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RESUMEN

En la presente investigacion se comprobo la actividad fungicida y bactericida del extracto de hojas
de Moringa oleifera y Petiveria alliacea frente a plagas que afectan a Mangifera indica, en
condiciones in vitro. El proceso de obtencion de los extractos se realizd mediante una maceracion
con solvente etandlico seguido de una destilacion con rotavapor a bajas temperaturas para
preservar de mejor manera los principios activos de la planta cuyo producto final fue envasado en
frascos &mbar aislados de la luz. Para identificar las plagas del mango, se realizé la toma de
muestras con ayuda de medios de transporte Stuart seguido de una siembray posterior replicacion
en agar nutritivo en el caso de las bacterias por la técnica de sembrado estriado y agar Sabouraud
para los hongos mediante la técnica de sembrado por puncidn. Se realiz6 tres distintas
concentraciones de extracto variando entre el peso de soluto y el volumen de solvente, siendo
agregado al agar por medio del método disco-placa, en la cual el extracto fue agregado a un disco
de papel filtro en contacto directo con el agar previamente inoculado con la cepa de interés. Se
analizo el diametro de halo de inhibicion en el caso de formarse. Se obtuvo resultados favorables
en el caso de la concentracion 1:5, la cual formo halos de inhibicién en las dos cepas bacterianas
de interés. Se recomienda profundizar en los distintos métodos de extraccion para asi poder
determinar cual es el proceso de obtencion de extractos vegetales 6ptimos para promover el uso

de fungicidas y bactericidas de origen organico.

Palabras clave: <MANGO (Manguifera indica)>, <Moringa oleifera>, <Petiveria alliacea>,

<EXTRACTO VEGETAL>, <MICROBIOLOGIA>, <BIOTECNOLOGIA>, <BIOCIDA>.

1789-DBRA-UTP-2022
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ABSTRACT

The fungicidal and bactericidal activity of Moringa oleifera and Petiveria alliacea leaf extracts
against pests affecting Mangifera indica was tested in this research, this was carried out under in
vitro conditions. The process for the extract obtention was carried out by means of maceration
with ethanolic solvent followed by distillation with rotavapor at low temperatures to better
preserve the active principles of the plant whose final product was packaged in amber bottles
isolated from light. To identify mango pests, the samples were taken with the Stuart transport
medium, followed by the seeding and its replication on nutrient agar; for bacteria, it was carried
out using the streak seeding technique and Sabouraud agar for fungi using the puncture seeding
technique. Three different concentrations of extract were obtained changing between the weight
of solute and the volume of solvent added to agar by means of the disc-plate method, in which
the extract was added to a filter paper disc in direct contact with the agar previously inoculated
with the strain of interest. The diameter of the inhibition halo, if formed, was analyzed. Favorable
results were obtained for the 1:5 concentration, which formed inhibition halos in the two bacterial
strains of interest. It is recommended to expand the different extraction methods in order to
determine which is the optimal process to obtain plant extracts and promote the use of organic-

origin fungicides and bactericides.

Keywords: <MANGO (Manguifera indica)>, <Moringa oleifera>, <Petiveria alliacea>,
<VEGETAL EXTRACT>, <MYCROBIOLOGY>, <BIOTECHNOLOGY>, <BIOCIDE>.

Lic. Paul Rolando Armas Pesantez, Mg.
C.1. 060328987-7
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INTRODUCCION

El &rbol del mango es oriundo de la region de la India, aunque se lo cultiva en paises de clima
calido o templado. Este ha demostrado ser una planta resistente, ya que no requiere de riego
constante y es capaz de soportar incendios. En época de sequia es complicado que en un sembrio
de mangos se marchiten debido a que en esta época es cuando existe un mayor crecimiento de
biomasa y hay un aumento de la actividad de la fotosintesis debido a una menor nubosidad
(Guerrero 2018, p.9). La llegada de este arbol a América tuvo lugar en el siglo XVIII, gracias a los
barcos provenientes de Portugal, los cuales lo introdujeron al actual territorio brasilefio. Por otra
parte, los espafioles contribuyeron a su difusion por América ya que transportaban dichos arboles
desde Filipinas hacia Ecuador (Lucero, 2011, p.8).

En Ecuador la produccién de mango se dio desde la época de la colonia, como una fruta muy
apreciada y apetecida, de tonos amarillos y sabor dulce. Especialmente, la variedad tipica de las
riberas de los rios de la costa. En la actualidad, existen sembrios de varias hectéareas de extension
dedicadas a producir las distintas variedades de mango, las cuales son apreciadas en el mercado
internacional, teniendo su mayor auge en los meses entre octubre y enero. Segun (Guerrero, 2018,
p.9), un aproximado de 18.000 hectéreas de la regidn litoral estan dedicadas al cultivo de mango,
de las cuales se produce alrededor de 82.246 toneladas del mismo.

Debido a la presencia de plagas como insectos hongos y bacterias, un alto porcentaje del terreno
cultivado se ve afectada, siendo tratada comdnmente con productos agroguimicos los cuales
alteran la composicion del suelo y por ende el medio ambiente, ademas de ser toxico para el ser
humano. El empleo de productos agroguimicos se ha empleado como principal estrategia para
disminuir enfermedades y plagas en plantas o animales en las Ultimas décadas. No obstante, el
uso indiscriminado de los mismos para eludir plagas y asi poder evitar pérdidas econdmicas, ha
ocasionado contaminacion de los ecosistemas cercanos, erosion del suelo, disminucion en la
biodiversidad y a su vez genera resistencia en fitopatdgenos, afectando de manera indirecta al
aplicador y al consumidor de los productos, causando afecciones a la salud de los mismos. Por lo
que es impredecible lograr la obtencion de productos de toxicidad baja, minimo costo y a su vez
amigables con el medio ambiente. Por lo que se considera fundamental obtener productos de baja
toxicidad, de menor costo y eco amigables mediante el aprovechamiento de nuestros recursos
naturales gracias al uso de tecnologias alternativas para el control de plagas, disminuyendo
progresivamente el uso de pesticidas quimicos (Garcia, 2010, p.31).

La efectividad de algunos extractos vegetales como una alternativa al tratamiento de plagas
fitopatoldgicas ha contribuido en la identificacion de distintos metabolitos secundarios con
actividad fungicida y bactericida. Los distintos efectos de dichos fitoquimicos han llevado a
investigar a profundidad sus diferentes efectos sobre las plantas, haciendo énfasis en su

interaccidn ecoldgica y en el desarrollo de mecanismo de defensas contra plagas. Sin embargo,
1



varias de los metabolitos secundarios ain no han sido estudiados a profundidad. La zona costera
de Ecuador cuenta con una gran variedad de biodiversidad de flora, de las cuales un porcentaje
puede ser usado como biocidas; a pesar de ellos, es muy limitado el conocimiento cientifico que
se tiene al respecto ya que en su mayoria ain no han sido validados cientificamente (Gafian, 2014,
p.15).

En la presente investigacion, se evaluara la actividad bactericida y fungicida de dos plantas que
son utilizadas cominmente para tratar diversas afecciones. Las plantas por utilizarse seran

Moringa Oleifera y Petiveria Alliacea.



JUSTIFICACION

Los plaguicidas y pesticidas quimicos actuales son nocivos para la salud del ser humano y
contaminan el medio ambiente afectando asi a una futura plantacion. Varios estudios han
demostrado que los componentes de dichos productos usados en la agricultura producen gran
variedad de afecciones a las personas como como problemas respiratorios, trastornos de memoria,
enfermedades de la piel, depresion, abortos, defectos congénitos, céancer, padecimientos
neuroldgicos, entre otros (Pacheco et al., 2013, p.2).

Las enfermedades fitopatdgenas implican uno de los principales factores que afectan a la
sostenibilidad de la produccion de mango en zonas tropicales alrededor del mundo. A nivel
mundial, se han determinado un aproximado de 400 especies fitopatdgenas que se consideran
peligrosas para la produccién de dicho fruto. A todo esto, se une la situacién fitosanitaria de esta
especie que se estd volviendo més compleja con la expansion del cultivo en nuevas zonas, los
cambios en el manejo del cultivo, la renovacion varietal o el aumento de las intervenciones
quimicas (Gonzales & Hormaza, 2020, p.1).

Sin duda, la contaminacion producida por pesticidas y plaguicidas quimicos representa una
notable preocupacion para el sector agricola y organismos gubernamentales encargados del
control ambiental. Frente a ello, el uso de plaguicidas organicos. Frente a ello, el uso de biocidas
eficientes como extractos de plantas medicinales de zonas rurales de la costa ecuatoriana, surge
como una alternativa promisoria para poder controlar el uso de productos quimicos en los suelos
agricolas; siendo necesario establecer una estrategia metodoldgica que evidencie el potencial
(Pacheco, 2019, pp.7-8).

El presente estudio busca el desarrollo de un biocida a partir de la mezcla de extractos obtenidos
de Moringa Oleifera y Petiveria alliacea. Para evidenciar la eficacia bactericida y fungicida de
dicho producto, se realizardn una serie de andlisis microbiol6gicos en muestras de cultivos
obtenidos de plagas presentes en plantaciones de mango. Ademas, se busca contrarrestar dichas
plagas con una alternativa que sea amigable con el medio ambiente sin alterar el habitat
circundante mediante el uso de alternativas verdes con bajos costos de fabricacion que reduciran

el uso de pesticidas quimicos.



OBJETIVOS

Objetivo General

e Comprobar la actividad fungicida y bactericida del extracto de hojas de Moringa oleifera y

Petiveria alliacea frente a plagas que afectan a Mangifera indica, en condiciones in vitro.

Objetivos especificos

e Aislar plagas fangicas y bacterianas de cultivos de Manguifera indica infectados para su
posterior purificacion e identificacion.

o Obtener extractos a partir de las plantas Moringa Oleifera y Petiveria alliacea.

e Evaluar la actividad inhibitoria de los extractos obtenidos a partir de Moringa oleifera y

Petiveria alliacea frente a plagas flngicas y bacterianas.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Manguifera indica

Colonialmente conocida como mango, es unade las frutas tropicales mas apetecidas. Es originaria
de la region indomalaya y en la actualidad se cultiva en zona tropicales y subtropicales. Los
arboles de este fruto se caracterizan por alcanzar hasta 20 metros de altura, con un didmetro de
2,5 metros (Guerrero, 2018, p.13).

Sus hojas son pecioladas, enteras de 15 a 25 centimetros de longitud; generalmente, lanceoladas.
Las flores son pequefias, agrupadas en grandes paniculas terminales con 4 o 5 pétalos. Tienen un
fruto drupéceo y monospermo; de forma, tamafio y color variable segln el cultivo. La pulpa es
suave, jugosa y su semilla es aplanada, floreciendo entre los meses de noviembre y febrero.
Fructifica casi siempre entre mayo y junio, y alcanza su capacidad productiva a los seis afios de
haber sido cultivada, extendiéndose por més de 50 afios (Garrido, 2007, p.47).

Los frutos del mango comercializados proceden en su mayoria de una hibridacion libre o
controlada de distintas variedades de origenes poliembridnicas 0 monoembrionicas, las cuales
comparten caracteristicas que permiten que los frutos satisfagan las necesidades del mercado

(Guerrero, 2018, p.11).

1.1.1. Importancia econémica en el Ecuador

La region costa del Ecuador, es la zona donde méas se ha desarrollado la produccion del mango,
dado el creciente consumo de dicha fruta en sus distintas variedades y presentaciones, tanto a
nivel nacional como internacional. Desde una década atras, se ha ido posicionando como uno de
los productos de mayor exportacion, siendo entre los mas importantes del Ecuador. La produccion
mundial se estima alrededor de 17.000.000 toneladas anuales, en el cual el Ecuador ocupa el tercer
lugar entre los principales paises productores, con un 13% de la produccion mundial (Jervis, 2011,
p.4).

La mayor produccion en el pais se encuentra principalmente en las provincias de Guayas y Manabi
y en menor proporcién entre Los Rios y EI Oro. Mientras que las demés provincias se dedican a
otros ambitos como la elaboracién de jugos y concentrado de mango (Guerrero, 2018, p.9).

El sector agricola representa el 9% del PIB, y la industria agroalimentaria tiene un fuerte
crecimiento debido a que esta ligada a la poblacién, por lo que el sector comercial a nivel nacional
estima las ganancias de produccion y venta del mango en $6.046,6 millones, con una tasa de

crecimiento promedio anual de 16% aproximadamente (Lucero, 2011, p.35).
5



1.1.2. Clasificacion taxonémica

La clasificacion taxondmica es la siguiente:
Clase: Dicotileddneas

Subclase: Arquiclamideas

Orden: Sapindales

Suborden: Anacardinas

Familia: Anacardiaceas.

Género: Mangifera

Especie: Indica (UNCTAD, 2015, p.3).

1.1.3. Problemas fitosanitarios

Las plagas y enfermedades del sector agricola, forman parte de uno de los factores que afectan en
su gran mayoria a la sostenibilidad de la produccién del mango a nivel mundial. Se ha logrado
determinar alrededor de 400 especies de plagas que amenazan a la produccion del mango a nivel
mundial. A todo esto, la situacion fitosanitaria se estd convirtiendo mas compleja debido al
aumento del uso de sustancias quimicas, expansion de zonas de cultivo y a los cambios de manejo
de cultivo (UNCTAD, 2015, p.10).

Entre las principales plagas fitopatoldgicas que afectan al mango se encuentran:

Colletotrichum gloeosporioides spp

Es un hongo patdgeno, debido a que causa antracnosis, considerada como la principal enfermedad
pre y post- cosecha a nivel mundial, la cual se encuentra relacionado con la época de lluvias, ya
que debido a la alta humedad y temperaturas que oscilan entre 24 y 35 °C, causando manchas
oscuras y marchitamiento de la hoja, caida de las flores, reduccion en el nimero de frutos o
severos dafios de la panicula. Mientras tanto, el crecimiento del hongo sobre el fruto después de
ser cosechado, causa manchas obscuras irregulares y lesiones en la superficie de este, siendo estas
superficiales en un inicio, eventualmente penetrando dentro del fruto dafiando la pulpa (Michel,

2000, p.24).

Oidium mangiferae spp

También conocido como oidium, ceniza o polvillo, es une enfermedad flngica causada por un
hongo algodonoso, presente en casi todos los cultivos de mango, es considerada una enfermedad

esporadica causando pérdidas de hasta el 80% de la produccion, atacando hojas, flores, frutos y
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brotes. Este hongo afecta a la planta cubriéndola de un polvo blanquecino o gris, causando
deformacidn y caida de los frutos. Se presenta principalmente durante la época de floracion y

desarrollo de la fruta, en condiciones de humedad elevada y temperaturas bajas (Michel, 2000, p.30).

Cerotocytis sp. y Erwinia spp

Conocida como complejo de ceratocistis y erwinica, es considerada una enfermedad
fitopatolégica muy grave debido a su facil distribucion. Afectando principalmente al tronco y a
las ramas, no obstante, también afecta a frutos causando su pudricion interna y muchas veces
causando la muerte del arbol. Su diagnostico temprano es dificil de percibir, sin embargo, en su
estado avanzado presenta mangas humedas de color negro en la superficie del fruto (Michel, 2000,

p.28).

Rosellinia spp

Este hongo produce una enfermedad conocida como pudricion basal, en la cual ataca directamente
a la raiz, introduciéndose al interior de la corteza, presentando un pobre desarrollo, decoloracién

de las hojas y caida de hojas (Michel, 2000, p.29).

Brotrytis cinerae

Considerado un patégeno que se presenta en presencia de bajar temperaturas, ocasionando
perdidas en la cosecha de los frutos, transporte y almacenaje. Usualmente conocido por producir
pudricion o moho gris en las frutas. También afecta a los pétalos de las flores produciendo

marchitez, decaimiento y escamas de bulbos muertos (Matute, 2019, pp28-29.).

Cladosporium spp

Es un hongo saprofito de distintos cultivos, produciendo una enfermedad conocida como rofia,
produce hinchamiento en los frutos, manchas de color marrén oscuro o negro; causando deterioro
en su apariencia, provocando la disminucion del valor del mismo. De igual manera, este hongo
se beneficia de la alta humedad ambiental, causando lesiones en hojas, ramas y flores (Delgado,

2013, p.216).



Alternaria spp

Las caracteristicas presentadas por este hongo cuando entra en contacto con los frutos son
manchas oscuras, de forma circular con anillos concéntricos de medio centimetro, tornando las
zonas infectadas de color amarillo. La infeccion comienza por las hojas mas antiguas y luego
sigue infectando a las demaés partes del arbol, hasta ocasionar el marchitado y caida de las hojas
y flores. Las lesiones iniciales se extienden a los frutos causando abundante putrefaccién

afectando la calidad y rendimiento de los mismos (Vargas, 2009, p.20).

Cladophialophora spp

Hongo  filamentoso  caracterizado  por  presentar una  coloracibn  oscura.
Microscopicamente presenta hifas finas, hialinas, septadas y ramificadas con coloracién palida a
marrén oscuro Yy elipsoides, generalmente se presenta en el borde o centro de las hojas de los
arboles, causando manchas oscuras de forma irregular. El dafio en los frutos son manchas negras

de forma variada (Delgado, 2013, p.221).

Xanthomonas spp

La enfermedad conocida como mancha bacteriana, es causada por bacterias del género
Xanthomonas, esta enfermedad propaga una serie de lesiones necroticas en la mayoria de partes
del arbol como hojas, tallos, flores y frutos. Estas lesiones necroticas ocasionan perforacion en
hojas, desprendimiento de flores, y aparicion de manchas acuosas en tallo y ramas que se
extienden a los frutos, afectando la epidermis. Después de 14 dias se los sintomas iniciales, las
lesiones de agrandan, teniendo forma irregular y de colores mas oscuros, deshidratdndose y

tomando color amarillo verdoso (Montelongo, 2012, p.1).

Pseudomonas spp

Este género de bacterias produce algunos sintomas tipicos en plantas que principalmente se
observan en hojas, formando manchas aisladas, de apariencia acuosa de color verde o castafio
oscuro generalmente rodeadas de un halo amarillento, las cuales pueden abarcar grandes areas,
aumentando la intensidad de la infeccion, afectando a los frutos aledafios. Su dispersion se realiza

por agua, en época de lluvias o en riego por aspersion y mediante el viento (Slabbinck, 2010, pp.3-4).



1.2. Moringa oleifera

Planta originaria del Himalayas, introducida a América como especie comestible en el siglo XIX.
Perteneciente al género Moringa, es una especie arborea mas cultivada de su familia, se distingue
por sus hojas pinnadas y vaina larga y lefiosa las cuales son ricas en fibra, carbohidratos, proteinas,
aminoécidos, vitaminas y minerales; lo cual indica que puede ser utilizada como materia prima
en distintas industrias como la alimentaria y cosmética. Por causa de las condiciones climaticas y
su composicidn, esta planta se encuentra amenazada por plagas ya sea por insectos (hormigas) o
por plagas fangicas (Fusarium), haciendo uso de fertilizantes nitrogenados o biofertilizantes con
el fin de ayudar al aumento de biomasa o de incrementar su habilidad de metabolizar distintos

nutrientes que ayuden a su crecimiento (Velazquez et al., 2016, p.3).

1.2.1. Clasificacion taxonémica

Segun (Morales, 2017, p.3), taxondmicamente de clasifica en:
Reino: Plantea

Sub-reino: Tracheobionta

Saper division: Spermatophyta

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Dilleniidae

Orden: Capparales

Familia: Moringaceae

Género: Moringa

Especie: oleifera

1.2.2. Propiedades fisicas y quimicas

Recientes estudios han demostrado las propiedades fitoquimicas que Moringa oleifera presenta
en su composicion, como un alto contenido de proteinas, minerales, aminoacidos y compuestos
fenolicos. Los estudios actuales evidencian la presencia de metabolitos secundarios como
flavonoides, alcaloides, esteroles y polifenoles presentes en sus hojas, flores y semillas, los cuales

se emplean como biopesticidas (Morales, 2017, p.11).



Tabla 1-1. Propiedades fisicas y quimicas de Moringa oleifera

Composicion Contenido/100 gramos
Humedad (%0) 75
Proteinas (g) 6,7
Carbohidrato (g) 13,4
Fibra (g) 0,9
Minerales (g) 2,3
Calcio (mg) 440
Magnesio (mg) 24
Fosforo (mg) 70
Potasio (mg) 259
Cobre (mg) 1,1
Hierro (mg) 7
Azufre (mg) 137

Fuente: (Benitez, 2016, p.13).
Realizado por: Valdiviezo, Fabian. 2022.

1.2.3. Usos de la moringa

Considerada una planta ancestral, cuenta con multiples usos que ha tomado gran relevancia en los
Gltimos afios, ya que practicamente se usa todo el arbol, lo cual a su vez ha dado lugar a varios
estudios de sus beneficios. Entre los principales usos se encuentra el sector alimentario como
suplemento nutritivo, infusiones, cremas, entre otras; en el sector de la salud se destacan sus usos
como antiparasitario, antimicrobiano y desintoxicante, asi mismo se ha comprobado su
efectividad como cicatrizante, hipotensor, anti ulceroso, antipasmdédico, antiinflamatorio,
analgésico y antibidtico (Alarcén et al., 2017, p.5).

Entre sus usos industriales se encuentra la posibilidad de usarlo como fertilizantes, combustible
biolégico (biogéas), agente de limpieza, clarificador de productos edulcorantes comerciales. En
cuanto al aceite extraido de la moringa, se usa debido a su potencial alimenticio, a su resistencia
a ponerse rancio y sus distintas funciones como lubricante de maquinaria, para la elaboracion de

jabones, perfumes y también en la industria cosmética (Bonal et al., 2012, p.10).

1.3. Petiveria alliacea

Petiveria alliacea es una planta considerada maleza conocida con diferentes nombres alrededor

de paises de América y Africa, conocida en castellano como carricillo silvestre, hierba de las

gallinitas, japachumi, rama de zorrillo, zorrillo o zorrillo silvestre; y en regiones de América
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Latina llamada frecuentemente anamu, mapurite, hierba de ajo, cola de alacran, epazote de
zorrillo, hierba del arlomo, ufia de gato o hierba del zorrillo.

En Amétrica, tiene una amplia distribucion geogréafica que va desde el norte de Florida hasta el
sur de Argentina (Sariego, 2013, p. 276). (Ferrer, 2007, p.1) se refiere a esta planta como una hierva
perenne, poco ramificado de hasta un metro de alta, hojas de forma eliptica y de 5 a 20cm de

largo, con flores color blanco, y un pequefio fruto que presenta ganchos doblados hacia arriba.

1.3.1. Clasificacion taxonémica

Segun (Ferrer, 2007, p.6), taxondmicamente de clasifica en:
Reino: Plantae

Subreino: Tragueobionta

Superdivision: Spermatophyta

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Caryophyllidae

Orden: Caryophyllales.

Género: Petiveria

Especie: Allicea

1.3.2. Propiedades fisicas y quimicas

Tabla 2-1. Propiedades fisicas y quimicas de Petiveria alliacea

Composicion Contenido/100 gramos

Calcio (mg) 17,0
Cobre (mg) 0,16
Hierro (mg) 0,21
Magnesio (mg) 0,78
Manganeso (mg) 0,16
Selenio (mg) 0,02
Zinc (mg) 0,1
Sodio (mg) 0,51
Potasio (mg) 23,83

Fuente: (Ferrer, 2007, p.4).
Realizado por: Valdiviezo, Fabian. 2022.
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1.3.3. Usos de la Petiveria

Varios estudios han dado a conocer los distintos usos de esta planta con el fin de demostrar sus
distintas propiedades. En la industria farmacoldgica de la salud, se determind su potencial
analgésico, antihelmintico, antiinflamatorio, antiespasmddico, afrodisiaco, diurético,
expectorante, para el tratamiento de enfermedades como el céancer, resfriado, fiebre, dolor de
cabeza, entre otras varias aplicaciones. Actualmente, se utiliza como medicamento herbolario y
se comercializa por varias firmas como suplemento nutricional o como inmunomodulador (Vilchez,
2007, p.23).

1.4. Medios de cultivo

Un medio de cultivo es un entorno, sustrato o solucion de nutrientes, el cual permite el crecimiento
y difusion de microorganismos en condiciones in vitro, de la misma manera aportando con
nutrientes y condiciones fisicoquimicas adecuadas para el desarrollo y el metabolismo de los
mismo. De manera general, los medios de cultivo estan principalmente compuestos por una fuente
de carbono, nitrégeno, en algunos casos sodio, potasio y vitaminas, y por amortiguadores de pH
como soluciones tampdn o buffer. Estos son usados cominmente en placas o cajas Petri 0 a su

vez existen medios de cultivo en tubos de ensayo (Rodriguez & Zhurbenko, 2018, p.93).

1.4.1. Agar nutriente

Medio de cultivo generalmente usado para cultivos iniciales generales, en su mayoria para
microorganismos poco exigentes, entre su composicion generalmente se encuentra peptona,
extracto nutritivo, extracto de levadura, cloruro de sodio y agar: su pH es de 7.4 + 0.2. También
empleado para la conservacion y comprobacion de pureza de microorganismos aislados, de igual
manera se puede preparar de manera semisolida, para el mantenimiento de microorganismos de
interés (Rodriguez & Zhurbenko, 2018, p.99). (Figura 1-1)
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Figura 1-1. Agar nutriente Difco
Realizado por: Valdiviezo, Fabian. 2022.

1.4.2. Agar Sabouraud

Es un medio de cultivo generalmente usado para el aislamiento e identificacion de hongos, el cual
contiene antibidticos que inhiben el crecimiento de bacterias que podrian contaminar el cultivo.
Este tipo de agar es elaborado principalmente con peptona, glucosa, agar y en algunos casos
inhibidores de bacterias de amplio espectro; puede usarse para la preparacion de medios
enriquecidos como medios con sangre o con vitaminas. Es de pH bajo, debido al resultado
favorable para el crecimiento de los hongos de interés inoculados en dicho agar, el cual se

encuentre en 5.6 £ 0.2. (Barrero, 2016, p46). (Figura 2-1)

Figura 2-1. Agar Sabouraud Difco

Realizado por: Valdiviezo, Fabian. 2022.
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1.4.3. Agar MacConkey

Medio de cultivo de caracter selectivo, mayormente usado para la deteccion y aislamiento de
bacterias coliformes, microorganismos entéricos y Gramnegativas. Se encuentra compuesto por
peptona, proteasa, lactosa, sales biliares, cloruro de sodio, cristal violeta, y agar, de las cuales
contiene un indicador de pH rojo neutro para la deteccién de la degradacion de lactosa indicando
la presencia de bacterias fermentadoras. Su pH se encuentra en 7.1+ 0.2. (Rodriguez & Zhurbenko,

2018, p.61). (Figura 3-1)
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Figura 3-1. Agar MacConkey Difco
Realizado por: Valdiviezo, Fabian. 2022.

1.4.4. Caldo nutritivo

Medio de cultivo de caracter general disefiado para organismos poco exigentes, en su mayoria
enriquecido con carbohidratos, suero, sangre entre otros aditivos, para la activacion de bacterias
o control de calidad. Compuesto por peptona, extracto nutritivo, extracto de levadura y cloruro

de sodio. Tiene un ph bésico de 7.4 + 0.2 (Rodriguez & Zhurbenko, 2018, p.209). (Figura 4-1)
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Figura 4-1. Caldo nutriente Difco

Realizado por: Valdiviezo, Fabian. 2022.

1.5.Tincion de Gram

Conocida como coloracion o tincion de Gram, creada en 1884 por el Dr. Hans Gram. Es un
método que consiste en la identificacion de microorganismos a través de una serie de tratamiento
con colorantes determinados, clasificindolos en dos grupos: Gram negativos y Gram positivos;
basandose en la diferencia de color de las membranas celulares al ser intervenidas con un proceso
de tincion, debido a que ciertas bacterias logran retener un colorante complejo como el azul de
metilo y el cristal violeta, a la vez siendo expuesto a decolorantes o disolventes como la acetona
y el alcohol (Figura 5-1). Las bacterias capaces de retener el complejo son conocidas como Gram-
positivas y las que no retienen el complejo se conocen como Gram-negativas (Ducon & Rincén, 2016,
p.12-13).

GRAM-NEGATIVO GRAM-POSITIVO

L& | Membrana
' | externa

L e o =
Membrana Pared Membrana Pared
celular celular celular celular

Figura 5-1. Tincién gram en bacterias gram-negativa y gram-positiva
Fuente: (Ducon & Rincén, 2016, p.13).
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En la siguiente ilustracion (Figura 6-1), se representa por etapas el proceso de tincion de Gram

sobre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas

Bacterias
Ere m-positives

Bascimrlas

é O (3 é
i

S PP

violeta azul-vicleta azul-violeta azul-violeta
violeta azul-vialeta incoloro rosado

Figura 6-1. Etapas del proceso de tincion de Gram sobre bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas.

Fuente: (Ducon & Rinc6én, 2016, p.15).

1.6. Tincion con Azul de Lactofenol

Considerada un tipo de coloracion simple, ya que se hace uso de un solo colorante, el cual tifie

las estructuras celulares del microorganismo de una misma tonalidad (Corrales & Caycedo, 2019, p.82).

Es usado para lograr observar los componentes de una muestra fingica y de esa manera apreciar

de mejor manera para una correcta identificacion. El mecanismo de funcién se encuentra en el

fenol, el cual inactiva las enzimas liticas impidiendo que estas se rompan, de la misma manera,

quita el grado de patogenicidad (Lépez et al., 2013, p.16).

Una vez preparada la muestra y el colorante, se coloca en un porta objeto para su posterior

visualizacion bajo el microscopio x40, como se explica en la Figura 3-1.
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Figura 7-1. Proceso de tincion con azul de lactofenol.

Fuente: (L6pez et al., 2013, p.16).
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1.7. Extraccion

Los distintos extractos vegetales se logran obtener mediante procesos quimicos, fisicos o
microbioldgicos, que han sido elaborados a partir de material vegetal; beneficiosos en distintos
campos como la industria farmacéutica, agropecuaria o la industria quimica (Amaguafia & Churuchu,
2018, p.12).

Para la produccion de los extractos vegetales se debe tener en cuenta los distintos procesos
existentes para la extraccion de los principios activos de las plantas de interés, para lo cual se
necesita de un solvente que dependera del procedimiento establecido y del principio activo de

interés (Carrién & Garcia, 2010, p.27).

1.7.1. Tipos de extractos

e Extracto Etandlico

Es un proceso que consiste en la adicion de un solvente (alcohol etilico) en un soluto (material
vegetal) como hojas, flores, semillas; esta técnica se basa en la extraccion de los diferentes
principios activos dependiendo de su volatilidad, lo cual permite la extraccion de los compuestos
volatiles. El solvente se extrae de la solucion mediante distintas técnicas como destilacion con

columna de fraccionamiento o destilacion con rotavapor (Amaguafia & Churuchu, 2018, pp.26-27).

e Aceites esenciales

Los aceites esenciales se conforman por la fraccion volatil de los principios activos de las plantas
de interés. Este tipo de extraccion se puede realizar mediante distintos métodos como: prensado,
destilacién con vapor de agua, fluidos supercriticos o extraccidn con solventes volatiles. Estos se
logran sintetizar de las distintas partes de la planta como flores, hojas, semillas, frutos. Su
principio activo se basa en metabolitos secundarios de plantas aromaticas, especialmente
terpenoides y varios fenoles aromaticos, éteres, alcoholes, ésteres y cetonas, los cuales determinan
las caracteristicas aromaticas. Sus usos son aprovechados en distintos campos como la industria
farmacéutica y de cosmética. Varios estudios han demostrado que este tipo de extraccion contiene
variaos compuestos con propiedades antimicrobianas, antiparasitarias y con actividad medicinal

(Ortiz, 2018, p.30).
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1.7.2. Métodos de extraccion

e Maceracion

Proceso de separacion que consiste en la trituracién de material vegetal, como semillas, hojas y
tallos con el uso de agua purificada o alcohol. Debido a que algunas plantas son mas susceptibles

a perder sus principios activos por la presencia de altas temperaturas (Ruiz, 2020, p.2).

e Destilacion

Operacion que consiste en la eliminacion de un material mediante la vaporizacion del mismo con
la aplicacion de altas temperaturas. Es usado para la separacion parcial o total de componentes
volatiles de liquidos miscibles. Normalmente, los vapores desprendidos se eliminan en el proceso,
en el cual se condensan y recolectan sin retornar al proceso donde se lleva la ebullicion de la

mezcla inicial (Tituafia, 2013, pp.15-16).

e Decantacion

Usada para la separacion de mezclas heterogéneas que pueden estar constituida por una fase solida
y una liquida, dos sustancias en fase liquida de distinta densidad. En el primer caso, es un proceso
comun en el cual se extraen los compuestos mas pesado antes de pasar a la filtracion; en el caso
de las sustancias liquidas, este debe cumplir con el requisito de que no se forme una solucion, es
decir que sean inmiscibles para asi mediante el reposo, las dos sustancias puedan ser separadas
(Ruiz, 2020, p.2).

e Filtracion

Proceso usado para separar componentes de un sistema de dos fases, una fase sélida y otra liquida;
con el uso de papel filtro, fibras 0 mallas, las cuales separaran un extracto vegetal de una mezcla
previa (Ruiz, 2020, p.2).

e Evaporacion

Se basa en la separacion de compuestos volatiles de una mezcla, mediante la aplicacion de calor

o0 corrientes de aire (Ruiz, 2020, p.2).
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1.8. Principios activos de las hojas

1.8.1. Fenoles

Los denominados compuestos fendlicos son aquellas sustancias que poseen un anillo aromatico,
con uno o varios grupos hidréxidos. Constituyen un extenso grupo de sustancias quimicas con
distintas propiedades quimicas (Gutiérrez et al 2008, p.1). En conjunto con las vitaminas, dichos
compuestos son importantes antioxidantes presentes en frutas, hojas, raices y cereales. A su vez
en plantas, clasificandose en varios tipos de grupos funcionales, ayudando en una serie de
funciones metabolicas, en su crecimiento y reproduccion, y a su vez los protegen contra el estrés
producida por la exposicion a radiacion UV, de predadores y patdgenos externos (Pefarrieta et al.,

2014, p.68).

1.8.2. Flavonoides

Son aquellas estructuras hidroxiladas en un anillo aromatico, es decir son polifendlicas. Se
consideran un grupo de molecular que son generadas por el metabolismo secundaria de las
plantas, a la par de otros principios activos, su origen se da en una ruta biosintética mixta, a traves
de la ruta del &cido siquimico y la ruta de los poliacéticos. La accion principal de los flavonoides
se vincula con la capacidad de minimizar la presencia de radicales libres y metales, impidiendo
asi sus reacciones catalizadoras. Se les atribuye una accion venotdnica, efecto antioxidante,
capacidad de inhibir procesos enzimaticos y capacidad de inhibir microorganismos (Martinez, 2002,

pp.271-273).

1.9. Técnicas de inhibicion

1.9.1. Método del antibiograma disco-placa

Técnica conocida como Método de Kirby-Bauer, consiste en colocar discos de papel impregnados
con el antimicrobiano de interés sobre una placa Petri previamente inoculada con el
microorganismo de estudio. Al momento en el que el disco entra en contacto con el agar
inoculado, este absorbe agua difundiendo el antimicrobiano en el agar, formandose a partir del
disco, un gradiente de concentracion. La concentracion del microbiano afecta al crecimiento del
microorganismo formando halos de inhibicién alrededor del disco de papel (Figura 4-1). Este
método no es recomendable para la obtencidn de una lectura correcta del valor de la concentracién

minima inhibitoria (Picazo, 2000, p.4).
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Nutrient agar plate

Inoculate culture
in mi of
agar for overiay

-

Overlay plate

Antibictic discs are placed on surface

l Incubate for 24-48 h

L

Test organism shows sensitivity to some
antibiotics, indicated by inhibition of bacterial
growth around discs (zones of inhibition) after incubation

Figura 8-1. Etapas proceso inhibicion método antibiograma disco-placa.
Fuente: (Picazo, 2000, p.5).

1.9.2. Meétodo de dilucion en agar

Este método se basa en la incorporacion del antimicrobiano de interés en el agar, afladiéndolo
cuando el agar aln se encuentra en estado liquido. Para obtener un correcto rango de dilucion, se
debe preparar una serie de placas, cada una con una concentracion especifica del antimicrobiano,
inoculando las placas cuando estén solidificadas con el microorganismo de interés (Figura 5-1),
con ayuda de un replicador o un hisopo estéril. La lectura de este método se realiza de manera

cuantitativa, observando el nimero de colonias presentes en la caja Petri (Picazo 2000, p.30).

Dilucién en agar

Concentration of artbiotic {mgh)

Figura 9-1. Método dilucion en agar
Fuente: (Picazo, 2000, p.20).

1.10. Concentracién minima inhibitoria (CMI)

Se denomina concentracién minima inhibitoria 0 CMI, a la concentracion mas baja, representada

en pg/mL; de un antibidtico o agente inhibidor el cual impide el crecimiento de una cepa

microbiolégica de interés con la finalidad de establecer un método cuantitativo destinado a

comprobar la eficaz de dicha sustancia, en la cual dicha informacién aportard a un correcto
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tratamiento, aumentando las probabilidades de éxito para resolver infecciones y ayudar a reducir

la resistencia a los antibiéticos (IDEXX, 2022, p.1).

1.11. Ventajasy desventajas del uso de extractos vegetales como biocidas

1.11.1. Ventajas del uso de extractos vegetales como biocidas

e Pueden ser elaborados por agricultores y personas naturales, disminuyendo asi el uso de
pesticidas comerciales, ayudando a la economia de los mismos.

e Disminuye el riesgo de contaminacion, ya que sus componentes son biodegradables de nula
0 baja toxicidad.

e Debido a su rapida degradacion, disminuye el riesgo de dejar residuos en los alimentos
cosechados.

¢ Debido a su rapida inhibicién y degradacion, ataca selectivamente a las plagas y suelen ser

menos agresivos con la microbiota de la planta (Price, 2010, p.25).

1.11.2. Desventajas del uso de extractos vegetales como biocidas

e El proceso de elaboracion requiere tiempo, y algunos de sus elementos son exclusivos de
temporadas especificas en el afio, por lo que se requiere planificar su obtencion.

e Son sensibles a los rayos UV, degradando asi su principio activo.

¢ No son validados por la comunidad cientifica, especificamente por la falta de investigaciones,
dosificacién y tiempo de aplicacion.

e Sutiempo de almacenamiento es corto (Price, 2010, pp.25-26).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.Localizacién del estudio

El presente trabajo de investigacion, se llevo a cabo en los laboratorios de Biotecnologia y

Quimica Orgénica de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
2.2.Factores de estudio

2.2.1. Poblacion de estudio

La poblacion de estudio se encuentra constituido por las muestras flngicas y bacterianas obtenidas
del arbol Mangifera indica. Las cuales se aislaron a partir de muestras tomadas de hojas de
Mangifera indica infectadas, originarias de arboles de la zona urbana de la ciudad de Portoviejo,
Manabi.

2.3. Materiales y equipos

Tabla 1-2: Materiales, equipos y reactivos usados para la toma de muestras y analisis

microbiolégico de las muestras fungicas y bacterianas.

TIPO DE ANALISIS MATERIALES EQUIPOS REACTIVOS
Medios de transporte
Stuart ] ]
Toma de muestra Ninguno Ninguno
Cooler
Termdémetro

Mechero de alcohol

Aislamiento de Cajas Petri Autoclave
bacterias a partir de  Asa de cultivo Cémara de flujo Agar nutritivo
hojas infectadas de  Papel aluminio laminar Agua estéril
Manguifera indica  Matraz erlenmeyer Incubadora

Cinta masking

Caracterizacion Cubre y porta objetos Agua estéril
morfoldgica de Mechero de alcohol Microscopio Cristal Violeta
bacterias Asa de cultivo Lugol
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Cinta Scotch Acetona

Etanol
Safranina
Mechero de alcohol
) ) ) ) Autoclave
Aislamiento de Cajas Petri ) .
) . Céamara de flujo
hongos a partirde  Asa de puncién ) Agar
o o laminar
hojas infectadas de  Papel aluminio Sabouraud
] o Incubadora
Manguifera indica  Matraz Erlenmeyer
] ) Reverbero
Cinta masking
Caracterizacion Cubre y porta objetos
. . ) Azul de
morfologica de Mechero de alcohol Microscopio
) lactofenol.
hongos Cinta Scotch
Mechero de alcohol
Cajas Petri
Asa de cultivo
Asa de puncién Extracto
Papel aluminio alcohdlico de
Autoclave )
Vasos de . i hojas de
Ensayos de L Cémara de flujo )
o precipitacion ) Moringa
inhibicion laminar )
Matraz Erlenmeyer oleifera y
) . Incubadora o
Hisopos estériles Petiveria
Pinzas alliacea

Discos de papel
estériles

Cinta masking

Realizado por: Valdiviezo, Fabian. 2022.

Tabla 2-2: Materiales, equipos y reactivos usados para la elaboracion de extractos vegetales
a partir de hojas de Moringa oleifera y Petiveria alliacea
TIPO DE ANALISIS MATERIALES EQUIPOS REACTIVOS
Recoleccion de hojas

frescas de Moringa  Fundas aptas para ~ Selladora de vacio.

) o ) Ninguno.
oleifera y Petiveria  sellado al vacio. Machete.
alliacea
Lavado y secado de . Agua destilada
) ) Colador Balanza analitica
hojas de Moringa Detergente
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oleiferay Petiveria  Vasos de Estufa de secado con = Etanol al 70%

alliacea precipitacion ventilacion a 35°C Solucion
Espatula antioxidante
Varilla de (&cido citrico y
agitacion acido
Papel aluminio ascorbico)

Molienda de las Fundas aptas para  Licuadora. )
Ninguno.
hojas sellado al vacio. Selladora de vacio.

Kitasato

Embudo Biichner
Varilla de
agitacion )

) Balanza analitica

Macerado y filtrado  Vasos de ) Etanol al 75%
L Bomba de vacio.
precipitacion de
250 ml
Frascos ambar de
500ml
Frasco &mbar de
Destilacion 250ml. Destilador rotavapor ~ Agua destilada.

Papel aluminio.

Realizado por: Valdiviezo, Fabian. 2022.

2.4. Técnicas de recoleccién de datos

2.4.1. Toma de muestras fingicas y bacterianas

Las muestras fungicas y bacterias de Mangifera indica, se tomaron a partir de arboles ubicados
en la parroquia Andrés de Vera de la ciudad de Portoviejo, Manabi. Las muestras fueron tomadas
con medios de transporte Stuart, se rotularon y se trasladaron en un cooler con temperatura
controlada aproximada de 25°C hasta el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias

de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, para su posterior analisis microbiolégico.

2.4.2. Cultivo mixto inicial

Los cultivos mixtos fueron obtenidos de las distintas muestras obtenidas del medio de trasporte
Stuart. La siembra se llevd a cabo en superficie en agar nutritivo y se incubaron por 48 a 96 horas

a 25°C hasta notar presencia de colonias fungicas y bacterianas.
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2.4.3. Aislamiento de bacterias.

Las bacterias fueron aisladas a partir de los cultivos mixtos antes mencionados, usando la técnica
de siembra por estriado o agotamiento y se incubaron a una temperatura de 37°C por un lapso de
24 a 48 horas, hasta lograr obtener cultivos puros. A partir de cada aislamiento se seleccionaron
colonias con caracteristicas macroscopicas tipicas de las plagas bacterianas comunes en el arbol
Mangifera indica, a cada colonia se identificé a nivel de género con la ayuda de pruebas de tincion

de Gram, oxidasa y catalasa.

2.4.4. Aislamiento de hongos.

Para la obtencion de los hongos se procedié a realizar a partir de la identificacién de colonias
fangicas en los cultivos mixtos iniciales, se inocul6 en medio de cultivo Sabouraud haciendo uso
de la técnica de siembra por puncion, y se incub6 por 7 dias a una temperatura de 25°C. A cada
aislamiento obtenido se realizd tincidn con azul de lactofenol para su caracterizacion mediante
observacion microscopica del arreglo que presentan sus estructuras celulares segin la colonia.
2.4.5. Caodificacion de las muestras

2.4.5.1. Codificacidn de muestras bacterianas

Tabla 3-2: Codificacion de muestras bacterianas

Tipode Numero de medio Numero de Numero de Numero de
planta de transporte muestreo por caja colonia
Stuart triplicado seleccionada @ seleccionada
M 1 1 1 1

Realizado por: Valdiviezo, Fabian. 2022.

2.4.5.2. Codificacién de muestras flngicas

Tabla 4-2: Codificacion de muestras fingicas

Tipode Numerode  Numero de Colonia Numero de  Numero de
planta medio de muestreo colonia réplica por
triplicado de
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transporte por la colonia
Stuart triplicado seleccionada
M 1 1 c 1 1

Realizado por: Valdiviezo, Fabian. 2022.

2.4.6. Elaboracion de extractos vegetales

¢ Recolecta del material vegetal

Las hojas de Moringa oleifera y Petiveria alliacea fueron recolectadas al azar de ejemplares de
las plantas en buen estado, durante los meses de septiembre y octubre del 2021 en el recinto de
La Cuesta, canton Santa Ana, provincia de Manabi, a una altura de 430 m.s.n.m., en el caso de
las hojas de Petiveria alliacea y en el caso de las hojas de Moringa oleifera fueron recolectadas
en la parroquia rural Crucita, sector Los Arenales, cantdn Portoviejo, provincia de Manabi, a una
altura de 5m.s.n.m. Ambos casos con un clima seco y calido, sin presencia de precipitaciones, a

una temperatura ambiente promedio de entre 23 a 28°C.
e Lavado, secado y molienda del material vegetal

Las hojas de Moringa oleifera y Petiveria alliacea fueron trasladadas hasta el laboratorio de
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias-ESPOCH, donde se procedi6 a lavarlas con detergente
FAB? durante un maximo de 3 minutos y se procedié a enjuagar con agua destilada 3 veces,
después se lavd con solucion fungicida y solucion antioxidante (&cido citrico CeHsO- y acido
ascorbico C¢HsgOs) en proporcion de 100mg por cada litro de agua. A continuacion, se realizé un
cuarto lavado con alcohol etilico al 70% durante un méximo de un minuto, y nuevamente se
enjuagd con agua destilada 3 veces, hasta lograr retirar todas las sustancias con las que se realizé
el lavado con el fin de retirar cualquier impureza que tengan las mismas. El secado del material
vegetal se realizd en una estufa con ventilacién a una temperatura de entre 30 y 35°C por un
méaximo de 24 horas o hasta obtener un maximo del 20% de humedad del material vegetal, el cual
se determinara con la ecuacion 1-2. La molienda del material vegetal se realiz6 con la ayuda de
una licuadora hasta lograr que el mismo se convierta en polvo lo mas fino posible y se almacend

al vacio para una mejor conservacion.

H (masa himeda — masa seca)
- masa seca

* 100

Figura 1-2: Ecuacion de la determinacién de la humedad.
Realizado por: Valdiviezo, Fabian. 2022.
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e Preparacion de los extractos vegetales

El material previamente secado y molido de Moringa oleifera y Petiveria alliacea se maceré en
alcohol etilico al 75% v/v, con una proporcion de 1:5, 1:4 y 1:3. Envasado en un frasco ambar de
1L durante un maximo de 24 horas en ausencia de luz. Pasado el tiempo transcurrido se filtra al
vacio con papel filtro para separar el material solido del liquido. Finalmente se llevo al destilador
rotavapor a una temperatura de 35°C, para asi lograr una destilacion por presion y no por
temperatura evitando asi que se alteren los principios activos de las plantas. Posteriormente se

envaso en frascos ambar debido a la foto sensibilidad de los extractos.

2.4.7. Diagrama de flujo de balance de masa del proceso de preparacién de los extractos

Hojas frescas

previmente lavadas Vapor de agua

i

Hojas secas

II. MOLIENDA

T

Polvo de hojas

Etanol al 75% III. MACERADO

Mezcla etandlica

IV. FILTRADO Bagazo

Extracto etanolico

[v. DESTILACION CON ROTAVAPOR]—— Etanol residual

Extracto vegetal concentrado
Gréfico 1-2. Diagrama balance de masa proceso preparacion de extractos.

Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

2.4.8. Ensayos de inhibicion

El ensayo de inhibicion permite determinar el area de inhibicion de los extractos sobre plagas
fungicas y bacterianas del &rbol de Mangifera indica. Para obtener tal objetivo se llevé a cabo una
siembra masiva, a partir de colonias purificadas de las plagas microbianas, se suspendié un hisopo
estéril sobre toda la superficie del agar, colocando en el centro de la placa con ayuda de una pinza

un disco de papel filtro estéril de 7mm de diametro con un volumen de cada extracto de 10uL
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haciendo uso de una micropipeta y puntas de micropipetas estériles. Se dejo incubar durante 48
horas en el caso de las bacterias a una temperatura de 37°C y durante 7 dias en el caso de los
hongos a una temperatura de 25°C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se observo el halo de
inhibicion formado alrededor del disco de papel filtro y se procedié a medir el mismo con ayuda

de un calibre vernier digital para una mayor precision.

2.5.Disefio del experimento

La experimentacion se enfoco en tres fases, la primera fase se centrd en la colecta y purificacion
de muestras flngicas y bacterianas procedentes de hojas de mango. La segunda fase se enfoc6 en
la realizacion de los extractos etandlicos de hojas de Moringa oleifera y Petiveria alliacea, desde
su recolecta hasta su procesamiento, macerado con etanol (Cz:HsOH) al 75% Yy destilacién con
rotavapor. En la tercera fase se realizaron los ensayos de inhibicién que evaluacion ya capacidad
bactericida y fungicida de los extractos frente a las plagas microbianas obtenidas en la primera
fase.

Se toman como variables independientes a las distintas concentraciones Soélido:Liquido usadas a
lo largo del experimento, debido a que son las variables que permiten observar la variacion del

tamario del halo de inhibicion o su nula formacion en los ensayos microbioldgicos.

2.5.1. Hipotesis

Ha: El uso de extracto de Moringa oleifera y Petiveria alliacea influird en el crecimiento
microbiano de bacterias y hongos que afectan a la planta de mango.
Ho: El uso de extracto de Moringa oleifera y Petiveria alliacea no influird en el crecimiento

microbiano de bacterias y hongos gue afectan a la planta de mango.
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CAPITULO I
3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Toma de muestras y analisis microbiol6gico
Las muestras iniciales fueron tomadas con medios de transporte Stuart, las cuales se tomaron por

triplicado, por lo cual resulté un total de 9 muestras tomadas, como se observa en la Figura 1-3;

dichas muestras fueron sembradas en agar inicial para su posterior aislamiento.

Figura 1-3. Muestras con medios de transporte Stuart.

Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

En la Figura 2-3, se puede observar los cultivos mixtos obtenidos a partir de las muestras tomadas
con los medios de transporte Stuart, obteniendo como resultado un total de 18 cajas Petri
inoculadas, resultantes de realizar la siembra por triplicado, en el que podemos observar tanto
cepas bacterianas como fangicas, las cuales fueron sometidas a analisis para determinar aquellas
cepas que se consideren plagas fitopatdgenas de interés para este estudio previa a una revision

bibliogréfica.
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Figura 2-3. Cultivo inicial muestras con medio de transporte Stuart en agar

nutritivo
Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

3.1.1. Aislamiento bacteriano

De los cultivos mixtos iniciales, se seleccionaron 27 bacterias segln sus diferencias morfolégicas
como se puede observar en la Figura 3-3. Posterior a su replique se realiz6 la respectiva
purificacion en agar nutritivo mediante la técnica de estriado. Para la obtencion de cultivos puros,

se realizaron 13 réplicas de cada una de las 27 cepas a analizar.

Figura 3-3. Replica 13 de las cepas bacterianas seleccionadas.
Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.
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3.1.2. Aislamiento flngico

Se seleccionaron 13 cepas fungicas observadas en la primera siembra inoculadas en agar nutritivo,
eligiéndolas segun sus diferencias morfologicas como se observa en la Figura 4-3. Posteriormente
se realizo la respectiva replica mediante la técnica de puncion, con el fin de obtener cepas puras,

de las cuales se realizaron 3 réplicas.

Figura 4-3. Replica 3 de las cepas fungicas seleccionadas.
Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

3.1.3. ldentificacion de plagas

Entre las distintas plagas encontradas dentro de las muestras tomadas en Manguifera indica, se
encontraron las clases de plagas especificadas en la Tabla 1-3. Se identificaron mediante la
observacion morfolégica de las colonias, tincién de Gram en muestras tomadas de las colonias,
prueba de oxidasa, prueba de catalasa (en el caso de las muestras bacterianas) como se muestra
en la Figura 5-3 y con tincion con azul de lactofenol mostrado en la Figura 6-3 (muestras
fungicas).

Figura 5-3. Pruebas bioquimicas realizadas a las cepas bacterianas

Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.
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Figura 6-3. Pruebas bioquimicas realizadas a las cepas flngicas (tincion

con lactofenol)
Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

Tabla 1-3: Plagas fungicas y bacterianas obtenidas en los muestreos de Manguifera

indica
Cadigo Nombre del microorganismo
Plagas M 2.3-2-2 Pseudomonas spp
Bacterianas M 3.1-1-1 Xanthomonas spp

M22-1-C.1.1 Alternaria spp

M 2.1-2-C.1.2 Cladosporium spp

M 3.3-1-C.1.2 Cladophialophora spp
M 1.2-2-C.5.3 Brotrytis cinerae.

Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

Plagas Fungicas

Las plagas bacterianas obtenidas en el muestreo se identificaron mediante patrones de bacterias,
en las que se usé tincion de gran, prueba de oxidasa, prueba de catalasa y la caracterizacion
mediante morfologia de las mismas. Se identificaron dos como plagas: Pseudomonas spp (M 2.3-
2-2). B: Xanthomonas spp (M 3.1-1-1) (Figura 7-3). La identificacién de las plagas fungicas se
dio a partir de su caracterizacion morfoldgica, la cual se determind segln revision bibliogréficay
a su vez se realizé tincion con azul de lactofenol para identificar las estructuras de los hongos a
estudiar.

Entre las plagas flngicas encontradas se encuentran: Alternaria spp (M 2.2-1-C.1.1),
Cladosporium spp (M 2.1-2-C.1.2), Cladophialophora spp (M 3.3-1-C.1.2) y Brotrytis cinerae
(M 1.2-2-C.5.3) como se observa en la Figura 8-3. Las caracteristicas expuestas concuerdan a lo
descrito por (Lucero 2011, p.18) cual indica que, entre las enfermedades microbianas mas
importantes del cultivo del mango, debido a su alto indice de dafio, se encuentran Colletotrichum
gloeosporioides, Brotrytis cinerae, Fusarium spp, Alternaria spp, Cladosporium spp, Rhizhopus

stolonifer L, Cladophialophora spp, E. coli y bacterias del género Pseudomonas; en el cual
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describe el dafio en frutos y hojas con la aparicion de manchas negras de forma variada, las cuales

causan necrosis en los frutos estropeandolos y afectando en su comercializacion.

A: Pseudomonas spp (M 2.3-2-2). B: Xanthomonas spp (M 3.1-1-
1).

Figura 7-3. Plagas bacterianas identificadas.

Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

A: Alternaria spp (M 2.2-1-C.1.1), B: Cladosporium spp (M 2.1-2-C.1.2), C:
Cladophialophora spp (M 3.3-1-C.1.2) y D: Brotrytis cinerae (M 1.2-2-C.5.3).

Figura 8-3. Plagas fungicas identificadas.
Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

3.2.Obtencién de extractos

La obtencion de los extractos de Moringa oleifera y Petiveria alliacea se realiz6 mediante una
serie de etapas y procesos, partiendo de la recoleccion de material vegetal fresco como se observa

en la Figura 8-3, 202, en el recinto de La Cuesta, canton Santa Ana en el caso de las hojas de
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Petiveria alliacea y en la parroquia rural Crucita, sector Los Arenales, cantén Portoviejo, en el

caso de las hojas de Moringa oleifera, ambas zonas pertenecientes a la provincia de Manabi.

Figura 8-3. Recoleccion de material vegetal.

Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

En la Figura 10-3, se puede apreciar las distintas etapas iniciales realizadas previa a la obtencion
del extracto final, inicialmente se realiz6 el secado del material vegetal en una estufa a
temperatura constante de 35°C durante 24 horas o hasta que alcance una humedad constante del
20% (A), seguido de este proceso se procedié a triturar las hojas previamente secadas con ayuda
de una licuadora hasta alcanzar un polvo de hojas hasta que se obtuvo un polvo fino (B), seguido
a esto se lo almacend al vaci6 en fundas aptas para el proceso, con el fin de conservar de mejor
manera el polvo de hojas obtenidos (C), para proceder al siguiente proceso obtencion delos
extractos vegetales.

Figura 10-3. A: Secado de las hojas de Moringa Oleifera y Petiveria alliacea. B: Molienda

de las hojas. C: Empaquetado del polvo de hojas.
Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

En la Figura 11-3, se observa el proceso de macerado en alcohol en las proporciones previamente
establecidas [1:3], [1:4], [1:5] durante un maximo de 24 horas sin presencia de luz, agitando cada

hora durante las primeras 20 horas, dejando reposar la mezcla durante las 4 horas restantes para
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que los solidos suspendidos de la misma se asienten en la base de la botella (A) para asi facilitar
el siguiente proceso que es el filtrado al vacio para una mayor extraccion del alcohol usado en el
macerado (B). Por ltimo, se realizé la destilacion del alcohol previamente filtrado con ayuda de
un rotavapor a 35°C y 115rpm, hasta obtener un extracto concentrado, ya que al trabajar a bajas

temperaturas no se alteran los componentes activos de los extractos. (C)

Figura 11-3. A: Macerado con etanol al 75%, B: Filtrado al vacio de muestras maceradas

durante 24 horas, C: Destilacion mediante Rotavapor a 35°C.
Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

3.2.1. Diagramas de flujo del balance de masa

3.2.1.1. Diagramas de flujo del balance de masa del extracto etandlico de Moringa oleifera a

distintas concentraciones

e Proporcion 1:5

100g Hojas frescas 1. SECADO 77.1967 Vapor de agua

i

22.8033 g Hojas secas

II. MOLIENDA

s

21.3115 g Polvo de hojas
106.5575 ml Etanol al 75% III. MACERADO

127.8690 g Mezcla Polvo de hojas:Etanol.

IV. FILTRADO AL VACIO }— 37.2951 g Bagazo

90.5738 ml Extracto etdnolico

[V. DESTILACION CON ROTAVAPOR]—>7441930 ml Etanol residual

16.3809 ml Extracto vegetal concentrado
Graéfico 1-3. Diagrama balance de masa proceso preparacion de extractos
proporcion 1:5.

Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.
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e Proporcion 1:4

100g Hojas frescas—| I. SECADO 77.1967 Vapor de agua
22.8033 g Hojas secas
21.3115 g Polvo de hojas
84.2460 ml Etanol al 75% III. MACERADO

106.5575 g Mezcla Pplvo de hojas:Etanol.

IV. FILTRADO AL VACiO 29.5692 g Bagazo

76.9883 ml Extracto etdnolico

( V. DESTILACION CON ROTAVAPOR |—63.7412 ml Etanol residual

13.2470 ml Extracto vegetal concentrado
Gréfico 2-3. Diagrama balance de masa proceso preparacion extractos

proporcion 1:4.
Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

e Proporcion 1:3

100g Hojas frescas—| I. SECADO 77.1967 Vapor de agua
22.8033 g Hojas secas

II. MOLIENDA

21.3115 g Polvo de hojas

63.9345 ml Etanol al 75% —{ IIl. MACERADO

85.2460 g Mezcla Pglvo de hojas:Etanol.

IV. FILTRADO AL VACIiO 32.9652 g Bagazo

52.2808 ml Extracto etanolico

[V. DESTILACION CON ROTAVAPOR}—' 42.2106 ml Etanol residual

10.0702 ml Extracto vegetal concentrado

Gréfico 3-3. Diagrama balance de masa proceso preparacion de extractos
proporcion 1:3.

Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

3.2.1.2. Diagramas de flujo del balance de masa del extracto etandlico de Petiveria alliacea a

distintas concentraciones
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Proporcion 1:5

100g Hojas frescas—{ 1. SECADO 77.1967 g Vapor de agua

v
22.8033 g Hojas secas
|

II. MOLIENDA
|
v
21.3115 g Polvo de hojas
v

106.5575 ml Etanol al 75% III. MACERADO

Y
127.8690 g Mezcla Polvo de hojas:Etanol.

IV. FILTRADO AL VACiO 40.8493 g Bagazo

87.0197 ml Extracto etdnolico

[V. DESTILACION CON ROTAVAPOR}—>62.2647 ml Etanol residual
!

v
21.7549 ml Extracto vegetal concentrado

Gréfico 4-3. Diagrama balance de masa proceso preparacion de extractos
proporcion 1:5.

Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

Proporcion 1:4

100g Hojas frescas—{ I. SECADO 77.1967 g Vapor de agua
22.8033 g Hojas secas

IL. MOLIENDA

21.3115 g Polvo de hojas

84.2460 ml Etanol al 75% III. MACERADO

106.5575 g Mezcla Polvo de hojas:Etanol.

IV. FILTRADO AL VACIO 35.4324 g Bagazo

71.1251 ml Extracto etanolico

[V. DESTILACION CON ROTAVAPOR]—>5743438 ml Etanol residual

17.7812 ml Extracto vegetal concentrado

Gréfico 5-3. Diagrama balance de masa proceso preparacion de extractos
proporcion 1:4.

Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

Proporcion 1:3
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100g Hojas frescas 77.1967 g Vapor de agua

i

22.8033 g Hojas secas

II. MOLIENDA

21.3115 g Polvo de hojas

|

63.9345 ml Etanol al 75% 1II. MA

85.2460 g Mezcla Pglvo de hojas:Etanol.

IV. FILTRADO AL VACIO }— 27.9652 g Bagazo

57.2748 ml Extracto etdnolico

[V. DESTILACION CON ROTAVAPOR}—>48.3423 ml Etanol residual

8.9325 ml Extracto vegetal concentrado

Gréfico 6-3. Diagrama balance de masa proceso preparacion de extractos
proporcion 1:3.
Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

3.2.2. Propiedades fisicas de los extractos vegetales

Los extractos etanolicos obtenidos por destilacion con rotavapor, presentan un color ambar oscuro
en el caso del extracto de Moringa Oleifera (A) con aromas relacionados con las hojas de la
misma planta. En el caso del extracto de Petiveria alliacea (B) se identifica un color verde oscuro

con un olor caracteristico de la planta perceptible a simple contacto, como se aprecia en la Figura

12-3.

A: Extracto de Moringa Oleifera. B:
Petiveria Alliacea.
Figura 12-3. Extractos etandlicos finales.

Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.
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3.3.Ensayos de inhibicion

Los ensayos de inhibicion y sensibilidad ante los extractos de Moringa oleifera y Petiveria
alliacea, se realizaron en 3 distintas concentraciones. Los resultados obtenidos de los ensayos de
inhibicion se detallan a continuacion en Tabla 2-3 y Tabla 3-3:

3.3.1. Extracto Moringa oleifera

Tabla 2-3: Resultados de inhibicion a distintas concentraciones de extracto de Moringa oleifera

Muestra (codigo) [1:3] [1:4] [1:5]
Plagas Pseudomonas spp (M 2.3-2-2) - - 30,7 mm
Bacterias Xanthomonas spp (M 3.1-1-1) - - 42,9 mm
Alternaria spp (M 2.2-1-C.1.1) - - -
Plagas Cladosporium spp (M 2.1-2-C.1.2) - - 28,5 mm

Fangicas Cladophialophora spp (M 3.3-1-C.1.2) - - -
Brotrytis cinerae. (M 1.2-2-C.5.3) - - >lmm
(5): Inhibicion negativa*
Realizado por: Valdiviezo, Fabian. 2022.

Las cepas microbianas que presentaron sensibilidad ante el extracto de Moringa oleifera a una
concentracion de 1:5 fueron Pseudomonas spp (M 2.3-2-2) logrando un halo de inhibicién de 30.7
mm, de 42.9 mm en el caso de la cepa Xanthomonas spp (M 3.1-1-1) y 28.5 mm en la cepa flngica
Cladosporium spp (M 2.1-2-C.1.2). Mientras que la cepa fangica Brotrytis cinerae (M 1.2-2-
C.5.3) presentd un halo de inhibicion >1mm ante los principios activos del extracto a la
concentracion indicada anteriormente (Figura 13-3). Sin embargo, a concentraciones mas altas
como 1:3y 1:4, no se pudo observar sensibilidad ante los extractos en ninguna de las muestras
observando que las cepas han consumido todo el lugar en la placa, incluyendo los discos que
contienen el extracto etandlico de Moringa oleifera (Figura 14-3).

Segln Mahamadou, A., en su trabajo de investigacion en el cual usé extracto acuoso de Moringa
oleifera, la cepa usado en este estudio R solani, no presentd halo de inhibicidn frente al extracto
(Mahamadou, 2014, p.47), mientras qué Goun, E y colaboradores, en 2003 realizaron un estudio
similar en el cual usaron extractos metandlicos y con clorhidrato de etanol de dicha planta, en el
cual, sus resultados expuestos resultaron negativos, debido a que ninguno de los dos extractos
pudo inhibir el crecimiento de E.coli (Goun et al., 2003, p.74).

No obstante, un estudio comparativo de la actividad antimicrobiana de semillas de Moringa
oleifera realizado por Jabeen y colaboradores en 2008, demostr6 que las cepas Fusariam solani,

Bacillus subtilis y Staphlocuccus aureus presentaron una sensibilidad alta ante el extracto debido
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a la presencia de cationes como sodio, potasio 0 magnesio, mientras que cepas como Pasturella
multocida, Aspergillus niger, Metarhisium aniscoplae y Escherichia coli mostraron menor
actividad antagonista y cepas como Rhizopus solani y Pasturella multocida presentaron una nula
actividad inhibitoria frente al extracto (Jabeen et al., 2008, pp. 2-3). Tomando en cuenta lo
anteriormente expuesto, se acepta la hipétesis en el caso de la inhibicidn con bacterias, ya que
después de realizar los ensayos de inhibicién y anélisis de resultados correspondientes sobre las
distintas cepas bacterianas, se demostr6 una actividad inhibitoria significativa a una concentracion
de [1:5]. En el caso de las cepas fungicas, se rechaza la hip6tesis debido a la baja o nula actividad
inhibitoria que presentaron. A pesar de ello, para que el uso del extracto etandlico de hojas de
Moringa oleifera sea considerado un biocida aceptable para el uso y control de plagas en la
agricultura no se descarta el uso de diferentes métodos de extraccion con los cuales se pueda
conservar y obtener de mejor manera los principios activos de la planta logrando asi una posible

mejoria en ensayos posteriores.

A: Pseudomonas spp (M 2.3-2-2), B: Xanthomonas

spp (M 3.1-1-1), C: Cladosporium spp (M 2.1-2-

C.1.2), D: Brotrytis cinerae (M 1.2-2-C.5.3).

Figura 13-3. Ensayos de sensibilidad plagas flingicas y bacterianas frente al

extracto de Moringa oleifera a concentracion 1:5.

Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.
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A: Cladophialophora spp (M 3.3-1-C.1.2), B: Cladosporium spp (M 2.1-2-C.1.2), C:

Alternaria spp (M 2.2-1-C.1.1), D: Brotrytis cinerae (M 1.2-2-C.5.3).

Figura 14-3. Ensayos de sensibilidad plagas fungicas frente al extracto de Moringa oleifera a

concentracion 1:4.

Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

3.3.2. Extracto Petiveria alliacea

Tabla 3-3: Resultados inhibicion a distintas concentraciones de extracto de Petiveria

alliacea

Muestra [1:3] [1:4]

Pseudomonas spp (M 2.3-2-2) -
Xanthomonas spp (M 3.1-1-1) -
Alternaria spp (M 2.2-1-C.1.1) -
Cladosporium spp (M 2.1-2-C.1.2) -
Cladophialophora spp (M 3.3-1-C.1.2)
Brotrytis cinerae (M 1.2-2-C.5.3) -

Plagas Bacterias

Plagas Fungicas

(-): Inhibicion negativa*
Realizado por: Valdiviezo, Fabian. 2022.

[1:5]
24,7 mm
12,2 mm

Como se observa en la Figura 15-3, las cepas bacterianas Pseudomonas spp (M 2.3-2-2),

Xanthomonas spp (M 3.1-1-1) presentaron sensibilidad ante el extracto de Petiveria alliacea a

concentracion 1:5, logrando un didmetro en su halo de inhibicion de 24.7 mm y 12.2 mm

respectivamente, resultados que coinciden con un estudio similar realizado por Pinargote et al

(2019), que comprob6 que el extracto mostrd actividad inhibitoria frente a plagas del café,

obteniendo resultados positivos a nivel de laboratorio y campo. Mientras que las cepas flngicas

obtenidas no presentaron sensibilidad ante los extractos (Figura 16-3).

En el caso de las concentraciones mayores, tampoco presentaron presencia de halo de inhibicion

o sensibilidad frente al extracto de Petiveria alliacea, como se puede apreciar en la Figura 17-3.

Por lo tanto, de acuerdo con IlInait et al (2010), el extracto etandlico de Petiveria alliacea a una

concentracion del 5% es capaz de inhibir cepas como C. parapsilosis, S. cerevisiae, R.
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mucilaginosa y C. grubii, teniendo un crecimiento nulo a concentraciones mayores. Sin embargo,
para cepas como C. albicans y T. asahii alcanz6 su CIM a una concentracion mayor de 7,5% o
incluso al 10%.

Por otra parte, en un estudio realizado en 2003 en el Instituto de Investigaciones de la Universidad
de Los Andes. Mérida. Venezuela se demostr6 que las cepas de interés presentaron halos turbios
o0 nulos ante extractos acuosos de Petiveria alliacea, dando a notar una actividad biocida menor,
por otra parte, con el uso de extractos metandlicos presentaron halos de inhibicién medios (Lapenna
etal., 2003, p.3). Debido a lo descrito anteriormente, se rechaza la hipétesis debido a que no presentd
una actividad inhibitoria fuerte frente a las plagas expuestas en ninguna de las concentraciones
del estudio. Sin embargo, mediante otros métodos de extraccion con distintos solventes, existe la
posibilidad de que los resultados sean favorables para el posible uso en agricultura a nivel de

campo, haciendo una alternativa mas viable tanto econémica como ambientalmente.

A: Pseudomonas spp (M 2.3-2-2), B: Xanthomonas
spp (M 3.1-1-1).
Figura 15-3. Ensayos de sensibilidad positivos de plagas bacterianas frente

al extracto de Petiveria alliacea a concentracion 1:5.

Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.
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A: Alternaria spp (M 2.2-1-C.1.1), B: Brotrytis cinerae

(M 1.2-2-C.5.3), C: Cladophialophora spp (M 3.3-1-

C.1.2) y D: Cladosporium spp (M 2.1-2-C.1.2).

Figura 16-3. Ensayos de sensibilidad negativos de plagas fungicas frente al

extracto de Moringa oleifera a concentracion 1:5.
Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.

A: Cladophialophora spp (M 3.3-1-C.1.2), B: Brotrytis cinerae (M 1.2-2-C.5.3),
C: Alternaria spp (M2.2-1-C.1.1), D: Cladosporium spp (M 2.1-2-C.1.2).

Figura 17-3. Ensayos de sensibilidad negativos plagas fangicas frente al extracto de

Moringa oleifera a concentracion 1:5.

Realizado por: Valdiviezo, Fabian, 2022.
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CONCLUSIONES

Se determind qué, si bien algunos de los extractos etandlicos vegetales provenientes de
Moringa oleifera y Petiveria alliacea obtenidos mediante el proceso de destilacion con
rotavapor, presentaron actividad inhibitoria a una concentracién mas baja como es el caso de
la concentracion [1:5], en comparacion con concentraciones mas baja como es el caso de [1:4]
y [1:3], en las cuales no presentaron ningun tipo de inhibicion ante plagas fangicas y
bacterianas obtenidas del muestreo de arboles de Mangifera indica.

Se aislo cepas en un principio en agar sélido nutritivo a partir de muestras provenientes de
arboles de Manguifera indica que presentaban plagas, partiendo del primer aislamiento, en el
cual la siembra se realiz6 por estriado en agar nutritivo en el caso de las cepas bacterianas
logrando identificar 27 cepas respectivamente, las cuales se replicaron un total de 13 veces
hasta obtener cultivos puros, los cuales fueron analizados por medio de patrén de bacterias
en el cual incluyd tincién de gram, prueba de catalasa, prueba de oxidasa y morfologia de las
mismas, en las que se logré detectar 2 cepas bacterianas consideradas plagas, las cuales fueron
Pseudomonas spp y Xanthomonas spp. En el caso de las cepas fungicas, el aislamiento fue
realizado mediante la técnica de siembra por puncién, en la cual se logro aislar 16 cepas
fungicas, las cuales se identificaron 2 cepas fungicas como plagas fitopatogenas, las cuales
fueron Cladophialophora spp, Brotrytis cinerae, Alternaria spp y Cladosporium spp con
ayuda de la prueba con tincidn con azul de lactofenol, en ambos casos se realizo investigacion
bibliogréfica previa para identificarlas.

Se realizé con éxito la extraccion etandlico de Moringa Oleifera y Petiveria alliacea mediante
el proceso de macerado y destilacién del mismo a partir de hojas secas y etanol al 75%. Dichos
extractos se realizaron a distintas concentraciones con el fin de evaluar de mejor manera la
actividad inhibitoria, obteniendo un volumen final de entre 16.3 ml, 13.2 ml, 10.0 ml de
extracto concentrado de Moringa oleifera 'y 21.7 ml, 17.7 ml, 8.9 ml en el caso del extracto
concentrado de Petiveria alliacea, cada uno en sus respectivas concentraciones [1:5], [1:4] y
[1:3].

En respuesta a los ensayos inhibitorios de los extractos concentrados de Moringa oleifera y
Petiveria alliacea frente a plagas microbiolégicas, las cepas bacterianas presentaron una
mayor sensibilidad a ambos extractos; a comparacion de las cepas flngicas en las cuales una
de las cuatro cepas (Cladosporium spp), present6 sensibilidad ante el extracto de Moringa

oleifera.
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RECOMENDACIONES

Realizar una correcta desinfeccion al momento de trabajar en la purificacién de las cepas de
interés a nivel de laboratorio para asi evitar contaminacion cruzada que llegara a afectar la
investigacion.

Se propone profundizar en los distintos métodos de extraccidn de para asi poder determinar cual
es el proceso de obtencion de extractos vegetales méas optimo y financieramente mas accesible
para promover el uso de fungicidas y bactericidas de origen organico.

Se sugiere el continuo estudio de distintas plantas con un principio activo similar, de tal manera
que se puede corroborar que existe mayor actividad inhibitoria de los mismos con el fin de que
exista una gran variedad de biocidas y asi apoyar a la reduccion del uso de fungicidas y
bactericidas de origen quimico.

Se recomienda complementar el estudio realizado con ensayos de inhibicién a nivel de campo en
distintos cultivos con problemas fitopatégenos y en distintas condiciones ambientales, con el fin

de establecer concentraciones adecuadas para el uso de estas y obtener resultados favorables.
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ANEXOS

ANEXO A: REGISTRO FOTOGRAFICO

Filtrado al vaci6 del extracto de Moringa
oleifera

Envasado y etiquetado de los extractos Colocacion de los extractos vegetales en los
vegetales discos de papel filtro.
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