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RESUMEN

Los cultivos de platano y banano son afectados por el hongo Mycosphaerella
fijiensis Morelet causante de la enfermedad mas destructiva para estos cultivos
conocida como Sigatoka Negra (SN) generando pérdidas econdmicas tanto para

los grandes como los pequefios cultivadores.

Para el control de esta enfermedad se emplean diversos tipos de fungicidas que
aumentan los costos de produccién, ademas causan deterioros significativos al
medio ambiente. En este trabajo se evaluaron 47 extractos metandlicos de 47
plantas recolectadas en el Parque Regional Natural Ucumari (Risaralda,
Colombia) para determinar su actividad fungicida a través del método de
elongacion del tubo germinativo de las ascosporas y de la medicion del
crecimiento radial del micelio de M. fijiensis. La informacién obtenida con la
ejecucidn de éste trabajo sera de gran importancia para los cultivadores de
platano y banano; ademas, permitira evaluar las potencialidades de la flora

regional sobre ésta enfermedad de origen fungico.



GRUPO BIOTECNOLOGIA -
PRODUCTOS NATURALES UTP

ABSTRACT

The plantain and banana crops are affected by the fungus Mycosphaerella fijiensis
Morelet the causal agent of one of the most destructive disease for these crops
known as Black Sigatoka, creating great economic losses for both large and small

growers.

To control this disease it is employed several types of fungicides that increase the
production costs; in addition, they cause significant damage to the environment. In
this work 47 methanolic extracts from 47 plants collected at the Natural Regional
Park Ucumari (Risaralda, Colombia) were evaluated to determine their anti-fungic
activity through methods of measuring the germ tube elongation length of
ascospore and the measurement of radial growth of the M. fijiensis mycelium. The
information obtained with the implementation of this work will be very important for
the plantain and banana growers, as well as to evaluate the potentialities of the

regional flora against this disease of fungi origin.
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INTRODUCCION

La Sigatoka negra (SN) es causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet,
es una de las enfermedades mas destructivas que afecta los cultivos de banano y

platano a escala mundial (Fullerton, 1994; Fullerton y Stover, 1990; Stover, 1980).

La SN, se ha constituido como la enfermedad de mayor impacto econémico para
la industria de platano de exportacién en el mundo. En Colombia los costos del
control quimico de la enfermedad varian entre US$ 700 — 900 hectarea/afno; cifra
que representa el 46% del valor global de los agroquimicos y cerca del 14 % de
los costos totales de produccidén de la fruta (Chica et al., 2004). La enfermedad
produce una destruccion rapida del area foliar, reduciendo el area fotosintética y
produciendo un efecto perjudicial sobre la calidad de la fruta, la cual puede
presentar una reduccién de hasta un 60% en el peso del racimo, cuando no se
implementan medidas de control (Chica et al. 2004). Adicionalmente, se presenta
maduracion prematura de los racimos, lo cual es la causa principal de pérdidas

ocasionadas por la enfermedad (Marin et al., 1992).
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1. ANTECEDENTES

La SN fue identificada inicialmente en el valle de Sigatoka en la isla de Fiji en el
afo 1963. En América hizo su aparicion en 1972, en Honduras. En 1979, habia
invadido el 60% de la superficie cultivada en Centro América, apareciendo en
Panama en 1980 y a finales de Octubre de 1981, fue localizada en Colombia en el
Municipio de Apartad6 (Bustamante, 1982). La SN ataca el area foliar de la planta
y se caracteriza por la presencia de manchas necréticas de color negro. Existe la
Sigatoka amairilla, pero la negra se propaga con mayor rapidez y virulencia. Las
esporas del hongo germinan sobre la superficie inferior de la hoja en dos o tres
horas, toma entre 48 y 72 horas para penetrar en los estomas. La enfermedad se
propaga por el transporte de banano y platanos; por la movilizacién de colinos
infectados para la siembra y por la dispersién natural de las esporas del hongo
(Bustamante, 1982).

Echeverry L.M. 18
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1.1 SURGIMIENTO DEL PROBLEMA

El platano es un alimento basico de la canasta familiar de los colombianos y su
exportacion constituye un factor importante en la generacion de divisas para la
economia nacional. En Colombia se cultivan 350.000 ha de platanos distribuidas
por todo el pais y el volumen de produccién supera los 2.5 millones de toneladas
de racimos anuales, destinadas en un 86% al mercado interno y el resto a la

exportacion (Ministerio de Agricultura, 2002).

Los cultivos de platano son muy adaptables en cuanto a las condiciones
ambientales, pero estos se encuentran amenazados por la presencia de multiples
enfermedades foliares, entre ellas la SN. Esta enfermedad es la mas devastadora
de los cultivos del platano en el mundo, ataca las hojas de la planta y disminuye su
capacidad para la absorcidon de luz solar, al reducir significativamente su
capacidad fotosintética y acelerar la maduracion de los frutos (Ministerio de
Agricultura, 2002).

Adicionalmente, la SN es la enfermedad de mayor impacto econémico en los
cultivos de platano y banano, debido a la alta demanda de uso de fungicidas de
sintesis necesarios para obtener una fruta que cumpla con los estandares de
calidad para exportacion, los cuales se ven afectados por la enfermedad
principalmente en la duracion de la vida verde de la fruta cosechada. Dichos
fungicidas deben ser aplicados en intervalos de 7-12 dias, lo cual genera la
aplicacion de 35-50 ciclos de fungicidas/afio en los paises bananeros, con altos

costos de produccién en sus cultivos (Chica et al., 2004).

Adicionalmente estos fungicidas sintéticos tienen un alto costo, afectan la

economia de los pequefos productores; causan contaminacion a los ecosistemas

Echeverry L.M. 19
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y son toxicos para los trabajadores y las poblaciones vecinas implicadas (Stover,
1987).

Con el objetivo de proteger los cultivos de platano en la region del eje cafetero, se
propone evaluar la actividad fungicida de 47 plantas nativas recolectadas en
Parque Regional Natural Ucumari (PRNU), con potencial para ser utilizados en el
manejo de la SN, de una forma efectiva, econdmica y como una alternativa mas

amigable con el medio ambiente.

Echeverry L.M. 20
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la actividad fungicida de 47 extractos de plantas nativas
recolectadas en el Parque Regional Natural Ucumari (PRNU), para el
control efectivo y econdmico, de la Sigatoka negra en los cultivos de

platano.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Recolectar plantas en el Parque Regional Natural Ucumari (PRNU).

e Obtener los extractos de n-hexano (CgHy4), metanol (CH3OH) vy
diclorometano (CH2Cl,), de las plantas recolectadas.

e Determinar la actividad antifungica in vitro a 1000 mg/L con los extractos
metandlicos obtenidos de las 47 plantas recolectadas, a través de los
métodos de la elongacién del tubo germinativo de las ascosporas y de la

medicion del crecimiento radial del micelio de M. fijiensis.

Echeverry L.M. 21
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1.3 JUSTIFICACION

El cultivo de platano y banano, ha sido un sector tradicional de la economia
campesina, de subsistencia para los pequefios productores, de alta dispersion
geografica y de gran importancia socioeconémica desde el punto de vista de la

seguridad alimentaria y de generacién de empleo en Colombia (Covaleda, 2006).

Con relacion al mercado internacional, se observa un descenso en los ultimos
anos de los volumenes comercializados de platano colombiano hacia Estados
Unidos y la Union Europea. La baja productividad nacional y el deterioro de la
calidad, se debe principalmente a deficiencias en aspectos administrativos y
fitosanitarios, siendo este ultimo factor, el mayor responsable de las pérdidas,
causadas por el hongo M. fijiensis. Este hongo estd ampliamente difundido en
Colombia y es el mas dificil de controlar puesto que sus esporas pueden viajar
kilbmetros en el aire y dada su agresividad, se desarrollan mas rapido que las
otras variedades de Sigatoka (Covaleda, 2006; Stover, 1971, 1976, 1987).

La SN causa desordenes significativos en el crecimiento vegetativo de la planta,
ataca y disminuye el area viva de las hojas y como consecuencia afecta
directamente los frutos, que no alcanzan su peso Optimo, ni logran madurar
correctamente (Douglas y Ronald, 1992). Esta enfermedad altamente destructiva
en los cultivos de platanos, puede ocasionar pérdidas entre un 50 a un 100% en el
rendimiento, afectando de manera notoria la economia del productor (Burt et al.,
1997; Orozco, 1998).

Por otro lado, para el control de esta enfermedad se usan fungicidas sintéticos que
traen consigo problemas colaterales como es el caso de la contaminacién
ambiental, dafos a la salud humana y resistencia del hongo causal (Orozco,
1998).

Echeverry L.M. 22
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Una alternativa de control biolégico es el uso de extractos vegetales, que en
algunas investigaciones revelan un efecto positivo sobre el control de hongos
fitopatdgenos, debido a que éstos contienen metabolitos secundarios capaces de
causar inhibicidén sobre dichos hongos (Ribeiro et al., 1999; Amorim et al., 2004,
McMahon et al., 2004).

Por lo anterior, como solucion a esta problematica, se busca analizar la actividad
antifungica de 47 extractos vegetales de plantas nativas recolectadas en el Parque
Regional Natural Ucumari, con el fin de implementar el uso de bioproductos y

disminuir el uso de fungicidas sintéticos.

Echeverry L.M. 23
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2. MARCO TEORICO
2.1 Descripcion de las familias

Para el desarrollo de este trabajo, se recolectaron 47 plantas nativas,
pertenecientes a las familias Apiaceae, Asclepiedaceae, Clusiaceae, Lamiacea,
Lauraceae, Malvaceae, Melastomataceae, Moraceae, Passifloraceae, Piperaceae,
Ranunculaceae, Rubiaceae, Solanaceae, Urticacea, recolectadas en el Parque
Regional Natural Ucumari (PRNU) (Risaralda/Colombia).

Tabla 1. Familias de plantas recolectadas.

FAMILIA CARACTERISTICAS CONSTITUCION

Existen entre 2500 vy |La familia Apiaceae esta
Apiaceae 3000 especies de esta | constituida por plantas
familia, que se encuentra | herbaceas, solo algunas
en todo el mundo, pero | presentan porte arbustivo.
principalmente en las | El tallo, articulado en
zonas templadas. | nudos y entrenudos, con
Algunas  verduras y |hojas alternas y en su
hierbas conocidas se | mayoria divididas. Una de
encuentran en  esta|las caracteristicas mas
familia como zanahoria, | sobresaliente de la familia
Arracacia elata rabano y apio; y algunas | es la inflorescencia en
se cultivan como plantas | forma de umbela, simple o
ornamentales de jardin | compuesta. Las flores
(Font quer, 1993). pueden ser unisexuales o
estériles (Font quer, 1993).

Asclepiadaceae La familia | Esta familia esta
Asclepiadaceae compuesta por plantas
constituye un gran grupo | herbaceas o arbustos con
que comprende unas | hojas sencillas, enteras y
1700 especies ubicadas | opuestas sin estipulas. Las
principalmente en areas | flores son  bisexuales,

tropicales y | actinomorfas y se
subtropicales, disponen en racimos
especialmente en | (Garcia, 1992).

Echeverry L.M. 24
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Barnadesia parviflora

Sudamérica (Font quer,
1993).

Clusiaceae

Las Clusiaceae son una
familia de plantas que
comprende 1200
especies (Font quer,
1993).

Las plantas leRosas,
raramente herbaceas, con
hojas opuestas,
generalmente sin estipulas.
Las flores son actinomorfas
y pueden ser bisexuales o

unisexuales (Garcia,
1992).
Clusia sp
Las Lamiaceae son una | Comprenden plantas
Lamiaceae familia de Angiospermas. | herbaceas, anuales vy

Salvia

Consta de 55 géneros
con unas 3500 especies,
que se distribuyen en el
tropico del Viejo y Nuevo
Mundo y algunas de sus
zonas templadas
(Stearn, 1980).

perennes. El aparato
vegetativo esta
caracterizado por el tallo
de forma cuadrangular,
debido a la presencia de
engrosamientos de
colénquima en los angulos;
las hojas son opuestas y
sin estipulas; presentan
glandulas con  aceites
volatiles de aromas
caracteristicos. Las flores
son unisexuales (Stearn,
1980).

Lauraceae

La familia Lauraceae
reune cerca de 1000
especies, prevaleciendo
la distribucién tropical
(Font quer, 1993).

Las Lauraceae  estan
representadas por arboles
perennes aromaticos. Las
hojas, enteras y coriaceas,
generalmente alternas
(raramente  opuestas o
verticiladas), son ricas en
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Rodostemonodaphne

glandulas con  aceites
esenciales. Las flores de
esta familia comunmente
son hermafroditas (Garcia,
1992).

Malvaceae

Pavonia spinifex

La familia Malvaceae
reune cerca de un millar
de especies distribuidas
por las regiones
templadas y calidas de
todo el Mundo (Font
quer, 1993).

El aparato vegetativo es
herbaceo o lefioso, con
hojas palmatilobadas con
estipulas. Las flores en su
mayoria son hermafroditas
(Font quer, 1993).

Melastomataceae

Tibouchina multiflora

La Melastomataceae es
una familia de plantas
compuesta por 150
géneros y unas 4500
especies. Se distribuyen
en las regiones tropicales
y subtropicales de todo el
mundo,  principalmente
en centro y sur América
(Font quer, 1993).

Son principalmente
arbustos, pero también
existen arboles, hierbas y
lianas. Las hojas son
simples, opuestas, carecen
de estipulas, presentan de
uno a cuatro pares de
nervaduras desde la base
(Font quer, 1993). Sus
flores son actinomorfas y
unisexuales (Garcia,
1992).

Moraceae

Comprende alrededor de
40 géneros y mas de
1000 especies de plantas
muy extendida en las
regiones tropicales vy

Las flores son unisexuales
(Stearn, 1980).
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Ficus andicola

subtropicales, menos
frecuente en climas
templados (Stearn,
1980).

Passifloraceae

Passiflora apoda

La familia Passifloraceae
es muy llamativa desde
varios puntos de vista,
entre los que se cuentan
el economico vy el

ornamental. Algunas
especies, como
Passiflora edulis

(maracuya), P. ligularis
(granadilla) y P.
mollissima (curuba), son
de importancia
economica por sus frutos
comestibles.

En Colombia existen

aproximadamente 48
especies de
Passifloraceae

endémicas, 45 de ellas
exclusivamente andinas
y una compartida con la
region Pacifica
(Hernandez et al., 2000)

Son enredaderas que
trepan por medio de
zarcillos, aunque existen
especies arboreas o]
arbustivas. Sus hojas son
alternas y con estipulas.
Los peciolos pueden o0 no
llevar glandulas, las cuales
pueden ser sésiles y casi
siempre pareadas. Las
laminas foliares
generalmente son enteras
o 2-3 lobadas. Algunas
especies de Passiflora
presentan en la l|amina
unas glandulas llamadas
ocelos, que cumplen la
funcién de engafar a las
mariposas de la subfamilia
Heliconiinae que se
alimentan de ellas, y evitar
asi que pongan sus huevos
sobre la planta (Hernandez
et al., 2000). Su flor es
hermafrodita, a veces
unisexual (Stearn, 1980).
Las flores tienen un
androginoforo prominente,
con menos frecuencia
solamente gindforo y en
pocas especies el ovario
es sésil (Hernandez et al.,
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2000).
Piperaceae La familia Piperaceae es | La familia  Piperaceae
una familia de | comprende especies

Piper umbellatum

Angiospermas del Orden
Piperales. Consta de 6
géneros y unas 3000
especies, que se
distribuyen en las
regiones tropicales del
planeta (Stearn, 1980).

lefiosas y herbaceas, con
hojas alternas, raramente
verticiladas, con o0 sin
estipulas. Las flores son
hermafroditas (Stearn,
1980).

Ranunculaceae

Thalictrum podocarpum

La familia
Ranunculaceae es una
familia de Angiospermas
del Orden Ranunculales.
Consta de 54 géneros
con unas 2525 especies,
presentando una
distribucion
practicamente
cosmopolita.
especies presentan
flores hermosas y
numerosos cultivares son
obtenidos por seleccidn
artificial se wusan para
engalanar los jardines.
Otros géneros tienen
interés farmacolégico por
los alcaloides y los
glucosidos cardiotonicos
que contienen (Font
quer, 1993).

Muchas

La familia Ranunculaceae
comprende
mayoritariamente
herbaceas, sobre todo
perennes y con hojas
alternas  sin  estipulas,
bastante divididas. Sus
flores son unisexuales
(Font quer, 1993).

plantas

Rubiaceae

La familia de las
Rubiaceae es una gran

Comprende arboles,
arbustos o hierbas, a veces
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Guettarda crispiflora

familia que reune unas

6000 especies
distribuidas por toda la
tierra (Taylor et al.,
2001).

espinosos, con hojas
simples, opuestas o]
verticiladas, enteras o rara
vez pinnadas, con
estipulas en las hojas. Las
flores, son hermafroditas
(Font quer, 1993).

Solanaceae

La familia Solanaceas
comprende 98 géneros y

unas 2700 especies,
distribuidas

principalmente en
América central y

Ameérica del sur. En esta
familia se cuentan
especies alimenticias tan

Se trata de plantas lefiosas

y herbaceas, anuales o
perennes, con hojas en
espiral o alternas, sin
estipulas que,
frecuentemente son
inodoras pero, en

ocasiones, son aromaticas
o fétidas. La lamina foliar

importantes para el [puede ser simple o

Solanum sp hombre como la papa | compuesta, en este ultimo
(Solanum tuberosum), el | caso, pueden ser ternadas
tomate (Solanum | o pinnatifidas. Las flores
lycopersicum), el | son en general
pimiento (Capsicum | hermafroditas (Nee, 1999).
annuum) o la berenjena
(Solanum  melongena)

(Nee, 1999).

Urticaceae La familia  Urticaceae | Urticaceae es una familia
comprende cerca de 500 | de plantas herbaceas,
especies distribuidas | anuales o perennes, raras
principalmente en | veces lefiosas;
América y Asia | frecuentemente con pelos
suroriental, y en menor | urticantes (cistolitos). Sin
medida  también  en | latex. Hojas simples,

Boehmeria bullata

Europa y en Africa

(Stearn, 1980).

opuestas o alternas, con
frecuencia estipuladas. Sus
flores son unisexuales
(Stearn, 1980).
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2.2 Cultivo de platano:

Colombia es el tercer pais productor mundial de platano con 2,7 millones de
tonelada anuales, después de Uganda y Ruanda. Esta cifra es baja si se tiene en
cuenta que la produccion mundial es de 27 millones de toneladas. Existen
actualmente en Colombia 350.000 hectareas del cultivo de platano, de las cuales
unas 50.000 ha se encuentran en los Llanos Orientales, 22.000 ha estan ubicadas
en el departamento del Meta, 8.000 ha en Casanare y 20.000 ha en Arauca. El
resto de hectareas nacional se encuentra en la region del eje cafetero. Existen en
la zona de Uraba (Antioquia) 10.000 hectareas de platano para exportacion, fruta
que se comercializa hacia los mercados de Estados Unidos, Europa y las Antillas
(Martinez, 1998).

En Colombia, cerca del 95% de la produccién de platano se consume
internamente; un 4% de la producciéon nacional se destina al mercado de
exportacion y una muy pequefia proporcion, menos del 1%, se utiliza como

materia prima para la agroindustria nacional (Covaleda, 2006).

Las regiones del golfo de Uraba y el nororiente del departamento del Magdalena,
sobresalen por el grado de especializacién que han alcanzado en la produccién
y exportacion de banano y platano con altos niveles de productividad e
integracion de los productores y comercializadores; entre otras razones, gracias
a las ventajas comparativas de localizacion y calidad de los suelos con respecto

a otras zonas productoras del mundo.

La produccién bananera mundial se encuentra en uno de los momentos mas
dificiles de su historia. Dentro de un contexto extremadamente dificil desde el
punto de vista de precios y comercializacién de la fruta, la situacion es aun mas
critica cuando se presentan grandes problemas para alcanzar una produccion

estable a través del tiempo (Vargas, 2000).
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Aunque los cultivos de platano son muy adaptables a las condiciones ambientales,
la produccidén comercial requiere de varias actividades previas como el manejo y
control de las enfermedades. Una de las enfermedades mas agresiva que ataca
estos cultivos es la SN, causada por el hongo M. fijiensis Morelet. Esta
enfermedad se desarrolla rapidamente produciendo la muerte del tejido verde de
las hojas y acelerando el proceso de maduracién del fruto inclusive refrigerado
haciendo que el tiempo entre siembra y recoleccién sea menor, como también la

produccién.

2.3 Mycosphaerella fijiensis Morelet causante de la Sigatoka Negra en las

musaceas.

2.3.1 Historia.

El platano es uno de los principales productos agricolas de exportacion en el
mundo. En la actualidad la industria platanera en América Central, Sudamérica y
algunas islas del Caribe esta afectada notablemente por la SN (Orozco, 1998), la
cual es el principal problema fitosanitario que amenaza la produccién de esta

fuente de alimentos y divisas (Jacome, 1998).

La enfermedad de la SN fue descubierta en el valle de Sigatoka en la isla de Fiji,
donde el hongo M. fijiensis se reportd en el afno 1963 (Rhodes, 1964; Leach,
1964), Ese afio, la SN, se descubrié como una enfermedad nueva aunque hubo
evidencia de su presencia en Hawai y en algunas zonas del Pacifico desde
mucho antes (Stover, 1972). En Centro América se registré por primera vez en
Honduras en 1972 y desde alli se diseminé por el resto de la region; en
Sudameérica, se registré en Colombia en 1981; posteriormente en Ecuador en
1989 y mas tarde en Cuba y Venezuela (Morichon and Fullerton, 1990). De 1990 a

1999 se reportaron nuevos registros de la enfermedad desde seis paises en
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Africa, ocho en Asia, América latina y el Caribe, también se report6 en Australia.
En todos esos paises, M. fijiensis ha estado expandiéndose para llegar a los
nichos ecoldgicos que solo estaban ocupados por M. musicola, agente causal de
la Sigatoka Amarilla, amenazando la supervivencia de este patdégeno (Jacome et
al., 2002).

Registro de la enfermedad de la Sigatoka negra en
el munda

Figura 1. Registro de la enfermedad de la Sigatoka Negra en el mundo
(Mourichon and Fullerton; 1990).

2.3.2 Identificacion y clasificacion.

El agente causal de la SN es el hongo Ascomiceto llamado Mycosphaerella
fijiensis, el cual se reproduce en forma sexual y asexual durante su ciclo de vida
(Douglas y Ronald, 1992). La fase asexual (Pseudocercospora fijiensis Morelet) se
presenta en el desarrollo de las primeras lesiones de la enfermedad (manchas), en

donde se observa la presencia de un numero relativamente bajo de conidiéforos
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(estructura donde se producen las esporas asexuales llamadas conidios) que
salen de los estomas, principalmente en el envés de la hoja. La fase sexual (M.
fijiensis) es la mas importante en la expansion de la enfermedad, ya que produce
un gran numero de ascosporas a partir de estructuras llamadas seudotecios
(algunas veces llamadas peritecios). Las ascosporas son las esporas sexuales
que se dispersan por el aire, sus conidias son arrastradas por corrientes hidricas y
ambas constituyen las estructuras de diseminacion de la enfermedad (Douglas et

al., 1992). En la Tabla 2 se muestra la clasificacion del hongo M. fijiensis Morelet.

Tabla 2. Clasificacion del hongo M. fijiensis Morelet (Gonzalez et al., 1995).

Clase Ascomicetos

Sub- clase Loculoascomycetidae
Orden Donthideales

Familia Dophideaceae
Género Mycosphaerella
Especie Fijiensis

2.4 Reproduccion, epidemiologia e interacciéon con el huésped.
2.4.1 Reproduccion sexual.

Mycosphaerella fijiensis Morelet es el nombre que fue dado al hongo en la fase
sexual. Para el hongo reproducirse en esta fase, desarrolla muchos
espermogonios (estructura donde se producen células llamadas espermacios,
semejantes a esporas que se comportan como los gametos masculinos) en el
envés de la hoja. El espermacio es oscuro y de forma periforme. Son diminutos y
fertilizan las hifas hembras (Fullerton, 1994). En la figura 2A se observa el
espermogonio y en la figura 2B se observan los espermacios en el proceso de

germinacion
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Figura 2. (A) Espermogonio. (B) Espermacios.

Al efectuarse la fertilizacion, los seudotecios se forman dentro de las lesiones
maduras emergiendo de los tejidos vegetales. Las ascas, tienen dos paredes y
contienen ocho esporas sexuales que estan alineadas de dos en dos. Las
ascosporas son hialinas, miden de 14-20 um de longitud y de 4 hasta 6 um de

ancho y poseen una septa (Fullerton, 1994).

En la Figura 3, se muestra el diagrama de la reproduccién sexual del hongo M.

fijiensis Morelet.
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Hongo Mycosphaerella fijiensis
Morelet

Formacion de Formacion del
tricoginas (hifas espermogonio
hembras)

v

Produccion de

espermacios
(células
masculinas)
Fertilizacion
Formacion de
| q .
seudotecios

y

I Formacioén de ascas I

v

[ Maduracion y gemacién de ]
l las ascosporas J

Figura 3. Reproduccién sexual del hongo M. fijiensis Morelet (Fullerton, 1994).
2.4.2 Reproduccioén asexual

La forma asexual se designa Pseudocercospora fijiensis. Los conidios se originan
individual y apicalmente en el conidiéforo. Los conidios son lisos, largos y

presentan tres 0 mas septas.

Los conidios germinan durante el periodo de alta humedad e infectan a las hojas a

través de los estomas, usualmente en el envés. Bajo condiciones de alta humedad
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las hifas pueden emerger por los estomas y crecer a lo largo de las superficie de la
hoja y penetrar a otros estomas, expandiéndose de esta forma la lesion (Fullerton,
1994). Los conidios del hongo se diseminan a través de las corrientes de agua.
Germinan en un periodo de alta humedad relativa y sus esporas son arrastradas
por el aire, transmitiendo la enfermedad a otros cultivos a gran distancia (Fullerton,
1994). En la Figura 4, se muestra el diagrama de la reproduccién asexual del
hongo M. fijiensis Morelet.

Hongo Pseudocercospora
‘ fijiensis Morelet

Formacioén del conididforo y los
Formacién y maduracién de las

conidios
esporas en los conidios

Las esporas permanecen en
estado latente hasta condiciones
adecuadas de humedad

v

,[ Germinacion ]<

Figura 4. Reproduccién asexual del hongo M. fijiensis Morelet (Fullerton, 1994).

A continuacion se muestra el ciclo de infeccion tanto sexual como asexual, del
hongo M. fijiensis (Mourichon et al., 1997).
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CONTAMINACION
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ASCOSPORAS
-

CONIDIOS
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REPRODUCCION ——  ASEXUAL

PERITECIOS ~ CONIDIOFOROS

Figura 5. Ciclo de infeccion del hongo Mycosphaerella fijiensis (Mourichon et al.,
1997)

2.5 Sintomas de la Sigatoka Negra.

Segun el Ministerio de la Agricultura, (1990) se describen los siguientes estadios

gue se observan en las hojas

1. Los primeros sintomas visibles son pequefias pecas menores de 0.25 mm
de color pardo rojizo en la superficie inferior de la hoja, no hay sintomas en
la parte superior. Cuando el ataque es severo pueden observarse en la
segunda hoja abierta de plantas que no han producido racimo. Usualmente

aparecen en la tercera y cuarta hoja abierta.

Figura 6. Primer sintoma de la enfermedad con la aparicion de pequenas pecas
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2. Las pecas iniciales se alargan hasta 20 mm y dos mm de ancho, paralelos
a las nerviaciones de la hoja, mas evidentes en la superficie inferior que en
la superior y en algunos casos, son mas numerosas en ambas bandas de la
cara izquierda de la hoja. Estos estadios son los mas importantes para
diferenciarlos de la Sigatoka amarilla. A partir del segundo estadio se
produce la formacion de conidios tipos cercospora (fase asexual), a
diferencia de la Sigatoka amarilla, que en esta fase no produce conidios.
Los conidios en estas rayas se producen sobre conidiéforos aislados o
agrupados durante la noche y el aire lo dispersa durante la mafana. La

produccion de conidioforos y conidios en estas manchas no es permanente.

Figura 7. Alargamiento de las pecas y formacion de conidios.

3. Las rayas se alargan ligeramente, el cambio notable es el color de pardo
rojizo a pardo oscuro casi negro, algunas veces con un matiz purpureo. La
raya es visible en la superficie superior de la hoja, cuando son humerosas y
estdan mas o menos uniformemente distribuidas, las hojas toman un color
negruzco. En clones muy susceptibles se produce necrosis de los tejidos en

el mismo se produce abundante formacion de seudotecios y ascosporas.
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Figura 8. Cambio de color de las rayas de pardo rojizo a pardo oscuro. Es mas

notable el deterioro de la hoja.

4. Las rayas se ensanchan y se hacen de contornos fusiformes, esta
transicion se caracteriza por un halo verde acuoso, ligeramente carmelita
alrededor de las manchas. El efecto acuoso es claro en horas tempranas de

la mafiana cuando aun existe rocio en las hojas o después de llover.

Figura 9. Ensanchamiento de las rayas.

5. El area central de la mancha ligeramente se comprime y el borde oscuro es
mas pronunciado debido al oscurecimiento. En esta fase se observan

esporadiquitos de menor tamano que del patégeno.
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Figura 10. Oscurecimiento de las manchas.

6. El centro de la mancha se seca y se vuelve gris y después deprimido, la
mancha esta rodeada de un borde estrecho, bien definido entre este y el
color verde de la hoja, se observa una zona amarilla de transicion. Después
que la hoja se colapsa y cuelga, las manchas quedan claramente visibles

debido al centro claro y al borde oscuro.

Figura 11. Deterioro total de la hoja y colapso de la misma.

Segun Craenen, (1998) se requiere un minimo de ocho hojas funcionales durante
todo el ciclo para obtener buenos rendimientos en la produccién; las plantas que
presenten menos de ocho hojas sin manchas antes de la floracion se califican

como susceptibles a la SN.
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3 SECCION EXPERIMENTAL
3.1 Localizacion

Este trabajo se realizd6 en el Laboratorio del Grupo Biotecnologia-Productos
Naturales de la Escuela de Tecnologia Quimica de la Universidad Tecnoldgica de
Pereira, sede La Julita en el municipio de Pereira (Risaralda) que tiene una
temperatura promedio de 22°C, una humedad relativa del 80%, una precipitacion
promedio de 2400 mm/afio y una altitud de 1340 msnm (CARDER, 2001).

3.2 Recoleccion y caracterizacion de las especies vegetales recolectadas.

El material vegetal correspondiente a 47 plantas fue recolectado en la zona media
y baja del Parque Regional Natural Ucumari, ubicado en el departamento del
Risaralda. Esta zona constituye la segunda ventana de estudio propuesta por el
CIEBREG. Las plantas recolectadas pertenecen a las familias Apiaceae,
Asclepiedaceae, Clusiaceae, Lauraceae, Melastomataceae, Moraceae,
Passifloraceae, Piperaceae, Ranunculaceae, Rubiaceae, Solanaceae, Urticaceae,

(Anexo 1). Los puntos de recoleccion se muestran en la figura 12.
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Figura 12. Puntos de recoleccion del material vegetal en el PRNU.

3.3 Obtencion de los extractos

Para la obtencion de los extractos, se pesaron 300 g de material vegetal seco y
molido. Se sometieron a extraccidén por lixiviacién con los solventes n-hexano,
diclorometano y metanol. Se comenzd la lixiviacion del material vegetal con n-
hexano por 72 horas. Dicho material se filtrd, se concentré en rota evaporador
hasta sequedad. El extracto se codificé y se almacend a una temperatura de -
10°C. El marco se sometié al mismo procedimiento de lixiviacién con n-hexano dos

veces mas. Finalmente se realizaron los mismos procedimientos con los solventes
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de diclorometano y metanol. Los extractos fueron almacenados a -10°C hasta su

utilizacion en los bioensayos (Ver anexo 2).

3.4 Marcha Fitoquimica: ldentificacion y Caracterizacion de metabolitos
secundarios presentes en los extractos metandlicos

Con el fin de detectar los nucleos fitoquimicos presentes en los diferentes

extractos crudos evaluados, se realizé6 una marcha fotoquimica por cromatografia

de placa delgada (CCD) (Ver anexo 3) para cada extracto vegetal, siguiendo la

metodologia descrita por Stahl (1969).

Los solventes utilizados para la elusion de las cromatoplacas con los extractos
polares fueron cloroformo/acetato de etilo/metanol (2:2:1) y para extractos
apolares se utilizé hexano/acetato de etilo (7:3). Para el desarrollo de las
cromatoplacas, se utilizaron placas de silica gel 60F 254 soportadas sobre placas de

aluminio de 20x20 cm.

En la tabla 3 se presentan los reveladores y patrones utilizados para detectar los
nucleos fitoquimicos presentes en los extractos de n-hexano, diclorometano y

metanol obtenidos de las plantas en estudio.

Tabla 3. Patrones y reveladores utilizados en CCD para la detecciéon de los

nucleos fitoquimicos en estudio (Wagner, 1996).

Nucleo fitoquimico Patrén Revelador
Alcaloides Papaverina Dragendorff
Terpenos

Triterpenos Taxol y lanosterol Anisaldehido/ CH;COOH-
Esteroles H2SO,4

Flavonoides Kaempferol AICl; al 2% en EtOH absoluto
Taninos Acido galico y acido | FeCls al 5% en solucion salina
Fenoles tanico saturada
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Saponinas esteroidales y Digitonina H>SO4 10% en EtOH absoluto
triterpénicas
Sesquiterpenlactonas Digitoxina Acido 3,5-dinitrobenzdico
MeOH-KOH

3.5 Reactivos

Para el desarrollo del proyecto, se utilizaron los siguientes reactivos:

n-Hexano, Metanol y Diclorometano grado analitico Mallinckrodt
Medio de cultivo bacteriolégico N° 1 Oxoid

Medio de cultivo PDA (Agar papa dextrosa) Oxoid

BENLATE (fungicida)

Estreptomicina Sigma

3.6 Equipos

Para la realizacién del proyecto se utilizaron los siguientes equipos:

Balanza analitica Mettler Toledo AB204

Autoclave Sterilof modelo 144 Lb

Micro pipetas Eppendorf de 10-100 y 100-1000 pL
Rota evaporador Heidolph y Labconco

Camara de flujo laminar

Material de vidrio Schott Duran (Mainz, Alemania)
Mechero de gas

Incubadora Binder de 30-80°C

Microscopio Zeiss

Vortex IKA MS1
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3.7 Actividad antifungica de los extractos:

Para evaluar la actividad antifungica de los extractos frente al hongo M. fijiensis se
utilizaron dos métodos: 1) La medicién del tubo germinativo de las ascosporas y 2)

crecimiento radial del hongo.

3.7.1 Evaluacién de la actividad antifiungica de los extractos por medio de la

medicién de la elongacion del tubo germinativo de las ascosporas

En este procedimiento lo que se busca es medir la longitud del tubo germinativo
de las ascosporas. Para el desarrollo del ensayo se deben realizar varios

procedimientos como:

a. Recoleccion del material vegetal infectado
b. Montaje de camara humeda

c. Descarga de las ascosporas

3.7.1.1 Recoleccién del material vegetal infectado

Para la selecciéon del material vegetal infectado, se recolectaron las hojas mas
jévenes de plantas de platano con tejido necrético (Figura 13). Preferiblemente, la
recoleccion se debe realizar después de 2 — 3 dias sin llover para asegurar la
presencia de in6culo en el tejido foliar. La masa seca de tejidos infectados de

apariencia blanco-grisacea produce el mayor numero de ascosporas.

Echeverry L.M. 45



GRUPO BIOTECNOLOGIA -
PRODUCTOS NATURALES UTP

Figura 13. Recoleccion del material infectado (DU PONT, 1980).

3.7.1.2 Procedimiento para la realizacion de la camara humeda.

Luego de la recoleccion del tejido necrotico se realizd el procedimiento

esquematizado en la figura 14.

[ Seleccionar hojas con tejido necrético ]

!

Cortar cuadrados de 2x2 cm? de hojas infectadas y graparlas
sobre discos de papel kraft de aproximadamente 9 cm de
diametro, como se muestra en la figura 15

|

[ Envolver los discos de papel en toallas humedas e introducirlos ]

en bolsas con sello hermético

|

[ Incubar a temperatura ambiente durante 48 horas ]

Figura 14. Preparacion de la camara humeda (Gonzalez, 1975; Du pont, 1980).
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En la figura 15, se muestran los discos de papel kraft con el material vegetal
infectado, para la preparacion de la camara humeda y posteriormente la
realizaciéon de la descarga de ascosporas. Para este ensayo se utilizd como
control positivo solucion de BENLATE 1 mg/L y como control negativo etanol al
1%.

Figura 15. Discos de papel con material vegetal infectado
3.7.1.3 Descarga de ascosporas

Para la realizacion de este ensayo se siguio el procedimiento que se muestra en la

figura 16:
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una concentracion 40000 mg/L

Y

En un erlenmeyer, adicionar a 20mL de agar previamente estéril al
2%, el volumen necesario del extracto, para que su concentracion
final sea a 1000 mg/L

v

Agitar constantemente para homogenizar
y permitir la solidificacién de este en
cajas de Petri.

[ Preparar la cantidad necesaria del extracto a ]

Sacar los discos de la
camara humeda (figura
14) y sumergirlos en

agua destilada por 5
\ minutos y

Colocar cada disco en las tapas de las cajas de Petri 'y

permitir la descarga de las ascosporas durante 1 hora.

Posteriormente incubar a temperatura ambiente por 24
horas

Y

Revisar con ayuda de un microscopio bajo
aumento de 10x, tres campos diferentes
repartidos en dos caijas de Petri.

Y

Realizar el recuento de 50 ascosporas por cada campo y
determinar el porcentaje de ascosporas como:
e Germinacién normal (GN)
e Germinacion corta (GC)
e Germinacion deforme (GD)
[ ]
\ No germiné (NG) )

Figura 16. Procedimiento de evaluacion de la actividad antifungica de los
extractos vegetales sobre el hongo M. fijiensis Morelet, mediante la elongacién del

tubo germinativo de las ascosporas (Gonzalez, 1975; Du pont, 1980).
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Para la preparaciéon de los extractos se utiliz6 una solucion patrén a una
concentracion inicial de 40000 mg/L en EtOH-H,O (2:3), para que en la solucion
final del extracto mas los 20 mL de medio, quedara a una concentracién de 1000

mg/L en el agar. El agua utilizada para la preparacion de los extractos fue estéril.

3.7.2 Procedimiento para la evaluacion de los extractos por medio del

crecimiento radial del micelio del hongo M. fijiensis Morelet
En este procedimiento lo que se busca es la medicion del crecimiento radial del
micelio del hongo. Para el desarrollo de estos ensayos se deben realizar los

siguientes procedimientos:

a. Obtencidn del cultivo monosporico

b. Obtencion del crecimiento radial.

Del cultivo monospérico se deriva el ensayo de crecimiento radial, puesto que se

requieren para permitir el crecimiento del hongo.

3.7.2.1 Cultivo monospérico

El procedimiento para el cultivo monospérico se muestra a en la figura 17
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de 10x, zonas de ascosporas descargadas

}

Tomar con una asa fina, una ascospora y
sembrarla en un tubo de ensayo que
contiene agar PDA en cufa.

v

[ Incubar a temperatura ambiente durante 14-20 ]

[ Localizar con el microscopio bajo aumento ]

dias, bajo luz continua

Figura 17. Procedimiento del cultivo monospérico (Gonzalez, 1975; Du pont,
1980).

3.7.2.2 Crecimiento radial

Para determinar la actividad antifungica de los extractos en la fase de
reproduccion asexual del hongo, se realiz6é la medicion del crecimiento radial del

micelio. El procedimiento se muestra en la figura 18.
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solucién con agua estéril, agitando con vortex durante 60 segundos

Y

[ Adicionar 100 pL de solucién micelio del hongo a 20mL ]

[ De un cultivo monospdérico de 14-20 dias de crecimiento se prepard una ]

de agar suplementado con el extracto

L

[ Sembrar por superficie el hongo con ayuda ]

de una varilla

y

[ Incubar a 26°C en oscuridad durante 20 dias ]

¥

[ Hacer lecturas del crecimiento radial del ]

hongo a los dias 7, 9, 12, 15y 20

Figura 18. Procedimiento de evaluacion de la actividad antifungica de los
extractos vegetales sobre el hongo M. fijiensis Morelet, por medio del crecimiento
radial del micelio (Gonzalez, 1975; Du pont, 1980).

En este ensayo, se adicioné al agar, la cantidad necesaria de estreptomicina a 250

mg/L para evitar la contaminacion por bacterias.

Para la preparaciéon de los extractos se tuvo en cuenta que la concentracion final

del extracto en la caja Petri siempre fuera de 1000 mg/L.
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3.8 Toma de datos y analisis estadistico

3.8.1 Analisis estadistico de la evaluacion de la actividad antifangica de los
extractos por medio de la mediciéon de la elongacion del tubo germinativo de

las ascosporas

Los datos para este ensayo se tomaron 24 horas después del periodo de
incubacién posterior a la descarga, como se mostroé anteriormente en la figura 16.
Para analizar estadisticamente los datos (ANEXO 4) obtenidos en el ensayo de
medicion de la elongaciéon del tubo germinativo de las ascosporas, se analizaron
inicialmente los promedios (ANEXO 5) en Excel, obteniéndose los resultados que
se muestran en la figura 19 del analisis de resultados. Posteriormente, se utilizé el
método de analisis de conglomerados, cuya finalidad fue la de tener un mejor
conocimiento de los datos y agrupar en una misma clase, aquellos que en su

comportamiento fueran semejantes.

3.8.2 Analisis estadistico de la evaluacion de la actividad antifungica de los
extractos por medio del crecimiento radial del micelio del hongo M. fijiensis

Morelet

El analisis estadistico de los datos obtenidos en este ensayo fue realizado con
base al método de Kruskal Wallis, a través del software Infostat (version 2005). La
prueba de Kruskal-Wallis es el método mas adecuado para examinar si un grupo
de datos proviene de la misma poblacion; y para comparar poblaciones cuyas

distribuciones no son normales.

Para realizar el analisis, fue necesario tomar los datos correspondientes al dia 20
de crecimiento, puesto que en este dia se pudo determinar la actividad de los

extractos metanolicos contra M. fijiensis.
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 ANALISIS DE RESULTADOS DE LA MEDICION DE LA ELONGACION DEL
TUBO GERMINATIVO DE ASCOSPORAS.

Después de haber realizado los procedimientos representados en las figuras 15y
16 de la seccidon experimental, se tomaron los datos de los 47 extractos
metandlicos a concentraciones de 1000 mg/L, correspondientes a las 47 plantas
recolectadas. En la figura 19, se muestran los datos de los promedio de las

ascosporas, analizados inicialmente por EXCEL.
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Figura 19. Porcentaje de inhibicion de las familias de los extractos metandlicos a

1000mg/L de las especies evaluadas para la elongacion del tubo germinativo de
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ascosporas (GN: germinacion normal; GC: germinaciéon corta; GD: germinacién

deforme; NG: no germinado).

Posteriormente, se tomaron los conteos de ascosporas (Anexo 4) para procesarlos
por medio del analisis de conglomerado, obteniéndose los siguientes resultados

para la primera repeticion.

e | Repeticion:

Promedio (Average inkage)
Distancia: (ERclidea™2) MeQOH - f

174
156
1748
172
182
146
171
143
174 —
154
150
145
186
177
176
165
187
170
167
142
16k
163
161
CH
r 1
0.00 . Conglometradol1) . Conglomeradal2) O Conglometradol3) . Conglomeradold) 20.00

. Conglomeradors)

Figura 20. Conglomerado primera repeticion de extractos metandlicos a 1000mg/L

para la medicién de la elongacion del tubo germinativo de ascosporas.
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Tabla 4. Resultados de la primera repeticion de conglomerado de extractos
metandlicos a 1000mg/L para la medicion de la elongacién del tubo germinativo de

ascosporas.

Media

Conglomerado 1 Normal | 107.75
| MeOH Corto | 30.54
Deforme | 11.43

No Germinado | .00

2 Normal | .00
Corto | .00
Deforme | 6.00

No Germinado | 144.00

3 Normal | .00
Corto | 26.00
Deforme | 124.00

No Germinado | .00

4 Normal | .00
Corto | 62.00
Deforme | .00

No Germinado | 88.00

5 Normal | 8.80
Corto | 132.47
Deforme | 8.25

No Germinado | .00

Para verificar los resultados de la primera repeticion, se analizaron los datos en la
segunda repeticion (Anexo 4), obteniéndose los siguientes resultados en el

analisis de conglomerados:
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e |l Repeticion:

Promedio (Average linkage)

Distancia: (Enclidea™2) Me QOH - I}
148
164
185
144
CP

T T T 1
0.00 7.40 15.00 22450 30.00
|. cConglameradalt) . Conglomerador2) O Conglomeradol3) . Conglameradald) . Conglameradals) |

Figura 21. Conglomerado segunda repeticion de extractos metandlicos a
1000mg/L para la medicion de la elongacion del tubo germinativo de las

ascosporas.
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Tabla 5. Resultados de la segunda repeticion de conglomerado de extractos

metandlicos a 1000mg/L para la medicion de la elongacién del tubo germinativo de

ascosporas.
Media

Conglomerado 1 Normal Il 113.21
Il MeOH Corto Il 33.08
Deforme I 3.63

No Germinado Il .08

2 Normal Il .00

Corto Il .00

Deforme Il 5.00

No Germinado Il 145.00

3 Normal Il .00

Corto Il 33.25

Deforme Il 116.75

No Germinado Il .00

4 Normal Il 76.00

Corto Il 23.00

Deforme I 51.25

No Germinado Il .00

5 Normal Il 8.06

Corto Il 126.81

Deforme Il 8.00

No Germinado Il .88

Segun los analisis de conclomerados para ambas repeticiones, se concluye lo

siguiente:
= Germinacion normal: Teniendo en cuenta los conglomerados y las medias

de ambas repeticiones, se pudo determinar que los extractos UTP: 142,
143, 145, 146, 150, 151, 156, 163, 164, 165, 166, 167, 170, 171, 172, 173,
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174, 175, 176, 177, 179, 181, 182, 183, 184, 186, 187, presentaron una
germinacion normal, lo cual indica que estos extractos no inhibieron el ciclo

de reproduccién sexual del hongo.

= Germinacion corta: Los extractos UTP: 141, 147, 149, 152, 153, 154, 155,
157, 158, 159, 160, 161, 162, 168, 178, 180, para ambas repeticiones,
presentaron un crecimiento corto del tubo germinativo, lo cual indica

inhibicion contra el hongo M fijiensis.

= Germinacion deforme: Los extractos UTP: 144, 169 y 185, indujeron una
germinacion deforme en las ascosporas. Estos extractos tuvieron un
comportamiento similar al control positivo (BENLATE 1 mg/L), lo cual indica
que produjeron inhibicién contra la elongacion del tubo germinativo del M.

Fijiensis.

= No Germinado: En ambas repeticiones se pudo observar, que el extracto
UTP 148 inhibio el ciclo de desarrollo del hongo puesto que las ascosporas

no lograron germinar.

Con base a los resultados obtenidos con el método estadistico para ambas
repeticiones, se pudo deducir que los extractos activos contra a la Sigatoka Negra
fueron UTP: 141, 147, 149, 152, 153, 154, 155, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 168,
178, 180 que presentaron una germinacion corta; los extractos UTP: 144, 169 y
185 indujeron germinacion deforme; y por ultimo el extracto UTP: 148, inhibid la

germinacion de las ascosporas.

Debido al gran numero de extractos activos en la fase de reproduccion sexual de
M. fijiensis a 1000mg/L, se decidié determinar cudles de estos presentan la

actividad antifungica mas potente. Para esto, se realizaron nuevos experimentos
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con dichos extractos pero a una concentracion de 500 mg/L. Los resultados de los

promedios para ambos analisis a 500 mg/L se muestran en el Anexo 6.

Nuevamente, los resultados se evaluaron inicialmente por Excel. La grafica
correspondiente a los porcentajes de inhibicidon de los extractos metandlicos a 500

mg/L, sobre las ascosporas, se muestra en la grafica 22.
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Figura 22. Porcentaje de inhibicion de extractos metandlicos a 500mg/L para la
medicion de la elongacién del tubo germinativo de ascosporas. (GN: germinacion

normal; GC: germinacion corta; GD: germinacion deforme: NG: no germinado).

Se repitieron nuevamente los analisis de conglomerados y a esta concentracion,

se obtuvo los siguientes resultados, para la primera repeticion:

¢ | Repeticion:
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Promedio (Average linkage)
Nistancia: (Ebciideat2) - 1

143

183
162
157
153
153
181 —
163
152
160
149
169
153
174
154
147

L

144
161
1549
141

T T T 1
0,00 754 1538 2307 30,76

@ cConglomeracorl) 4 Conglomerado(2) b Conglomeradol3)
{ Conglomerado(4) ) Conglomeradols)

Figura 23. Conglomerado primera repeticion de extractos metandlicos a 500mg/L

para la medicién de la elongacion del tubo germinativo de ascospora.
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Tabla 6. Resultados de la primera repeticion de conglomerado de extractos

metandlicos a 500mg/L para la medicién de la elongacién del tubo germinativo de

ascosporas.
Proporcion
Conglomerado 1 Normal | 81,7
| MeOH Corto | 7,5
Deforme | 10,7
No Germinado | 0
2 Normal | 17,0
Corto | 73,0
Deforme | 54
No Germinado | 4,7
3 Normal | ,0
Corto | 12,7
Deforme | 87,4
No Germinado | ,0
4 Normal | ,0
Corto | ,0
Deforme | 8,7
No Germinado | 91,3
5 Normal | 59,3
Corto | 38,1
Deforme | 2,6
No Germinado | ,0

e |l Repeticion:
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Promedio (Average finkage)
Distancia: (Eciidea™2) - 2

143

[
185 ——
162
160
158
157
153
169
155
152
145
168
158
154
181
144
178
o
161
147
141

I 1 1 1 1
0,00 70 15,50 23,40 31,19

. Conglometrador) . Conglameradal2) {:} Conglameradol 3
{:} Conglometradord) {:} Conglameradala)

Figura 24. Conglomerado segunda repeticion de extractos metandlicos a 500mg/L

para la medicién de la elongacion del tubo germinativo de ascosporas
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Tabla 7. Resultados de la segunda repeticion de conglomerado de extractos

metandlicos a 500mg/L para la medicién de la elongacién del tubo germinativo de

ascosporas
Proporcion
Conglomerado 1 Normal Il 80,1
Il MeOH Corto Il 15,5
Deforme Il 4.4
No Germinado I ,0
2 Normal Il ,0
Corto Il 12,0
Deforme Il 88,0
No Germinado Il ,0
3 Normal Il ,0
Corto Il ,0
Deforme Il 9,3
No Germinado Il 90,7
4 Normal Il 39,2
Corto Il 53,9
Deforme Il 4.8
No Germinado Il 2,1
5 Normal Il 56,3
Corto Il ,0
Deforme Il 43,7
No Germinado Il 0

Después de haber realizado nuevamente los protocolos 15 y 16 de la seccién
experimental, se tomaron los datos de los extractos metandlicos activos a
concentraciones de 1000mg/L y se evaluaron a una concentracion de 500mg/L. Se
pudo observar, gracias al analisis de conglomerados, y comparando ambas

repeticiones lo siguiente:
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= Germinaciéon normal: Teniendo en cuenta los conglomerados y las medias
de ambas repeticiones, se pudo concluir que los extractos UTP: 141, 144,
147, 149, 152, 151, 153, 154, 155, 158, 159, 160, 161, 168, 169, 178 y 178
presentaron una germinacion normal, lo cual indica que estos extractos no
inhibieron el ciclo de reproduccion sexual de hongo a una concentracion de
500mg/L.

= Germinacion corta: Los extractos Clusia multiflora (UTP-157) vy
Rodostemonodaphne (UTP-162), para ambas repeticiones, presentaron un
crecimiento corto del tubo germinativo a 500 mg/L, lo cual se considera
que de alguna manera dichos extractos inhibieron el crecimiento del hongo

en la fase sexual.

= Germinacion deforme: El| extracto Vismia (UTP-185), presentd una
germinacion deforme en las ascosporas. Este extracto tuvo wun
comportamiento similar al control positivo (BENLATE 1 mg/L), lo cual indica
que este extracto inhibid el crecimiento del tubo germinativo de las

ascosporas de contra M. Fijiensis.

= No Germinado: En ambas repeticiones se pudo observar, que el extracto
Piper pesaresanum (UTP-148) presento inhibicion contra el hongo ya que

las ascosporas no germinaron.

Con base a los resultados obtenidos con el método estadistico aplicado para
ambas repeticiones, se pudo inferir que los extractos metandlicos activos frente a
la Sigatoka Negra a una concentracion de 500 mg/L fueron los Clusia multiflora
(UTP-157) y Rodostemonodaphne (UTP-162), con germinacion corta en el tubo

germinativo de las ascosporas; el extracto Vismia (UTP-185) produjo una
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germinacion deforme; y por ultimo el extracto Piper pesaresanum (UTP-148), no

permitioé la germinacién de las ascosporas.

Estos extractos presentaron una actividad antifungica potente sobre la fase sexual
del hongo, con un porcentaje de inhibicion por encima del 70%, lo cual es un

porcentaje significativo para asegurar la inhibicién del hongo.

Segun los resultados obtenidos de la marcha fitoquimica (ANEXO 3), se puede
concluir que en el extracto Clusia multiflora (UTP-157), perteneciente a la familia
Clusiaceae hay presencia de flavonoides, fenoles y taninos. Mientras que el
extracto Rodostemonodaphne (UTP-162), perteneciente a la familia Lauraceae, se
detectaron alcaloides y flavonoides; adicionalmente, en el extracto Vismia (UTP-
185), perteneciente a la familia Clusiaceae se encontraron flavonoides y por ultimo
en el extracto Piper pesaresanum (UT-148), perteneciente a la familia Piperaceae
se encontraron alcaloides, flavonoides, fenoles y taninos. A estos fitocompuestos,
presentes en los extractos activos se les puede atribuir la accién inhibitoria contra
la SN.
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4.2 ANALISIS DE RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIFUNGICA DE LOS EXTRACTOS POR MEDIO DEL CRECIMIENTO
RADIAL DEL MICELIO DEL HONGO M. fijiensis MORELET

Luego de haber realizado los procedimientos representados en las figuras 17 y
18 de la parte experimental, se realizaron tres ensayos cada uno por duplicado y
se analizaron los resultados por medio del método de Kruskal Wallis, mencionado
en la seccion 3.8.2, de la seccion experimental. Los resultados se muestran a

continuacion.

e Extractos metanodlicos del UTP-141 al UTP-163

| Repeticion

Tabla 8. Resultados de Kruskal Wallis para la primera repeticion de extractos

UTP metandlicos a 1000 mg/L para la medicion del crecimiento radial del micelio

de M. fijiensis.
Trat . Pank:s
dag, OO 2, 00 &
Ao, OO 2,00 &
AS59, O Tae,80 &

14« 00 131,30
145,00 11z, 93
147,00 1=1, 93
153,00 125,37
1ss,00 127, 90
149,00 124,320
144,00 129, &0
154,00 154, =23
15&, 00 17S,00
150,00 1SS, 77
143,00 192, 17
152,00 =205, 920
1s8,00 Z0°7, 47
1sS1i,00 Z09,85
laz=z, 00 Z12=2.20
1e2,00 =241,27
1ael, 00 =252,57
141,00 Z&0, =20
13,00 =28, 20
101,00 3203, 24&

[ I B
pooaanannn
poooooooooo
fEmENEEEE
CIL IR R
feeeeeaeQQ
U e
HHHHH
G449y

AS57F,00 331 .30
Le=tras distimntas irmndicar: diFfererncias Sigemificatbtitvas (po= 0. 35)
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II Repeticion

Tabla 9. Resultados de Kruskal Wallis para la segunda repeticién de extractos
UTP-141 al UTP-163 metandlicos a 1000 mg/L para la medicién del crecimiento

radial del micelio de M. fijiensis.

Trat. Poarlk =
1498 .00 Z20,50 A
A0, 00 Z20,.,50 A

152,00 114,927
ASS,00 132,17
ASO,O00 138, 63
i1A4=Z,00 141,75
147,00 143,73
AS57,.,00 182,17
145,00 215,53
AsZ,00 ZZ2&,55
i1A41l,.00 Z3IZ,.Z23
ASZ,.00 2232, &0
AS4,00 Z40, &7
452,00 Z=Z43=2,.350
144,00 Z45,00
AS1L,00 Z=Z5S&, 93
iAse,00 =2Z59,00
142,00 Z&s&1,.03
ASI2T .00 Z&5Z, 67
142,00 Z70,63
102,00 270,73
146,00 ZT79,a7 =

AS&s, 00 3IOTFT.E3 n g

1el, 00 357, 33 T

Letras AISCIntas INndicdrss dIferaencids SEgNIIIcECIVES (pPc= O&.05)

poooom
aannnn
goooow
npEmmm

LRR AR LA

Gaaecnaqaadad

JITTEEXIISIIIER
HHHHHHHHHHHHHH

e Extractos metandlicos del UTP-164 al UTP-175

| Repeticion

Tabla 10. Resultados de Kruskal Wallis para la primera repeticion de extractos
UTP metandlicos a 1000 mg/L para la medicién de crecimiento radial del micelio
de M. fijiensis.

Trat . Ranks

171,00 13,87 A

173,00 FT,07T A B

164, 00 59,07 E C

170, O0 65,30 B C D

166, 00 S8, 63 Lo D E

18S, 00 o6, 17 < D E

17z, 00 97,00 c o] E

167,00 107, &80 D = F
165,00 125,70 E F Led
175,00 143, 60 F =
101,00 147,10 Ll
174,00 163,37 L=l H
169,00 Z00, 10 H
Letras distimntas imndicar diferemncias sigmificativas (po= 0O0,.05)
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II Repeticion

Tabla 11. Resultados de Kruskal Wallis para la segunda repeticion de extractos
UTP metandlicos a 1000 mg/L para la medicién de crecimiento radial del micelio

de M. fijiensis.

Trat . Ranks
173,00 25,00
171,00 30,37
170,00 55, 67
172,00 66,779
164,00 21,60
169,00 101,70
168,00 104,37
167,00 11z2,09
185,00 1z4,95
174,00 129,77
166,00 129,90
102,00 144,34 Le]
175,00 174,17 Le]

Letras distintas indican diferencias sigmificativas (po= 0, 05)

e e
Lo B I
nnnoon
[=J == = =
HEEARAE
LR LR

e Extractos metandlicos del UTP-176 al UTP-187

| Repeticion

Tabla 12. Resultados de Kruskal Wallis para la primera repeticion de extractos
UTP-176 al UTP-187 metandlicos a 1000 mg/L mediante la medicion de

crecimiento radial del micelio de M. fijiensis.

Trat . Ranks
1s1, 00 21,85
177,00 33,27
182,00 46,10
185,00 52,57
1850, 00 60, 20
184, 00 7o, 97
183,00 111,03 c
187,00 130,13
172,00 139,43
186,00 144,43
104,00 149,56
176,00 155,95
178,00 175,83
Letras distintaes imndicaern diferenciaes sigrnificaeabtivaes (po= 0, 05)

e e e e

Mmoo

(=2 =

HEEEE
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II Repeticion

Tabla 13. Resultados de Kruskal Wallis para la segunda repeticion de extractos
UTP-176 al UTP-187 metandlicos a 1000 mg/L mediante la medicién de

crecimiento radial del micelio de M. fijiensis.

Trat. Rank=
18z ,00 15,53 A
180,00 50,77 A
185,00 50,87 A
177,00 57,57
184,00 60,37
181,00 71,33
179,00 108,17 c
187,00 109,47

183,00 110,67

186.00 140.83

104,00 144,56

178,00 153,57

176,00 156,87

Letras distintas indicean diferencias significativasipc= 0,05)

mmEEm |

soooD

Mo rm

Con base a los datos obtenidos por el método de Kruskal Wallis; se llegdé a los

siguientes resultados:

e Extractos metandlicos del UTP-141 al UTP-163: segun los resultados

publicados en las tablas 8 y 9 del andlisis estadistico, se puede observar
gue para ambas repeticiones, los extractos metandlicos Piper pesaresanum
(UTP-148) y Topobea cf discolor (UTP-160), tuvieron excelente
comportamiento contra el hongo, debido a que no se registré crecimiento
del mismo (medias y medianas = 0.0), y tuvieron un efecto inhibitorio similar

al control positivo (BENLATE 1mg/L) utilizado para los ensayos.

e Extractos metandlicos del UTP-164 al UTP-175: de acuerdo a las tablas 10

y 11, se pudo deducir que los extractos metandlicos Browalia speciosa
(UTP-171) y Solanum ovalifolium (UTP-173), fueron los que presentaron las

medias mas pequefas; es decir, el diametro de las colonias del hongo,
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medido al dia 20, fueron mas pequefios en comparacion a los diametros
medidos para los otros extractos. Sin embargo, se puede considerar, que
aunque el crecimiento fue menor, el hongo no fue inhibido completamente
por los extractos UTP-171 y UTP- 173 (Porcentajes de inhibicion UTP-171:
47%, UTP-173: 36.1%, segun el anexo 8)

e Extractos metandlicos del UTP-176 al UTP-187: en este ensayo se puede

determinar segun la tabla 12 y 13, que los extractos mas activos frente al
ciclo de reproduccion asexual de hongo fueron UTP-177, UTP-180, UTP-

181 y UTP-182. Sin embargo el hongo presento crecimiento.

Al comparar los extractos activos frente al crecimiento radial del micelio, se
concluye que los extractos Piper pesaresanum (UTP-148) y Topobea cf discolor
(UTP-160), fueron los extractos mas potentes puesto que en ambas repeticiones,
el hongo no se present6 crecimiento y tuvieron el mismo comportamiento que el
control positivo (BENLATE 1 mg/L).
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5. DISCUSION

En los ultimos afios, la sociedad mundial ha priorizado los aspectos ambientales,
conduciendo muchas investigaciones hacia el descubrimiento de nuevos agentes
bioactivos que puedan ser empleados en el manejo de enfermedades que
amenazan constantemente los cultivos, con menos efectos negativos al ambiente
(Bowers, 2000).

Gracias a los resultados obtenidos durante este trabajo, tanto para el ensayo de la
medicion de la elongacion del tubo germinativo de las ascosporas, como para la
medicién del crecimiento radial del micelio, se pudo descubrir que los extractos
vegetales, recolectados en el Parque Regional Natural Ucumari (Risaralda,

Colombia) que presentaron actividad antifungica contra el M. fijiensis fueron:

Tabla 14. Plantas activas contra M. fijiensis.

PLANTA UTP FAMILIA
Piper pesaresanum 148 Piperaceae
Clusia multiflora 157 Clusiaceae
Topobea cf discolor 160 Melastomataceae
Rodostemonodaphne 162 Lauraceae
Vismia 185 Clusiaceae

De igual forma, se pudo observar con base a la literatura y a ensayos realizados
contra este patdgeno, que de estas plantas, no se ha reportado ninguna actividad

bioldgica contra el agente causal de la Sigatoka negra, M fijiensis.
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6. CONCLUSIONES

e Se evalud la actividad antifungica in vitro de los 47 extractos metandlicos a
1000mg/L; a través de los métodos de medicién de la longitud del tubo
germinativo de las ascosporas y del crecimiento radial del micelio de M.
fijiensis.

e Al analizar estadisticamente los resultados de la medicion de la elongacion
del tubo germinativo de las ascosporas, se concluyé que los extractos
activos contra la Sigatoka Negra fueron: Clusia multiflora (UTP-157) y
Rodostemonodaphne (UTP-162), produciendo una germinacion corta en el
tubo germinativo; El extracto Vismia (UTP-185) con germinacion deforme; y
por ultimo el extracto Piper pesaresanum (UTP-148), el cual no produjo
germinacion sobre las ascosporas.

e Para el analisis del crecimiento radial del micelio de M. fijiensis, se concluyo
que los extractos Piper pesaresanum (UTP-148) y Topobea cf discolor
(UTP-160), causaron un efecto potente de inhibicion, ya que no permitieron
el crecimiento del hongo y tuvieron un comportamiento similar al fungicida
BENLATE (1 mg/L), utilizado para el control de la enfermedad y como
control positivo en los bioensayos.

e Al comparar los resultados de todos los bioensayos, se pudo concluir que el
extracto Piper pesaresanum (UTP-148), perteneciente a la familia
Piperaceae, es un extracto potente contra el agente causal de la SN, ya que
inhibié la fase sexual del hongo, permitiendo que las ascosporas no
germinaran; y logrando inhibicién total frente al crecimiento radial del
micelio de M. fijiensis. Segun la marcha fitoquimica, en este extracto, hay

presencia de alcaloides, flavonoides, fenoles y taninos.
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Anexo 1. Familias de plantas recolectadas en la zona Otun-Quimbaya y en el

Parque Regional Natural Ucumari (PRNU).

No. No. Familia Nombre
FJR | UTP

3988 |141 PASSIFLORACEAE Passiflora apoda

3989 142 URTICACEAE Boehmeria bullata

3990 [143 URTICACEAE Phenax uliginosus

3991 [144 RANUNCULACEAE Thalictrum
podocarpum

3992 (145 SOLANACEAE Dunalia solanacea

3993 |146 SOLANACEAE Lycianthes radiata

3995 [147 RUBIACEAE Palicourea petioaris

3996 |148 PIPERACEAE Piper pesaresanum

3997 [149 RUBIACEAE Indet

3998 |150 URTICACEAE Urera ballotaefolia

3999 |151 ASCLEPIADACEAE Blepharodon bifidus

4000 [152 PASSIFLORACEAE Passiflora
antioquiensis

4001 [153 APIACEAE Arracacia elata

4002 [154 PIPERACEAE Peperomia acuminata

4003 |155 CLUSIACEAE Clusia sp

4004 |156 RANUNCULACEAE Clematis haenkeana

4005 |157 CLUSIACEAE Clusia multiflora

4006 |158 PIPERACEAE Piper eriopodon

4007 |159 CLUSIACEAE Tovomita guianensis

4008 |160 MELASTOMATACEAE | Topobea cf discolor

4009 |161 SOLANACEAE Solanum sp

4010 [162 LAURACEAE Rodostemonodaphne

4011 |163 PIPERACEAE Piper umbellatum

4012 |164 SOLANACEAE Solandra coriacea

4013 |165 SOLANACEAE Witheringia
coccoloboides

4014 |166 MORACEAE Ficus andicola

4015 |167 PIPERACEAE Piper crassinervium
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4016 [168 SOLANACEAE Cestrum humboldtii
4016 |169 RUBIACEAE Guettarda crispiflora
4018 [170 SOLANACEAE Deprea aff sachapapa
4019 (171 SOLANACEAE Browallia speciosa
4020 (172 PIPERACEAE Piper glanduligerum
4021 [173 SOLANACEAE Solanum ovalifolium
4022 (174 SOLANACEAE Solanum brevifolium
4029 (175 COSTACEAE Costus

4030 |176 PIPERACEAE Piper

4031 (177 LAURACEAE Lauracea 1

4032 (178 LAURACEAE Lauracea 2

4033 (179 LAURACEAE Lauracea 3

4034 [180 LAURACEAE Lauracea 4

4035 (181 CLUSIACEAE Clusiacea

4036 |182 MALVACEAE Pavonia

4037 [183 PASSIFLORACEAE Passiflora 1

4038 |184 PASSIFLORACEAE Passiflora 2

4039 (185 CLUSIACEAE Vismia

4040 |186 MELASTOMATACEAE | Tibouchina

4041 |187 LAMIACEAE Salvia
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Anexo 2. Metodologia para la obtencion de los extractos vegetales para realizar
los bioensayos.

Secar el material vegetal en un horno a una
temperatura de 50°C por 72 horas

y

[ Moler el material vegetal seco hasta obtener un ]

material homogéneo y fino

!

[ Pesar el material seco y molido ]

y

(Someter el material vegetal seco a lixiviacién con n-
Hexano por 72 horas) x3

1 1

(Concentrar el extracto\ Secar el material vegetal
de n-Hexano en rota para eliminar restos de n-
evaporador a 50°C Hexano
hasta sequedad,;
codificar y almacenar a - ‘
10°C

\ ) (Someter el material vegetal

seco a lixiviacion con
diclorometano por 72 horas)

‘ 7

[ Filtrar ]

°
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Concentrar el extracto\ Secar el material vegetal
de diclorometano en para eliminar restos de
rota evaporador a 50°C Diclorometano.
hasta sequedad;
codificar y almacenar a - l

(o}

\10 C y .
(Someter el  material
vegetal seco a lixiviacion
con metanol por 72 horas)
x3.

[ Filtrar ]

| }
Concentrar el extracto\ Desechar el  material
de metanol en rota vegetal una vez se haya
evaporador a 50°C completado los procesos
hasta sequedad; de extraccion
codificar y almacenar a -

\10°C y
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GRUPO BIOTECNOLOGIA -
PRODUCTOS NATURALES UTP

Anexo 5. Promedios de los conteos para la medicion de la elongacion del tubo

germinativo de ascosporas con extractos UTP a 1000 mg/L.

N° Extracto GN GC GD NG
141 0 84 16 0
142 84,3 11,7 4 0
143 65,95 28,35 5,7 0
144 0 23,7 76,3 0
145 58 42 0 0
146 56 43,35 0 0,65
147 21 76,95 2 0
148 0 0 3,65 96,35
149 3,35 96,65 0 0
150 78 16,35 5,65 0
151 92 8 0 0
152 1,7 92,3 6,3 0
153 0 81,3 16,7 0
154 9 89,65 1,35 0
155 2,325 96,35 1,325 0
156 47 52 1 0
157 3,65 96,35 0 0
158 0 66 0 34
159 5,35 94,65 0 0
160 3,65 96,35 0 0
161 6,35 91,3 2,35 0
162 6 93 1 0
163 93,3 6,35 0,35 0
164 90 10 0 0
165 85 15 0 0
166 58,35 0 41,65 0
167 85 14,65 0,35 0
169 0 28,35 71,65 0
170 82 18 0 0
171 57,7 35,3 7 0
172 59,3 40,7 0 0
173 41,65 28,3 30 0
174 82 6,65 11 0
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175 70 30 0 0
176 85 15 0 0
177 80,3 15 4,65 0
178 0 78,65 21,35 0
179 55,7 37 7,35 0
180 0 83,35 16,65 0
181 39,65 30,35 31,7 0
182 65,65 34,35 0 0
183 58,35 0 41,65 0
184 78,7 20,65 0,65 0
185 0 27 73 0
186 79 14,35 6,65 0
187 86 9,65 4,35 0
Control (-) 95,35 2,35 1,35 1
Control (+) 0 0 100 0

e GN: GERMINACION NORMAL

e GC: GERMINACION CORTA

e GD: GERMINACION DEFORME

e NG: NO GERMINADO

e CONTROL NEGATIVO: EtOH-H,0 (2:3)
e CONTROL POSITIVO: BENLATE 1 mglL.
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GRUPO BIOTECNOLOGIA -
PRODUCTOS NATURALES UTP

Anexo 6. . Promedios de los conteos para la medicion de la elongacién del tubo

germinativo de ascosporas con extractos UTP a 500 mg/L.

ENSAYO GN GC GD NG
141 130 11 3.5 0
144 129 21 0 0
147 121.5 12 16.5 0
148 0 0 13.5 136.5
149 99 40 11 0
152 91 47 12 0
153 58.5 78.5 13 0
154 124.5 11.5 14 0
155 99.5 1.5 49 0
157 46.5 88.5 0 15
158 77.5 72.5 0 0
159 126 24 2.5 0
160 89.5 60.5 0 0
161 89.65 10.35 0 0
162 16 115.5 18.5 0
168 11.5 35 3.5 0
169 78 0 72 0
178 124 19.5 6.5 0
181 113 37 0 0
185 0 37 113 0
control (-) 135 14.5 0 0
control (+) 0 0 100 0

e GN: GERMINACION NORMAL

e GC: GERMINACION CORTA

e GD: GERMINACION DEFORME

¢ NG: NO GERMINADO

e CONTROL NEGATIVO: EtOH-H,0 (2:3)
e CONTROL POSITIVO: BENLATE 1 mg/L.
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Anexo 7. Diametros del crecimiento radial del micelio de M. fijiensis para

extractos metandlicos del UTP 141 al UTP 163 con concentracion de 1000

mg/L.

ENSAY O DILA WVariable EXTBRACTO W Medias D.E. Medianas H P
i,00 20,00 DIAMETRO 101,00 35 7,18 3,03 8,40 Z25,7% <0,0001
1,00 20,00 DIAMETREC 141,00 15 5,34 0,71 5,45
1,00 Z0,00 DIAMETRO 142, 00 15 4, 78 1,14 5,20
1,00 20,00 DIAMETRO 143,00 15 4,51 0,42 4,50
1,00 20,00 DIAMETREC 144,00 15 3,94 0,48 4,05
1,00 Z0,00 DIAMETRO 145,00 15 3,72 0,40 3,70
1,00 20,00 DIAMETRO 144,00 15 2,74 2,05 3,80
1,00 20,00 DIAMETRCO 147,00 15 3,67 0,73 3, 95
1,00 Z0,00 DIAMETRO 148,00 15 o,00 0,00 o,o00
1,00 20,00 DIAMETRO 142,00 15 3,54 1,51 3,90
1,00 20,00 DIAMETREC 150,00 11 4,49 1,02 4,80
1,00 Z0,00 DIAMETRO 151,00 10 4 37 Z,50 5,13
1,00 20,00 DIAMETRO 152,00 15 4,42 1,32 4,770
1,00 20,00 DIAMETRCO 153,00 15 3,80 0,50 3, 90
1,00 Z0,00 DIAMETRO 154,00 15 4, 02 0,75 3,85
1,00 20,00 DIAMETRO 155,00 10 3,85 0,54 2,93
1,00 Z0,00 DIAMETERC 15&,00 15 4,31 0,53 4,25
1,00 Z0,00 DIAMETRO 157,00 15 T.,36 0,496 7,45
1,00 20,00 DIAMETRO 152,00 15 4,592 0,6 4,80
1,00 Z0,00 DIAMETERC 159,00 15 z,02 1,94 3,10
1,00 Z0,00 DIAMETRO l1s&0,00 15 o,00 0,00 o,o00
1,00 20,00 DIAMETRO 1&1,00 15 5,18 0,&2 5,05
1,00 Z0,00 DIAMETRC 162,00 15 5,05 0,67 4,80
i.00 2Z20. 00 DIAMETRO 1a&3.00 i5 5.81 0.8=2 5.85
ENIAYO DIA Variable EXTRACTO N Medias D.E. Medianas H =]
2,00 20,00 DIAMETRS 102,00 35 7,11 3,96 Q.00 zZZ0,74 <=0,0001
2,00 20,00 DIAMETRO 103,00 35 5,68 0,77 5,70
2,00 20,00 DIAMETRO 141,00 15 2,06 0,51 8,15
Z,00 Z0,00 DIAMETROD 142,00 10 &, 24 0,80 6,83
2,00 Z0,00 DIAMETRS 143,00 15 8,40 0,73 8,45
z,00 20,00 DIAMETRO 144,00 15 8,19 0,41 8,15
2,00 20,00 DIAMETRO 145,00 15 7,50 1,03 7,75
z,00 Z0,00 DIAMETRO 146,00 15 g,08 2,38 a,75
2,00 20,00 DIAMETRO 147,00 is a,%6 0,85 7,15
2,00 20,00 DIAMETRO 148,00 15 0,00 0,00 0,00
£,00 Z0,00 DIAMETRO 149,00 15 8,35 0,89 8,20
2,00 20,00 DIAMETRS 150,00 1s &,80 1,04 &, 20
2,00 Z0,00 DIAMETRO 151,00 15 8,25 0,65 8,40
2,00 20,00 DIAMETRO 152,00 15 2,11 0,45 7,925
Z,00 Z0,00 DIAMETRO 153,00 15 s,41 0,27 G, 45
2,00 Z0,00 DIAMETRS 154,00 15 8,14 0,58 8,05
2,00 Z0,00 DIaAMETRO 155,00 15 5,86 0,62 T,05
2,00 20,00 DIAMETRO 156,00 15 8,79 0,54 8,75
z,00 Z0,00 DIAMETRO 157,00 15 &, 77T 2,27 &, 20
2,00 20,00 DIAMETRO 158,00 i5 8,13 1,72 9,25
z,00 20,00 DIAMETRO 159,00 15 8,12 0,73 8,20
Z,00 Z0,00 DIAMETRO 1&0,00 15 o,00 O,00 0,00
2,00 20,00 DIAMETRS 141,00 1s 9,46 0,74 9,55
2,00 Z0,00 DIAMETRO 1&Z,00 10 8,04 0,33 8,05
2,00 20,00 DIAMETRO 163,00 15 7,90 2,33 8,55
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Anexo 8. Diametros del crecimiento radial del micelio de M. fijiensis para extractos
metandlicos del UTP 164 al UTP 175 con concentracion de 1000 mg/L.

ENSAYO DIA Variable EXTRACTO N Medias D.E. Medianas H p
1,00 20,00 DIAMETRO 101,00 35 7,18 3,03 8,40 131,13 <0,0001
1,00 20,00 DIAMETRO 164,00 15 5,92 0,49 6,10

1,00 20,00 DIAMETRO 165,00 15 7,23 0,79 7,10

1,00 20,00 DIAMETRO 166,00 15 6,49 0,78 6,40

1,00 20,00 DIAMETRO 167,00 15 6,77 0,50 6,80

1,00 20,00 DIAMETRO 168,00 15 6,55 0,44 6, 60

1,00 20,00 DIAMETRO 169,00 10 9,45 0,55 9,25

1,00 20,00 DIAMETRO 170,00 15 6,11 0,37 6,15

1,00 20,00 DIAMETRO 171,00 15 4,47 0,21 4,45

1,00 20,00 DIAMETRO 172,00 15 6,63 0,61 6,35

1,00 20,00 DIAMETRO 173,00 15 5,37 0,59 5,40

1,00 20,00 DIAMETRO 174,00 15 8,20 0,72 7,85

1,00 20,00 DIAMETRO 175,00 15 7,83 1,26 8,20

ENSAYO DIA Variable EXTRACTO N Medias D.E. Medianas H p
2,00 20,00 DIAMETRO 102,00 35 7,11 3,96 9,00 107,90 <0,0001

2,00 20,00 DIAMETRO 164,00 15 6,47 0,56 6,35
2,00 20,00 DIAMETRO 165,00 10 7,46 1,16 7,45
2,00 20,00 DIAMETRO 166,00 15 7,38 0,34 7,40
2,00 20,00 DIAMETRO 167,00 11 6,64 2,28 7,10
2,00 20,00 DIAMETRO 168,00 15 6,92 0,82 6,85
2,00 20,00 DIAMETRO 169,00 15 6,85 0,37 6,8
2,00 20,00 DIAMETRO 170,00 15 6,01 0,58 5,9
2,00 20,00 DIAMETRO 171,00 15 4,58 0,26 4,5
2,00 20,00 DIAMETRO 172,00 14 5,83 1,27 6,2
2,00 20,00 DIAMETRO 173,00 15 4,42 0,29 4,40
2,00 20,00 DIAMETRO 174,00 15 7,48 0,92 7,50
2,00 20,00 DIAMETRO 175,00 15 8,74 0,65 8,85
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Anexo 9. Diametros del crecimiento radial del micelio de M. fijiensis para extractos
metandlicos del UTP 176 al UTP 187 con concentracion de 1000 mg/L.

ENSAYO DIAL Varisble EXTRACTO N Medias D.E. Medianas H p
1,00 20,00 DIAMETRO 104,00 40 7,61 0,83 7,68 133,79 <0,0001
1,00 20,00 DIAMETRO 176,00 10 7,78 0,41 7,78

1,00 20,00 DIAMETRO 177,00 15 5,75 0,45 5,75

1,00 20,00 DIAMETRO 178,00 15 8,21 0,61 8,05

1,00 20,00 DIAMETRO 179,00 15 7,54 0,52 7,50

1,00 20,00 DIAMETRO 180,00 15 6,22 0,63 5,95
1,00 20,00 DIAMETRO 181,00 10 5,53 0,41 5,60
1,00 20,00 DILMETRO 182,00 15 5,95 0,48 6,00

1,00 20,00 DIAMETRO 183,00 15 7,08 0,66 7,10
1,00 20,00 DIAMETRO 184,00 15 6,53 0,57 6,40

1,00 20,00 DIAMETRO 185,00 15 6,05 0,71 6,10

1,00 20,00 DIAMETRO 186,00 15 7,59 0,44 7,50

1,00 20,00 DIAMETRO 187,00 15 7,40 0,78 7,15

ENSAYO DIA Variable EXTRACTO N Medias D.E. Medianas H p
2,00 20,00 DIAMETRO 176,00 15 8,21 0,65 8,05 127,75 <0,0001
2,00 20,00 DIAMETRO 177,00 15 6,14 0,54 6,10

2,00 20,00 DIAMETRO 178,00 15 8,16 0,75 8,10

2,00 20,00 DIAMETRO 179,00 15 6,99 0,82 7,10

2,00 20,00 DIAMETRO 180,00 15 6,04 0,59 5,80

2,00 20,00 DIAMETRO 181,00 15 6,34 0,33 6,40

2,00 20,00 DIAMETRO 182,00 15 4,96 0,65 4,85

2,00 20,00 DIAMETRO 183,00 15 7,05 0,44 6,93

2,00 20,00 DIAMETRO 184,00 15 6,17 0,65 6,05

2,00 20,00 DIAMETRO 185,00 15 5,97 0,66 6,00

2,00 20,00 DIAMETRO 186,00 15 7,78 0,66 7,60

2,00 20,00 DIAMETRO 187,00 15 7,04 0,64 6,90
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