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RESUMEN

Se evaluo la actividad antifingica del extracto etandlico de las hojas de molle, Schinus molle, sobre
Lasiodiplodia theobromae. Para ello, se prepard el medio de cultivo agar papa dextrosa y luego se procedio a
obtener el extracto etandlico a concentraciones de 0, 25, 30, 35%. Los resultados se analizaron mediante el
porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial. El extracto de molle demostrd tener actividad antifingica
sobre L. theobromae a la concentracion de 30% (p<0,05). Se concluye que el extracto de S. molle presenta
actividad antifingica sobre L. theobromae, en condiciones de laboratorio.
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ABSTRACT

Antifungal activity of ethanol extract of the leaves of Schinus molle on Lasiodiplodia theobromae was
evaluated. For this purpose, the culture medium potato dextrose agar was prepared and then proceeded to obtain
the extract at concentrations of 0, 25, 30, and 35%. The results were analyzed by the percent inhibition of
mycelial growth. The ethanol extract presented antifungal activity on L. theobromae at 30% of concentration
(p<0,05). It was concluded that the extract of S. mo//e has antifungal activity on L. theobromae, under laboratory
conditions.
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INTRODUCCION

El control bioldgico desarrolla alternativas naturales tales como el uso de extractos vegetales con los
que se han obtenido resultados prometedores, ya que los extractos vegetales tienen las ventajas de
poseer un origen bioldgico, ser biodegradables y manifestar un minimo impacto negativo sobre la
salud humana y el medio ambiente!23 Las plantas producen diversos metabolitos secundarios, tales
como, flavonoides, fenoles, glicosidos de fenoles, saponinas, entre otros, que presentan actividad
antifngica*>6.7.

En el Perti, existe una gran diversidad de especies botanicas que son empleadas para tratar
enfermedades que afectan a los seres humanos, animales y plantas; sin embargo, su uso en el control
de fitopatogenos es escasos. Schinus molle, comunmente llamada “molle”, a la cual se le atribuye
propiedad analgésica, antibacterial, antifingica y diurética, se encuentra en este grupo’s.

S. molle contiene taninos, alcaloides, flavonoides, saponinas esteroidales, esteroles, terpenos, gomas,
resinas y aceites esenciales; los aceites esenciales estan presentes en hojas, corteza y frutos,
constituyendo una fuente de triterpenos, sesquiterpenos y monoterpenos; las hojas contienen hasta un
2% de aceites esenciales, el fruto puede contener hasta un 5% de aceites esenciales ademas de la
presencia de: a-pineno, b-pineno, piperina, (+)-limoneno, piperitona, carvacrol, mirceno, b-espatuleno
y b-felandreno, entre otros compuestos?8:9:10



El aceite esencial de S. molle posee actividad antibacterial contra: Klebsiella pneumoniae,
Alcaligenes faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Leuconostoc cremoris, Enterobacter acrogenes, Proteus
vulgaris, Clostridium sporogenes, Acinetobacter calcoacetica, Escherichia coli, Beneckea natriegens,
Citrobacter freundii y Serratia marcescens, asi como, actividad antifungica contra: Aspergillus
ochraceus, Aspergillus parasiticus, Colletotrichum gloeosporiordes, Fusarium culmorum 'y Alternaria
alternata’$° Sin embargo, otras especies fungicas de importancia en la produccion agricola, entre ellas
L. theobromae, no han sido sometidas a prueba.

L. theobromae es un hongo fitopatégeno cosmopolita, propio del suelo, responsable de causar un
gran nimero de enfermedades tanto en campo como en almacenamiento en mas de 280 especies de
plantas, incluyendo cultivos, frutas y arboles en plantacion!®.!l. En efecto, los cultivos industriales y de
exportacion como el cacao, el palto el mango, han sido en algin momento atacados por L.
theobromae, el efecto del hongo en algunos lugares ha sido contrarrestado tratindolo mediante el
control quimico y medidas culturales!!:12.13 sin embargo, el uso del extracto de Sc. molle, resulta
novedoso para reemplazar a los quimicos debido a que no inducen a resistencia, no contaminan el
ambiente y resultan menos costosos. En consideracion a esta inquietud, se evalué la actividad
antifungica del extracto etandlico de las hojas de S. molle sobre L. theobromae, determinando la
velocidad de crecimiento y la concentracion del extracto que produjo mayor inhibicion sobre su
crecimiento en condiciones de Laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Material biolégico

Lasiodiplodia theobromae fue proporcionado por el area de control de calidad de la empresa
SOLAGRO S.A.C. (Trujillo, Perti), el cual fue aislado de frutos post cosecha de palto, en agosto del
2014.

S. molle “molle” fue colectado en la Universidad Nacional de Trujillo. El material vegetal se llevo al
Herbarium Truxillensis (HUT) de la UNT para su determinacion. Del material recolectado se
seleccionaron las hojas sanas (sin signos o sintomas de enfermedad o ataque de plagas).

Preparacion de medio de cultivo

Se realizo la preparacion del medio de cultivo Agar papa dextrosa (PDA), siguiendo la metodologia
propuesta por Echandi!? Al término del tiempo de esterilizacion se agregé el antibidtico (500 mg de
doxiciclina) para evitar la contaminacion del medio de cultivo PDA..

Reactivacion del hongo!415

Se realizo a partir de la placa Petri que contenia el cultivo madre, realizando los repiques necesarios
para la obtencion y conservacion del patégeno hasta su aplicacion en la experimentacion, el cultivo se
dej6 incubar por siete dias.

Preparacion del extracto!6

Las hojas de S. molle “molle” fueron sometidas a un proceso de desinfecciéon con una solucion de
hipoclorito de sodio al 3 % durante 3 minutos y agua destilada. El material limpio fue colocado sobre
papel kraff en un lugar ventilado hasta quedar completamente seco. Posteriormente se colocaron las
hojas en sobres de papel kraff y se almacenaron en un horno a 40°C por 2 dias, luego se triturd las
hojas secas en un mortero hasta obtener un polvo homogéneo, se obtuvo 1kg., aproximadamente del
polvo de hojas de “molle”. En frascos de vidrio estéril con tapa, se depositod el polvo de las hojas de
“molle” y se le agregd 4 L., del disolvente etanol de 90° hasta cubrirlo por completo. Los frascos se
cubrieron con bolsas oscuras y se dejo macerar por 14 dias en un lugar limpio y seco, realizando
agitacion diaria.

Al término del tiempo de maceracion, se colocd el extracto en un equipo de ultrasonido por 20
minutos a 40 °C, para lograr la extraccion de los componentes de la planta. Seguido a esto se filtro para
obtener solo el liquido, el extracto obtenido se vertio en placas de 18 cm de diametro con ventilacion
constante hasta evaporar completamente el etanol, asi obtuvimos el extracto en forma de pasta (93 gr.,
aproximadamente), luego se colocd en un frasco estéril, cubierto con papel aluminio y puesto en
refrigeracion; esto para conservar la muestra hasta el momento de su utilizacion.
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Disefio experimental

Se utiliz6 el disefio completamente al azar de estimulo creciente23.24. El disefio experimental contd
con tres grupos experimentales y un grupo testigo, cada grupo experimental y testigo cont6 con cuatro
repeticiones, la evaluacion de los resultados se termind cuando el hongo, del grupo testigo, crecid en
toda la extension (9cm) de la placa Petri.

REPETICIONES

GRUPOS EXPERIMENTALES
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Fuente: Autor, PDA= agar papa dextrosa, E.E.= extracto etandlico

Evaluacion del extracto sobre el crecimiento del hongo!4:15

El extracto etandlico de hojas de “molle”, se mezcld con el medio agar papa dextrosa (PDA) estéril,
en las concentraciones de 0, 25, 30 y 35 % (v/v) y se dispens6 en placas Petri. Luego de la
solidificacién del medio, se colocod en el centro de cada placa un disco de micelio de 5 mm de
diametro, extraido del cultivo puro de L. theobromae incubado a temperatura ambiente 27+£2°C 25 Se
registraron y almacenaron las medidas del diametro de la colonia de todos los tratamientos a partir del
tercer dia de experimentacion, cada 24 horas, hasta que el crecimiento en el tratamiento testigo (0 %
de inhibicion) completd el didmetro de la placa (9 cm). Con los promedios de los datos obtenidos, se
calculd los porcentajes de inhibicion y velocidad del crecimiento micelial (ICM) mediante la siguiente
formula:

do —d
ICM = Mx:u:u:l
dg
Donde:

% ICM = Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial, do = Didmetro de la colonia del testigo (0 %), dc =
Didmetro de la colonia con la concentracion prueba.

Analisis estadistico

Se evaltio la presencia (y dimensiéon en mm) o ausencia del halo de inhibicion del crecimiento del
hongo?8 .Los datos se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA), al haber obtenido una razon F
significativa se utilizo el analisis de comparaciones multiples de Tukey (p<0,05), para determinar entre
qué tratamientos se encontraron las diferencias significativas2®.Utilizamos el paquete estadistico IBM
SPSS Statistics vers. 20, para todos los tratamientos.

RESULTADOS
Los tratamientos de 25, 30 y 35 % del E.E. de las hojas de S. molle “molle”, causaron inhibicion

conforme aumenta las concentraciones del extracto, 76.77 %, 93.16% y 92.62% respectivamente.
(Tabla 1, Figs. 2 y 3).
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Tabla 1: Porcentaje de inhibicion micelial (ICM) del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle sobre el
crecimiento de L. theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., en condiciones de laboratorio.

N° Tratamientos Crecimiento ICM %*
(cm)
1 PDA +E.E. 0% 7,32 00,0
2 PDA+E.E.25% 1,70 76,8
3 PDA +E.E. 30 % 0,50 93,2
4 PDA + E.E. 35% 0,54 92,6 Fuente:

Datos obtenidos en
trabajo de laboratorio
y en gabinete, % ICM=Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial, PDA=agar papa dextrosa, E.E.= extracto etanolico, *p<0,05

Fig. 2: Actividad antifiingica del extracto de Schinus molle sobre el crecimiento de Lasiodiplodia theobromae,
en medio de cultivo PDA; después de 5 dias de evaluacion, se muestra el halo de crecimiento del hongo en placa
(de izquierda a derecha): testigo 0%, al 25%, 30% y 35% de concentracion del extracto de “molle”.

DISCUSION

L. theobromae ha sido reportada como causante de “muerte regresiva” o “muerte apical
descendente”, capaz de causar dafios en campo, vivero y frutos almacenados, en cultivos de
importancia tales como palto, mango, manzano, sapote y cacao!:lL.1213; algunos autores también la
responsabilizan de enfermedad en post cosecha o en almacenamiento como es la pudricion del
pedunculo de los frutos almacenados, junto con otros patdgenos!’:18:19. Un apunte importante es que la
actividad del hongo se ve favorecida por condiciones de alta humedad ambiental y temperatura (81-84
% y 24 £26 °C)20.21.22,

Los valores obtenidos en la Tabla 1, muestran la capacidad del extracto para inhibir o detener el
crecimiento de L. theobromae (Fig. 2), comportindose como efectivo controlador bioldgico: el
“molle” presenta propiedad antibacteriana y antifingica y al menos en condiciones experimentales,
logra la inhibicion micelial!®.11.23, E] porcentaje de inhibicién mostrado en la Tabla 1, comparado con
los resultados obtenidos previamente cuando hojas de Aloe vera, corteza de Rhizophora racemosay
Jatropha curcas fueron enfrentados con L. theobromae y se obtuvieron resultados de 100 y 80% de
efecto inhibitorio sobre el hongo probado!”.
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Fig. 3: Velocidad de crecimiento de Lasiodiplodia theobromae sometido a 0, 25, 30 y 35 % del extracto
etandlico de Schinus molle, durante los dias de evaluacion (1°....5°).

Aguilar et al.!s refieren que el extracto etanolico de “pirul o molle”, presentd la mayor inhibicién
sobre C. gloeosporioides, afectando significativamente (P< 0.05) las variables crecimiento maximo y
velocidad de crecimiento radial (en un 60 % de reduccion) del fitopatdogeno, comparado con el
resultado obtenido en nuestra investigacion cuyos porcentajes fueron mas elevados: 76, 93 y 92 % de
reduccion del patdégeno. Esto es en funcidén a los compuestos quimicos antifiungicos presentes en la
planta y debido a la susceptibilidad del hongo20

El efecto inhibitorio del extracto de .S. molle sobre el crecimiento puede deberse a la presencia de
alguno de los diversos compuestos o principios activos que posee: el carvacrol; principio activo
presente en el “molle”, posee actividad antifiungica y antibacteriana® y los terpenoides y saponinas
serian las sustancias que producen la inhibicién23. En especifico, lo estudios demuestran que carvacrol
tiene varios sitios de accion dentro de las células y dependiendo de las concentraciones utilizadas
pueden causar inhibicion o inactivacion de los microorganismos, afectando la pared celular y
membrana celular23.24, Cabe sefalar, que las diferencias observadas en la curva de crecimiento (Fig. 3)
y porcentaje de inhibicion podria verse afectadas también por factores ambientales, cantidad de
indculo, y la susceptibilidad del hongo?4.

Es necesario mencionar que las concentraciones del extracto empleadas en la experimentacion: 30 y
35% no presenta diferencias significativas (tabla 3), lo cual indica que al usar cualquiera de estas
concentraciones se obtendria una inhibicion alta de 92.62 y 93.16 % respectivamente. S. molle, tiene
una alta capacidad de accion; al realizar las lecturas de las placas sometidas a las diferentes
concentraciones de “molle” en nuestra experimentacion, se observo: placa testigo y tratamiento 25 % ;
formacion de cuerpos de fructificacion, como son los picnidios (estructuras que contiene conidios)
tratamiento 30 y 35 % no se observan picnidios y la colonia se torna de color crema a levemente
anaranjado, al observar al microscopio solo se distingue la formacion de hifas, asumiendo que el
extracto detiene el proceso de maduracion del cultivo, debido a que las hifas no tomaron el color
marrén oscuro al madurar?!. En conclusion, el extracto etandlico de las hojas S. molle presenta
actividad antifiingica sobre L. theobromae, en condiciones de laboratorio, la velocidad de crecimiento
de L. theobromae fue disminuyendo conforme aumento la concentracion del extracto.y la
concentracion efectiva fue 30%, la misma que produjo mayor porcentaje de inhibicion sobre el hongo.
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