion de medias utilizando Tukey al 5%.
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Tabla 3-11: Prueba de tukey al 5% para la actividad antifingica de
Fusarium sp, Rhizoctonia sp, Pythium sp, Alternaria sp y Botrytis sp, a las
144 horas de incubacion.

Caédigo Media Rango
TA 41.33 A
TF 33.67 A B
TR4 31.92 B C
TR5 31.5 B C
TF5 30.5 B C
TR1 30.42 B C
TF4 30 B C
TR 29.83 B C
TP1 29.17 B C
TR2 28.5 B C
TP2 27.83 B C
TR3 27.75 B C
TF2 27.58 B C
TF3 27.58 B C
TP4 26.33 B C
TP 26.17 B C
TF1 24.92 B C
TP3 24.5 B C
TP5 23.5 C
TAS 13.92 D
TB 12.17 D E
TB1 10.33 D E
TB5 10.08 D E
TB3 9.75 D E
TB2 9.75 D E
TB4 9.08 D E
TA4 9 D E
TA3 6.17 D E
TA2 5.25 D E
TAl 433 E

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

En la (tabla 3-11) se observé la existencia de 5 rangos, los tratamientos descritos con la letra (E)
se identificaron como los mejores resultados, colocandose en este rango el tratamiento TAL
(extracto acuoso de saponinas al 100% frente a Alternaria sp.) mostrando mayor porcentaje de
inhibicion del crecimiento in vitro, con una media de 4.33mm, los demas tratamientos propuestos
se encuentraron en el rango (ED) considerandose también como buenos resultados inhibiendo el
crecimiento del hongo codificados como TA2 (extracto acuoso de saponinas al 87.5% frente a
Alternaria sp.), TA3 (extracto acuoso de saponinas al 75% frente a Alternaria sp.) y TA4 (extracto
acuoso de saponinas al 50% frente a Alternaria sp.) con una media de 5.25 mm, 6.17 mmy 9 mm
respectivamente.
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Para el patdgeno Botrytis sp. se observo que a las 72 h sélo el tratamiento TB5 presentaba
actividad antifungica contra el patégeno, mientras que a las 144 h todas las concentraciones
propuestas TB4, TB2, TB3, TB5 y TBL1 inhibieron el crecimiento in vitro del patégeno, estos se
encuentraron en el rango (DE).

Para Pythium sp. el tratamiento TP5 (extracto acuoso de saponinas al 37.5%) se encontré en el
rango (C) y TP3 (extracto acuoso de saponinas al 75%) se encontr6 en rangos intermedios (BC),

inhibiendo el crecimiento del in vitro del patdgeno.

Para Fusarium sp. tanto a las 72 h como a las 144 h todas las concentraciones inhibieron el
crecimiento del hongo, pero la mejor dosis eficaz se presenté en TF1 (extracto acuoso de

saponinas al 100%), este se encontro6 en el rango (BC), presentando mayor actividad antifungica.

Para Rhizoctonia sp. a las 144 h la dosis eficaz fue el tratamiento TR3 (extracto acuoso de
saponinas al 75%), este se encuentra en el rango (BC), presentando actividad anflngica con

respecto al control.

Al comparar los tratamientos control TA (Alternaria sp.), TF (Fusarium sp.), TR (Rhizoctonia
sp.), TP (Pythium sp.) y TB (Botrytis sp.), se observd que TA tiene un mayor crecimiento con
41.33 mm, TF con un crecimiento de 33.67 mm colocandose en el primer rango (A), los siguientes
se encontraron en rangos intermedios (BC) con un ritmo de crecimiento in vitro para TR de 29.83
mm y para TP de 26.17 mm, por otro lado, TB se encontr6 en un rango inferior (DE), con un

crecimiento in vitro de 12.17 mm.

3.13. Actividad antifungica del extracto acuoso de saponinas frente a Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp., Pythium sp., Alternaria sp y Botrytis sp. a las 216 horas de

incubacion.

Tabla 3-12: Andlisis de varianza para la variable actividad antifingica de Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp., Pythium sp., Alternaria sp. y Botrytis sp. a las 216 horas de incubacion.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado
Rty . . F- calculado
variacion libertad cuadrados medio
Tratamientos 29 14880.747 513.129 27.837%*
Error 60 1106.000 18.433
Total 89 15986.747

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019

Coeficiente de variacion: 16.05%

Media general: 26.76 mm

** Diferencias altamente significativas
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De acuerdo con el andlisis de varianza para la variable actividad antifingica del extracto acuoso
de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma) frente a Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp., Pythium sp., Alternaria sp. y Botrytis sp. a las 216 horas (tabla 3-12), se
determiné que existieron diferencias altamente significativas entre los tratamientos, siendo su
media general de 26.76 mm y con un coeficiente de variacion de 16.05%, por lo que se realizd
una prueba de separacion de medias utilizando Tukey al 5%.

Tabla 3-13: Prueba de tukey al 5% para la actividad
antifungica de Fusarium sp, Rhizoctonia sp, Pythium sp,
Alternaria sp y Botrytis sp, a las 216 horas de incubacion.

Caddigo Media Rango
TF 42.58 A
TA 41.33 A
TR5 39.58 A
TF4 39.5 A
TR4 38.92 A
TR1 38.75 A
TP1 38.5 A
TF5 37.17 A
TR 35.83 A
TP2 35.25 A
TF3 35.08 A
TR2 34.67 A
TP4 34.58 A
TR3 34.5 A
TF2 34.33 A
TP 34 A
TP3 31.67 A
TF1 31.33 A
TPS 29.92 A
TB5 14.25 B
TAS 13.92 B
B 13.75 B
TB1 135 B
TB3 13.25 B
TB2 11.92 B
TB4 9.83 B
TA4 9 B
TA3 6.17 B
TA2 5.25 B
TA1 4.33 B

Realizado por: Ivonne Carrillo, 2019
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En la (tabla 3-13) se observo la existencia de 2 rangos, en donde las medias seguidas de la misma
letra no difieren estadisticamente, los tratamientos descritos con la letra (B) se identifican como
los mejores resultados. Donde TA1 (extracto acuoso de saponinas al 100%), TA2 (extracto acuoso
de saponinas al 87.5%), TA3 (extracto acuoso de saponinas al 75%), TA4 (extracto acuoso de
saponinas al 50%) y TAS5 (extracto acuoso de saponinas al 37.5%) mostraron que los tratamientos
fueron efectivos contra Alternaria sp., inhibiendo el crecimiento del hongo.

Para el patdgeno Botrytis sp. a las 144 h todas las concentraciones presentaron actividad
antifangica, mientras que a las 216 h todas las concentraciones excepto TB5 inhibieron el

crecimiento in vitro del patgeno, estos se encontraron en el rango (B).

Para Pythium sp. tanto a las 144 h y 216 h el tratamiento TP5 (extracto acuoso de saponinas al
37.5%) y TP3 (extracto acuoso de saponinas al 75%) aungue se encontrroa en rangos superiores

(A) inhibieron el crecimiento in vitro del patégeno con respecto al control.

Para Fusarium sp. todas las concentraciones aplicadas encontrandose en el rango (A) inhibieron
el crecimiento in vitro del hongo fitopatégeno, se considerd que la mejor dosis aplicada fue la
concentracion TF1 (extracto acuoso de saponinas al 100%) presentando mayor actividad

antiflngica.

Para Rhizoctonia sp. el tratamiento TR2 (extracto acuoso de saponinas al 87.5%) y TR3 (extracto
acuoso de saponinas al 75%) se encontr6 en el rango (A), presentando actividad antifingica con
respecto al control.

Yébar y Reyes (2017) mencionaron en su investigacion que utilizaron un extracto acuoso de
saponinas como desinfectante para controlar Escherichia coli, y no obtuvieron resultados
efectivos, indic6 que no existe diferencias significativas en el tiempo de exposicién, pero por otro
lado, dos de los factores importantes fueron el porcentaje de carga microbiana y porcentaje de
saponinas, determin6 que si al utilizar una carga microbiana alta y concentraciones bajas de
saponinas causa que los microorganismos generen resistencia, indica que tuvo resultados
positivos con una baja y media carga microbiana con una concentracion del 100% del extracto.
Comparado con los resultados en la presente investigacién el tratamiento de Rhizoctonia sp y
Pythium sp al no presentar inhibicién en algunas de sus concentraciones, se pudo deber a que

éstos generaron una resistencia y adaptacion a los extractos.

Gonzales et al (2018) en su investigacién menciona que utilizé extractos de saponinas como
nutriente para Pseudomonas protegens y a su vez aplico esto para controlar Gaeumannomyces
graminis var. tritici determinando que al aplicar concentraciones de 0.1840 y 9200 ppm de
saponinas hubo un aumento de la cepa P. protegens a las 72 horas, causando una actividad
antagonista o dafio al hongo G. graminis var. Tritici. Esto explicaria por qué algunos de los

hongos fitopatdgenos mas bien estarian utilizando el extracto acuoso de saponinas como
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nutrientes, como puede ser el caso de Rhizoctonia sp y Pythium sp el cual al aplicar una

concentracion del 100% de saponinas, éstos tienen un crecimiento mayor que el control.

En las investigaciones antes mencionadas varios autores determinaron que las saponinas tienen
propiedades antifingicas contra ciertos tipos de hongos, actualmente también estan siendo
estudiadas para tratamientos medicinales como Simo et al (2017) en su estudio realizaron el
aislamiento de saponinas nuevas llamadas gummiferaosides D — E (1 y 2) y una ya conocida
Julibroside J (3) en raices de Albizia Gummifera las cuales fueron aplicados a células de cancer,
en la que determind que la saponina 1 y 3 inducia apoptosis en las células cancerigenas del

carcinoma epidermoide.
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CONCLUSIONES

Mediante el empleo del método Soxhlet se obtiene un extracto acuoso de residuos de quinua
amarga (22% de saponinas en residuos segun método afrosimétrico) con 425 ml por cada 200
g que alcanza una concentracion de 0.610 mg/ml de saponinas.

El extracto acuoso de saponinas de residuos de quinua presenta actividad antifungica in vitro
frente a cepas, obtenidas en el laboratorio, de Alternaria sp., Fusarium sp., Rhizoctonia sp.,
Pythium sp. y Botrytis sp. con valores de porcentaje de inhibicion del crecimiento que varian

con la cepay que en el caso de Alternaria sp. alcanz6 89.5%.

Los residuos de quinua tienen potencial de uso para el manejo de enfermedades fungicas en

plantas por su contenido de saponinas y actividad antiflngica in vitro.
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RECOMENDACIONES

o Evaluar el extracto acuoso de saponinas en plantas infectadas con Alternaria sp. para verificar

la capacidad de inhibicidn que presentd a nivel in vitro.

o Evaluar el extracto acuoso de saponinas frente a otros tipos de hongos fitopatdgenos a nivel

in vitro para comprobar si inhiben el crecimiento.

o Evaluar la interferencia de otras sustancias que puedan encontrarse en los extractos acuosos

y puedan presentar color a la longitud de onda de 528 nm.

e Evaluar un bio-producto a base del extracto acuoso de saponinas con los mejores resultados

presentados y verificar a nivel de campo.
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ANEXOS
Anexo A. Crecimiento in vitro de los hongos patdgenos en el extracto acuoso de las saponinas de

los residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma).
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N 10,55 12,03 7oz 21,67 24 67 27,55 30,55 32,33 34,33
TEZ= 1.4z 12,00 12,92 22,83 26,17 27,50 20,02 F2.52 26,02
T4 10,92 =47 19.55 24,42 2508 Z0,00 453 Ir.5E S50
TIPS .75 12,42 13,00 24,25 27,92 20,50 33,42 2E,17 2717

T 117 13,50 20,75 25,50 3017 33,67 37,00 41,05 4253



Testigo Botrytis sp.

24k [O1] | 481 [0O2] | F2 (03] 96 [O4] 120 [O5] | 144k [DE] | 168K [O7] ]| 192k [OF] | 216k [O9]
r r r r T r r r r
TFiR1 3.5 g, 75 8.5 8,5 10,25 11,5 12,5 14 15
TFIR:2 3.5 .75 ] .75 10 11 12,75 14.5 15.5
| TFIRz 3.5 E 7.5 2.25 25 2.5 275 275 =l
Fromedia 3,50 5,50 .00 9,17 9,58 10,33 11,33 12,42 13,50
r r r r T r r r r
TFZH1 3.5 5.5 T.20 770 770 770 8,25 8,25 ]
TFZHE2 2.5 7 2.75 11,25 12 13,75 1E 17 18,25
TFZFR3 3.5 E 7 7 7.5 775 g 5.25 8.5
Fromedio 3,50 5. 17 T.ET 8,67 9.08 3,75 10,75 117 11,92
r r r r T r r r r
TFE3R1 3.5 g, 75 9,25 9.5 10,25 12,5 13,5 15.5 17.5
TFIF2 3.5 5 7.0 =] 2.5 9.5 13.5 14.5 14,75
TF3R3 3.5 575 ] T T 720 725 T.20 7.5
Fromedio 350 E.17 2,25 2.50 2,92 4,75 1,42 12,42 13,25
r r r r T r r r r
TF4H1 3.5 5.5 ] g | .26 5.5 5.5 875
TF4H2 2.5 5,75 2 9,25 9,25 9.5 9,75 10,25 10.5
TF4FE3 3.5 E.5 705 9.5 9.5 9,5 9,75 10,25 10,25
Fromedio 2,50 5,92 =k 3,92 392 9,08 9,33 9,67 9,83
r r r r T r r r r
TF&R1 2.5 E E. 75 25 10 10,25 12 13,25 15
TF&R2 3.5 7 5,25 =] 95 10 14,5 15 15,75
TFGH3 3.5 5.5 5.5 575 2,26 0 10,5 10,5 11
Fromedio 350 E. 17 AL 2,758 .58 10,02 12,23 13,25 14,25
r r r r T r r r r
TFR1 3.5 5 .o 10 11 12 12.5 12.5 15,25
TFRZ 3.5 4,75 7.5 11,75 12,25 14.5 14.5 14.5 14,75
TFR3 3.5 5 E.5 25 .75 0 10,25 10,25 11,25
Fromedia 3,50 4,92 725 10,08 11,00 12,17 12,42 12,42 13,75
TH1 3,50 5,50 .00 .17 2,58 10,33 11,33 12,42 13,50
TRZ 350 E. 17 T.ET 2.E7 .08 4,75 10,75 117 11,92
T3 350 E. 17 5.25 .50 .92 4,75 1,42 12,42 13,25
T4 2,50 5,92 =k 3,92 392 9,08 9,33 9,67 9,83
TFG 3,50 E. 17 AL 2,75 2,58 10,08 12,33 13,25 14,25
TF 3,50 4,92 725 10,05 11,00 12,17 12,42 12,42 13,75
Te=stigo Bhizoctonia sp.
24k [O1]1 | 45h (D21 | 72 (D3] a6 [O4] 120 (051 | 144k (O8] | 165k [O7] | 192k [O5] ]| 216k [O9)]
r r r r r r r r r
TFIR1 2.5 14,75 7.5 205 23,25 265 28.25 30,25 32,26
TFiIRz g 16,5 21.75 =L 27 3 35 40,5 42
TFIRZ 8.5 15,25 13 24,75 31,75 34,75 39 42 42
Fromedio 8.33 15,50 19,42 23,03 2733 2042 26,03 37658 238,75
r T r r r r T r r
TEZF1 =] 16,75 23 255 27 20 33 35 37
TFZR:2 8.25 17 235 25,5 27 295 3176 34,25 3E.75
TFZFR3 5.5 15,25 15.25 20 23,75 26 27,75 23 30,25
Fromedio 2,55 15,33 21,55 23,67 25,492 28,50 30,593 32,75 34,67
r r r r r r r r r
TF3R1 5.5 14,75 19,25 2175 24,75 27 28,25 31,25 34,25
TFE3RE:2 8.5 15.5 22,5 245 26 28,5 29,75 32,5 35,25
TFIRE:3 75 16,75 24,25 25,5 27 2776 23 3.5 34
Fromedio 517 15,67 22,00 23,92 25,92 27,75 23,00 31,75 34,50
r r r r r r r r r
TF4F1 9.25 1776 19.5 2476 27 30 335 36,5 375
TF4F:z2 5.5 17,25 24,75 23,5 32 35,25 37 40 43
TFiFEz2 g 15 22,25 23,25 26 20,5 21,76 24 3E,25
Fromedio .58 ir.00 2217 25,83 28,33 .82 2403 36,50 2882
r T r r r r T r r
TF&F1 2.5 16,26 21.5 26,25 238,25 21,25 33,75 2E 28,25
TFER:2 ] 16,25 225 25 28,25 3 33 36,75 38.5
TF5R3 7.5 a 11,75 13,25 26,25 32,25 35 31,5 42
Fromedio 2,00 12,23 12,55 23,832 2762 21,50 24,92 2775 29,58
r r r r r r r r r
TFR1 T.25 13 13 26 23,25 32,75 32,75 33,75 34,75
TFR2 75 14 20,75 25,25 27.5 20 21,76 25 28,25
TFRZ E5 11,75 16.5 22,26 245 2E. 75 275 21 345
Fromedio .05 12,92 153,42 24,50 2705 29,83 30,67 33.25 35,83
TF1 2,33 15,50 19,42 23,08 2733 20,42 26,08 2762 28,75
TFEZ2 .58 16,33 2162 23,67 265,492 28,60 20,23 32,756 34.E7
TF3 517 15,67 22,00 23,92 25,92 27,75 23,00 31,75 34,50
TF4 2,52 17.00 2217 256,82 25,33 31,92 24,08 26,50 28,92
TFEE .00 13,83 13,62 23,83 27653 2150 24,92 3776 234,62
TF .05 12,32 13,42 z4,50 2703 23,83 30,67 33,25 35,83




Testigo Alternaria sp.

Z4h (O] | #5h [02) | 72 (03] | 96(04) | 120 (05 | 144h [06]
r r r r r r
TR 5 35 35 35 4 4
TFiRz 35 3.5 3.5 3,75 45 45
TFIRz 35 35 4 4 4,25 4.5
Fromedic | 250 350 367 375 4,25 4,33
T T T T r T
TFzR1 35 4 45 55 .25 7
TFzRz 35 5 3,75 4,25 45 4
TFeRz 35 3.5 3.5 3.5 4.5 4,75
Fromedic| 250 367 T2 T4z 505 5,25
r r r r r r
TFaR1 35 3 4,75 5 5,75 £.5
TFaRz 35 35 4 45 5 5,25
TFaRz 5 4 4,75 4,25 .25 E.75
Fromedic | 250 383 450 455 GET EI7
r r r r r r
TFaR1 4 5 575 .5 725 5,25
TF4RZ 4 4,75 5 5,75 .75 7.25
TF4Rz 5,75 5,75 7.75 55 10,25 5
Fromedic | 458 5,00 EI7 EH 208 5,00
r T T T r r
TE5R1 5 7 3,75 1,25 [E 14,25
TFERZ 5,25 7 95 10,75 13,25 14,25
TFERT 5.5 75 2,75 10 15 13,25
Fromedic| 5,25 77 3,33 W0ET 12,55 13,92
r r r r r r
TFR 28,05 35,75 355 ] ] 47
TFRz 29,25 ] 39,75 41,5 415 4z
i=F 285 T 39,25 305 30,5 40
Fromedic | 2867 3592 38,50 40,57 40,57 .35
TF1 3,560 3,50 Z.ET 3,75 1,25 4,33
TFz 3,50 3.67 3,92 4.4z 5,08 5,25
TFPS 3,50 3.53 450 458 GE7 E17
TF# 458 5,00 B,I7 .92 208 5,00
TES 5,25 717 3,33 10,67 12,55 12,92
TF 2567 35,92 39,50 4057 40,57 133



Anexo B. Absorbancia del extracto acuoso de saponina de los residuos de Chenopodium quinoa
Willd (100%) més el reactivo de Liebermann-Burchard.

HENOSP ESPECTROFOTOMETRO UVU-VISIBLE v4,60 PAGI. 1
FECHA: 29701719  SERIE No:1101132  § T
HORN 17:49:48  OPERARIO !
U110 UAKRKE INTELIGEN UELOC: NORMAL INT DATO:1.@nm
LIM BASE:DEFECTO ANCHOBANDA:2.8nm  CAMBIAR LANP:315nm
SUAULZANDO: MEDIO
PICOS
1 2 3 1 5 6 7 3 9 10

AW 474,06 984.4 495.0 5132.0 522.0 536.0 543.0 5353.0 564.0 576.0
ABE 4,587 4,502 4,522 1.477 4.474 4.523 4.436 4,547 4.520 4.458

4.6
38 2 T l

1) ‘ I ]
4.500 \,."{ \ )\\- "g\ 7 '\*’N T\ \/-’T\ }‘

|
|
|

4.008 |

ABs

L5900 - -

w

W

L |
a 500.9 550.8 600.0
LONGIT ONDA




Anexo C. Absorbancia del extracto acuoso de saponina de los residuos de Chenopodium quinoa
Willd (87.5%) mas el reactivo de Liebermann-Burchard.

HENIOSE ESPECTROFOTOMETRC UVU-VISIBLE va4.60
sECHAI 29 eL/19

PAGI. 1
SERIE No:140113 1D >
HORA ‘121328 OFPERARIO :
TIPO UARR INTELIGEM VELOC: NORMAL INT DATO:1.@nm
LIMN BASE: DEFECTO NNCHOBANDA:2,.9nm  CAMEIAR LAMP:315nm
LUV LZANDO: MEDIO
PICOS
1 3 3 1 3 6 ? g 9 10
Aam A0UW.YW Hav . ¥
aps 0.111 6.119
@.125 T T 1
\ 2
\ . —
8.120 — | . v L
! \ 1 £ )
! \ s J \
| [ L
L ) g \
\ / \ |
:l g ' "{ \
l| 3 \
L |/ \ .\‘ -3
0- 190 ': } b
t
J V! ,/
T ¥ - )
\
-
a.686
i
|
|
|
v.anl =3
v, a5l [ 1 i
469.0 450.@ 560.0 550.0
LONGIT ONDA

600.0



Anexo D. Absorbancia del extracto acuoso de saponina de los residuos de Chenopodium quinoa
Willd (75%) més el reactivo de Liebermann-Burchard.

HEMOSH ESPECTROFOTOMETRO UV-VISIBLE v4.6@ PAGI, 1

SELNALI29/00 209 SERIE Noil40113 1D 3
NoHA :12:2@:22  OPERARIO ¢

1LPO UORKE INTELTIGEN UELOC: NORMAL INT DATO!1.0nn
LIN BASE:DEFECTO ANCHOBANDA:Z.Onn  CANBIAR LAMP:315nm

SUNY L ZANDO: MEDIO

FiIcos
1 3 3 q 9 6 7 8 9 10
AnM AZ7.W 449U.W A48,V 4549.0 473.0 479.0 517.0 536.8 547.0 560.0
Afs 1,899 1,259 1,570 4,508 4.%504 4,507 4.536 4,563 4.538 4.524

.

5.622 T | T -
5. 088 &
A A
“ ]I 3 8 o
IRV, e
- ] i ' § "-l\)_\’ pu—
-1.3W ’ l”.llj \]‘!’A‘/\,.-’ ~ \_'\/"\,—’ V’ \J’V \\\
ans { ' ‘\
-
- -
.' |
\ |
‘ . '.‘
1. 500 ?‘ -
|
|
i
1. 0ee i» -
2.722 | i 1 N L~\
9.0 450.0 500.0 550.0 690.0

LONGIT ONDa



Anexo E. Absorbancia del extracto acuoso de saponina de los residuos de Chenopodium quinoa

Willd (50%) més el reactivo de Liebermann-Burchard.

HENIOSE® ESPECTROFOTOMETRO UV-VISIBLE v4.60 PACI. 1
FECHNA:Z2702719 SERIE No:140113 1D :
HORA 14:49:54 OPERARIO :
(110 EARN: INTELIGEN VELOC: NORMAL INT DATO:1.0Gnn
LIM BASE:DEFECTO ANCHOBANDA:2.0nm  CAMBIAR LAMP:315nn
SUAVLIZAMDO: MEDIO
PICOS
1 e 3 1 ) (1 7 8 9 10

MM 4176 424.6 432,90 443,06 450.0 458.0 464.9 472.0 S68.9 519.9
ARS 2.226 4.139 4,085 4,028 4.031 4.014 4.008 3.972 3.767 3.777

a.210 | T T T

' a1 1 )L &

s 2/ S AAA ‘,l ] —
a.900 | ‘I A 9 18

i

i l .

1 ’ \\\

| -
1.500 4 | \

! 1. \
aBs | ’

| \

|
3.000 ~ \\ =

{

|

]

|

n

: =
2. oue ’

|

|
2. 909 g~ -

]

| >
L.bb3 2 | 1 )

a6e .0 450.0 566.0 550.0 600.0

LONGIT ONDA



Anexo F. Absorbancia del extracto acuoso de saponina de los residuos de Chenopodium quinoa

Willd (37.5%) mas el reactivo de Liebermann-Burchard.

HEMNIOSP ESPECTROFOTOMETRO UV-VISIBLE v4.60 PACI. 1
FECUN:29.761./19 SERIE No:1140113 ID H
HoRA 13:14:12 OFPERARIO :
110 HARR: INTELIGEN VELOC: NORMAL INT DATO:1.@nm
LIN BASE:DEFECTO ANCHOBANDA:2.8nm CAMBIAR LAMP:315nm
SUAVIZANDO: MEDIO
PICOS
1 X 3 1 S 6 y 8 9 10
w443 . ¢ S2¥.9
aBs 8.875 0.613
@a.892 [ T T |
i e IO
| ) 1 \
' cuthund 2
| \
¢.800 ;— -
| \\
;
! \
i \
| :
] ~
2.600 [~ e sl =
| G
#os \\,
| .
| \\
! \
; \
! \
[ \
{ \
Q. 468 r \ —
| N
" ~
|
| \
8.z278 l ! 1 | \
498 . @ 450.0 500.0 558.0 600.0

LONGIT ONDA



Anexo G. Absorbancia del extracto acuoso de saponina de los residuos de Chenopodium quinoa
Willd (blanco)

HENIOSE ESPECTROFOTOMETRO UV-VISIBLE v4.608 PAGI. 1
FECHA:29/€@1719  SERIE No:14@113 Ip
oA 113:38:496 OVERARIO H
1110 BAKRK: INTELIGEN VELOC : NORMAL INT DATO:1.@nm
LIN BASE:DEFECTC ANCHOBANDA:2.8nm CAMBIAR LAMP:31Snm
SHAY I ZANDO: MEDIO
PICOS
1 2 3 4 5 6 8 9 10

7
rnm 233.4 246.0 286.0 319.9 329.0 342.0 348.0 357.0 367.0 374.0
ABS 5.215 5.555 5.584 5.346 5.312 5.841 5.766 5.787 4.774 5.299

6.008 T

10

e

#—w
'

‘)—-u

~n
|
‘.‘——

i.6866 —
J\J
@. 1@z I 1 ’
2@08.0 250.0 3@0.0 3568.0 400.0

LONGIT ONDA



Anexo H. Absorbancia del reactivo de Liebermann-Burchard.

YENOSE ESPECTROFOTOMETRO UV-VISIBLE va.60

PAGE, 1
sECHA: 291719 SERIE No:149113 1D '
HORA 12334129 OFERARIO :
11RO UARR! INTELIGEN VELOC: NORMAL INT DATO:1.8nm
LIM BASE:DEFECTO ANCHOBANDA:2.8nm  CAMBIAR LAMP:315nm
LUAYLZANDO! MEDRIO

PI1COS
1 3 3 1 J 6 ? 4 9 1@
Anm 454, HqY .9

aBS 0,111 ©,119

9. 125 I \ T T 2[
\‘ . -
a.um;- \' . ‘/]\\
B t /
|\
i T A | f
| l'l P \
. . \ o
9.196 I \ !v e \
: \
4RsS " "\ /
: —T \ S /
\ /

|

| i \

L -
0.680 |

{

!

i

{

|

|
v, a60 r- =l
6155.' | | i 4 L

469.0 450.0 560.0 950.0 600.0

LONGIT ONDA



Anexo |. Evidencias Fotogréficas

Fotografia 1: Recoleccién de la muestra residuos de Chenopodium quinoa Willd (episperma) en

el cantén Colta.

Fotografia 2: Cuantificacion de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd por el

método afrosimétrico.



Fotografia 3: Extraccion de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd por el

método Soxhlet.

Fotografia 4: Realizacion del reactivo de Liebermann-Burchard. A: Campana extractora de
gases, B: H2SO., C: reposo del H.SO4en hielo, D: colocacion del C4HsOs.



Fotografia 5: Cuantificacion de saponinas de los residuos de Chenopodium quinoa Willd por el
método espectrofotométrico UV-vis. A: concentraciones del extracto+ reactivo de Liebermann-
Burchard, B: equipo espectrofotométrico uv-vis marca Thermo electron corporation Helios B, C:

medicion de la absorbancia de las muestras.




Fotografia 7: Concentracion V/V del extracto acuoso.

Y )
AN /I

Fotografia 9: Medicién del crecimiento in vitro de los hongos fitopatdgenos en los extractos

acuosos de saponinas



