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RESUMEN
En el presente proyecto de investigacion, el objetivo fue la evaluacion del efecto in vitro
de extractos y aceites esenciales de ortiga (Urtica dioica L.) y ruda (Ruta graveolens)
sobre moniliasis (Moniliophthora roreri) de cacao (Theobromas cacao). Los aceites
esenciales se obtuvieron por el método de destilacion por arrastre de vapor y los extractos
por el método de maceracion. Para comprobar los efectos de los aceites esenciales y los
extractos, estos se prepararon junto al medio de cultivo PDA a concentraciones de 0%,
5%, 10%, 15% y 20% v/v para cada uno y siendo incubados a una temperatura de 28 °C.
La primera variable de evaluacion que es la inhibicion del crecimiento radial, el extracto
de ortiga al 20% inhibid el crecimiento en un 53,79%, el extracto de ruda a una
concentracion del 20% inhibid el crecimiento en un 47,28%. La segunda variable de
evaluacion que es la inhibicidn de esporulacién, el extracto de ortiga a un 15% y 20%
inhibid la esporulacion en 68,98% y 77,95% respectivamente, sin encontrar diferencia
significativa, el extracto de ruda a un 20% inhibio la esporulacién en un 79,37%. Las
concentraciones utilizadas con el aceite esencial de ruda fueron muy altas, estos
inhibiendo el crecimiento radial y la esporulacion en su totalidad, el aceite esencial de
ortiga por el método de destilacién por arrastre a vapor se obtuvo en cantidades muy
pequefias. Concluyendo que el aceite esencial de ruda, los extractos de ruda y ortiga si

detienen el crecimiento y esporulacion de Moniliophthora roreri.

Palabras claves: Moniliophthora roreri, aceites esenciales, maceracion, esporulacion,

destilacion al vapor.
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ABSTRACT
In this research project, the objective was the evaluation of the in vitro effect of extracts
and essential oils of nettle (Urtica dioica L.) and rue (Ruta graveolens) on moniliasis
(Moniliophthora roreri) of cocoa (Theobromas cacao). The essential oils were obtained
by the steam distillation method and the extracts by the maceration method. To verify the
effects of the essential oils and the extracts, these were prepared together with the PDA
culture medium at concentrations of 0%, 5%, 10%, 15% and 20% v/v for each one and
being incubated at a temperature of 28°C. The first evaluation variable, which is the
inhibition of radial growth, nettle extract at 20% inhibited growth by 53.79%, rue extract
at a concentration of 20% inhibited growth by 47.28%. The second evaluation variable,
which is the inhibition of sporulation, the nettle extract at 15% and 20% inhibited
sporulation by 68.98% and 77.95% respectively, without finding a significant difference,
the rue extract at 20 % inhibited sporulation by 79.37%. The concentrations used with the
essential oil of rue were very high, these inhibiting radial growth and sporulation in its
entirety, the essential oil of nettle by the steam distillation method was obtained in very
small quantities. Concluding that rue essential oil, rue and nettle extracts do stop the

growth and sporulation of Moniliophthora roreri.

Key words: Moniliophthora roreri, essential oils, maceration, sporulation, steam

distillation.
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INTRODUCCION

La pudricion helada de las mazorcas o pudricion de la monilia de la mazorca es causada
por Moniliophthora roreri, siendo esta una enfermedad neo tropical y un patdégeno
hemibiotrofico coevolucionado M. roreri surgio en Theobroma gileri en bosques
submontanos en las laderas noroccidentales de los Andes (Evans, 2007). M. roreri se
encuentra actualmente distribuido en diferentes paises de centro américa y américa del
sur, en el Per( se puede encontrar al noroeste (Ploetz, 2016). Si M. roreri sale de
Ameérica, este tiene la posibilidad de acabar el suministro mundial de cacao (Vicente,
2018).

M. roreri es una de las enfermedades que causan la pudricion helada de las mazorcas,
estas enfermedades pueden dafiar en 90% el cultivo y esto puede llevar al abandono
del cultivo (Bailey et al., 2018). Por el afio 2001 se perdieron 30.000 toneladas y por
el afio 2012 se perdieron 53.000 toneladas, la mayor pérdida se llevo en Costa Rica ya
que tuvo una caida abrupta de 12.000 toneladas en 1962 a 708 toneladas en 2001
(Ploetz, 2016).

En 1988 aparecio en Per( por primera vez, especificamente en la provincia de Bagua
Grande en la region Amazonas (Ploetz, 2016), las perdidas por M. roreri en el Per( se
encuentra en un rango del 16 y 80%, esto puede variar segun la zona, época del afio y
de acuerdo a las condiciones climéticas. La presencia de M. roreri en los lugares
cacaoteros de Per( son: Ayacucho (Vrae 60%); Cajamarca (Jaen — San Ignacio 80%);
San Martin (Juanji 15%, Saposoa 30%, Tarapoto 20%, Tocache 30%); Amazonas
(Bagua — Uctubamba el 60%); Junin (Satipo 85%); Ucayali (Padre Abad en un 20%)
y Cusco (La Convencion 25%) (Villamil et al., 2012).

En el afio 2018 el mercado de la Unidn Europea afectd a gran parte de la produccion
peruana, ya que estos impusieron limites por la presencia de cadmio en los derivados
del cacao, de esa manera debilitando la exportacion a dicho mercado Coronel et al,
(2021), la mayor causa de dicho suceso es debido que usan fungicidas de origen
quimico para el control de enfermedades Acosta y Villa (2016), lo cual esto tiene un

impacto negativo en lo socioeconémico y ambiental Roshinus et al, (2020).

Para el manejo de esta enfermedad se requiere de enfoques integradores, con un
paquete de labores como lo son: bioldgicos, genéticos, culturales y quimicos, de esta

manera el hongo no puede crear resistencia a ciertas labores agricolas y al mismo
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tiempo podemos ser amigables con el medio ambiente Acebo et al, (2012). Los
diferentes tipos de extracto de ciertas plantas pueden sintetizar metabolitos primarios
y secundarios (flavonoides, fenoles, quinonas, cumarinas, flavonas, taninos y acidos
fenolicos) lo cual estos tienen un efecto antimicrobiano, dando como resultado una
defensa contra microorganismos patégenos y siendo amigable con el medio ambiente
Gurjar et al, (2012), del mismo modo los compuestos quimicos obtenidos de los aceites
esenciales fueron demostrados que tienen un efecto antimicrobiano contra un amplio
numero de patdgenos, donde llegan a ser productos biodegradables y que carecen de

toxicidad para el medio ambiente (Soylu et al., 2006).

Con lo escrito anteriormente, el uso de extractos y aceites esenciales de diferentes
especies vegetales pueden ser una alternativa para luchar contra la M. roreri, ya que
estos pueden tener resultados satisfactorios en lo econémico, ambiental y sobre todo
una produccion organica ya que en los ultimos afios va creciendo la demanda. En ese
contexto, en la presente investigacion se buscé evaluar de forma in vitro la inhibicion
del crecimiento radial e inhibicion de la esporulacién de moniliasis (Moniliophthora
roreri) usando extractos y aceites esenciales de ortiga (Urtica dioica L.) y ruda (Ruta
graveolens).
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II. MATERIAL Y METODOS
2.1. Lugar de ejecucion
Esta investigacion se ejecuto entre los meses de noviembre del 2020 hasta julio
del 2021, la presente investigacion fue realizada en el Instituto de Investigacion
para el Desarrollo Sustentable de Ceja de Selva (INDES-CES) de la Universidad
Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas, Chachapoyas,
especificamente en las instalaciones del Laboratorio de Investigacion de Sanidad
Vegetal (LABISANV).

Figura 1
Ubicacion geogréfica y croquis de LABISANV, ciudad universitaria UNTRM-A.

DEPARTAMENTO
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REPUBLICA
DEL PERU
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Fuente: Elaboracion propia.
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2.2. Disefio de la investigacion

A. Descripcion de los tratamientos

Tabla 1

Descripcion de los tratamientos

Experimento: 01 con extracto Experimento: 02 con aceite esencial

: Especie a
Especiea  concentraciones Descripcion p _ Concentraciones  Descripcion
- utilizar
utilizar
C1=0% TO=AC1 C1=0% TO0=BC1
C2=5% T1=AC2 ) C2=5% T1=BC2
A= Urtica B= Urtica
C3=10% T2=AC3 . C3=10% T2=BC3
dioica L dioica L.
' C4=15% T3=AC4 C4=15% T3=BC4
C5=20% T4=AC5 C5=20% T4=BC5

Experimento: 03 con extracto Experimento: 04 con aceite esencial

- Especie a
Especiea  concentraciones Descripcion p _ Concentraciones  Descripcion
utilizar utilizar
C1=0% T0=DC1 C1=0% TO=EC1
C2=5% T1=DC2 C2=5% T1=EC2
D=Ruta E=Ruta
- C3=10% T2=DC3 | C3=10% T2=EC3
graveolens
graveolens  cg-150, T3=DC4 C4=15% T3=EC4
C5=20% T4=DC5 C5=20% T4=EC5

En la Tabla 01, se observa 04 experimentos independientes, donde se probaron el efecto
in vitro de extractos y aceites esenciales de Urtica dioica L y Ruta graveolens contra
Moniliophthora roreri. Para la definiciébn de los tratamientos se menciona que:
A=extracto de Urtica dioica L, B=aceite esencial de Urtica dioica L, D=extracto de Ruta
graveolens, E=aceite esencial de Ruta graveolens, Tn=tratamientos Yy

Cn=concentraciones.
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B. Tratamientos

Figura 2

Disefio experimental

EXPERIMENTO 01 EXPERIMENTO 02
Te | To | 7o | 02 | O To | Jo | T T2 | Ts
T [T | T | & | O3 T | T | T [T | &
B R | B D [ ® 0| 0G| T
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EXPERIMENTO 03 EXPERIMENTO 04
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T2 Ty | Ts To Ty T2 Ty | Ta Ta T
T To | Ta | 0d | T Ty | @2 | T3 | T0 | To
‘Tn J Ti | T2 vTJ ar Tp | Tt ‘ Tz : Ta ‘Ta

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 02, se tienen el experimento 01=extracto de Urtica dioica L., experimento
02=aceite esencial de Urtica dioica L., experimento 03= extracto de Ruta graveolens y
experimento O04=aceite esencial de Ruta graveolens, cada uno de ellos con sus cinco
tratamientos y cinco repeticiones cada uno. En este caso el testigo (TO) fue distribuido en
cada uno de los ensayos. Siendo el TO lo que determind si existio algun efecto o cambio
en cada uno de los tratamientos y cudl de ellos fue el mejor.

2.3. Caracteristicas del experimento
Tabla 2

Caracteristicas generales del experimento.

Disefio completamente al Azar

Tratamientos 5
N° de unidades experimentales por repeticion 5
Total de unidades experimentales por tratamiento 100
Medidas de placas por tratamiento 90mm
N° de placas petri a evaluar 100
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2.4.

2.5.

Metodologia
Poblacion

La poblacion estudiada estuvo conformada por 100 placas Petri, que contuvieron
extractos y aceites esenciales de ortiga (Urtica dioica L.) y ruda (Ruta

graveolens) para el biocontrol de moniliasis (Moniliophthora roreri).
Muestra

Para el presente estudio la muestra fue igual que la poblacién, se evaluaron 100

placas (cada uno de 90 mm de didmetro).
Muestreo
El muestreo fue de tipo probabilistico.

Andlisis de datos

Disefio de la investigacion

Se establecio cuatro experimentos independientes, uno por cada extracto y aceite
esencial. Cada experimento tuvo un Disefio Completamente al Azar (DCA), con
cinco tratamientos que incluye al testigo (0%, 5%, 10%, 15% y 20% v/v de las
concentraciones de extractos y aceites esenciales), cada tratamiento tuvo cinco
repeticiones independientes. Todos los datos generados fueron analizados por un
analisis de varianza (ANVA), al 5% de significancia; en el caso de significancia
en los tratamientos en estudio, se sometio a un analisis de comparacion maltiples
Tukey (o > 5%) y se procesd6 mediante el paquete estadistico Infostat (versién
2012e; Cordoba Argentina).

Modelo aditivo lineal

Yij=p+ Ti + Ejj

Donde:

Yij : Control de Moniliophthora roreri en la i-ésima dosis del tipo de control
y j-ésima repeticion.

M : Efecto de la media general.

Ti  : Efecto del i-ésimo tratamiento.

Eij : Efecto aleatorio (error experimental) que pertenece a la Yij observacion

de la variable respuesta con i-ésimo tratamiento, j-ésima tratamiento.
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Tabla 3

Esquema del analisis de varianza
Prueba de hipotesis

La hipotesis para tratamientos.
Ho: To=T1=Te=... =T4

Ha: TozT1=T=...=Tsparai=0,1, 2, ..., 4 tratamientos.

Nivel de significacion: a = 5%

Cuadro ANVA del experimento

Suma de

Fuente de Grados de Cuadrados  Cuadrados Fealc _value
Variacién libertad (GL) 50 Medios ca P
. M i P
Tratamiento t-1 SCrratamientos  CMuatamients Uéﬁ;l”;mos/ (F>Fo)
Error Ytq(ni— 1) SC error CME
Total Ytig(ni— 1) SChotal
2.6. Variables de estudio y su metodologia de evaluacion

Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial

Para medir el porcentaje del crecimiento radial del agente infeccioso, se
realizaron dos lineas perpendiculares que intersecan en el centro del disco
sembrado con Moniliophthora roreri, para posteriormente medir el diametro de
cada placa sembrada. Las medidas se realizaron cada 24 horas hasta que la placa
del testigo TO cubriera las tres cuartas partes con el agente infeccioso, lo cual

nos llevo 9 dias.
Porcentaje de inhibicion de formacidn de esporas

El porcentaje de inhibicion de formacion de esporas del agente infeccioso se

determiné contando las esporas en el hemocitometro (camara Neubauer). El
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conteo de esporas se realiz6 cuando la placa testigo llego a cubrir las tres cuartas
partes con el agente infeccioso, donde se realizé al noveno dia desde la siembra.

Meétodos y técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos y

procedimiento.
Recoleccion de plantas

Las especies vegetales Urtica dioica L. y Ruta graveolens se recolectaron en el
anexo de Taquia del distrito de Chachapoyas, provincia Chachapoyas,

departamento de Amazonas a una altura de 2334 msnm.
Preparacion de extractos

Para obtener los extractos de ortiga (Urtica dioica L.) y ruda (Ruta graveolens)
fue de acorde a lo descrito por (Martin et al., 2017).

Se pesaron 500 gr de material vegetal en una balanza analitica y se lavaron las
hojas con lejia al 0.5%, para posteriormente enjuagarle con agua destilada.

Con un bisturi lavado con lejia al 0.5% se corté la parte aérea de las plantas ya
sean flores, tallos y hojas en trozos de 2 cm aproximadamente para colocarles en
un mortero y ser triturados, esto fue adjuntado en un vaso precipitado con 500
ml de agua destilada.

Se dejé macerando por 07 dias, para ser agito por 3 minutos diario con una varilla
de vidrio.

Pasado el tiempo de siete dias, con ayuda de un embudo de vidrio y papel filtro
Whatman N° 01 se pas6 a filtrar.

Una vez realizado el filtrado de los extractos, se guardd en un frasco &mbar y se

guardd en un lugar seguro, fresco, oscuro y a temperatura ambiente.
Obtencidn de los aceites esenciales

Para adquirir los aceites esenciales de ortiga (Urtica dioica L.) y ruda (Ruta
graveolens) se utiliz6 el método de destilacion por arrastre de vapor, descrito por
(Ventura, 2017).

Se lavaron las especies vegetales con agua para eliminar restos de tierras e

insectos que se encontraban y luego se oreo por 24 horas a temperatura ambiente.
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Se montd el equipo de destilacion por arrastre al vapor, para posteriormente
pesar 10 kg del material vegetal y se coloco en el tanque superior del equipo, en
el tanque generador de vapor se agrego 15 litros de agua destilada.

Se encendid la cocina industrial del equipo por un lapso de 2 a 3 horas, cuando
ya no se observaba mas la salida del aceite esencial, esto se dio por finalizado.
Se paso a separar el agua del aceite esencial por decantacion y el aceite esencial
se agregd en una botella de color ambar para ser almacenada a temperatura

ambiente y en un lugar freso.
Preparacion del medio de cultivo PDA:
Se trabajé segun lo acorde por (Holmes et al., 2004).

En un Matraz Erlenmeyer se colocé 800 ml de agua destilada y 31,2 g de PDA.
Se hizo hervir en una cocina eléctrica como agitar la solucion, para luego ser
tapados con algodon y papel aluminio.

Se coloco en la autoclave a 15 PSI por un lapso de 15 minutos a 121 °C y se dejo
reposar para llegar a una temperatura de 45 °C aproximadamente.

Llegado la temperatura indicada, fuimos a la cabina de flujo laminar donde
estaban 25 placas ya previamente esterilizados con rayos UV.

Se sirvieron 30 ml aproximadamente de medio PDA por placa, se dejo solidificar
en la cabina.

Se sellaron las placas con para film y se guard6 en una refrigeradora hasta su

uso.
Toma de muestra y aislado de Moniliophthora roreri:

La toma de muestra y aislado de Moniliophthora roreri se realiz6 en el Caserio
de LLuhuana, en el distrito de Copallin, provincia de Bagua, departamento de

Amazonas, esta actividad fue de acorde a lo descrito por (Suarez, 2006).

Se recolectaron las mazorcas de cacao que presentaron el hongo, estas fueron
colocadas en sobres de manila y su traslado fue a temperatura ambiente.

Las mazorcas se lavaron con hipoclorito de sodio al 2.5% durante tres minutos,
de igual manera se lavo con alcohol al 70% por tres minutos.

En la cabina de flujo laminar y con un bisturi esterilizado se corté la piel de la
mazorca dejando el mesocarpio infectado con el Fito patdgeno a la vista.
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Con un sacabocado esterilizado se sacaron trozos del mesocarpio con el hongo
y fueron puestos en medio PDA, en cada placa se colocaron cinco trozos.

Se sellaron las placas con para film y se dejé en incubacion por 10 dias a 28°C.
Identificacion de Moniliophthora roreri:

La metodologia de tincion simple nos sirvio para la identificacion de moniliasis

en cacao y fue de acorde a lo descrito por (Suarez, 2004)

Se montd el microscépico, luego se paso a colocar parte del micelio del hongo
incubado sobre un portaobjeto y se afiadié el colorante azul de lacto fenol, donde
se observo la presencia de las estructuras morfoldgicas del agente infeccioso,
como las esporas, hifas, conidios y luego fue cultivado por punto de hifa.

Preparacion de medio de cultivo PDA con los extractos y aceites esenciales:

El medio de cultivo PDA junto con los extractos y aceites esenciales se prepard
por el procedimiento de medio de cultivo envenenado descrito por (Ahmad et
al., 2017).

Los extractos y aceites esenciales se mezclaron con el medio PDA en 1:1 (V/V)
para preparar los medios envenenados.

En dos matraces Erlenmeyer de 250 ml se agregaron 120 ml de agua destilada y
4.68 gramos de PDA, se hizo hervir en una cocina eléctrica para posteriormente
taparle con algodon y papel aluminio.

Se cogi6 dos matraces de 250 ml, se agregaron 4,68 gramos de PDA, 6 ml de
extracto vegetal o aceite esencial a cada matraz y 114 ml de agua destilada, se
agitaron y colocaron en una cocina eléctrica hasta el punto de ebullicion, para
luego ser tapados con algoddn y papel aluminio.

En dos matraces de 250 ml se coloco 4,68 gramos de PDA, 12 ml del extracto
vegetal o aceite esencial a cada matraz y 108 ml de agua destilada, para luego
ser hervidos en una cocina eléctrica, fueron tapados con algodon y papel
aluminio.

Se cogieron dos matraces de 250 ml y se agregé 4,68 gramos de PDA, 18 ml del
extracto vegetal o aceite esencial a cada matraz y 102 ml de agua destilada,
posteriormente se hizo hervir en una cocina eléctrica, para ser tapados con

algodon y papel aluminio.
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» En dos matraces de 250 ml se agregaron 4,68 gramos de PDA, méas 24 ml del
extracto vegetal o el aceite esencial a cada matraz y 96 ml de agua destilada,
luego se hizo hervir en una cocina eléctrica, para ser tapados con algoddn y papel
aluminio.

» Teniendo los cinco matraces de 250 ml con 0%, 5%, 10%, 15% y 20% de cada
extracto vegetal y de cada aceite esencial, fueron colocadas en una autoclave a
15 PSI por un lapso de 15 minutos a una temperatura de 121 °C.

» Enlacabina de flujo laminar con placas previamente esterilizadas con rayos UV,
se sirvieron 20 ml aproximadamente a cada placa, fueron selladas con para film
y envueltas en papel para finalmente colocarlos en una refrigeradora hasta su
utilizacion.

Siembra del hongo en los medios de cultivo envenenado:

Para sembrar la moniliasis en las placas que contienen el medio PDA y extracto

0 aceite esencial, se realizd de acorde a lo descrito por (Fiori et al., 2000).

» Se cogieron las placas con puro PDA y que tengan las % partes de Moniliasis
(Moniliophthora roreri).

» En una cabina de flujo laminar y con un sacabocado de 7 mm previamente
esterilizado se sacaron trozos del borde del hongo (hifas en crecimiento).

» Estos fueron colocados en el medio de cada placa con los diferentes medios de
cultivos envenenados.

> Fueron selladas con para film cada placa para luego ser codificados y puestos a
incubar a 28 grados.

Procedimiento de recoleccion de datos sobre el crecimiento radial y

porcentaje de inhibicion radial del hongo:
Para el crecimiento radial del hongo se trabajé de acorde a (Fioriet al., 2000).

> Las evaluaciones se iniciaron a las 24 h. después de que el experimento comenzé
y termino cuando los dos tercios de las placas TO (testigo) se encontraron
cubiertos por el hongo, esto se realizé con la ayuda de un vernier, por lo que

estas evaluaciones se realizaron a la misma hora.

Para determinar el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial se aplico la

formula siguiente que fue descrito por (Nagendra et al., 2010).
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PIM=(C-T)x 100
C
Donde C es el diametro de TOy T es el de los tratados.

Procedimiento de recoleccidn de datos sobre el porcentaje de inhibicion de

la esporulacion:
Se trabajo6 segun la metodologia descrito por (Aradjo et al., 2008)

Se tomaron las colonias de cada tratamiento y se adicion6 10 ml de agua
destilada estéril con Tween 80 al 0.1% y con ayuda de una espatula Drigalsky se
removieron las esporas para ser agitados por un lapso de 60 segundos y con una

camara de Neubauer determinamos la concentracién de esporas por mililitro.

Para calcular el porcentaje de inhibicion de esporulacion se utilizo la siguiente

formula:

PIE=(C-T)x 100
C

Donde C es la esporulacion de la colonia del control y T es el de los tratados.
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I11. RESULTADOS

3.1. Inhibicién del crecimiento radial con extracto de ortiga (Urtica
dioica L.)

Figura 3
Inhibicion del crecimiento radial de Moniliophthora roreri bajo cinco concentraciones

de extracto de Urtica dioica L.

INHIBICION DE CRECIMIENTO RADIAL DE
Moniliophthora roreri CON EXTRACTO DE Urtica dioica L.
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Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 03, se puede evidenciar que existen diferencias significativas en el
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial con cada concentracion utilizada
del extracto de Urtica dioica L., segn la prueba Tuckey p<0.05; obteniendo
cinco grupos estadisticos incluyendo al testigo, donde se observa que los grupos:
B de 5% (v/v), el grupo C de 10% (v/v), el grupo D de 15% (v/v) y el grupo E
de 20% (v/v), tienen diferencia significativa comparados al grupo A (testigo) de
0% (v/v), lo cual el grupo E de 20% tuvo un mayor porcentaje de inhibicion del

crecimiento radial en comparacion al testigo.
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3.2. Inhibicién de esporulacion con extracto de ortiga (Urtica dioica L.)

Figura 4
Inhibicion de esporulacion de Moniliophthora roreri bajo cinco concentraciones de
extracto de Urtica dioica L

INHIBICION DE ESPORULACION DE Moniliophthora
roreri CON EXTRACTO DE Urtica dioica L.
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Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 04, se puede apreciar que existen tres grupos incluyendo al testigo
en la que existen diferencias significativas en cuanto en la inhibicién de
esporulacién con extracto de ortiga (Urtica dioica L.), dentro del grupo B se
encuentran las concentraciones de 5% (v/v) y 10% (v/v), lo cual fue inferior al
grupo C donde se encuentran las concentraciones de 15% (v/v) y de 20% (v/v),
todas estas concentraciones fueron comparadas con el testigo que es el grupo
A% (VIV).
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3.3. Inhibicién del crecimiento radial con extracto de ruda (Ruta graveolens)

Figura 5

Inhibicidn del crecimiento radial de Moniliophthora roreri bajo cinco concentraciones

de extracto de Ruta graveolens.
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En la figura 05, se puede evidenciar que existen diferencias significativas en el

crecimiento radial en las concentraciones utilizadas con el extracto de Ruta

graveolens, segun la prueba Tuckey p<0.05; obteniendo cuatro grupos

estadisticos incluyendo el testigo que es el grupo A de 0% (v/v), el grupo B de

5% (v/v) siendo el menor de todos, el grupo C de 10% (v/v) y 15% (v/v) de

concentraciones no hubo diferencia significativa y por tltimo el grupo D de 20%

(v/v) que fue mayor a todos.
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3.4.

Inhibicion de esporulacion con extracto de ruda (Ruta graveoles)

Figura 6

Inhibicion de esporulacion de Moniliophthora roreri bajo cinco concentraciones de

extracto de Ruta graveolens.
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Fuente: Elaboracion propia.

3.5.

En la figura 06, segun la prueba Tuckey p<0.05 se puede apreciar que existen
diferencias significativas con cada concentracion utilizada del extracto de ruda
(Ruta graveolens) comparados con el testigo; en la que el grupo B de 5% (v/v)
es la que menos inhibio la esporulacion y en la que se asemeja al grupo C de
10% (v/v), por otro lado la concentracion del extracto de Ruta graveolens en la
que tuvo mayor eficacia en inhibir la esporulacion de Moniliophthora roreri fue
del grupo E de 20 % (v/v).

Inhibicion del crecimiento radial e inhibicion de esporulacién con aceite
esencial de ortiga (Urtica dioica L.)
Durante la ejecucién del proyecto se propuso extraer aceite esencial a través del

método descrito por (Ventura, 2017). Sin embargo, se obtuvo cantidades
minimas de aceite esencial de ortiga, incluso después de 6 ciclos de extraccion,
con aumento de horas (6h, 9h y 12h), la cantidad extraida fue minima para

realizar los experimentos.
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3.6. Inhibicidn del crecimiento radial e inhibicion de esporulacion con aceite
esencial de ruda (Ruta graveolens).
Para el presente proyecto se propuso trabajar por el método de medio de cultivo

envenenado descrito por (Ahmad et al., 2017), sin embargo, las dosis utilizadas
en el proyecto fueron muy elevadas, ya que no se observo la presencia del
crecimiento radial de Moniliophthora roreri, por ende, no se pudo realizar las
evaluaciones tanto en el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial como en

la inhibicion de esporulacion.
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IV. DISCUSION
Esté evidenciado que el extracto de Urtica dioica L. inhibi6 el crecimiento radial de
M. roreri, el efecto del extracto de ortiga contra enfermedades Fito patdgenas se
puede corroborar con la investigacion de (Villacis et al., 2017) ya que nos menciona
que el extracto de Urtica dioica L. (1ml) tuvo un efecto invitro del 12.94% sobre el
crecimiento radial de Colletotrichum acutatum una enfermedad del tomate de &rbol.

En este trabajo se encontraron diferencias significativas en los 5 tratamientos, con
una concentracion del 20% v/v de extracto de Urtica dioica L. logrd la mayor
inhibicion del 53.8% comparado con el testigo, esto se puede apoyar con la
investigacion de (Freire, 2017), donde nos menciona que el extracto de Urtica dioica
L. preparado al 50% v/v logro inhibir el crecimiento radial en un 69.70 % de monilia
(Moniliophthora roreri), esto se debe a que detienen la esporulacion y germinacion
de las esporas del hongo por su accion fungica.

El método de extracto de Urtica dioica L. también se puede corroborar con la
investigacion desarrollado por (Guerrero et al., 2020), en la que también se
observaron que los extractos de A. bledo, T. minuta, E. hirtay, P. oleraceay S. dulcis
mostraron disminucién en el crecimiento radial de (Moniliophthora roreri y

Moniliophthora palmivora) a concentraciones de 10%, 20% y 30%.

Araujo Castro y Guaminga (2022) nos menciona que en el extracto acuoso de ortiga
se encuentran presentes carbohidratos, alcaloides, saponinas y flavonoides, de la
misma manera nos menciona que los componentes como saponinas, taninos,
flavonoides, fenoles y alcaloides, estos desempefian un papel importante en la

actividad antimicrobiana.

De la misma manera en este trabajo de investigacion se pudo encontrar que el
extracto de ruda (Ruta graveolens) control6 la inhibicion del crecimiento radial de
moniliasis (Moniliophthora roreri), para corroborar en la inhibicién de una
enfermedad Fito patdgena con el extracto de ruda tenemos la investigacion de (Lima
et al., 2015), lo cual nos menciona que el extracto de Ruta graveolens demostrd
resultados positivos en la inhibicion del crecimiento micelial en tizon tardio en arroz
(Magnaporthe oryzae), donde utilizaron concentraciones de 0.5 mg/ml hasta 7.0

mg/ml, donde las dosis mas altas redujeron el crecimiento micelial en mas del 90%.
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En esta investigacion se pudo encontrar diferencias significativas en 4 de los 5
tratamientos, donde la concentracion al 20% v/v inhibié un 47.28%, siendo este la
mayor inhibicidn en el crecimiento micelial, este resultado podemos corroborar con
la investigacion de (Arcos et al., 2019), donde nos mencionan que el extracto de ruda
a una concentracion del 25% v/v inhibi6 el crecimiento micelial en un 57% de

Moniliophthora roreri.

En la investigacion de (Jaramillo, 2022), nos menciona que los extractos acuosos de
Allium Sativum L. y Capsicum spp. preparados al 30% y 20% respectivamente
tuvieron mayor impacto para inhibir el crecimiento micelial de Moniliophthora
roreri. Oliva et al., (2003) nos menciona que los extractos de las hojas de Ruta
graveolens con acetato de etilo se produce dos furanocumarinas, un alcaloide de
quinolina y cuatro alcaloides de quinalona, en la cual estos compuestos tuvieron una
actividad moderada en Colletotrichum acutatum (resistente al benomilo), Fusarium

oxysporum, Botrytis cinerea y Phomosis viticola.

De esta manera se pudo demostrar que Urtica dioica L. y Ruta graveolens pudo
inhibir en el crecimiento invitro radial de Moniliophthora roreri de Theobroma
cacao, sin embargo, esto puede tener algunos efectos en cuanto a las concentraciones
de los extractos, ya que algunas plantas tienen mas metabolitos que otras, incluso el

efecto varia de acuerdo a la parte de la planta que se utilice (Ramirez, 2021).

Los extractos de ciertas plantas también pueden inhibir la esporulacion de ciertos
hongos Fito patdgenos, se puede corroborar con la investigacion de (Xoca et al.,
2022), donde nos menciona que utilizaron el extracto de muérdago mexicano
(Psittacanthus calyculatus) a concentracion de 15 mg/ml resultando una reduccién

de la esporulacion de Colletotrichum gloesporoides, Curvularia sp y Fusarium sp.

En este trabajo, el extracto de Urtica dioica L. a concentraciones de 15% y 20% no
hubo diferencia significativa, inhibiendo la esporulacion en un 69.98% y 77.95%
respectivamente, el trabajo con Ruta graveolens también inhibio la esporulacion de
Moniliophthora roreri, la concentracion utilizada a un 20% inhibié en un 79.37%,
existe un gran numero de reportes donde se muestra un efecto similar provocado por

extractos de otras especies sobre un gran nimero de patdgenos.

Cortés et al., (2021), nos menciona que el extracto acuoso del mesocarpio de coco
(Cocos nucifera L.) concentrado a un 10% inhibe la esporulacion de Rhizophus
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stolonifer en un 94%. (Aguilar et al., 2022), también nos menciona que el extracto
de Hibiscus sabdariffa L. y Psidium guajava L. tienen la capacidad de inhibir la
esporulacién en un 99.45% y 83.83% respectivamente, en el caso de Carica papaya
fue muy baja con un 46.89%, pero los extractos de Bougainvillea spp. L., Dysphania
ambrosioides L, Mangifera indica L., y Pimenta dioica L. tuvieron una inhibicion
de esporulacién del 100%.

Para la presente investigacion también se tomO en cuenta trabajar con aceites
esenciales de Ruta graveolens y ortiga Urtica dioica, en el caso de la ruda se
utilizaron concentraciones de 0% v/v (testigo), 5% v/v, 10% v/v, 15% viv 'y 20% v/v,
en la que fueron concentraciones muy altas, donde se observaron que inhibieron el

crecimiento total de Moniliophthora roreri a excepto del testigo.

Aouadhi et al, (2013) cual nos menciona que el aceite esencial de Ruta chalepensis
a concentraciones de 1.6% v/v, 0.8% v/v y 0.8%v/v fueron las concentraciones
minimas para inhibir el crecimiento total de Aspergillus flavus, Aspergillos niger y
Candida albicans respectivamente. Haddouchi et al, (2013) el aceite esencial de Ruta
graveolens concentrado al 1% v/v inhibe el crecimiento micelial de Alternaria
alternaria (25%), Fusarium oxysporum (20%), Aspergillus flavus (22%), Candida

albicans (33%), Aspergillus fumigatus (15%) y Cladosporium herbarum (25%).

En el caso del aceite esencial de Urtica dioca L. fue complicado conseguirlo en altas
cantidades, esto se puede corroborar con la investigacion de (Delgado, 2021) donde
nos menciona que trabajé con 5 kg de ortiga por el método destilacion por arrastre
de vapor y no pudo obtener aceite esencial como tal, pero si obtuvo hidrolatos en
minimas cantidades. Petkova et al, (2020) obtuvo aceite esencial de semillas de ortiga
mediante el proceso de prensado frio, siendo imposible obtener dicho aceite esencial

para este proyecto ya que no se pudo encontrar dicha maquina en la universidad.

Moghaddam y Mehdizadeh (2016), nos dice que los aceites esenciales contienen
diferentes tipos de moléculas volatiles como terpenos y terpenoides, componentes
aromaticos y alifaticos derivados del fenol, en la cual son responsables de su modo
de accion anti fungica. Incluso nos menciona que la propiedad anti fungica de los
aceites esenciales de plantas se debe a su naturaleza lipdfila quien es el responsable
de la ruptura de la membrana plasmatica causando alteraciones morfologicas en el

hongo.
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V. CONCLUSIONES
El extracto de ortiga se comportd de una manera positiva para controlar la inhibicion
del crecimiento radial de la moniliasis, ya que todas las concentraciones utilizadas
tuvieron efecto para controlar la inhibicion de crecimiento radial, la inhibicién mas

alta fue de un 53,784% encontrado a una concentracion del 20%.

El extracto de ortiga tuvo un comportamiento positivo para inhibir la esporulacion de
moniliasis, utilizando concentraciones del 15% y 20% en la que no se encontrd

diferencia significativa se inhibi6 en un 68,98% y 77,95% respectivamente.

La inhibicion del crecimiento radial de moniliasis con el extracto de ruda tuvo un
impacto positivo, donde la concentracion al 20% fue lo que causo mayor efecto en la
inhibicion de crecimiento radial con un 47,28%.

El extracto de ruda inhibi6 de una manera positiva en la esporulacién de moniliasis,
ya que todas las concentraciones si tuvieron efecto, siendo la concentracién de un 20%

la que mayor inhibié en un 79,37%.

El efecto del aceite esencial de ruda actla de una manera positiva, ya que a
concentraciones mayores del 5% v/v inhiben el crecimiento y la esporulacion en su
totalidad.

La obtencién del aceite esencial de ortiga, se nos fue muy dificil por el método de
destilado por arrastre a vapor, ya que las cantidades que se obtenia eran bien minimas
lo cual nos dificultaba el proceso de decantacion.
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VI. RECOMENDACIONES

» Teniendo conocimientos que los extractos y aceites esenciales de ruda y ortiga
tuvieron efecto sobre el crecimiento de moniliasis, realizar un analisis de
espectrofotometria para poder cuantificar los metabolitos que actian sobre la
moniliasis.

> Realizar aplicaciones en campo de los extractos y aceites esenciales, para asi
poder corroborar con su efectividad de nivel de laboratorio.

» Evaluar la muerte de moniliasis por horas con aceite esencial de ruda, ya que las
concentraciones mayores al 5% inhiben el crecimiento total.

» Utilizar diferentes tipos de solventes y especies vegetales para realizar extractos
y/o aceites esenciales, para ser utilizadas contra enfermedades Fito patdgenas.

» Emplear concentraciones mas altas con los extractos y concentraciones mas bajas
con el aceite esencial de ruda.

» Realizar combinaciones del extracto de ortiga y ruda a diferentes concentraciones,

para poder observar su accion contra moniliasis.
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ANEXOS

ANEXOS 1. Andlisis de varianza
Tabla 4

Inhibicion del crecimiento radial con extracto de Urtica dioica contra Moniliasis

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 9606,278 4 2401,569 231.653  <0.0001
Concentracion 9606,278 4 2401,569 231.653  <0.0001
Error 207.342 20 10,367
Total 9813,620 24

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 5
Inhibicion de esporulacion con extracto de Urtica dioica contra Moniliasis

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 18506.46 4 4626.61  138.27 <0.0001
Concentracion 18506.46 4 4626.61  138.27 <0.0001
Error 669.24 20 33.46
Total 19175.7 24

Fuente: Elaboracion propia.
Tabla 6

Inhibicion de crecimiento radial con extracto de Ruta graveolens contra Moniliasis

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 6888,472 4 1722,118 77,561 <0.0001
Concentracion 6888,472 4 1722,118 77,561 <0.0001
Error 444,065 20 22,203
Total 7332,537 24

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 7

Inhibicion de esporulacion con extracto de Ruta graveolens contra Moniliasis

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 20256.85 4 5064.21 523.88 <0.0001
Concentracién  20256.85 4 5064.21  523.88 <0.0001
Error 193.33 20 9.67
Total 20450.18 24

Fuente: Elaboracion propia.
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ANEXOS 2. Panel fotografico.
Figura7

Recoleccién de Moniliasis en mazorcas de cacao

(A) Fuente de indculo; (B) Traslado de indculo; (C) Materiales para aislamiento; (D)

Siembra de patégeno en PDA,; (E) Crecimiento del patégeno; (F) Repique del patdgeno.
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Figura 8
Preparado de extractos y destilado de aceites esenciales

f' -

- =__-

(A) Equipo de destilado por arrastre a vapor; (B) Obtencion de aceite esencial; (C)
Obtencidn de extractos; (D) Extractos listos para guardar y utilizar.
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Figura 9

Preparado de medio de cultivo PDA mas extracto o aceite esencial

(A) PDA con aceite esencial; (B) PDA con extractos; (C) Materiales para servir medio;

(D) Placas con medio de cultivo PDA mas extracto y/o aceite esencial.

Figura 10
Evaluacioén de los medios de cultivo PDA con extracto o aceite esencial

(A) Placa con presencia de crecimiento radial; (B) Camara Neubauer con esporas
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