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RESUMEN

El principal objetivo de esta investigacién fue evaluar la actividad anti-fungica y anti-bacterial
del extracto alcohdlico y acuoso de las hojas y resina de Dacryodes peruviana como controlador
biolégico de Ralstonia solanacearum y Fusarium sp. Para lo cual se identificd, recolecto y
almacend las hojas y resina de Dacryodes peruviana, para la extraccion de los diferentes extractos
tanto alcoholico como acuoso se utilizé el método de maceracién que consiste en el proceso
solido-liquido para realizar esto se utilizd las hojas y resina trituradas con el fin de conseguir los
dos extractos que fueron probados a nivel de laboratorio; para la activacion de la bacteria y el
hongo se lo realiz6 en diferentes medio de cultivo como son el Agar Nutritivo para la bacteria 'y
Agar papa dextrosa para el hongo y se los encub6. Una vez activado los dos microorganismos se
realizd la determinacion del potencial anti-fangico y anti-bacterial que consiente en lo siguiente
una vez que tenemos el medio de cultivo inoculado con la bacteria y el hongo se procedi6 a
inocular los extractos acuosos y alcoholicos de Dacyodes peruviana a diferentes concentraciones
que fueron al 50%, 35% y 25% para el hongo y la bacteria se utiliz6 la metodologia de inoculacion
directa colocando 4 gotas de 25 pL del extracto alcohdlico y acuoso, se implementd un disefio
experimental de tipo (DCA) Disefio completo al azar con cinco repeticiones para cada
experimento. En cada tratamiento se midié los halos de inhibicion a las 120 h. existiendo
diferencias significativas entre los tratamientos, la eficiencia del extracto alcohdlico fue mayor
que la del extracto acuoso tanto para Fusarium sp como para Ralstonia solanacearum con esto se
puede concluir que existe potencial anti-fungico y anti-bacterial en los extractos, dandonos una
pauta para nuevas investigaciones.

Palabras clave: <FORESTAL>, <EXTRACTO ALCOHOLICO>, <EXTRACTO ACUOSO>
<COPAL (Dacryodes peruviana)>, <HONGO (Fusarium sp)>, <BACTERIA (Ralstonia

solanacearum
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ABSTRACT

This research aimed to evaluate the antifungal and antibacterial activity of the alcoholic and
aqueous extract of the leaves and resin of Dacryodes peruviana as controller Ralstonia
solanacearum and Fusarium sp. The leaves and resin of Dacryodes peruviana were identified,
collected and stored in order to get the different extracts both alcoholic and aqueous through the
maceration method. This method consists of the solid-liquid. To do this, the leaves and crushed
resin were used in order to obtain the two extracts that were tested at the laboratory level. Different
culture mediums were carried out for the activation of the bacteria and the fungus such as Nutritive
Agar for the first one and Potato Dextrose Agar for the second one, which were covered them up.
Once the two microorganisms were activated, the determination of the antifungal and antibacterial
potential were performed. Once the medium culture was inoculated with the bacteria and the
fungus, the aqueous extracts were inoculated and Dacyodes peruviana alcoholics at different
concentrations that were 50%, 35% and 25% for the fungus and the bacteria, the direct inoculation
methodology was used, placing 4 drops of 25 uL of the alcoholic and aqueous extract, an
experimental design of the Complete Design type was implemented at the random with five
repetitions for each experiment. In each treatment the halos of inhibition at 120 h. with significant
differences between the treatments, the efficiency of the alcoholic extract was higher than that of
the aqueous extract for both Fusarium sp and Ralstonia solanacearum. It was concluded that there

was antifungal and antibacterial potential in excerpts, providing a guideline for further research.

Keywords: <FOREST ENGINEERING>, <ALCOHOLIC EXTRACT>, <EXTRACTA
QUEOUS> <COPAL (Dacryodes peruviana)>, <FUNGUS (Fusarium sp)>, <BACTERIA

(Ralstonia solanacearum)>.
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INTRODUCCION

El Ecuador es considerado como un pais diverso, y dentro de él observamos que prevalece una
gran variedad de especies forestales, 1o que proporcionan un envidiable potencial para desarrollar
una gran variedad de productos no maderables; sin embargo, las industrias apetecen la extraccién
de especies que rigen el mercado actual, de manera que se deja de lado a las restantes por no contar

con estudios que permitan conocer sus bondades y uso (Estrella et al, 2005).

Existen algunas plantas que funcionan eficazmente como fungicidas organicos en el combate de
hongos, bacterias, Insectos, para aplicacién en fitopatologia. Los fungicidas, herbicidas e
insecticidas son plaguicidas utilizados en la proteccion de cultivos, un fungicida es un tipo
particular de plaguicida que controla enfermedades fungicas, inhibiendo o eliminando al hongo

que causa la enfermedad (Juste, 2019).

El problema fitosanitario mayor en los viveros es una enfermedad conocida como el complejo
damping-off, mal del semillero, secadera de la planta, mal del talluelo, ahogamiento, chupadera
y pudricidn de raices. La enfermedad de la secadera la produce un complejo de hongos del suelo,

y destacan: Pythium sp., Phytophthora sp., Rhizoctonia sp., Botrytis sp. y Fusarium sp (Garciaet al.,
2016).

Ralstonia solanacearum es una bacteria fitopatdgena relevante y extendida que causa una
enfermedad de marchitez con efectos sobre muchos cultivos y plantas ornamentales de
importancia econdémica. Tiene determinantes de patogenicidad efectivos para invadir y colonizar
plantas hospedantes, pero también exhibe estrategias exitosas para sobrevivir en condiciones

dificiles (Alvarez, Biosca y Lépez, 2010)

En la actualidad la tendencia por el uso o aplicacion de productos naturales se encuentra en auge
debido a que la mayoria de las empresas industriales estan enfocdndose en el desarrollo de
productos saludables para asi satisfacer la demanda del mercado que cada vez se interesa en

adquirir productos de origen natural por su enfoque holistico de bienestar (Amaguafia, y Churuchumbi,
2018 p. 10-35).

Las malas précticas de cultivo y el uso inadecuado de abonos y pesticidas quimicos, han
provocado una disminuciéon en la productividad de las parcelas campesinas, por lo que
continuamente se busca la ampliacion hacia los suelos fértiles del bosque. La presente
investigacion tiene como prioridad buscar una alternativa amigable con el medio ambiente y
potenciar los productos no maderables, con la elaboracién de extractos vegetales dando una
solucion amigable con el medio ambiente, la salud humana y el control de los patégenos.
Lamentablemente, las consecuencias del uso irracional de agroquimicos se evidencian también

en la salud de los seres humanos, presentandose en enfermedades como el cancer, alteraciones
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genéticas, intoxicaciones, esterilidad y muerte; y en la aparicion de plagas, enfermedades y

malezas mas abundantes y resistentes, incremento de la salinidad y agotamiento del suelo (Ram,
y Rodas, 2007 p. 15-58).

JUSTIFICACION

El uso de agroquimicos en la actualidad es una de los problemas principales que presentan las
industrias forestales, agricolas, fruticolas y el medio ambiente ya que estos generan dafios
irreversibles en el tiempo, debido a esto se investigan nuevas alternativas que sean eficiente y
puedan reemplazar con gran facilidad a los productos quimicos buscando la sostenibilidad del
planeta. Con el avance de la ciencia se ha ido buscando nuevas alternativas para reducir el uso de
los productos quimicos que afecten el medio ambiente, los extractos naturales se encuentran en
el auge, esto tiene un gran futuro por delante. Las plantas han desarrollado mecanismos de
defensa para protegerse de las plagas, sintetizando gran variedad de metabolitos secundarios para
usarlos como mecanismos de defensa, por lo que resulta conveniente explorar el potencial de
empleo de sus extractos, estos no son usados por falta de investigaciones.

Con el presente estudio se investigara los efectos anti fngicos y antibacteriales de Dacryodes
peruviana frente a uno los hongos que conforman el Damping off y la bacteria Ralstonia
solanacearum para la aplicacidn en fitopatologia, dando potencialidad al aprovechamiento de los

productos forestales no maderables en la Amazonia

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

1. Evaluar la actividad anti-fungica y anti-bacterial de un extracto alcohdlico y acuoso de hojas y

resina de Dacryodes peruviana (copal), bajo condiciones de laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el potencial antifingico de un extracto acuoso de Dacryodes peruviana para
controlar un hongo del Damping off.

2. Determinar el potencial antifingico de un extracto alcohélico de Dacryodes peruviana para
controlar un hongo del Damping off.

3. Determinar el potencial antibacteriano de un extracto acuoso de Dacryodes peruviana para
controlar Ralstonia.

4. Determinar el potencial antibacteriano de un extracto alcohdlico de Dacryodes peruviana

para controlar Ralstonia.



HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA- HO
Los extractos de Dacryodes peruviana no presenta propiedades flngicas o bactericidas para la

aplicacion en fitopatologia.

HIPOTESIS ALTERNANTE- H1

Los extractos de Dacryodes peruviana presenta propiedades flngicas o bactericidas para la
aplicacion en fitopatologia.



CAPITULO 1

I. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Dacryodes peruviana (Copal)

1.1.1 Taxonomia

Taxonomy Browser

Concept: | Ecuador Catalogue v |
[ class: Equisetopsida C. Agardh
subclass: Magnoliidas Novak ex Takht.

superorder: Rosanas Takht.

order: Sapindales Juss. ex Bercht. & J. Presl

family: HBurseraceae Kunth

genus: Dacryodes Vahl

species: Dacryodes peruviana (Loes.) H.J. Lam Go to name

Figura 1-1 Taxonomia del arbol de Dacryodes peruviana (Copal).

Fuente: (Lam, 1982)

1.1.2 Generalidades

El Ecuador es considerado como uno de los paises con mayor biodiversidad del planeta. Esta
biodiversidad no se limita al nimero de especies por unidad de area, también incluye los distintos
tipos de ambiente naturales o ecosistemas que aqui existen(Bravo, 2014). Desde una ciudad
interandina podemos llegar a desiertos, nieves eternas, paramos, lagos, bosques himedos altos y
bajos, manglares y océanos en pocas horas en un vehiculo. La cantidad de ecosistemas, especies
y variedades de estas especies en nuestro pais es impresionante y en algunos casos somos los
"campeones del mundo" a pesar de nuestro tamario relativamente muy pequefio (formamos parte

de los gque se conocen como paises "mega diversos" (UICN y Ecocinecia, 2015).

1.1.3 Familia Burseraceae

En la familia Burseraceae se reconocen hoy dia 18 géneros, con mas de 600 especies distribuidas
por los paises de América tropical, Malasia y el Noroeste de Africa. Ocho géneros estan

representados en el continente americano, seis de los cuales son endémicos (Bursera,
4



Crepidospermum, Hemicrepidospermum, Paraprotium, Tetragastris y Trattinickia); los otros dos
(Dacryodes y Protium) se extienden también al viejo mundo. Esta familia se compone de arboles

y arbustos provistos de conductos(Robles, 2000).

Figura 2-1. Distribucion geogréafica de la Familia Burseracea en América.

Fuente: (Stevens, 2001)

1.1.4 Descripcion Botéanica

Dacryodes peruviana fue descrita por {Loes.) H.J.Lam y publicado en Bulletin du Jardin
Botanique de Buitenzorg, , rbol de unos 50-120 cm de diametro y 20-35 m de altura total, con el
fuste recto, la ramificacién en el segundo tercio, la base del fuste sin modificaciones o con aletas

pequefias de hasta 0.5 m de alto (Alvarez, 2017).

Corteza externa: lenticelada color marrén claro, las lenticelas circulares, de unos 3-5 mm de

diametro, regularmente distribuidas y poco protuberantes (Alvarez, 2017).

Corteza interna: homogénea, color rosado blanguecino, con olor fuerte y resinoso, similar al del
incienso o la trementina; al ser cortada exuda una resina trasllcida, oleosa y con el fuerte olor

descrito, el exudado muy lento y en gotitas; la resina es inflamable cuando seca (Alvarez, 2017).

Hojas compuestas: imparipinnadas, alternas y dispuestas en espiral, de unos 45- 70 cm de
longitud, el peciolo de 18-25 cm de longitud, plano en la haz, los foliolos 7-9, los laterales
opuestos, los peciolos de 1 cm de longitud, pulvinulados, las laminas oblongas, de 20-30cm de
longitud y 8-10 cm de ancho, enteras, los nervios secundarios 14-16 pares, prominulos por ambas

caras, la nervacion terciaria reticulada, el apice rotundo a obtuso con un acumen de 1-1.5 cm de



longitud, la base aguda, algo asimétrica en los foliolos laterales, las hojas glabras (Alvarez, 2017).

Inflorescencias: en paniculas terminales a subterminales de 12-20 cm de longitud, multifloras
(Alvarez, 2017).
Fruto: ovoide, de 1.5-2.cm de longitud, con la superficie lisa y rojiza, drupaceo e indehiscente;

el pericarpio es carnoso y balsamifero, y contiene un endocarpio lefioso o pi reno con 2-3

cavidades y una sola semilla por aborto de las otras (Alvarez, 2017).

1.1.5 Usos

Uno de los principales usos de Daryodes peruviana es como fuente de alimentacion ya que una
vez que el fruto estd maduro este es comestible siendo consumido por las comunidades aborigenes
del lugar. Su madera es utilizada para diversos trabajos como: carpinteria, viviendas, lefia y la
comercializacion de la misma. Otras de las bondades de esta especie es su resina que es utilizada

como fuente para la fabricacién de inciensos y como fuente de combustible para los mecheros
(Alvarez, 2017).
Los frutos son alimento de monos y aves. Los frutos son para consumo humano. La resina se usa

como incienso. El tronco se emplea en la construccién de viviendas, ebanisterias y carpinerias
(Pérez y Valencia, 2019).

1.1.6 Composicion Quimica

El copal es una oleorresina compuesta por monoterpenos, diterpenos y flavonoides. En cuanto a
la densidad de la resina, los monoterpeniodes presentan una densidad menor a 1g/cm3 vy el
diterpeno de 1.27 g/cm3, la densidad obtenida de la resina resultd de 1.017 g/cm3.Por medio de
la técnica de difraccidn de rayos X, determino que el copal presenta regiones cristalinas en su
estado nativo, pero al someterlo a procesos de mezclado y calentamiento, se modifican sus
propiedades estructurales, presentando rasgos caracteristicos de un amorfo (Pilatufia, 2016).

Este arbol exuda una oleo-gomo-resina al ser dafiada la corteza. La resina se compone de
terpenoides, los componentes volatiles son a menudo diterpenos compuestos fenolicos tales como
flavonoides, cumarinas y varios lignanos. El copal consiste en una mezcla compleja de
componentes organicos insolubles en agua, que son sobre todo terpenos predominando esqueletos

de labdano con fracciones menores de mono y sesquiterpenos (Pilatufia, 2016).

1..1.6.1 Terpenos

Son una familia de compuestos diversos que tienen esqueletos formados por unidades de

isopentilo (isopreno) se suelen aislar de los aceites esenciales de las plantas (Pilatufia, 2016).



1.1.6.2 Mono terpenos

Son usualmente la clase dominante en la familia, con Limoneno, a-felandreno y pcimeno
particularmente muy distribuidos. Derivados monociclicos también estan presentes como
aldehidos, cetonas y con menor frecuencia los acidos. Monoterpenos biciclicos incluyen los del

tipo tujano, pinano y canfano (Pilatufia, 2016).

1.1.6.3 Sesquiterpenos

Constituyen la fraccion de ebullicion de los aceites esenciales. Mas de 30 diferentes

sesquiterpenos estan registrados con una amplia variacién de estructuras (Pilatufia, 2016).

1.1.6.4 Triterpenos

En las resinas de las Burseraceas se encuentran triterpenos tetraciclicos y pentaciclicos. Los cuales
pueden ser clasificados en 4 series: tetraciclicos: euphano, tirucalano pentaciclicos: lupano,

ursano y oleanano (Pilatufia, 2016).

1.1.6.5 Flavonoides
Son a menudo importantes en sistematica vegetal, pero muy pocos han sido reportados en los

copales (Pilatuia, 2016).

1.1.6.6 Quinonas
Las antraguinonas son una clase de metabolitos secundarios vegetales con una funcionalidad p-
quinoide en un ndcleo antracénico, se caracterizan por su accion antibacterianas y antifngicas y

las antraquinonas por su accién laxante (Pilatufia, 2016).

1.2 Damping off.

el termino Damping-off describe la muerte de las semillas por enfermedades fungosas, antes o
después de la emergencia. EI mayor responsable de la falta de salud de las plantulas en las
instalaciones de produccion son las micosis que dan lugar a esta infeccion que es producida por
hongos (Schwirtlich, 2002).

1.2.1 Fusarium sp.

En el género Fusarium se han reconocido entre nueve y 78 especies, dependiendo del sistema

taxondmico utilizado, el cual se basa principalmente en las caracteristicas culturales de las

colonias y de las esporas del hongo. Los principales causantes de enfermedades de las plantas
7



son: Fusarium solani, Fusarium oxysporum y Fusarium verticillioides (Arbelaez, 2000).

1.2.1.1 Taxonomia

Tabla 1-1: Clasificacion taxonémica de Fusarium sp

Phyllum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Nectriaceae

Fuente: (Global catalogue of microorganisms, 2020)
Elaborado por: Molina A. 2021

1.2.1.2 Caracteristica

Fusarium es un grupo de hongos filamentosos ampliamente distribuidos en el suelo. Debido a su
capacidad de crecer a 37°C, Existen distintos medios que permiten su crecimiento; entre ellos,
agar papa dextrosa (PDA) con esto podemos observar el didmetro de la colonia, morfologia y

pigmento (café, rojo, violeta, naranja, gris, blanco) (Tapia y Amaro, 2014).

Figura 3-1. Fusarium sp.

Realizado por: (Molina A.2021)

1.2.1.3 Darios causados

Fusarium spp. en su avance, libera toxinas y los sintomas caracteristicos que presenta la planta,
son marchitez vascular, clorosis de hojas, enanismo y pudricion seca de taberos. Al morir la
planta, el hongo queda en los restos de los tejidos vegetales invernando como espora, micelio 0
clamidospora; éstas se dispersan a otras areas por: el viento, propagulos vegetales o semillas

infectadas, lluvia, maquinaria o implementos agricolas (Andrea y Almonacid, 2005).
Las enfermedades de las plantas causadas por especies del género Fusarium consisten en
marchitamientos vasculares, manchas y afiublos de las hojas, pudricion de raices y de

tallos, pudricion de frutos, granos y semillas (Arbeléez, 2000).



1.3 Ralstonia solanacearum

Por lo menos tres razas de Ralstonia solanacearum son las que producen enfermedades en varios
hospedantes como son las solanéaceas y algunos platanos; otras sdlo atacan a plantas de la familia
del platano y una tercera ataca a la papa y en ocasiones al tabaco (Chavarro et al. 2006).

En el platano y banano causa moko, y en papa la enfermedad se conoce como dormidera,
pudricion parda o marchitez bacteriana. R. solanacearum se diferencia por el rango de hospedero

gue ataca, distribucion geografica y propiedades fisioldgicas (Chavarro et al. 2006).

1.3.1 Taxonomia
Tabla 2-1: Clasificacion taxondmica de Ralstonia solanacearum

Dominio Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Beta Proteobacteria
Orden Burkholderiales
Familia Ralstoniaceae

Genero Ralstonia

Especie Ralstonia solanacearum

Fuente:(Herbario Virtual s.f)
Elaborado por: Molina A. 2021

1.3.2 Caracteristicas

Ralstonia solanacearum puede causar graves pérdidas en muchos cultivos de importancia
econdmica. Es una bacteria gramnegativo, no encapsulados y no formaban esporas. Tiene forma
de baston, estrictamente aerobica, de 0.5-0.7 x 1.5-2.0 um de tamafo. Es muy sensible a la
desecacion y se inhibe en cultivo por bajas concentraciones 2% de cloruro de sodio (NaCL)
(Chandrashekara y Prasannakumar, 2010). La temperatura éptima de crecimiento es de 27- 32°C, sin
embargo, algunas cepas tienen una temperatura éptima inferior de 27°C (Herbario Virtual. s.f).
Segun Torres, Diaz y Casas (2013) La bacteria se caracteriza por formar colonias de aspecto
mucoide debido a su abundante produccién de polisacaridos.

Las colonias normales son lisas, fluidas, irregularmente redondeadas y opacas. En entorno de
Kelman, que contiene tetrazolio, las colonias son de centro rojizo y bordes blancos, mientras que
las avirulentas son totalmente rojas, tradicionalmente, también R. solanacearum ha sido dividida
en cinco biovares y en cinco razas, con base en propiedades bioquimicas y en la reaccién sobre
una gama de hospedantes, respectivamente. Sin embargo, no hay una relacion perfecta entre la

diferenciacion de razas y la clasificacion en biovares (Remache, 2018).



Figura 4-1 Ralstonia solanacearum.

Realizado por: Molina A. 2021
1.3.3 Distribucion

Tabla 3-1: Distribucién geografica de Ralstonia solanacearum

Filipinas, Indonesia, Malasia (Sabah, Oeste), India (Tamil Nadu, Bengala

Asia Occidental), Tailandia, Vietnam, Sri Lanka, Taiwan

Africa Etiopia, Libia, Malawi, Nigeria, Senegal, Sierra Leona, Somalia

c;r:e(r:;c:i\t;::ntral Belice, Costa Rica, Cuba, Republica Dominicana, Granada, El Salvador,
Guadalupe, Guatemala, Honduras, Jamaica, Martinica, Nicaragua, Panama,
San Vicente y las Granadinas, Trinidad y Tobago.

América del Meéxico (Chiapas y Tabasco) y Estados Unidos de América (Florida).

Norte

Argentina, Brasil (Amapa, Amazonas, Bahia), Colombia, Ecuador, Guyana,

América del Sur  Paraguay, Perd, Surinamy Venezuela.

Europa Paises bajos

Fuente:(SADER, 2017).
Elaborado por: Molina A. 2021

1.3.4 Signos y sintomas

Marchitamiento general la bacteria invade a las plantas hospederas a través de la raiz y coloniza
los vasos del xilema en el sistema vascular. Las plantas infectadas muestran disminucion de

crecimiento, amarillamiento, marchitamiento repentino y mueren rdpidamente (Sanchez Perez et al.,
2008).
Uno de los sintomas con mayor presencia es en la seccion de los tallos que son los mas infectados

por un exudado viscoso y lechosos que son claros sintomas de bacterias con mayor recurrencia

en el xilema (Champoiseau, Jones y Allen, 2009).
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1.4 Medios de cultivos

Formulacién de sustancias que contienen compuestos naturales y/o sintéticos, en forma liquida,
semi-solida o solida que tienen como proposito permitir la multiplicacion, o preservar la
viabilidad de microorganismos. La mayoria de hongos y bacterias fitopatégenas pueden cultivarse
en medios de cultivos artificiales, solidos o liquidos. La mayoria de los hongos crecen en medios
de cultivo de alto contenido de carbohidratos, con un pH entre 5 y 6, mientras que las bacterias
crecen mejor a un pH proximo a 7. No existe un medio perfecto para el cultivo de hongos y

bacterias ya que las exigencias de las diferentes especies varian considerablemente (Enriquez, 2016).

1.4.1 Agar nutritivo (AN)

Nutrient Agar (agar nutriente) es un medio de uso general para cultivo de una amplia variedad

de organismos bacterianos (BBL Nutrient Agar, 2006).

1.4.2 Agar patata dextrosa (PDA)

Agar de dextrosa de papa se utiliza para el aislamiento, enumeracion y cultivo de levaduras y
mohos a partir de muestras. También se puede utilizar en la identificacién de hongos y levaduras
en paralelo con su morfologia celular (Xu et al., 2008).

Segun Xu et al.,( 2008) es un medio efectivo para poder observar los aspectos morfolégicos y la
coloracion de la colonia. Sumayor contenido de carbohidratos ayuda para un mayor crecimiento,

en la carencia de la esporulacion que suele tardar has un mes.

1.5 Maceracion

La maceracion es un proceso de extraccion solido liquido, donde la materia prima posee
una serie de compuestos solubles en el liquido de extraccidon que son los que se pretenden
extraer. También la maceracion pude ser simple y estatica que consiste en colocar el
material en contacto con el solvente, en recipientes o equipos cerrados, protegidos de la
luz solar, a temperatura ambiente por unas horas o varios dias y meses en maceracion. Se

realiza agitaciones ocasionales (Tituafia, 2013).
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CAPITULO 11

1. MARCO METODOLOGICO

2.1 Localizacion del Sitio de investigacion

La presente investigacion se realiz6 en el laboratorio de Ciencias Bioldgicas de la Facultad de
Recursos Naturales, en los laboratorios de productos naturales y de Analisis Bioquimico de

Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.1.1 Ubicacion Geogréafica

La Escuela Superior Politécnica de Chimborazo esta ubicada en la Panamericana Sur km 1 %
Riobamba-Ecuador.
El laboratorio de la Facultad de Ciencias se ubica a 2837 msnm

El laboratorio de la Facultad de Recursos Naturales esta ubicada a 2831 msnm

UBICACION DE LABORATORIOS ESPOCH
58200

757800 758000 7 758400

> B . . : =
757600 757800 758000 758600

LEYENDA MACROLOCALIZACION EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA Y
ANTIBACTERIANA DF UN EXTRACTO ALCOHOLICO Y
ACUOSO DE 11OJAS Y RESINA DE Dacryodes peruviana
® Laboratorios (COPAL) BAJO CONDICIONES DE LABORATORIO
Forestal TRANSICION DE COBERTURA Y
USO DEL SUKLO 2000-2020
Riobamba 0 35 75 150 225 300|  Fuentes: Escala:
1GM 1:5.000
¢ . Elaborado por: Feeha:
Chimborazo ESCALA: 1:5.000 Aldo Molina 040032021

Figura 1-2. Ubicacion de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo y de cada uno de

los laboratorios utilizados

Realizado por: Molina A. 2021
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2.2.1 Condiciones Climaticas del entorno

Segun la Estacion Meteoroldgica ESPOCH (2019) las caracteristicas climaticas del canton
Riobamba son:

Tabla 1-2: Caracteristicas Climaticas del Cantén Riobamba

Velocidad del viento: 2,0 m/s
Precipitacion Atmosférica: 491,3 mm H20
Presién Atmosférica: 544,5 mm hg
Temperatura: 136°C
Humedad Relativa: 71.50%
Heliofila: 42%

Tension de Vapor: 11,4 mib

Punto de Rocio: 88°C

Fuente:(Estacion Agrometeorolégica - ESPOCH 2019).
Elaborado por: Molina A. 2021

2.2 Localizacion del sitio que se obtuvo el material vegetal

El material para la elaboracion de los extractos copal (Dacryodes peruviana) fue obtenido de
Comunidad Pachakutik, Parroquia Cotundo, Cantén Archidona, Provincia de Napo.

2.2.1 Ubicacion geografica

La Comunidad Pachakutik se encuentra en la Parroquia Cotundo, Canton Archidona, Provincia
de Napo A 1097,85 msnm con las coordenadas -77.724869S, -0.718763W.
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MAPA DE UBICACION DE LA ZONA DE ESTUDIO BICACIEN DE A PROVINGIA
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Figura 2-2 Ubicacion del sitio de recoleccion del material vegetativo
Elaborado por: Molina A. 2021

2.2.2 Condiciones Climaticas

Tabla 2-2: Caracteristicas Climaticas del Canton Archidona

Temperatura Promedio

anual: 24°C
Velocidad del viento: 2.3 m/seg
Precipitacion Promedio
anual: 4.000 y 5.000 mm

Humedad Relativa 80%

Fuente: (INAMHI-PDOT, 2019)
2.3 Identificacion del material vegetativo (Dacryodes peruviana)

En primer lugar, se identifico una rama fértil (es decir en etapa de floracion o fructificacion)
después se procedio a recolectar una muestra dendrolégica de (Dacryodes peruviana) se la

etiqueto y la prensamos para poderla conservar, esta fue previamente identificada en el herbario
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de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo con la ayuda de la coleccidon de los especimenes

vegetales del herbario.

Figura 3-2. Muestra dendroldgica fértil de Dacryodes peruviana
Realizado por: Molina A. 2021

2.3.1 Recoleccion del componente vegeta

Una vez identificada la especie se continuo con la fase de recoleccion de las hojas y resina de
Dacryodes peruviana en la Comunidad de Pachakutik , Parroquia Cotundo, Canton Archidona,

Provincia de Napo.

2.4 Tipo de investigacion

El presente estudio es de categoria empirica, con evaluaciones del extracto alcoholico y acuso de
hojas y resina de Dacryodes peruviana para contrarrestar el crecimiento de los hongos (Fusarium
sp) y bacterias (Ralstonia solanacerum). E ilustrativo ya que atreves de la recopilacion de

diferentes autores y bibliografias podemos establecer diversos efectos inhibitorios.

2.4.1 ldentificacion de la variable

Dependiente
e Halos de inhibicion evaluados en (mm) del desarrollo de Fusarium sp y Ralstonia

solanacearum

Independiente

¢ Distintas concentraciones del extracto alcohdlico y acuoso de Dacryodes peruviana
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2.5 Disefio experimental

El modelo empleado fue un disefio completo al azar (DCA), con 5 repeticiones y cada repeticion
con 4 submuestras para cada concentracion, en cada extracto se trabajado con tres concentraciones
al 50, 35 y 25% respectivamente, ademas se utiliz6 una tabla para registrar el tamafio del halo de
inhibicion en milimetros; obtenido experimentalmente a diferentes concentraciones del extracto
alcoholico y acuoso de Dacryodes peruviana en el hongo Fusarium sp. y en la bacteria Ralstonia
solanacearum, esto se evalud transcurrido las 120 horas para la bacteria y el hongo
respectivamente después de la incubacion.

Después se procedio a realizar pruebas de Shapiro wilks para comprobar que los datos cumplian

con el supuesto de la normalidad.

2.5.1 Tratamientos de los estudios

Tabla 3-2: Cédigos y descripciones de los tratamientos de estudio para es extracto alcoholico

Cadigo Descripcion
T50% Tratamiento 1 extracto alcohdlico concentracion 50 % para Fusarium
T35% Tratamiento 2 extracto alcohdlico concentracion 35 % para Fusarium
T25% Tratamiento 3 extracto alcohdlico concentracion 25 % para Fusarium
T50% Tratamiento 7 extracto alcoholico concentracion 100 % para Ralstonia
T35% Tratamiento 8 extracto alcoholico concentracion 50 % para Ralstonia
T25% Tratamiento 9 extracto alcoholico concentracion 25 % para Ralstonia

Realizado por: Molina A. 2021

Tabla 4-2: Cédigos y descripciones de los tratamientos de estudio para es extracto acuoso

Cadigo Descripcion
T50% Tratamiento 1 extracto acuoso concentracién 50 % para Fusarium
T35% Tratamiento 2 extracto acuoso concentracion 35 % para Fusarium
T25% Tratamiento 3 extracto acuoso concentracion 25 % para Fusarium
T 50% Tratamiento 7 extracto acuoso concentracion 100 % para Ralstonia
T35% Tratamiento 8 extracto acuoso concentracion 50 % para Ralstonia
T25% Tratamiento 9 extracto acuoso concentracion 25 % para Ralstonia

Realizado por: Molina A. 2021
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2.6 Metodologia y técnicas

2.6.1 Fase de campo

e Una vez obtenido el material vegetal (hojas y resina) en la zona ya mencionada, que forma
parte de la materia prima; se examind y se separé manualmente materiales extrafios que puedan
existir y partes deterioraras, enfermas o contaminadas.

¢ Yacon el material listo y clasificado se lo guardo en fundas plasticas con su respectiva etiqueta
para posteriormente transpdrtalas al lugar donde se va a realizar la investigacion previamente

desinfectadas para su respectivo secado.

Figura 4-2. Separacion del material contaminado y enfundado del material vegetal atil para los

extractos
Realizado por: (Molina A. 2021)

2.6.2 Fase de laboratorio

e Activacion de los patdégenos para le investigacion; Fusarium sp. (hongo) y Ralstonia
solanacearum (Bacteria).

¢ Reproduccion de los patdgenos para le investigacién; Fusarium sp. (hongo) y Ralstonia
solanacearum (Bacteria).

¢ Evaluaciones correspondientes que ayuden a determinar el potencial anti-fungico de cada una
de las concentraciones de los extractos tanto alcoh6lico como acuoso de la resina y hojas de
Dacryodes peruviana.

¢ Evaluaciones correspondientes que ayuden a determinar el potencial anti-bacteriano de cada
una de las concentraciones de los diferentes extractos tanto alcohdlico como acuoso de la
resina y hojas de Dacryodes peruviana.

e Tamizaje de los macerados acuoso y alcohoélico.
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2.7 Procedimiento

2.7.1 Preparacion de los extractos

Segun Tituafia (2013) se denomina extraccién solida — liquido al procedimiento consistente en
poner en contacto un sélido triturado (material vegetal) con un liquido (disolvente de extraccion)
en el que son solubles algunas de las sustancias que incorpora el sélido en su composicion. Del
proceso se obtiene un s6lido agotado y una disolucion o extracto formado por el disolvente y las
sustancias disueltas en él. ElI material se agita esporadicamente por un periodo de 2-4 dias en

recipiente cerrado. Finalizado el proceso se decanta el liquido filtrando y exprimiendo el residuo.
Preparacion del extracto de hojas alcoholico y acuso respectivamente

e Una vez con el material ya seco y libre de impurezas.

e Selo llevo al laboratorio en el cual se moli6 la resina y hojas .

e Pesamos 200 gramos de hojas de copal molido en la balanza (METTLER pm 300).

e Lo pesado se embazo en dos botellas de 500 mL de vidrio de color ambar y se afiadié 400 mL
de solvente, para él un caso solvente agua destilada (H20) y para el otro caso solvente alcohol
metilico al 96% (OH).

e Se lo dejo reposar durante 5 dias, cada dia se lo agita por un periodo de cinco minutos
respectivamente y se deja reposar nuevamente. Este proceso se lo repite de unas siete a ocho

veces por dia.

e Luego de los cinco dias de maceracion se procede a filtrar cada uno de los extractos por medio

del equipo de filtracion con bomba al vacio.

Tabla 5-2: Preparacion extracto puro

Acuoso (H20) Alcohdlico (OH)
Maceracion Maceracion

200 g hoja molida de 200 g hoja molida de
Copal Copal

800 ml Agua Destilada 800 ml OH metilico

Realizado por: Molina A. 2021
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Figura 5-2. Hojas molidas Figura 6-2. Embazado de las hojas molidas
Realizado por: Molina A. 2021 Realizado por: Molina A. 2021

Figura 7-2. Concentraciones del extracto Figura 8-2. Filtrado de los extractos de hojas

alcoholico y acuoso respectivamente Realizado por: Molina A. 2021

Realizado por: Molina A. 2021

Preparacion del extracto de resina alcohdlico y acuso respectivamente

e Una vez con el material ya seco y libre de impurezas.

o Después procedio a triturar en un mortero de porcelana la resina de forma manual.

e Pesamos 200 gramos de resina de copal triturado en la balanza (METTLER pm 300).

e Lo pesado se embazo en dos botellas de 500 mL de vidrio de color &mbar y se afiadié 400 mL
de solvente, para él un caso solvente agua destilada (H20) y para el otro caso solvente alcohol
metilico al 96% (OH).
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e Se lo dejo reposar durante 5 dias, cada dia se lo agita por un periodo de cinco minutos
respectivamente y se deja reposar nuevamente. Este proceso se lo repite de unas siete a ocho

veces por dia.

e Luego de los cinco dias de maceracion se procede a filtrar cada uno de los extractos por medio
del equipo de filtracion con bomba al vacio.

Tabla 6-2: Preparacién extracto puro

Acuoso (H20) Alcohdlico (OH)
Maceracion Maceracion

200 g resina molida de 200 g resina molida de
Copal Copal

800 ml Agua Destilada 800 ml OH metilico

Realizado por: Molina A. 2021

Figura 9-2 Resina triturada Figura 10-2 Embazado de la resina triturada

Realizado por: Molina A. 2021 Realizado por: Molina A. 2021

Figura 11-2 Concentraciones del extracto Figura 12-2 Filtrado de los extractos de resina
alcohodlico y acuoso respectivamente Realizado por: Molina A. 2021
Realizado por: Molina A. 2021
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Elaboracién de los extractos alcohdlico de la resina y hojas de Dacryodes peruviana (copal) a
distintas concentraciones.

Para poder preparar las distintas concentraciones de los extractos de resina y hojas de copal se
utilizd6 6 frascos de vidrio con tapa de rosca de 100 mL previamente esterilizados, todas las
medidas se realizaron con una probeta de 50 MI. Ya que el volumen a preparar del extracto es de
50mL.

A continuacidn, se describe las distintas concentraciones del extracto de las hojas y resina se
realizo la disolucion con alcohol debido a que el extracto alcohdlico de la resina en contacto con

el agua este se solidifico debido a esto se opt6 para disolverlo con alcohol.

Tabla 7-2: Extracto de las hojas y resinas de Dacryodes peruviana

Porcentaje de Extracto de las
. - alcohol (mL)
concentracion hojas (mL)
50% 25 25
35% 17,5 32,5
25% 12,5 37,5

Realizado por: Molina A. 2021

Porcentaje de Concentracion al 50%
Para la concentracién al 50% se colocd 25 mL del extracto y 25 mL de alcohol en el frasco de
vidrio con tapa de 100 mL y se agito bien para que estos se mezclen bien, el célculo se pudo

determinar realizando una regla de tres.

50 ml 100%

X ‘><‘50%

X= 25 ml del extracto

50 ml 100%

X ‘><‘50%

X=25 ml de alcohol
Porcentaje de Concentracion al 35%
Para la concentracion al 35% se colocd 17.5 mL del extracto y 32.5 mL de alcohol en el frasco de

vidrio con tapa de 100 mL y se agito bien para que estos se mezclen bien, el célculo se pudo

determinar realizando una regla de tres.
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Regla de tres

50 ml 100%
X 35%
X=17,5 ml del extracto

50 ml 100%
X 65%
X= 32,5 ml de alcohol

Extracto al 25% de Dacryodes peruviana

Para la segunda concentracion que es la del 25% para un volumen total del 50 mL se agreg6 12,5
ml del extracto y 37,5 mL de alcohol en un frasco de vidrio el cual se agito bien durante unos
treinta segundos para que la mezcla se homogenice bien estos célculos lo hicimos atreves de una

regla de tres

50 ml 100%

X ‘><‘25%

X=12,5 ml del extracto

50 ml 100%
X 75%
X= 37,5 ml de alcohol

Elaboracién de los extractos acuosos de la resina y hojas de Dacryodes peruviana (copal) a
distintas concentraciones

Para la elaboracién de los extractos acuosos se realiz6 el mismo procedimiento antes detallado

con la diferencia que el disolvente utilizado fue agua destilada.

2.7.2 Tamizaje fitoquimico alcoholico

Para los extractos alcoholicos de hojas y resina se realizd una caracterizaciébn mediante un

tamizaje fotoquimico

1. Preparacion de los extractos con los reactivos
o Se utiliz6 28 tubos de ensayo, 14 para cada extracto.

e Se utiliz6 una gradilla de metal como soporte de los tubos de ensayo.
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e Una vez obtenido los extractos se tomd una muestra en un vaso de 250 mL aproximadamente
15 mL del extracto alcoholico de resina 'y 15 mL del extracto alcohdlico de hojas.

e Colocamos 1 mL de extracto alcohdlico de la resina en cada tubo de ensayo y 1 mL de extracto
alcohdlico de las hojas.

e Se coloco los tubos de ensayo en vasos de precipitacién de 600 mL para calentarlos a bafio
maria (los tubos que necesitaban este procedimiento).

e Se procedi6 afiadir los diferentes reactivos en cada tubo que contenia los extractos y se los
agito.

e Se observo e identifico las caracteristicas que los extractos presentaban.

TP R Y

el g i ']‘<§|
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o

Figura 13-2. Tamizaje fitoquimico y materiales usados
Realizado por: Molina A. 2021
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Tabla 8-2: Tamizaje fitoquimico del extracto alcohdlico

Ensayo Metabolito secundario
Ensayo de Catequias Catequinas
Ensayo de Resinas Resinas
Ensayo de Fehling Az. Reductores
Ensayo de baljet Lactonas
Ensayo de Libermann Triterpenos-Esteroides
Ensayo de CI3Fe Fenoles y Taninos
Ensayo de Espuma Saponinas
Extracto alcoholico Ensayo de Ninhidrina Aminodcidos
Ensayo de Bontrager Quinonas
Ensayo de Shinoda Flavonoides
Ensayo de Antocianidina Antocianos
Ensayo de Dragendorff Alcaloides
Ensayo de Mayer Alcaloides
Ensayo de Wagner Alcaloides

Fuente: (Facultad de Ciencias , 2020)
Elaborado por: Molina A. 2021

2. Descripcion del tamizaje Fitoquimico

o Prueba de catequinas
Se tom6 una muestra de la solucién obtenida una gota y esta se la coloco en un papel filtro, sobre
la mancha se aplic6 la solucion de carbonato de sodio. Si en este proceso aparece una mancha

verde carmelita en la luz UV, podemos concluir que el ensayo es positivo (Miranda, 2006).

e Prueba de resinas
Se tomo una muestra de 2 ml de la solucion alcoholica de hojas y resina y se adiciono 10 ml de

agua destilada. Si esta presenta un precipitado nos indica que el ensayo es positivo (Miranda, 2006).
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e Prueba de Fehling

El presente ensayo nos permite reconocer la presencia de azucares reductores en el extracto.
Devemos tener en cuenta si la alicuota de los extractos no contiene agua este debe evaporarse a
bafio maria y el sobrante debe redisolverse en 1 0 2 milimetros de agua. Despues se procede a
colocar 2 milimetros del reactivo y se calienta en bafio maria de 5 — 10 minutos la mezcla
consideramos un esayo positivo si la solucion presenta tonalidades rojas o precipitados rojo

(Miranda, 2006).

e Prueba de Baljet

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento lactdnico.

En particular Coumarinas, aunque otros compuestos pueden dar positivo en el ensayo. “si la
alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse el solvente en bafio de agua y re
disolver en la menor cantidad de alcohol (1ml). E estas condiciones se adiciona 1ml del reactivo,
considerandose un ensayo positivo la aparicion de coloracion o precipitado rojo (++ y +++)

respectivamente (Miranda, 2006).

e Prueba de Liebermann-Burchard

El presente ensayo nos permite reconocer la presencia de de triterpenos o esteroides.

Tenemos que tener en cuenta principalmente si la alicuota de la solucion se encuentre cloroformo,
debe evaporarse el solvente en bafio maria y la sobra redisolver en un mililitro de cloroformo
después se afiade 1 mililitro de anhidrido acético y se homogeniza bien con mucho cuidado por
la pared del tubo de ensayo se dejan resbalar de 2 a 3 gotas de &cido sulfurico concentrado si
mover o agitar. La lectura es positivo si posee rapidamente un cambio de coloracion.

Color rosado-azul muy rapido

Color verde intenso- visible

Color verde oscuro- negro final de la reaccion (Miranda, 2006).

e Prueba de Cloruro Férrico

Con este ensayo podemos reconocer en un extracto egetal la presencia de compuestos fenélicos o
taninos.

Con el extracto de la planta en alcohol podemos determinar tanto fenoles como taninos.
Colocamos una alicuota de 2 milimetros en el tubo de ensayo a este se le adiciona tres gotas de la
solucidn de tricloruro férrico al 5% en una solucidn salina fisiol6gica (cloruro de sodio al 9,9%
en agua) en cambio si el extracto es acuoso el ensayo determinara la presencia de taninos.
Colocamos una alicuota del extracto se afiade una pizca de acetato para poder neutralizar y tres
gotas de una solucion de tricloruro férrico al 5% en la solucion salina fisioldgica, un ensayo

positivo puede presentar la siguiente informacién:
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Presentar una coloracion rojo-vino, esto nos indica la presencia de fenoles en general

Presentar una coloracion verde intenso, esto nos indica la presencia de taninos del tipo
pirocatecdlicos

Presentar una coloracion azul, esto nos indica la presencia de taninos de tipo pirogalotanicos
(Miranda, 2006)

e Prueba de la presencia de espuma

Con este ensayo podemos presenciar la presencia de saponinas en el extracto alcohdlico de tipo
esteroidal como triterpénoica.

Como la alicuota se encuentra en alcohol, esta se diluye con cinco veces su volumen en agua
destilada y homogenizamos muy bien la mezcla en un tiempo de cinco a diez minutos.
Consideramos que el ensayo es positivo si este presenta espuma en la superficie del liquido de

maés de dos mm de espesor y dura por mas de dos minutos (Miranda, 2006).

e Prueba de la Ninhidrina

Con este ensayo podemos presenciar en el extracto la presencia de aminodacidos libres o de aminas
en general.

Con la alicuota del extracto en alcohol o el residuo de la concentracién en bafio de agua maria si
el extracto se encuentra en otro solvente se lo mezcla con dos mililitros de solucion al 2% de
ninhidrina en agua destilada, después se procede a calentar la mezcla en bafio de agua maria en
un tiempo de 5-10 minutos el ensayo es considerado positivo cuando presenciamos una

coloracion azul violaceo (Miranda, 2006).

e Prueba de Borntrager

Con este ensayo podemos presenciar en el extracto la presencia de compuestos como son la
presencia de quinonas.

Debemos tener en cuenta si la alicuota se encuentra en cloroformo esta debe evaporarse el
solvente en bafio de agua maria y el sobrante redisolver en un mililitro cloroformo a este se le
adiciona un mililitro de hidréxido de sodio, hidroxido de potasio 0 amonio al 5% en agua destilada
se homogenizan las mezclas o fases y se deja en reposo hasta su posterior separacién. Si la fase
nos presenta la acuosa alcalina (superior) se colorea de color rosado o rojo tenemos un ensayo

positivo y si nos presenta una coloracion rosada (++), coloracion roja (+++) (Miranda, 2006).

e Prueba de Antocianidinas
El siguiente ensayo nos permite reconocer en los extractos si tenemos presencia de estructuras de
secuencia C6-C3-C6 pertenecientes al grupo de los flavonoides. Para esta prueba se calienta 2

milimetros del extracto etanélicopor 10 minuto con un mililitro de acido clorhidrico concentrado.
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Dejamos enfriar y se le coloca 1 mililitro de agua destilada y dos mililitros de alcohol amilico’se
homogeniza la mezcla bien y se deja separar las dos fases cuando presenciamos la aparicion de

color rojo a marrén en la fase amilica esto nos quiere decir que presenciamos un ensayo positivo
(Miranda, 2006).

e Prueba de Dragendorff

El siguiente ensayo nos permite reconocer en un extracto la presencia o ausencia de alcaloides
para ello verificamos si la alicuota del extracto se encuentra disuelta en un solvente organico, si
es asid vemos evaporarlo en un bafio de agua maria el sobrante lo redisolvemos en 1 mililitro de
acido clorhidrico al 1 % en agua destilada en cambio se el extracto es acuoso , a la alicuota se le
afiade una gota de acido clorhidrico concentrado, después se calienta suavemente y deja enfriar
hasta que presente acidez. Con la solucidn acuosa &cida se realiza la prueba colocando tres gotas
del reactivo de dragendorff, en cambio se esté presenta opalescencia se considera (+), con

turbidez definida (++), precipitado (+++) (Miranda, 2006).

e Prueba de Mayer

Este se procedio de la misma forma antes descrita, hasta obtener la solucion acida afiadiendo una
pizca de de cloruro de sodio en polvo, despues agitamos y filtramos se afiadio de 2 a 3 gotas del
rectivo de mayer si se observa opalescencia se considera (+), con turbidez definida (++),

precipitado coposo (+++) (Miranda, 2006).

e Prueba de Wagner
Para este partimos de igual manera que los casos anteriores desde la solucion &cida colocamos

de 2 a 3 gotas del reactivo clasificando los resultados de la misma manera que los casos anteriores
(Miranda, 2006).

e Prueba de Shinoda

Este ensayo nos permitio reconocer la precencia de flavonoides del exracto.

Verificamos si la alicuota del extracto se encuntra en alcohol este se diluye en 1 mililitro de acido
clorhidrico concentrado y con un trozito de cinta de magnecio metélico. Una vez obtenida la
reaccion se espera uno cinco minutos, se coloca 1 mililitro de alcohol amilico, se homogeniza las
fases y se deja reposar hasta que se separen. Si la muestra de la alicuota se ecuentra en agua se
procede de la misma manera, continuando de la misma manera adicionando el acido clorhidrico
concentrado, concideramos al ensayo positivo cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo,

naranja, carmelita, 0 rojo intenso en todos los casos (Miranda, 2006).
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2.7.3 Tamizaje fitoquimico acuoso

Para los extractos acuosos de hojas y resina se realizd una caracterizacion mediante un tamizaje

fotoquimico

3.

El presente ensayo nos permite reconocer la presencia de azucares reductores en el extracto.

Preparacion de los extractos con los reactivos

Se utiliz 18 tubos de ensayo, 9 para cada extracto.

Se utilizé una gradilla de metal como soporte de los tubos de ensayo.

Una vez obtenido los extractos se tomd una muestra en un vaso de 250 mL aproximadamente

15 mL del extracto acuoso de la resina 'y 15 mL del extracto acuoso de las hojas.

Colocamos 1 mL de extracto acuoso de la resina en cada tubo de ensayo y 1 mL de extracto

acuoso de las hojas.

Se colocd los tubos de ensayo en vasos de precipitacion de 600 mL para calentarlos a bafio

maria (los tubos que necesitaban este procedimiento).

Se procedié afiadir los diferentes reactivos en cada tubo que contenia los extractos y se los

agito.

Se observo e identificd las caracteristicas que los extractos presentaban.

Tabla 9-2: Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso

Ensayo

Metabolito secundario

Extracto acuoso

Ensayo de Fehling

Az. Reductores

Ensayo de CI3Fe

Fenoles y Taninos

Ensayo de Espuma Saponinas
Ensayo de Shinoda Flavonoides
Ensayo de Dragendorff Alcaloides
Ensayo de Mayer Alcaloides
Ensayo de Wagner Alcaloides
Ensayo Mucilagos Mucilagos

Ensayo de Principios amargos

Principios amargos

Fuente: (Facultad de Ciencias , 2020)

Elaborado por: Molina A. 2021

Prueba de Fehling
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Devemos tener en cuenta si la alicuota de los extractos no contiene agua este debe evaporarse a
bafio maria y el sobrante debe redisolverse en 1 0 2 milimetros de agua. Despues se procede a
colocar 2 milimetros del reactivo y se calienta en bafio maria de 5 — 10 minutos la mezcla

consideramos un esayo positivo si la solucion presenta tonalidades rojas o precipitados rojo
(Miranda, 2006).

e Prueba de cloruro Férrico

Con este ensayo podemos reconocer en un extracto vegetal la presencia de compuestos fenélicos
0 taninos.

Con el extracto de la planta en alcohol podemos determinar tanto fenoles como taninos.
Colocamos una alicuota de 2 milimetros en el tubo de ensayo a este se le adiciona tres gotas de la
solucion de tricloruro férrico al 5% en una solucion salina fisioldgica (cloruro de sodio al 9,9%
en agua) en cambio si el extracto es acuoso el ensayo determinara la presencia de taninos.
Colocamos una alicuota del extracto se afiade una pizca de acetato para poder neutralizar y tres
gotas de una solucién de tricloruro férrico al 5% en la solucion salina fisiologica, un ensayo
positivo puede presentar la siguiente informacion:

Presentar una coloracion rojo-vino, esto nos indica la presencia de fenoles en general

Presentar una coloracion verde intenso, esto nos indica la presencia de taninos del tipo
pirocatecolicos

Presentar una coloracion azul, esto nos indica la presencia de taninos de tipo pirogalotanicos
(Miranda, M. 2006).

e Prueba de la presencia de espuma

Con este ensayo podemos presenciar la presencia de saponinas en el extracto alcohdlico de tipo
esteroidal como triterpénoica.

Como la alicuota se encuentra en alcohol, esta se diluye con cinco veces su volumen en agua
destilada y homogenizamos muy bien la mezcla en un tiempo de cinco a diez minutos.
Consideramos que el ensayo es positivo si este presenta espuma en la superficie del liquido de

més de dos mm de espesor y dura por mas de dos minutos (Miranda, 2006).

e Prueba de Shinoda

Este ensayo nos permitio reconocer la precencia de flavonoides del exracto.

Verificamos si la alicuota del extracto se encuntra en alcohol este se diluye en 1 mililitro de &cido
clorhidrico concentrado y con un trozito de cinta de magnecio metélico. Una vez obtenida la
reaccion se espera uno cinco minutos, se coloca 1 mililitro de alcohol amilico, se homogeniza las
fases y se deja reposar hasta que se separen. Si la muestra de la alicuota se ecuentra en agua se
procede de la misma manera, continuando de la misma manera adicionando el &cido clorhidrico
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concentrado, concideramos al ensayo positivo cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo,

naranja, carmelita, 0 rojo intenso en todos los casos (Miranda, 2006).

El siguiente ensayo nos permite reconocer en un extracto la presencia o ausencia de alcaloides
para ello verificamos si la alicuota del extracto se encuentra disuelta en un solvente organico, si
es asid vemos evaporarlo en un bafio de agua maria el sobrante lo redisolvemos en 1 mililitro de
acido clorhidrico al 1 % en agua destilada en cambio se el extracto es acuoso , a la alicuota se le
afiade una gota de acido clorhidrico concentrado, después se calienta suavemente y deja enfriar
hasta que presente acidez. Con la solucion acuosa &cida se realiza la prueba colocando tres gotas
del reactivo de dragendorff, en cambio se esté presenta opalescencia se considera (+), con

turbidez definida (++), precipitado (+++) (Miranda, 2006).

e Prueba de Mayer

Procedid de la misma forma que en el ensayo de Dragendorff hasta obtener la soluciénacida.
Afada una pizca de cloruro de sodio en polvo, agite y filtre. Afiada 2 o 3 gotas de la solucion
reactiva de Mayer, si hay opalecencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado (+++).
Observacion: en el caso de alcaloides cuaternarios y/o amino-oxidos libres, estos solo se
encontraran en el extracto acuoso y para considerar su presencia la reaccion debe ser (++) 0 (+++),
en todos los casos, ya que un resultado (+), puede provenir de una extraccién incompleta de bases

primarias, secundarias o terciarias (Miranda, 2006).

e Prueba de Wagner
Procedié de la mismoa forma que en el ensayo de Dragendorff hasta obtener la solucionécida.
Afadiendo 2 o 3 gotas de solucion reactiva de Wagner, clasificar los resultados de la misma forma

gue en los ensayos de Dragendorff y Mayer (Miranda, 2006).

e Prueba de Mucilagos

El siguiente ensayo nos permite reconocer de los extractos la presencia de una estructura tipo
polisacarido, que forma un coloide hidréfilo que contiene un alto indice de masa que ayuda
aumentar la densidad del agua de donde se extrae, entonces colocamos una alicuota del extracto
acuoso se refrigera a 0.5 °C y si el extracto toma una consistencia gelatinosa la prueba es

considerada positiva (Miranda, 2006).

e Ensayo de principios amargos
Este ensayo es stper sencillo ya que consiste en saborear una o dos gotas del extracto acuoso o
del vegetal distinguiendo el sabor de cada uno de estos principios esto mas se basa en el sentido

del gusto
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2.8 Activacion de Fusarium sp.

Para la activacion del hongo Fusarium sp. se sacé de la congeladora (INDURAMA ri 395) del
laboratorio un tubo criovial donde se hallaba almacenado el hongo Fusarium sp.. El tubo
criovial se dej6 a temperatura ambiente del laboratorio 22°C por 30 min. para después sembrar

en el medio de Agar Papa Dextrosa (PDA).

Figura 14-2. Tubo criovial (Fusarium sp)
Realizado por: Molina A. 2021

2.8.1 Preparacion del medio Agar Papa Dextrosa (PDA)

En la reparacion del medio se utiliz6 125 mL de agua destilada se afiadi6 4.88 g de PDA,
procedimos a pesar en la balanza analitica (METLER) el agar papa dextrosa PDA y colocamos
en el frasco de vidrio autoclave de 250 mL en el cual se encontraba ya los 100 mL de agua
destilada, se agito con movimientos circulares hasta que se disuelva el PDA por Gltimo se colocé
en el autoclave (HIRAYAMA 3030 e) el frasco de vidrio de 250 mL por 20 minutos a 121 °C y
a 1.1 atm para que se esterilice el medio y asi se elimine cualquier microorganismo que pueda

contaminar el medio.

Figura 15-2. Medio de cultivo PDA
Realizado por: Molina A. 2021
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2.8.2 Siembra del hongo puro en el medio Agar Papa Dextrosa (PDA)

Con el medio de cultivo listo se procedi6 a llevd a la camara de flujo (LABCONCO
MISSOURI64132) y esperamos que el medio se comience a enfriar por unos 30 min, una vez con
el medio tibio se procedi6 a verter en tres cajas Petri de vidrio que se encontraban esterilizadas
bajo radiaciones UV por 15 min. Después de verter el medio en las cajas Petri se espero por
aproximada 30 min para gque el medio se solidifique y se pueda sembrar el hongo. Para proceder
con la siembra por estria en placa del hongo se tomé el tubo criovial que contiene el hongo puro
que ya estaba previamente descongelado a 22°C temperatura ambiente del laboratorio, con la
ayuda de la asa de siembra se dispersé en el medio solidificado con cuidado para que no se rompa
el medio. Para cada proceso la asa se la desinfectaba con ayuda del mechero de Bunsen. Por
Gltimo, se incubd (REVCO) el hongo a una temperatura de 30°C, a las 96 horas presentaron

abundante micelio de color blanquecino y una coloracion lila, caracteristico de Fusarium sp.

Figura 16-2. Siembra del hongo puro en el medio PDA
Realizado por: Molina A. 2021

2.9 Activacion de Ralstonia solanacearum.

Para la activacién de la bacteria Ralstonia solanacearum se sacé de la congeladora (INDURAMA
ri 395) del laboratorio un tubo criovial donde se hallaba almacenado la bacteria Ralstonia
solanacearum. El tubo criovial se dej6 a temperatura ambiente del laboratorio 22°C por 30 min.

para después sembrar en el medio de Agar nutritivo (AN).
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Figura 17-2 Tubo criovial de Ralstonia solanacearum
Realizado por: Molina A. 2021

2.9.1 Preparacion del medio de Agar Nutritivo (AN)

En la reparacién del medio se utilizé 125 mL de agua destilada se afiadié 2.88 g de Agar Nutritivo
(AN), procedimos a pesar en la balanza analitica (METTLER pm 3000 el AN y colocamos en el
frasco de vidrio autoclave de 250 mL en el cual se encontraba ya los 100 mL de agua destilada,
se agito con movimientos circulares hasta que se disuelva el AN por Gltimo se coloco en el
autoclave (HIRAYAMA 3030 e) el frasco de vidrio de 250 mL por 20 minutos a 121°Cya 1.1
atm para que se esterilice el medio y asi se elimine cualquier microorganismo que pueda

contaminar el medio.

2.9.2 Siembra de la bacteria pura en el medio de Agar Nutritivo (AN)

Con el medio de cultivo listo lo llevamos a la camara de flujo y esperamos que el medio se
comience a enfriar por unos 30 min, una vez con el medio tibio se precedio a verter en tres cajas
Petri de vidrio que se encontraban esterilizadas bajo radiaciones UV por 15 min. Después de
verter el medio en las cajas Petri se esperd por aproximada 30 min para que el medio se solidifique
y se pueda sembrar la bacteria. Para proceder con la siembra por estria en placa de la bacteria se
tomé el tubo criovial que contiene la bacteria puro que ya estaba previamente descongelado a
22°C por 30 min temperatura ambiente del laboratorio, con la ayuda de la asa de siembra se
disperso la bacteria en zigzag en el medio solidificado con cuidando que no se rompa el medio,
para cada proceso la asa se la desinfectaba con ayuda del mechero de Bunsen. Por Gltimo, se
incubd la bacteria a una temperatura de 30°C, a las 96 horas la bacteria estaba colonizada la caja
Petri ver ( Figura 15.2).
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2.10 Determinacidn del potencial anti-fingico

Para el cumplimiento del primer objetivo y determinar si algunas de las concentraciones del

extracto acuoso sirven para controlar el desarrollo de los patdgenos se realiz6 el método de vertido

en placa que se describe a continuacion:

Propagacion del hongo

Para continuar con la propagacion se tomé dos tubos de vidrio con tapa de rosca de plastico,
y se coloco 10 mL de agua destilada en cada tubo.

Una vez infestado el hongo en la caja Petri se recogid 1 g de este. Trabajamos con la proporcion
1 g del hongo en 10 ml de agua destilada y se agito para que la solucidén se mezcle por
completo.

Para cada concentracion se prepar6 el medio del cultivo el que consistia de 120 mL de agua
destilada y 4.68 g de agar papa dextrosa (PDA) esperamos a que se enfrié el medio y
colocamos 1 mL de la solucion del hongo en el medio del cultivo, la mezcla la agitamos en
forma circular hasta que se homogenice por completo.

La mezcla infectada con el hongo la vertimos en 5 cajas Petri y esperamos media hora hasta
gue esta se solidifique.

Con el medio ya solidificado se procedié a inocular con cuatro gotas de 25 uL del extracto en
cada caja Petri se esperd 20 minutos aproximadamente hasta que cada gota se concentre en el
medio de cultivo infestado.

Después se colocé en la incubadora
El ritmo de crecimiento se midi6 a las 120 horas se tom0 los valores de los halos de inhibicion

Cada prueba, estuvo constituida por cinco repeticiones.

De igual manera para cumplir con el segundo objetivo, se repitié cada paso al pie de la letra, pero

con el extracto alcohdlico
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Figura 18-2. Evaluacién de la actividad anti-flngica de los extractos acuoso para Fusarium sp.
(Hongo).

Realizado por: Molina A. 2021

2.10.1. Determinacion del potencial anti-bacterial

Para el cumplimiento del tercer objetivo y determinar si algunas de las concentraciones del

extracto acuoso sirven para controlar el desarrollo de las bacterias se realizé el método de vertido

en placa que se describe a continuacion:

Propagacion y control de la bacteria

Para continuar con la propagacion se tomé dos tubos de vidrio con tapa de rosca de plastico,
y se coloco 10 mL de agua destilada en cada tubo.

Una vez infestado la bacteria en la caja Petri se recogié 1 g de este. Trabajamos con la
proporcion 1 g de la bacteria en 10 ml de agua destilada y se agito para que la solucion se
mezcle por completo.

Para cada concentracion se preparé el medio del cultivo el que consistia de 120 mL de agua
destilada y 2.76 g de AN esperamos a que se enfrié el medio y colocamos 1 mL de la solucion
de la bacteria en los 120 mL del medio, la mezcla la agitamos en forma circular hasta que se
homogenice por completo.

La mezcla infectada con la bacteria la vertimos en 5 cajas Petri y esperamos media hora hasta
que esta se solidifique.

Con el medio ya solidificado se procedié a inocular con cuatro gotas de 25 pL del extracto en
cada caja Petri se esperé 20 minutos aproximadamente hasta que cada gota se concentre en el

medio de cultivo infestado.
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e Después se coloco en la incubadora
e El ritmo de crecimiento se midid a las 120 horas se tomo los valores de los halos de inhibicién

e Cada prueba, estuvo constituida por cinco repeticiones.

De igual manera para cumplir con el cuarto objetivo, se repitid cada paso al pie de la letra, pero

con el extracto alcohdlico

Figura 19-2. Evaluacién de la actividad anti-bacteriana del extracto alcoh6lico para

Ralstonia solanacearum (Bacteria).
Realizado por: Molina A. 2021

2.11 Unidad formadora de colonia (UFC) hongos

Para conocer la cantidad de unidades formadoras de colonias de los hongos se lo realizo de la

siguiente manera:

e Se tomo uno de los dos tubos que contiene el inoculo de los hongos, con un cuenta gotas se
tomo una muestra se coloco una gota en el improved neubauer chamber (SPENCER 867124)
se coloco el cubre objeto

e Después se llevo la placa al microscopio en la cual observamos con el lente de 100x.

e Se comenzd a contabilizar cada una de las células de los 4 extremos y cada extremo posee 16
recuadros.

e Con esto se pudo conocen el nimero exacto de las unidades formadora de colonias de hongod

e 1 mL de solucion de inoculo de los hongos posee 9,0745 x 103 unidades formadorad de
colonias.
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¢ El mismo procedimiento se realiz6 para la unidad formadora de colonia (UFC) bacteria.

e En 1mL de solucion del inoculo de la bacteria Posee lo siguiente 8,522916 x 10%° unidades
formadoras de colonias

e Los dos estudios poseen cantidades altas de microorganismos esto quiere decir que los

extractos que tengan resultados a estas pruebas tienen alto poder de inhibicion

Figura 20-2. Colocamos una gota del inoculo Figura 21-2 Placa lista para poder observar

Realizado por: Molina A. 2021 Realizado por: Molina A. 2021

: : LN
Figura 22-2. Conteo de las células Figura 23-2 fotografia de las Unidades

Relalizado por: Molina A.2020 formadoras de colonias (UFC)
Realizado por: Molina A. 2021

37



CAPITULO 1l

3 MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

3.1 Evaluacion del proceso de inhibicién de Fusarium sp. con el extracto acuoso de la resina

de Dacryodes peruviana a distintas concentraciones.

3.1.1 Evaluacion segun los diametros de cada halo de inhibicién a las 120 horas del extracto

acuoso de resina al 50%

En la (Figura 1-3) se puede observar los halos de inhibicion que se generaron en las 5 repeticiones
del extracto acuoso de resina al 50% de Dacryodes peruviana implementadas, cada tratamiento
consta de cuatro sub muestras que contiene 25 pL del extracto acuoso de resina, del cual se evalud
cada uno los halos de inhibicion en milimetros (mm) se pudo observar lo siguiente: en las cinco
repeticiones se presenciaron halos de inhibicion de color crema y de forma circular, se puede
observar que en todas las repeticiones hubo efecto anti-fungico. También se pudo observar una
coloracion lila que es una caracteristica morfoldgica del patdgeno esto coincide con lo reportado

por (Duarte, Echeverria y Martinez, 2016) para Fusarium sp. (Hongo).

Figura 1-3. Halos de inhibicion de Fusarium sp. a las 120h del extracto acuoso al 50% de resina.

Realizado por: Molina A. 2021

En el (ANEXO A) se detalla el diametro registrado de los halos de inhibicion, la repeticion R1 y
R4 del extracto acuoso de resina al 50% registro los mayores diametros con una media de 14,75
mm, seguida de la repeticién R5 que presento una media de 14,5 mm, la repeticién R2 con una

madia de 14 mm y la repeticion R3 fue la que presento la media més baja con una media de 15
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mm de halo.

3.1.2 Evaluacion segun los diametros de cada halo de inhibicién a las 120 horas del extracto

acuoso de resina al 35%

En la (Figura 2-3) se puede observar los halos de inhibicion que se generaron en las 5 repeticiones
del extracto acuoso de resina al 35% de Dacryodes peruviana implementadas, se pudo observar
lo siguiente: en las cinco repeticiones se presenciaron halos de inhibicion de color crema y de
forma circular, se puede observar que en todas las repeticiones hubo efecto anti-flngico. También
se pudo observar una coloracion lila que es una caracteristica morfoldgica del patégeno esto

coincide con los estudios para Fusarium sp. (Hongo).

-

R1

Figura 2-3. Halos de inhibicion de Fusarium sp. a las 120h del extracto acuoso al 35% de resina.
Realizado por: Molina A. 2021

En el (ANEXO A) se detalla el diametro registrado de los halos de inhibicién, la repeticién R1
del extracto acuoso de resina al 35% registr6 el mayor didmetro con una media de 17,5 mm,
seguida de la repeticién R3 que presento una media de 16 mm, la repeticién R4 y R5 con una
madia de 15,75 mm vy la repeticion R2 fue la que presento la media mas baja con una media de
15,5 mm de halo.

3.1.3 Evaluacion segun los diametros de cada halo de inhibicion a las 120 horas del extracto

acuoso de resina al 25%

En la (Figura 3-3) se puede observar los halos de inhibicion que se generaron en las 5 repeticiones
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del extracto acuoso de resina al 25% de Dacryodes peruviana implementadas, se pudo observar
lo siguiente: en las cinco repeticiones se presenciaron halos de inhibicion de color cremay de
forma circular, se puede observar que en todas las repeticiones hubo efecto anti-fungico. También
se pudo observar una coloracion lila que es una caracteristica morfoldgica del patdégeno esto

coincide con los estudios para Fusarium sp. (Hongo).

Figura 3-3. Halos de inhibicion de Fusarium sp. a las 120h del extracto acuoso al 35% de resina.

Realizado por: Molina A. 2021

En el (ANEXO A) se detalla el didmetro registrado de los halos de inhibicidn, la repeticién R1y
R2 del extracto acuoso de resina al 25% registrd el mayor didmetro con una media de 15,25 mm,
seguida de la repeticién R3 que presento una media de 15 mm, la repeticion R4 con una madia de

14,75 mm y la repeticién R2 fue la que presento la media mas baja con una media de 13,75 mm

de halo.
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Grafico 1-3. Comparacion de los halos de inhibicion con los tres extractos acuoso de resina
para Fusarium sp.

Realizado por: Molina A. 2021

3.2 Evaluacion del proceso de inhibicion de Fusarium sp. con el extracto acuoso de
las hojas de Dacryodes peruviana a distintas concentraciones.

3.2.1 Evaluacion de los diametros de los halos de inhibiciéon a las 120 horas del extracto
acuoso de las hojas al 50% 35% y 25%

En la (Figura 4-3) los extractos acuosos de las hojas con las concentraciones de 50%, 35% y 25%
de Dacryodes peruviana implementadas. Cada tratamiento consta de cuatro sub muestras que
contiene 25 pL del extracto acuoso de hojas, del cual se tenia que evalu6 cada uno los halos de
inhibicion en milimetros (mm), se pudo observar lo siguiente: en las cinco repeticiones no se
presenciaron halos de inhibicion, al contrario, se pudo notar que hubo aumento del Fusarium sp.
sobre el tratamiento esto conllevé a una mayor esporulacion en la zona que se aplicaron las
distintas concentraciones.

Con esto se puedo afirmar que en todas las repeticiones no hubo efecto anti-fungico. Lo Unico
que se pudo observar es la coloracion representativa del Fusarium sp. que es una caracteristica
morfoldgica del patdgeno esto coincide con lo mencionado por (Tapia y Amaro, 2014) para

Fusariumsp (Hongo).
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Figura 4-3. Representacién de los resultados obtenidos en el estudio con el extracto acuoso de

hojas al 50%, 35% Yy 25% que no presento efecto anti-flngico ante Fusarium sp.
Realizado por: Molina A. 2021

3.3 Evaluacion del proceso de inhibicion de Fusarium sp. con el extracto alcohdlico

de la resina de Dacryodes peruviana a distintas concentraciones.

3.3.1 Evaluacion de los diametros de los halos de inhibicién a las 120 horas del extracto
alcohdlico de resina al 50%

En la (Figura 5-3) se puede observar los halos de inhibicion que se generaron en las 5 repeticiones
del extracto alcohdlico de resina al 50% de Dacryodes peruviana implementadas, cada
tratamiento consta de cuatro sub muestras que contiene 25 L del extracto alcohdlico de resina,
del cual se evalud cada uno los halos de inhibicion en milimetros (mm) se pudo observar lo
siguiente: en las cinco repeticiones se presenciaron halos de inhibicion de color crema y de forma
circular , en la repeticion R1 y R5 los halos de inhibicion no son tan pronunciados, en cambio
en R2, R3 Y R4 se pudo notar con mayor claridad los halos de inhibicién. También se pudo
observar una coloracion lila que es una caracteristica morfoldgica del patdgeno esto coincide con

lo reportado por (Duarte, Echeverria y Martinez, 2016) para Fusarium sp. (Hongo).
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Figura 5-3. Halos de inhibicion de Fusarium sp. a las 120h del extracto alcohdlico al 50% de
resina.

Realizado por:(Molina A. 2021)

En el (ANEXO C) se detalla el diametro registrado para los halos de inhibicion, en la repeticion
R1 del extracto alcohdlico de resina al 50% registré los mayores diametros en las sub-muestras
con una media de 17,25 mm, seguida de la repeticién R3 que presento una media de 16,75 mm,
las repeticiones R4 y R5 presentaron una misma media de 15,5 mmy la repeticion R2 fue la que

presento la media mas baja con 15 mm de halo.

3.3.2 Evaluacion de los diametros de los halos de inhibicion a las 120 horas del extracto
alcohdlico de resina al 35%

En la (Figura 6-3) se pudo observar los halos de inhibicién que se generaron en las 5 repeticiones
del extracto alcohdlico de resina al 35% de Dacryodes peruviana implementadas, cada
tratamiento consta de cuatro sub-muestras que contiene 25 pL del extracto alcoh6lico de resina,
del cual se evalu6 cada uno los halos de inhibicién en milimetros (mm) se pudo observar lo
siguiente: en las cinco repeticiones se presenciaron halos de inhibicién transparentes, en la
repeticion R1 se pudo tomar dos valores de las cuatro sub-muestras ya que las otras dos no
tuvieron efecto alguna contra el hongo, en R2 y R3 se obtuvieron los mismo resultado antes
mencionados, en cambio en, R4 y R5 se tomé tres valores de las cuatro sub-muestras ya que solo
una no tuvo efecto alguno contra el hongo. También se pudo observar una coloracion lila en
menor proporcion que es caracteristica del Fusarium sp. (Hongo), también se observo que este

tratamiento freno la esporulacion del hongo.
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Figura 6-3. Halos de inhibicion de Fusarium sp. a las 120h del extracto alcohdlico al 35% de
resina.

Realizado por: (Molina A. 2021)

En el (ANEXO C) se detalla el didametro registrado para los halos de inhibicién del extracto al
35%, en la repeticion R4 se registrd los mayores diametros en las sub-muestras con una media de
15 mm, seguida de la repeticion R5 que presento una media de 12,75 mm, las repeticiones R2
presento una media de 11 mm, R1 presentaron una media de 10,25 mm y la repeticién R3 fue la

gue presento la media méas baja con 8,25 mm.

3.3.3 Evaluacion de los diametros de los halos de inhibicion a las 120 horas del extracto
alcoholico de resina al 25%

En la (Figura 7-3) se pudo observar los halos de inhibicion que se generaron en las 5 repeticiones
del extracto alcohdlico de resina al 25% de Dacryodes peruviana implementadas, cada
tratamiento consta de cuatro sub-muestras que contiene 25 L del extracto alcohdlico de resina,
del cual se evalu6 cada uno los halos de inhibicion en milimetros (mm) se observé lo siguiente:
en tres repeticiones se presenciaron halos de inhibicion transparentes , mientras que en las otras
dos no hubo efecto inhibidor en las repeticion R1 y R3 no se pudo tomar valores de las cuatro
sub-muestras ya que no tuvieron efecto alguna contra el hongo, en R2 y R3 se obtuvieron los
mismo resultado antes mencionados, en cambio en, R2, R4 y R5 se pudo evaluar ya que
presentaron efecto alguno contra el hongo. También se pudo observar una coloracion lila que es

caracteristica del Fusarium sp. (Hongo).
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Figura 7-3. Halos de inhibicion de Fusarium sp. a las 120h del extracto alcohdlico al 25% de

resina.

Realizado por: (Molina A. 2021)

En el tabla (ANEXO C) se detalla el diametro registrado para los halos de inhibicion del extracto
al 25%, en la repeticion R2 del extracto se registré el mayor didmetro con una media de 17,75
mm, seguida de la repeticién R4 que presento una media de 17,25 mm, las repeticiones R1y R3

no presentaron ningun valor, R5 fue la que presento la media més baja con 13,25 mm.
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Gréfico 2-3. Comparacion de los halos de inhibicion con los tres extractos alcoholicos de resina
para Fusarium sp.

Realizado por: Molina A. 2021
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3.4 Evaluacion del proceso de inhibicion de Fusarium sp. con el extracto alcohdlico

de las hojas de Dacryodes peruviana a distintas concentraciones.

3.4.1 Evaluacion de los diametros de cada halo de inhibicién a las 120 horas del extracto
alcohdlico de hojas al 50%-

En la (Figura 8-3) se puede observar los halos de inhibicion que se generaron en las 5 repeticiones
del extracto alcohdlico de hoja al 50% de Dacryodes peruviana implementadas, cada tratamiento
consta de cuatro sub muestras que contiene 25 pL del extracto alcohdlico de hojas, del cual se
evalué cada uno los halos de inhibicidn en milimetros (mm) se pudo observar lo siguiente: en las
cinco repeticiones se presenciaron halos de inhibicion de forma circular, se puede observar que

en todas las repeticiones hubo efecto anti-fungico. También se pudo observar una coloracion lila

que es una caracteristica morfolégica del patégeno para Fusarium sp. (Hongo).

Figura 8-3. Halos de inhibicién de Fusarium sp. a las 120h del extracto alcohdlico al 50% de

hojas

Realizado por: (Molina A. 2021)

En el (ANEXO E) se detalla el diametro registrado para los halos de inhibicion del extracto al
50%, en la repeticion R3 del extracto se registro el mayor didmetro con una media de 24,25 mm,
seguida de la repeticion R5 que presento una media de 23,75 mm, las repeticiones R2 con una
media de 23,25 y R4 con una media de 22.5 y finalmente R5 fue la que presento la media mas

baja con 21 mm de halo inhibidor.
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3.4.2 Evaluacion de los diametros de cada halo de inhibicion a las 120 horas del extracto

alcohdlico de hojas al 35%

En la (Figura 9-3) se puede observar los halos de inhibicion que se generaron en las 5 repeticiones
del extracto alcoholico de hoja al 35% de Dacryodes peruviana implementadas, cada tratamiento
consta de cuatro sub muestras que contiene 25 pL del extracto alcohdlico de hojas, del cual se
evaluo cada uno los halos de inhibicion en milimetros (mm) se pudo observar lo siguiente: en las
cinco repeticiones se presenciaron halos de inhibicion de forma circular, se puedo observar que
en todas las repeticiones hubo efecto anti-fungico. También se observé una coloracion lila que es

una caracteristica morfoldgica del patégeno para Fusarium sp. (Hongo).

Figura 9-3. Halos de inhibicién de Fusarium sp. a las 120h del extracto alcohdlico al 35% de

hojas

Realizado por: Molina A. 2021

En el (ANEXO C) se detalla el diametro registrado para los halos de inhibicion del extracto al
35%, en la repeticion R2 del extracto se registré el mayor didmetro con una media de 24 mm,
seguida de la repeticion R5 que presento una media de 22,5 mm, las repeticiones R3 y R4 con
una media de 22,25 y finalmente R1 fue la que presento la media méas baja con 21,5 mm de halo
inhibidor.

3.4.3 Evaluacion de los diametros de cada halo de inhibicién a las 120 horas del extracto

alcoholico de hojas al 25%

En la (Figura 10-3) se puede observar los halos de inhibicion que se generaron en las 5
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repeticiones del extracto alcoholico de hoja al 25% de Dacryodes peruviana implementadas, cada
tratamiento consta de cuatro sub muestras que contiene 25 pL del extracto alcohdlico de hojas,
del cual se evalu6 cada uno los halos de inhibicién en milimetros (mm) se pudo observar lo
siguiente: en las cinco repeticiones se presenciaron halos de inhibicion de forma circular, se puedo
observar que en todas las repeticiones hubo efecto anti-fungico. También se observé una

coloracion lila que es una caracteristica morfoldgica del patégeno para Fusarium sp. (Hongo).

Figura 10-3. Halos de inhibicion de Fusarium sp. a las 120h del extracto alcohdlico al 25% de
hojas

Realizado por: Molina A. 2021

En el (ANEXO E) se detalla el diametro registrado para los halos de inhibicion del extracto al
25%, en la repeticién R2 del extracto se registré el mayor didmetro con una media de 23,5 mm,
seguida de la repeticion R5 que presentd una media de 22,75 mm, la repeticion R1 presentd una
media de 13,25 en R4 con una media de 12,5y finalmente R3 fue la que presentd la media méas

baja con 12,25 mm de halo inhibidor.
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Grafico 3-3. Comparacion de los halos de inhibicion con los tres extractos alcohdlicos de
resina para Fusarium sp

Realizado por: Molina A. 2021

3.5 Evaluacion del proceso de inhibicion de Ralstonia solanacearum con el extracto

acuoso de las hojas de Dacryodes peruviana a distintas concentraciones.

3.5.1 Evaluacion de los diametros de los halos de inhibicién a las 120 horas del extracto
acuoso de hojas al 50% 35% y 25%

En la (Figura 11-3) los extractos acuosos de las hojas con las concentraciones de 50%, 35% y
25% de Dacryodes peruviana implementadas. Cada tratamiento consta de cuatro sub muestras
que contiene 25 pL del extracto acuoso de hojas, del cual se tenia que evaluar cada uno los halos
de inhibicion en milimetros (mm), se pudo observar lo siguiente: en las cinco repeticiones no se
presenciaron halos de inhibicién, al contrario, se pudo notar que hubo un libre crecimiento de
Ralstonia solanacearum sobre los tratamientos.

Con esto se puedo afirmar que en todas las repeticiones no hubo efecto anti-bacterial. Lo Gnico
gue se pudo observar es la coloracion representativa del Ralstonia solanacearum que es una
caracteristica tipica de la bacteria esto coincide con el estudio realizado por (Torres, Diaz y Casas,
2013).
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Figura 11-3. Representacion de los resultados obtenidos en el estudio con el extracto acuoso de

hojas al 50%, 35% Yy 25% que no presento efecto anti-bacterial ante Ralstonia solanacearum
Realizado por: Molina A. 2021

3.6 Evaluacion del proceso de inhibicion de Ralstonia solanacearum. con el extracto

alcohdlico de las resina de Dacryodes peruviana a distintas concentraciones.

3.6.1 Evaluacion de los diametros de los halos de inhibicién a las 120 horas del extracto

acuoso de resina al 50% 35% y 25%

Este caso es similar al estudio anterior que no presento ningin efecto anti-bacterial contra
Ralstonia solanacearum. La bacteria creci6 libremente en el medio de cultivo como se puede
observar en la (figura 39-3) el estudio estaba conformado de tres tipos de extractos de 50%, 35%
y 25% respectiva mente cada uno conto de cinco repeticiones y cada repeticion estaba constituido
de la misma manera antes ya descrita en los otros procesos. como se pudo observar en cada uno
de los tratamientos no ayudo a combatir Ralstonia solanacearum al contrario este prolifero el

crecimiento de las mismas.
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Figura 12-3. Representacion de los resultados obtenidos en el estudio con el extracto acuoso de

hojas al 50%, 35% y 25% que no presento efecto anti-bacterial ante Ralstonia solanacearum
Realizado por: Molina A. 2021

3.7 Evaluacion del proceso de inhibicion de Ralstonia solanacearum con el extracto

alcoholico de las hojas de Dacryodes peruviana a distintas concentraciones.

3.7.1 Evaluacion de los diametros de cada halo de inhibicion a las 120 horas del extracto

alcohdlico de hojas al 50%

En la (Figura 13-3) se puede observar los halos de inhibiciobn que se generaron en las 5
repeticiones del extracto alcoholico de las hojas al 50% de Dacryodes peruviana implementadas,
cada tratamiento consta de cuatro sub muestras que contiene 25 uL del extracto alcohdlico de las
hojas, del cual se evalué cada uno los halos de inhibicion en milimetros (mm) se pudo observar
lo siguiente: en las cinco repeticiones se presenciaron halos de inhibicion de color rojizo y de
forma circular un poco irregular, se puede observar que en todas las repeticiones hubo efecto anti-
bacterial. También se pudo notar que las bacterias formaron colonias de aspecto mucoide una
caracteristica morfologica de las bacterias esto coincide con el estudio hecho por (Torres, Diaz y
Casas,2013).
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Figura 13-3. Halos de inhibicion de Ralstonia solanacearum a las 120h del extracto alcoh6lico
al 50% de hojas

Realizado por: Molina A. 2021

En el (ANEXO G) se detalla el diametro registrado para los halos de inhibicion del extracto al
50%, en la repeticién R3 del extracto se registro el mayor didmetro con una media de 33,75 mm,
seguida de la repeticion R1 que presentd una media de 32,5 mm, la repeticion R5 presentd una
media de 31 en R4 con una media de 30,5 y finalmente R2 fue la que present6 la media mas baja

con 29,25 mm de halo inhibidor.

3.7.2 Evaluacion de los diametros de cada halo de inhibicidn a las 120 horas del extracto

alcohdlico de hojas al 35%

En la (Figura 14-3) se puede observar los halos de inhibicion que se generaron en las 5
repeticiones del extracto alcohdlico de las hojas al 35% de Dacryodes peruviana implementadas,
cada tratamiento consta de cuatro sub muestras que contiene 25 uL del extracto alcohdlico de las
hojas, del cual se evalué cada uno los halos de inhibicion en milimetros (mm) se pudo observar
lo siguiente: en las cinco repeticiones se presenciaron halos de inhibicion de color rojizo y de
forma circular irregular, se puede observar que en todas las repeticiones hubo efecto anti-bacterial.
También se pudo notar que las bacterias formaron colonias de aspecto mucoide una caracteristica

morfoldgica de las bacterias esto coincide con el estudio hecho por (Torres, Diaz y Casas, 2013).
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Figura 14-3. Halos de inhibicién de Ralstonia solanacearum a las 120h del extracto alcohélico
al 35% de hojas

Realizado por: Molina A. 2021

En el (ANEXO G) se detalla el diametro registrado para los halos de inhibicion del extracto al
35%, en la repeticion R1 del extracto se registro el mayor diametro con una media de 37,25 mm,
seguida de la repeticion R2 que presentd una media de 36,75 mm, las repeticiones R3 y R4
presentaron una media de 34,75 y finalmente R4 fue la que presentd la media méas baja con 33,75

mm de halo inhibidor.

3.7.3 Evaluacion de los diametros de cada halo de inhibicién a las 120 horas del extracto
alcoholico de hojas al 25%

En la (Figura 15-3) se puede observar los halos de inhibicion que se generaron en las 5
repeticiones del extracto alcoholico de las hojas al 25% de Dacryodes peruviana implementadas,
cada tratamiento consta de cuatro sub muestras que contiene 25 L del extracto alcohdlico de las
hojas, del cual se evalué cada uno los halos de inhibicién en milimetros (mm) se pudo observar
lo siguiente: en las cinco repeticiones se presenciaron halos de inhibicién de color rojizo y de
forma circular irregular, se puede observar que en todas las repeticiones hubo efecto anti-bacterial.
También se pudo notar que las bacterias formaron colonias de aspecto mucoide una caracteristica

morfoldgica de las bacterias esto coincide con el estudio hecho por (Torres, Diaz y Casas, 2013).
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Figura 15-3. Halos de inhibicion de Ralstonia solanacearum a las 120h del extracto alcohélico
al 25% de hojas

Realizado por: Molina A. 2021

En el (ANEXO G) se detalla el diametro registrado para los halos de inhibicion del extracto al
25%, en la repeticion R1 y R5 del extracto se registrd los mayores diametros con una media de
30 mm cada una, seguida de la repeticion R2 que present6 una media de 29 mm, la repeticién R3
presentd una media de 27,25 y finalmente R4 fue la que present6 la media mas baja con 25,75

mm de halo inhibidor.
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Gréfico 4-3. Comparaciéon de los halos de inhibicidn con los tres extractos alcohélicos de hojas

para Ralstonia solanacearum

Realizado por: Molina A. 2021
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3.8 Evaluacion del proceso de inhibicion de Ralstonia solanacearum con el extracto

alcoholico de resina de Dacryodes peruviana a distintas concentraciones.

3.8.1 Evaluacion de los diametros de cada halo de inhibicién a las 120 horas del extracto
alcohdlico de resina al 50%, 35% y 25%

En la (Figura 16-3) los extractos alcoholicos de resina con las concentraciones de 50%, 35% y
25% de Dacryodes peruviana implementadas. Cada tratamiento consta de cuatro sub muestras
que contiene 25 L del extracto alcohdlico de resina, del cual se tenia que evaluar cada uno los
halos de inhibicion en milimetros (mm), se pudo observar lo siguiente: en las cinco repeticiones
no se presenciaron halos de inhibicion, al contrario, se pudo notar que hubo un libre crecimiento
de Ralstonia solanacearum sobre los tratamientos.

Con esto se puedo afirmar que en todas las repeticiones no hubo efecto anti-bacterial. Lo Unico
que se pudo observar es la coloracion representativa del Ralstonia solanacearum que es una
caracteristica tipica de la bacteria esto coincide con el estudio realizado por (Torres, Diaz y Casas,
2013).

T50%

Figura 16-3. Representacion de los resultados obtenidos en el estudio con el extracto alcohélico

de resina al 50%, 35% y 25% que no presento efecto anti-bacterial ante Ralstonia solanacearum
Realizado por: Molina A. 2021

3.9 Andlisis estadistico del proceso de inhibicion de Fusarium sp. (Hongo) con los extractos
acuoso y alcoholico de resina y hojas de Dacryodes peruviana a distintas concentraciones.
Ho: p >0.05

Los extractos de Dacryodes peruviana no presentan propiedades fungicas o bactericidas para la
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aplicacion en fitopatologia.
Hi: p <0.05.
Los extractos de Dacryodes peruviana presentan propiedades fungicas o bactericidas para la

aplicacion en fitopatologia.

Con la ayuda de un analisis de varianza para cada una de las horas de evaluacién de los cultivos
de Ralstonia solanacearum y Fusarium sp. a nivel de laboratorio, con el propdsito de determinar
si existen diferencias significativas entre los tratamientos generados por la aplicacion de los
distintos tratamientos conformados por los extractos acuoso y alcohélico de Dacryodes peruviana

A distintas concentraciones en los cultivos antes mencionados.

3.9.1 Anadlisis estadistico del efecto anti-fungico a las 120 horas del extracto acuoso de resina
al 50%, 35% y 25%

En el andlisis de varianza para los didmetros de los halos de inhibicién en (mm) a las 120 horas
se encontraron diferencias significativas para las medias en los tres tratamientos, con un
coeficiente de variacion de CV=4,26% se detalla en el (ANEXO A).

El p- Valor obtenido es menor a 0.05 (p= 0,0028), por lo que se acepta la hipbtesis alternante ya
que existen diferencias significativas entre los halos de inhibicion que se generaron por la
aplicacion de los tratamientos implementados en el estudio. Ya que el extracto acuoso de

Dacryodes peruviana presento efecto anti-flngico para Fusarium sp.

Tabla 1-3: Prueba de Tukey al 5% para los de inhibicién en (mm) a las 120 h

TRATAMIENTO | Medias n E.E. Grupos

T50% 14,35 S 0,29 A

T25% 14,8 5 0,29 A

T35% 16,1 5 0,29 B

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Realizado por: Molina A. 2021

Luego de realizar la prueba de Tukey al 5% se observan dos grupos A y B. En el A encontramos
T50% con un halo de inhibiciéon promedio de 14,35 mm y T25% con un halo de inhibicién de
14,8 mm. En el rango B encontramos a T35% con un halo de inhibicion de 16,1 mm. T50% y

T35% son estadisticamente diferentes. EI mayor halo lo presento (T50% tabla 1-3).
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3.9.2  Anadlisis estadistico del efecto anti-fingico a las 120 horas del extracto acuoso de hojas
al 50%, 35% y 25%

El extracto no present6 efecto anti-flngico por lo que se rechaza la hipétesis alternante y se acepta
la hipotesis nula ya que no existen diferencias significativas entre los halos de inhibicién que se
generaron por la aplicacion de los tratamientos implementados en el estudio del extracto acuoso

de hojas.

3.9.3 Anadlisis estadistico del efecto anti-fingico a las 120 horas del extracto alcohélico de
resina al 50%, 35% y 25%

En el analisis de varianza para los didmetros de los halos de inhibicién en (mm) a las 120 horas
se encontraron diferencias significativas para las medias en los tres tratamientos, con un
coeficiente de variacion de CV=12,31% se detalla en el (ANEXO D).

El p- Valor obtenido es menor a 0.05 (p= 0,0075), por lo que se acepta la hipdtesis alternante ya
que existen diferencias significativas entre los halos de inhibicién que se generaron por la
aplicacion de los tratamientos implementados en el estudio. Ya que el extracto alcohdlico de

Dacryodes peruviana presento efecto anti-flngico para Fusarium sp.

Tabla 2-3: Prueba de Tukey al 5% para los de inhibicion en (mm) a las 120 h

TRATAMIENTO | Medias n E.E. Grupos

T35% 11,90 5 0,80 A

T50% 16,00 5 0,80 B

T25% 16,08 5 1,03 B

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Realizado por: Molina A. 2021

Luego de realizar la prueba de Tukey al 5% clasifico a las medias en dos grupos A y B. Esto nos
quiere decir gue estadisticamente son similares T50% y T25% ya que se encuentran en un mismo
grupo B. T35% es estadisticamente diferente a T25% y 50% ya que estan en grupos diferentes.
En el grupo A se encontr6 el tratamiento al 35% con un halo de inhibicién de 11,90 mm y en el
grupo B se encontrd al tratamiento al T50% con un halo de inhibicién de 16,00 mm y T25% con
un halo de inhibicion de 16,08 mm. EI mejor tratamiento fue el de (T25% tabla 2-3).
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3.9.4  Anadlisis estadistico del efecto anti-fingico a las 120 horas del extracto alcohélico de
hoja al 50%, 35% y 25%

En el anélisis de varianza para los didmetros de los halos de inhibicién en (mm) a las 120 horas
se encontraron diferencias significativas para las medias en los tres tratamientos, con un
coeficiente de variacion de CV= 16,56% se detalla en el (ANEXO F).

El p- Valor obtenido es menor a 0.05 (p= 0,028), por lo que se acepta la hip6tesis alternante ya
que existen diferencias significativas entre los halos de inhibicién que se generaron por la
aplicacion de los tratamientos implementados en el estudio. Ya que el extracto alcohélico de hojas

de Dacryodes peruviana presento efecto anti-fingico para Fusarium sp.

Tabla 3-3: Prueba de Tukey al 5% para los de inhibicion en (mm) a las 120 h

TRATAMIENTO | Medias n E.E. Grupos
T 25% 16,85 5 1,54 A

T35% 22,5 5 1,54 A B
T50% 22,95 5 1,54 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Realizado por: Molina A. 2021

Luego de realizar la prueba de Tukey se observa dos grupos. En el A encontramos T25% con un
halo de inhibicion promedio de 16,86 y T35% con un halo de inhibiciéon promedio de 22,5. En el
rango B encontramos a T35% y T50% con un halo de inhibicion promedio de 22,95. T25% vy

T50% son estadisticamente diferentes. EI mayor halo lo present6 (T50% tabla 3-3).

3.10  Analisis estadistico del proceso de inhibicion de Ralstonia solanacearum (Bacteria)
con los extractos acuoso y alcohélico de resina y hojas de Dacryodes peruviana a distintas

concentraciones.

3.10.1 Analisis estadistico del efecto anti-bacterial a las 120 horas del extracto alcohdlico de
hojas al 50%, 35% y 25%

En el analisis de varianza para los didmetros de los halos de inhibicion en (mm) a las 120 horas
se encontraron diferencias significativas para las medias en los tres tratamientos, con un
coeficiente de variacion de CV=5,38% se detalla en la tabla (ANEXO G).
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El p- Valor obtenido es menor a 0.05 (p= 0,0001), por lo que se acepta la hipdtesis alternante ya
que existen diferencias significativas entre los halos de inhibicién que se generaron por la
aplicacion de los tratamientos implementados en el estudio. Ya que el extracto alcohélico de hojas

de Dacryodes peruviana presento efecto anti-bacterial para Ralstonia solanacearum.

Tabla 4-3: Prueba de Tukey al 5% para los de inhibicion en (mm) a las 120 h

TRATAMIENTO | Medias n E.E. Grupos

T 25% 28,4 5 0,76 A

T50% 314 5 0,76 B

T35% 35,45 5 0,76 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Realizado por: Molina A. 2021

Después de haber realizado la prueba de Tukey al 5% se formaron tres grupos A, By C. T25%
T50% y T35% son estadisticamente diferentes. ya que cada uno se encuentra en un grupo
diferente. En el A encontramos a T25% con un halo de inhibicién de 28,4 mm. En el B se
encuentra T50% con un halo de inhibicién de 31,4 mm y en el C encontramos a T35% con un

halo de inhibicién de 35,45 mm. El mayor halo lo present6 (T35% Tabla 4-3).

3.10.2 Analisis estadistico del efecto anti-bacterial a las 120 horas del extracto alcohdlico de

resina al 50%, 35% y 25%

El extracto no present6 efecto anti-flngico por lo que se rechaza la hipétesis alternante y se acepta
la hipdtesis nula ya que no existen diferencias significativas entre los halos de inhibicion que se

generaron por la aplicacion de los tratamientos implementados en el estudio del extracto

alcohdlico de resina.

3.10.3 Anadlisis estadistico del efecto anti-bacterial a las 120 horas del extracto acuoso de hojas
al 50%, 35% y 25%

El extracto no presentd efecto anti-flngico por lo que se rechaza la hipétesis alternante y se acepta
la hipotesis nula ya gue no existen diferencias significativas entre los halos de inhibicién que se

generaron por la aplicacion de los tratamientos implementados en el estudio del extracto acuoso

de hoja.
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3.10.4 Analisis estadistico del efecto anti-bacterial a las 120 horas del extracto acuoso de
resina al 50%, 35% y 25%

El extracto no present6 efecto anti-flngico por lo que se rechaza la hipétesis alternante y se acepta
la hipotesis nula ya que no existen diferencias significativas entre los halos de inhibicién que se
generaron por la aplicacion de los tratamientos implementados en el estudio del extracto acuoso

de resina.
3.11 Tamizaje fitoquimico del extracto alcoholico de resina y hojas de Dacryodes
peruviana para el control anti-fingico de Fusarium sp y anti-bacterial de Ralstonia

solanacearum.

Tabla 5-3: Comparacion del extracto alcohdlico entre la resina y hojas del tamizaje fitoquimico

realizado
Tamizaje fitoquimico del extracto alcohdlico

RESINA HOJA METABOLITOS
Ensayo de Catequinas - + Catequinas
Ensayo de Resinas + - Resinas
Ensayo de Fehling + - Az. Reductores
Ensayo de baljet +++ ++ lactonas
Ensayo de Libermann + + Triterpenos- Esteroides

tanino

Ensayo de CI3Fe - tipopirogalotanicos Fenoles y Taninos
Ensayo de Espuma + + Saponinas
Ensayo de Ninhidrina - - Aminodcidos
Ensayo de Bontrager - + Quininas
Ensayo de Shinoda - - Flavonoides
Ensayo de Antocianidina - + Antocianinos
Ensayo de Dragendorff + ++ Alcaloides
Ensayo de Mayer - Alcaloides
Ensayo de Wagner + Alcaloides

Realizado por: Molina A. 2021

En la tabla (5-3) se puede presenciar los datos de cada uno de los ensayos realizados el cual nos
presento el siguiente dato que mayores metabolitos secundarios presento el extracto alcoholico
de hojas de Dacryodes peruviana con un total de 10 metabolitos y el extracto alcohdlico de resina
un total de 7 metabolitos.

En el extracto acuoso de la resina del Copal los ensayos positivos fueron: Resina, Fehling, Baljet,
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Libermann, Espuma, Dragendorff y Wagner lo cual evidencia la presencia de Resina, Az.

Reductores, Lactonas, Triterpenos-Esteroides, Saponinas, Alcaloides.

Mientras que los ensayos negativos del extracto acuoso de resina fueron: Catequinas, CI3Fe,
Ninhidrina, Bontrager, Shinoda, Antocianidina y Mayer.

En el extracto acuoso de las hojas del Copal los ensayos positivos fueron: Catequinas, Baljet,
Libermann, CI3Fe, Espuma, Bontrager, Antocianidina, Dragendorff, Mayer y Wagner lo cual
evidencia la presencia de Catequinas, Lactonas, Triterpenos- Esteroides, Tanino tipo
pirogalotanicos, Saponinas, Quininas, Antocianinos, Alcaloides.

Mientras que los ensayos negativos del extracto acuoso de resina fueron: Resinas, Fehling,
Ninhidrina, Shinoda

3.12  Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso de resina y hojas de Dacryodes peruviana

para el control anti-fungico de Fusarium sp y anti-bacterial de Ralstonia solanacearum.

Tabla 6-3: Comparacion del extracto acuoso entre la resina y hojas del tamizaje fitoquimico

realizado
Tamizaje fitoquimico para el extracto acuoso

RESINA| HOJA METABOLITOS
Ensayo de Fehling + + Az. Reductores
Ensayo de CI3Fe + - Fenoles y Taninos
Ensayo de Espuma - + Saponinas
Ensayo de Shinoda - + Flavonoides
Ensayo de Dragendorff + + Alcaloides
Ensayo de Mayer - - Alcaloides
Ensayo de Wagner - + Alcaloides
Ensayo Mucilagos + + Mucilagos
Ensayo de Principios amargos + - Principios amargos

Realizado por: Molina A. 2021

En la tabla (6-3) se puede presenciar los datos de cada uno de los ensayos realizados el cual nos
presentd el siguiente dato que mayores metabolitos secundarios presento el extracto acuoso de
hojas de Dacryodes peruviana con un total de 6 metabolitos y el extracto acuoso de resina un total
de 5 metabolitos.
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En el extracto acuoso de la resina del Copal los ensayos positivos fueron: Fehling, Cl3Fe,
Dragendorff, Mucilago y Principios amargos lo cual evidencia la presencia de Az. Reductores

Fenoles y Taninos, Alcaloides, Mucilagos y Principios amargos.

Mientras que los ensayos negativos del extracto acuoso de resina fueron: Espuma, Shinoda, Mayer

y Wagner.

En el extracto acuoso de las hojas los ensayos positivos fueron: Fehling, Espuma, Shinoda,
Dragendorff, Wagner y Mucilagos lo cual evidencia la presencia de de Az. Reductores, Saoninas,

Flavonoides, Alcaloides, Mucilagos

Mientras que los ensayos negativos del extracto acuoso de resina fueron: CI3Fe, Mayer y

Principios amargos.
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DISCUSION

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad anti-flngica y anti-bacterial de un
extracto alcoholico y acuoso de hojas y resina de Dacryodes peruviana como controlador
biolégico para Fusarium sp. y Ralstonia solanacearum. En esta investigacion se describe el efecto
de inhibicién que tuvo el extracto alcohdlico y acuoso de hojas y resina de Dacryodes peruviana

frente Fusarium sp. y Ralstonia solanacearum.

Se conoce que Dacryodes peruviana ha sido estudiada para estos fines, pero la familia
Burseraceae tiene estudios. Asi que podremos comparar con varias investigaciones de

Burseraceae.

Como se puede apreciar en la figura 31-3 el efecto antibacteriano de los estudios dependen de las
propiedades del extracto evaluado en este caso el extracto acuoso de hojas, los resultados de
inhibicion es practicamente nula para las tres concentraciones tal y como menciona (Herrera y Garcia,
2006) en el cual nos menciona que hay disoluciones en las que existe inhibicion y diluciones en
las que es practicamente nula. Por lo que se puede decir que en este caso se descarta la hipotesis

alternante y se acepta la hipotesis nula.

Segun Herrera y Garcia,( 2006) también nos manifiesta que los demas extractos presentan efecto
inhibidor como es el caso de los extractos acuosos y oleico con diferentes concentraciones. Como
se pudo constatar en este estudio ya que el extracto acuoso de resina con sus tres concentraciones
que son: 50%, 35% y 25% presentaron actividad anti-fungica con halos que inhiben el crecimiento

de Fusarium sp (hongo).

La evaluacion de los extractos etandlicos en las concentraciones de las hojas y corteza para el
control y manejo de diversos microorganismos presentaron mayor actividad frente Fusarium
oxysporum que para Ralstonia solanacearum (Camargo, 2000). Se puede afirmar lo manifestado por
Camargo gue los extractos alcohdlicos de hojas y resina presentan mayor actividad anti-fingica
contra Fusarium sp. Ya que las tres concentraciones que son al 50%, 35% y 25% de hojas y resina
presentaron mayor potencial anti-fungico que anti-bacterial contra Ralstonia solanacearum ya
que solo funciono el extracto alcohdlico de hojas con sus tres concentraciones para inhibir el

crecimiento de la bacteria.

Segun Pilatufia (2000) nos menciona que la siguiente investigacion realizada en Santo Domingo
de los Tsachilas de Dacryodes peruviana posee metabolitos secundarios en el extracto alcohélico

de resina como son: resinas, triterpenos, esteroides, quinonas y alcaloeides. En el extracto acuoso
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de resina también nos presentan los siguientes metabolitos secundarios encontrados en Dacryodes
peruvianay son los siguientes: alcaloides y principios amargos. Sin embargo, en presente estudio
realizado se puede afirmar que existen resultados similares en el extracto alcohdlico de
metabolitos secundarios con la diferencia que en este estudio se obtuvo mayor presencia de
metabolitos como son: Azucares reductores, lactonas y saponinas y en el extracto acuoso de
resina se obtuvo mayor nimero de metabolitos como son: Mucilagos, Azucares reductores,
Fenoles y taninos. Esto pudo pasar por la localizacion y los entornos ambientales en el que se

desarrolle la especie.

Segun Cérdenas (2014) nos manifiesta que un extracto tiene propiedades alelopaticas si este
irrumpe el crecimiento normal de cualquier microorganismo. De acuerdo a lo mencionado por
Cardenas podemos concluir lo siguiente que nuestros extractos tanto alcoh6lico como acuoso es
considerado también alelopético ya que inhibi6 el crecimiento tanto del hongo (Fusarium sp) y

de la misma manera de la bacteria (Ralstonia solanacearum).

Una de las caracteristicas principales de las plantas alelopaticas es que presentan exudacion a
través de la corteza y por sus raices. Los extractos vegetales procedentes de plantas alelopéticas
tienen efecto fisioldgico y bioquimico sobre las bacterias, hongos, insectos y otros animales
pudiendo impedir, inhibir u obstruir algin proceso. Esto concuerda con los datos de esta

investigacion que inhibi6 el desarrollo normal tanto de Fusarium sp y Ralstonia solanacearum
(Patifio et al., 2011).

Uno de los compuestos activos para las cepas bacterianas son los alcaloides son las sustancias
mas promisoras para continuar con estudios mas especificos de actividad antibacteriana, pues
ademas de presentar una actividad interesante, también inhibe tanto el crecimiento de bacterias
grampositivas como el de bacterias gramnegativas lo cual indica que son sustancias que presentan
actividad antibacteriana de amplio espectro esto segun el estudio realizado por (Patifio et al., 2011).
En esta investigacion se pudo presenciar alcaloides resultado del tamizaje fotoquimico de los
extractos ayudandonos a combatir a la bacteria en este caso a Ralstonia solanacearum

concordando con lo mencionado en este trabajo.
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CONCLUSIONES

e La identificacion dendroldgica de la especie en estudio, se llevé acabo en el herbario de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo que nos ha permitido obtener la informacion
requerida para el estudio del orden, familia, género y especie a las que pertenece. Ademas de
poder buscar informacion similar con diversos estudios basandonos en la misma familia,

género o especie.

= EIl extracto acuoso de resina de D. peruviana posee potencial anti-fingico en todas las
concentraciones esto se debe a que presentaron halos de inhibicidn el mejor tratamiento fue la

concentracion al 35% que presento una media de 16,1 mm para Fusarium sp.

= El extracto acuoso de hojas en ninguna de las concentraciones mostro poder de inhibicion de

crecimiento al contrario promovio el desarrollo de Fusarium sp.

= EIl extracto alcoh6lico de resina de D. peruviana posee potencial anti-fungico en todas las
concentraciones esto se debe a que presentaron halos de inhibicion el mejor tratamiento para
el extracto alcoholico de resina fue la concentracion al 25% que presento una media de 16,08

mm.

= EIl extracto alcoholicode hojas de D. peruviana posee potencial anti-fungico en todas las
concentraciones esto se debe a que presentaron halos de inhibicién el mejor tratamiento para
el extracto de hojas fue la concentracién al 50% que presento una media de 22,95 mm
dandonos como resultado que posee mayor efecto anti-flngico el extracto alcohélico de hoja

siendo el mejor en todo el estudio para Fusarium sp

= El extracto acuoso de hojas en ninguna de las concentraciones mostro poder anti-bacteriano

frente al crecimiento de R. solanacearum.

= El extracto acuoso de resina en ninguna de las concentraciones mostro poder anti-bacteriano

frente al crecimiento de R. solanacearum.

= El extracto alcohdlico de hojas de D. peruviana posee potencial anti-bacteriano en todas las
concentraciones esto se debe a que presentaron halos de inhibicién la mejor concentracién fue

la del 35% con una media de 35,45 mm para R. solanacearum.

= El extracto alcoh6lico de resina en ninguna de las concentraciones mostro poder anti-
bacteriano.
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RECOMENDACIONES

Trabajar con concentraciones mas altas para el extracto acuoso de hojas de Dacryodes

peruviana a ver si se logra contrarrestar a Fusarium sp.

Continuar con las investigaciones de los extractos alcoholicos de resina y hojas de Dacryodes
peruviana para los demas hongos causantes del Damping- off no solo con Fusarium sp ya que

se obtuvo buenos resultados con los dos.

Con respecto al extracto acuso de resina y hoja de Dacryodes peruviana buscar nuevas

alternativas que ayuden a contrarrestar a Ralstonia solanacearum.

Continuar con la fase de pruebas para determinar la dosificacion correcta y cada que tiempo

se volveria aplicar el producto para contrarrestar a Ralstonia solanacearum.

Realizar la investigacion con mas intervalos de tiempo ya que solo se pudo realizar lecturas a

las 120 horas debido a la crisis sanitaria

Buscar un nuevo disolvente que no sea alcohol y agua para el extracto alcohdlico de resina

gue no intervenga con el desarrollo de Fusarium sp y Ralstonia solanacearum.

Buscar nuevas investigaciones con Dacryodes peruviana ya que posee varios metabolitos
secundarios que no solo son beneficiosos para el campo forestal si no también puede ser
practico para los diversos campos en la salud e industria cosmética. Dando un nuevo valor

agregado a los recursos forestales no maderables.
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GLOSARIO

Bacteria: Las bacterias son organismos unicelulares que pertenecen al grupo de los procariontes
a pesar de su sencilla organizacion celular, presenta una gran diversidad de formas, las bacterias

miden entre 0.5 y 5 4 de longitud son tan pequefias que es imposible verlas a simple vista
(Sénchez et al., 2017).

Bactericida: Es una sustancia que tiene la capacidad de matar bacterias, microorganismos

unicelulares u otros organismos (Gil et al., 2012).

Fungicida: Para el control de varias enfermedades fungosas del suelo que afectan a varios

cultivos (Garcia et al., 2006).

Hongo: Son microorganismos eucaridticos mas complejos que los procariontes son unicelulares

y pluricelulares, algunos hongos son patdgenos y pueden causar enfermedades (Sanchez et al.,
2017).

Extracto: Mezcla compleja, con multitud de compuestos quimicos u organicos, obtenible por
procesos fisicos, quimicos o microbiolégicos a partir de una fuente natural y utilizable en

cualquier campo tecnoldgico (Pardo, 2002).
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