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RESUMEN

En la agricultura organica se consideran diversas alternativas para el manejo de las plagas y enfermedades,
entre ellas, el uso de los extractos de plantas, los cuales son una fuente invaluable de nuevas moléculas
bioldgicamente activas. Estas producen diversos metabolitos secundarios, muchos de los cuales presentan
actividad fungistatica y fungicida. El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto antifingico de
diferentes concentraciones del extracto etandlico de frutos secos de Capsicum annuum var.annuum
“pimentén” sobre el crecimiento de Alternaria solani, Fusarium oxysporum y Aspergillus niger. Se disefiaron
los siguientes tratamientos 0%, 1% y 5% de extracto etandlico, con seis repeticiones para cada uno. El
medio de cultivo fue “envenenado” con los porcentajes 1 % y 5 % de extracto etandlico. Los resultados
mostraron que el extracto etandlico de C. annuum var.annuum “pimentdn” inhibié el crecimiento de
Alternaria solani a concentraciones de 1% y 5 % y el de en Fusarium oxysporum a concentracion de 5 %,
sin embargo no se observo inhibicién en el crecimiento en Aspergillus niger. Se concluye que, el extracto
etandlico de frutos secos de C. annuum “pimentdn” presentd efecto antifingico sobre el crecimiento de
Alternaria y Fusarium.
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ABSTRACT

In organic agriculture, are considered various alternatives for managing pests and diseases, including the
use of plant extracts, which are an invaluable source of new biologically active molecules. These produce
various secondary metabolites, many of which exhibit fungistatic and fungicidal activity. This study aimed to
determine the antifungal effect of different concentrations of ethanol extract of dried fruits of Capsicum
annuum var.annuum “bell pepper” on the growth of Alternaria solani, Fusarium oxysporum and Aspergillus
niger , for which, bell peppers were dried in oven , then ,were macerated in alcohol at 96 ° for 7 days, filtered
and dried in a rotary evaporator led. The following treatments were designed 0%, 1% and 5% of ethanol
extract, with 6 replicates for each. The culture medium was "poisoned" with the percentage 1% and 5% of
ethanol extract. The results showed that the ethanol extract of C. annuum var.annuum "bell pepper" inhibited
the growth of A. solani at concentrations of 1% and 5% and F. oxysporum to 5% concentration, however, no
inhibition was observed in the growth of A. niger Based on the results obtained in this investigation, it was
concluded that the ethanol extract of C. annuum “bell pepper" presented antifungal effect on the growth of
Alternaria and . Fusarium.
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INTRODUCCION

La utilizaciébn de plantas con propiedades biocidas es un instrumento tecnoldgico importante
dentro del manejo ecoldgico de plagas agricolas. La produccion de sustancias bioactivas o
metabolitos secundarios por las plantas ocurre a través de diferentes vias metabdlicas, generando
gran numero de compuestos, muchos de los cuales s6lo son detectados en un determinado grupo
de plantas. La cantidad y composicién de esta clase de compuestos es muy variable y depende
del tipo de tejido, edad de la planta, su habitat y el tipo de suelo. Numerosos estudios han
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constatado que muchos de estos compuestos ejercen importantes funciones en los vegetales, ya
gue pueden actuar en la preservacion de la integridad de las plantas, al atacar a enemigos
vegetales como nematodos, bacterias, hongos e insectos (Toledo, 2008).

El control de plagas y enfermedades dependen principalmente de la utilizacién de agroquimicos
sintéticos, lo que ha incrementado la poblacion de organismos fitopatdgenos resistentes
provocando un aumento significativo de los costos de produccion y problemas graves de
contaminacién ambiental. A través del tiempo, los métodos de combate de microorganismos
patégenos o deterioradores de alimentos, han tenido innovaciones significativas, las cuales han
sido motivadas principalmente por la emergencia de nuevos patdgenos, la creciente demanda de
alimentos y la necesidad de evitar la contaminacion del medio ambiente.

Tomando en cuenta estos tres factores, uno de los controles que ha adquirido mayor importancia
en los ultimos afios, es aquel que basa su accion en el uso de sustancias de origen natural, esto
es, extractos obtenidos de plantas con actividad como fungicidas, herbicidas bactericidas e
insecticidas (Rovalo, 1983).

El uso de plantas superiores para tratar infecciones tanto bacterianas como flngicas es una
practica muy antigua y en un tiempo fue el Unico método disponible para tratar enfermedades
(Recio y Rios, 1989). Se estima que Unicamente alrededor del 2% de las plantas superiores han
sido evaluadas por sus propiedades pesticidas y, de hecho, la gran mayoria de ellas lo han sido
por sus propiedades insecticidas, por lo que practicamente no existen fungicidas comerciales con
este origen (Gamboa-Alvarado y col., 2003; Lépez-Benitez y col., 2004).

Los extractos vegetales evaluados hasta el momento aun no cubren la amplia diversidad vegetal
que existe en el mundo, aunque se ha demostrado el potencial antimicrobiano de polvos y
extractos vegetales. Por lo que es importante continuar desarrollando investigaciones y contribuir
a dilucidar su efecto biolégico y las posibilidades de su empleo.

Capsicum annuum L. también conocido como pimiento o aji dulce, pertenece al orden Tubiflorae,
familia Solanaceae. Es originario de la zona de Per( y Bolivia, desde donde se extendi6 al resto
de América y al mundo (Zapata y col.,1992). Es una planta herbacea perenne, con ciclo de cultivo
anual. El fruto, es una baya hueca, semi cartilaginosa y deprimida, de color variable (verde, rojo,
amatrillo, naranja, violeta o blanco); algunas variedades van pasando del verde al anaranjado y al
rojo a medida que van madurando. Su tamafio es variable, pudiendo pesar desde escasos gramos
hasta méas de 500 gramos.

Los atributos del pimiento incluyen algunas propiedades medicinales, antisépticas y como
repelentes de algunas plagas agricolas. Los poderes curativos del pimiento estan en funcién de
los diferentes compuestos encontrados en las venas, las hojas y los tallos de las plantas, se
mencionan entre estos compuestos: la capsicina, los capsianésidos, el capsidol, la
capsicodendrina y la capsicidina componentes que han mostrado propiedades antifiingicas. Los
ingredientes activos que les confiere las propiedades antibacteriales e incluso fungicidas son la
capsicina (alcaloide), el capsidol, los capsianésidos y la capsicodendrina (Dewitt y col., 2000).

Las pérdidas econdémicas debidas a enfermedades de post-cosecha en granos, frutos y hortalizas
son provocadas principalmente por hongos y bacterias que causan la degradacion de los tejidos y
su consiguiente pudriciéon. Los patégenos de mayor incidencia y que mas dafios causan a los
vegetales son Alternaria, Fusarium y Aspergillus. Pertenecen al orden Hyphales (Moniliales), los
cuales se caracterizan por presentar esporas asexuales que se forman sobre las hifas (o0 en su
interior) y se encuentran expuestas liboremente a la atmosfera (Moreno y col., 2012).

En el cultivo del pimiento se presentan una serie de enfermedades fungosas, bacterianas y
viréticas de mucha importancia econémica en el pais. La caida del mal del almécigo o mal del
talluelo producida por Fusarium sp., se caracteriza por una germinacién pobre y pudricién de la
semilla, o si ésta germina, las plantulas resultantes se caen por estrangulamiento de la base. Su
ataque se inicia con lesiones rojizas o pardas, provoca necrosis en las raices y podredumbre en
otros érganos que estén en contacto (Jaramillo y Lobo, 1983).

Alternaria sp es el agente causal de la mancha foliar en el pimiento, los primeros sintomas de esta
enfermedad se presentan como pequefias lesiones circulares de apariencia acuosa que
posteriormente se tornan de color café oscuro, rodeadas de un halo verde o amarillento. Estas
manchas crecen rapidamente y cubren toda la hoja. En éstas lesiones se observan anillos
conceéntricos oscuros, caracteristicos de la enfermedad y en donde existe una gran produccion de
esporas que son dispersadas por el viento y la lluvia. Esta enfermedad puede provocar una
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defoliacién severa, iniciando en las hojas basales, por lo que los frutos quedan expuestos al sol, lo
cual reduce la calidad y cantidad del fruto comercial (Garcia, 1984; Mendoza, 1993; Mendoza,
1999).

Fusarium, es un hongo que habita en el suelo, infecta a las plantas a través de sus raices, en las
gue penetra directamente o a través de heridas. Inverna en el suelo o en restos de plantas en
forma de clamidosporas. Este patdgeno produce marchitamientos vasculares principalmente en
flores y hortalizas anuales, plantas de cultivo, plantas herbaceas perennes de ornato. Los
marchitamientos vasculares estan entre las enfermedades de las plantas mas dificiles de
controlar. Fusarium en particular F. solani, ocasiona la pudricion de la raiz del frijol, esparrago y
cebolla, pudricion seca de la papas, pudricion de las semillas y otras mas (Agrios, 2004).

La mayoria de las pudriciones o deterioro de los granos y leguminosas después de la cosecha
durante su almacenamiento y trasporte, son causados por varias especies de hongos Aspergillus
(Agrios, 2004). La especie Aspergillus estd extensamente distribuida en la naturaleza; se
encuentra en el suelo, en la vegetacion en descomposicion y en una amplia variedad de materia
organica. El color es la principal caracteristica macroscépica para la identificacion de los grupos
de aspergilos. Poseen distintos tonos de verde, pardo, amarillo, blanco, gris y negro. Las cabezas
conidiales presentan bajo el microscopio cuatro formas basicas: globosa, radiada, columnar o
claviforme y a simple vista las mas grandes suelen parecer diminutos alfileres sobre el substrato.
En los aspergilos, los conidios constituyen cadenas que se originan en la célula conidiégena o
fidlide. En algunos aspergilos hay células adyacentes a las fialides denominadas vesiculas, o bien
presentan soporte. Los Aspergillus poseen una o dos series de las células sobre la vesicula, o
bien presentan simultaneamente cabezas de ambos tipos (Kozakiewicz, 1989).

Con respecto a los trabajos realizados que demuestran el efecto antifingico y bactericida del aji,
Masood y col., (1994), establecieron que la actividad mostrada por C. annuum se debi6é a la
capsantina y a la capsaicina. También demostraron que la primera inhibia completamente el
crecimiento y la produccion de aflatoxinas de Aspergillus parasiticus en concentraciones que iban
de 0.2 a 1.0 mg/mL. Sin embargo, este efecto se redujo a los 10 dias de crecimiento. Asi mismo,
Wilson y col., (1997), desarrollaron una técnica para evaluar rapidamente la actividad antifingica
de extractos de plantas contra Botrytis cinerea, reportando que dentro de las especies vegetales
con una alta persistencia de actividad antifingica se encuentran diversas variedades de Capsicum
annuum, C. chinense y C. frutescens, los cuales inhibieron hasta en un 99% la germinacion de
esporas.

Por otro lado Acero-Ortega y col. (2003) evaluaron extractos de los chiles (Capsicum annuum)
habanero, serrano y pimiento por el efecto de sus compuestos antimicrobianos naturales en el
crecimiento de la bacteria fitopatbgena Erwinia carotovora subsp.carotovora. Los extractos de las
tres variedades de chile y algunos de sus constituyentes como los acidos metacumarico y
transcinamicos inhibieron el crecimiento del microorganismo. La capsaicina y la dihidrocapsaicina
no afectaron el crecimiento de la bacteria.

Los ensayos in vitro realizados por Moreno y col., (2012) mostraron gque tanto la capsaicina como
los extractos de chile piquin (Capsicum annuum L. var. aviculare) inhibieron significativamente el
crecimiento radial de Aspergillus flavus.

Por lo expuesto anteriormente, el presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar
el efecto antifangico de las diferentes concentraciones del extracto etandlico de frutos secos de
Capsicum annuum var.annuum “pimentdn” sobre el crecimiento de Alternaria solani, Fusarium
oxysporum y Aspergillus niger.

MATERIAL Y METODOS
1. Material biolégico

Los hongos fitopatdgenos fueron proporcionados por el laboratorio de Fitopatologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de Trujillo- Pera.

Los frutos de C. annuum “pimenton”, fueron obtenidos del mercado Mayorista, Trujillo, La
Libertad, previa seleccion de muestras que no presentaron enfermedades ni alteraciones, y
posteriormente se trasladaron al laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional de Trujillo- Peru.
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Preparacion del extracto etandlico de frutos de C. annuum var.annuum “pimentéon”

Se pesaron 6 kg de frutos de C. annuum “pimenton” ,los cuales fueron limpiados y colocados a
secar en una estufa a 60°C por 72 horas; luego fueron pulverizados y macerados en etanol al
96% por 7 dias bajo condiciones de movimientos continuos del recipiente de contencion para
aumentar la superficie de extraccion y difusién de sustancias bioactivas.

El macerado obtenido fue filtrado en papel de filtro, y fue llevado al rotavapor, a 42°C por 4
horas hasta eliminar completamente el solvente organico. Una vez obtenido el extracto seco,
se coloc6 en un frasco estéril debidamente sellado y rotulado. Finalmente se obtuvo el
volumen de la muestra. A partir de esta solucién se realizaron diluciones para obtener las
concentraciones: 1% y 5 %.

Reactivacion de los monocultivos

Los cultivos puros, fueron repicados en placas Petri que contenian agar Sabouraud inclinado.
Las placas fueron incubados a temperatura ambiente (24°C). Este paso se efectud con cada
hongo.

Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo fue “envenenado” con los porcentajes de extracto etandlico, para cual se
preparé agar Sabouraud en un matraz. El medio de cultivo fue esterilizado en autoclave y se
dejo enfriar hasta una temperatura aproximada de 50°C. Luego, se adicioné el extracto de C.
annuum var annuum en las concentraciones de 1 % y 5% para cada placa. Posteriormente se
sirvid en placas Petri estériles, con seis repeticiones para cada tratamiento. A cada placa le
correspondié aproximadamente 14 mL de agar.

Siembra e incubacién de los cultivos de Alternaria, Fusarium y Aspergillus

A partir de los cultivos puros de hongos fitopatdgenos y con ayuda de un asa de siembra, se
extrajo el in6culo (porcion de micelio), el cual fue colocado por picadura central en los
tratamientos de 1% y 5% respectivamente. Luego, las placas Petri, fueron incubadas a una
temperatura de 25 °C (x 2°C). A partir del tercer dia de siembra, se midi6 el diametro de
crecimiento micelial (cm) en cada caja Petri con intervalo de tres dias, dandose por concluido
el ensayo a los 12 dias de incubacién, cuando en la placa control el patégeno la cubrio por
completo (100%)

Tratamientos

Se realizaron los siguientes tratamientos para evaluar el efecto del extracto etandlico sobre el
crecimiento de hongos fitopatdgenos (Tabla 1)

Tabla 1. Tratamientos para evaluar el efecto del extracto etandlicos de C. annum sobre el crecimiento
de hongos fitopatdgenos

Concentracién de extracto

Hongo Fitopatdogeno  etandlico de C. annuum var. Combinaciones
annuum “pimentén”

0 (A); 0

Alternaria (A) 1% (A); 1%
5% (A); 5%

0 (F); 0

Fusarium (F) 1% (F); 1%
5% (F); 5%

0 (As); 0
Aspergillus (As) 1% (As); 1%
5% (As); 5%

Analisis estadistico

Se midi6 el diametro micelial (cm) cada tres dias para cada tratamiento, a partir de estos datos
se obtuvo el promedio de cada tratamiento para luego determinar la velocidad de crecimiento
del patdgeno y su porcentaje de inhibicion cuya férmula es la siguiente: |= [(C-T)/C] x100;
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donde | es la inhibicién (%), C es el diametro del micelio en la caja Petri del control y T es el
diametro del micelio en la caja Petri de los tratamientos. Ademas se realiz6 el analisis
estadistico con un disefio completamente al azar, efectuandose analisis de varianza (ANAVA),
y para determinar diferencias significativas entre los tratamientos se realiz6 la prueba de la
Diferencia Honestamente Significativa (Tukey).

RESULTADOS
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Fig. 1: Crecimiento del didmetro micelial (CDM) promedio de F. oxysporum durante 12 dias de evaluacion a
diferentes concentraciones de extracto etanélico C. annuum var.annuum “pimenton”.

La Fig. 1 y 2 muestran los valores promedio de crecimiento del diametro micelial de F.oxysporum
durante 12 dias de evaluacién en los tratamientos 0 %, 1 % y 5 %. Al 12 *° dia se observa que en
el tratamiento 5 % de extracto etandlico de “pimentdn” no se presenta crecimiento micelial a
comparacion con el tratamiento control.

0% 1% 3%

Fig. 2. Accion fungicida del extracto de C. annuum var.annuum “pimenton” sobre Fusarium después de 12
dias de incubacion con tratamientos de extracto de pimenton en concentraciones de 0 %,1 %y 5 %
respectivamente. Obsérvese que no hay crecimiento en placa con 5% de extracto etandlico.
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Tabla 2. Crecimiento micelial de A. solani durante 12 dias de evaluacion a diferentes concentraciones
del extracto etanolico de frutos secos C. annuum var.annuum “pimenton”.

Dias de evaluacion Crecimiento micelial *

0% 1% 5%
Dia 3 1.6 0 0
Dia 6 4.6 0 0
Dia 9 7.5 0 0
Dia 12 8.2 0 0
Promedio 5.48 0 0

*Diametro de la colonia en cm. Los valores son promedios de seis repeticiones

La Tabla 2 muestra los valores promedio de crecimiento del diametro micelial de Alternaria
durante los 12 dias de evaluaciéon en los tratamientos 0 %, 1 % y 5 %. Al 12 *° dia se observa que
los tratamientos 1 % y 5 % de extracto etandlico de “pimentédn” no presentan crecimiento del
diametro micelial en comparacién con el tratamiento control. Asi también, muestra que los valores
promedio de crecimiento micelial a los 12 dias de evaluacion son de 5.48 cm para el tratamiento O
% y 0 cm para los tratamientos 1 % y 5 %.

Tabla 3. Crecimiento micelial de A. niger durante 12 dias de evaluacion a diferentes concentraciones
del extracto etandlico de frutos secos C. annuum var.annuum “pimentén”.

Crecimiento micelial *
Dias de evaluacion

0% 1% 5%
Dia 3 1.7 1.81 2.3
Dia 6 2.6 2.9 4.6
Dia 9 3.3 3.1 54
Dia 12 4 3.8 7.5
Promedio 2.9 2.9 4.95

*Diametro de la colonia en cm. Los valores son promedios de seis repeticiones

La Tabla 3 presenta los valores promedio de crecimiento del diametro micelial de Aspergillus
durante los 12 dias de evaluaciéon en los tratamientos 0 %, 1 % y 5 %. Al 12 *° dia se observa que
los tratamientos 1 % y 5 % de extracto etandlico de “pimentén” presentan crecimiento del diametro
micelial de Aspergillus sp al igual que el tratamiento control.

Los tratamientos de 5% causaron mayor porcentaje de inhibicion en Fusarium y Alternaaria
pero ésta Ultima fue mas susceptible para ambos tratamientos. Con Aspergillus los extractos no
causaron inhibicién del crecimiento (Fig. 4).
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0% 1% 5%

Fig. 3. Efecto del extracto de C. annuum var.annuum “pimenton” sobre Aspergillus, después de 12 dias de
incubacion con tratamientos de extracto de pimenton en concentraciones de 0 %,1 %y 5 %
respectivamente. Obsérvese que en las tres placas el patdgeno crece.
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Fig.4. Comparacién de los efectos del extracto etandlico de C. annuum var.annuum sobre el porcentaje de
inhibicion del CDM de Fusarium , Alternaria y Aspergillus durante 12 dias de evaluacion.

DISCUSION

A concentracién de 5 % de extracto etandlico de C. annuum var.annuum se observo inhibicién en
el crecimiento del didametro micelial de Fusarium sp a los 12 dias de evaluacion (Fig. 1), tal y como
lo manifiestan Riaz y col., (2008) quienes afirman que el extracto acuoso de C. annuum L. es
altamente efectivo en el control del crecimiento de Fusarium oxysporum. En dicha investigacion se
observé una reduccion significativa de la biomasa de Fusarium oxysporum por 45-57%. Sin
embargo Uscéategui-Maldonado (2013) determind que el aceite esencial de aji (Capsicum
frutescens) presentd una inhibicion en F. oxysporum por debajo del 50%. Asi mismo en la tabla 1
se observa que para el caso de Alternaria sp, los tratamientos 1 % y 5 % de extracto etandlico de
“pimentén” inhibieron el crecimiento micelial del hongo. Esto podria deberse a la presencia de
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ingredientes activos en el pimentdn como la capsaicina (alcaloide), el capsidol, los capsiandsidos
y la capsicodendrina, los cuales le conferirian propiedades antibacteriales e incluso fungicidas
(Dewitt y col., 2000).

Otros trabajos realizados para mostrar el efecto antifingico y bactericida del pimentén, fueron los
realizados por Masoody col., (1994), quienes establecieron que la actividad mostrada por C.
annuum se debié a la capsantina y a la capsaicina. También demostraron que la primera inhibia
completamente el crecimiento y la produccién de aflatoxinas de Aspergillus parasiticus en
concentraciones que iban de 0.2 a 1.0 mg/mL. No obstante, este efecto se redujo a los 10 dias de
crecimiento. Cuando se estudi6 a la capsaicina también se encontr6 efecto inhibitorio sé6lo que fue
menor que el observado con la capsantina. Adicionalmente, lorizzi y col., (2002) reportaron que la
semillas de Capsicum annuum L. var.acuminatum contienen tres saponinas llamadas: capsicoside
E, F y G, las cuales en estudios posteriores, presentaron fuerte actividad frente a levaduras y
hongos comunes.

Los capsaicinoides son un grupo de amidas &cidas derivadas de la vainillilamina, que se sintetizan
y acumulan en el tejido de la placenta. Las diferentes especies de Capsicum pueden variar en
grado de picor, lo que se relaciona con la capacidad de acumular capsaicinoides. La capsaicina y
la dihidrocapsaicina representan mas del 90% del contenido total de los capsaicinoides en los
chiles (Vazquez y col., 2007).

En Aspergillus sp, al 12" dia de evaluacion se observd que (tabla N° 2) los tratamientos de
extracto etandlico de C. annuum empleados, no inhibieron el crecimiento del diametro micelial de
Aspergillus sp por el contario, indujeron su desarrollo. En contraposicion, Moreno y col., (2012)
mediante ensayos in vitro determinaron que los extractos de chile piquin (C. annuum L. var.
aviculare) inhibieron significativamente el crecimiento radial de Aspergillus flavus. De la misma
manera, estudios realizados por Wilson y col., (1997), informaron que dentro de las especies
vegetales con una alta persistencia de actividad antifingica se encuentran diversas variedades de
C. annuum, C. chinense y C. frutescens, los cuales al ser aplicados en extractos inhibieron hasta
en un 99% la germinacion de esporas de Botrytis cinerea. En el presente trabajo se observd lo
contrario, pues como se expresdé anteriormente, los tratamientos empleados produjeron
estimulacion en el crecimiento de la colonia de Aspergillus sp.

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, se puede decir que la diferencia de resultados a
comparacion con otras investigaciones como las de Moreno, y col.,(2012) y Wilson y col., (1997),
pueden depender de diferentes factores tales como el método de extraccidén y las caracteristicas
generales de las plantas.

En cuanto a las propiedades fungicidas se puede concluir que también existen efectos
mutuamente sinérgicos entre los diferentes compuestos quimicos que contiene el extracto,
sabiendo que los extractos son una mezcla de numerosas moléculas complejas y que existe la
posibilidad de que sus efectos biol6gicos sean el resultado de un sinergismo de todos los
compuestos o que solo reflejen los de las principales moléculas que presentan mayor porcentaje
en el vegetal.

CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en la presente investigacion, se concluye que:

» El extracto etandlico de frutos secos de C. annuum “pimentdn” presenta efecto antifiingico
sobre el crecimiento de Alternaria solani a concentraciones de 1 % y 5 %, en Fusarium
oxysporum se observa este efecto al 5.

e El extracto etandlico de frutos secos de C. annuum "pimentén”, a las concentraciones de 1% y
5%, no causaron inhibicion del crecimiento de Aspergillus niger.
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