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Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar /n vitro el efecto del extracto hidroetandlico de hojas y flores de Nerium
oleander sobre el crecimiento del hongo fitopatégeno Lasiodiplodia theobromae y caracterizar sus compuestos
fitoquimicos. El material vegetal fue identificado taxonémicamente en el Herbarium Truxillense. Se recolectaron 200 g de
hojas y flores sanas, las cuales fueron sometidas a extraccion por maceracion hidroetandlica durante 24 h, seguida de
rotoevaporacion para la obtencion del extracto seco. Los extractos se incorporaron en agar Sabouraud a concentraciones
de 15, 30, 60 y 100 mg/mL, inoculandose con L. theobromae e incubandose a 28 °C. El crecimiento micelial se midi6 entre
24y 72 h. El extracto de flores a 60 y 100 mg/mL mostré la mayor inhibicién (54 % y 52 %). El anélisis fitoquimico reveld
diferencias cualitativas entre hojas y flores.

Palabras clave: Lasiodiplodia theobromae, Nerium oleander, extracto hidroetandlico.

Abstract

The aim of this study was to evaluate /n vitrothe effect of hydroethanolic extracts from leaves and flowers of Nerium oleander
on the growth of the phytopathogenic fungus Lasiodiplodia theobromae and to characterize their phytochemical
compounds. Plant material was taxonomically identified at the Herbarium Truxillense. A total of 200 g of healthy leaves and
flowers were collected and subjected to hydroethanolic maceration for 24 h, followed by rotary evaporation to obtain dry
extracts. The extracts were incorporated into Sabouraud agar at concentrations of 15, 30, 60, and 100 mg/mL, inoculated
with L. theobromae, and incubated at 28 °C. Mycelial growth was measured from 24 to 72 h. Flower extracts at 60 and 100
mg/mL showed the highest inhibition rates (54% and 52%, respectively). Phytochemical screening revealed qualitative

differences between leaf and flower extracts, supporting their differential antifungal activity.
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1. Introduccién

La agricultura en el Perd desempefia un rol fundamental
en la economia nacional, constituyéndose como un
sector estratégico para el desarrollo econémico y social.
En este contexto, cultivos de importancia comercial como
cacao, vid, palto y mango han experimentado un
crecimiento sostenido en los Ultimos afios (Ccama et al.,
2019; INEI, 2023). Durante el afio 2023, las exportaciones
agricolas alcanzaron un incremento del 7.5 %,
destacando productos como uva (18 %), arandanos (18
%), esparrago fresco o refrigerado (4.1 %), citricos (1.8 %)
y mango congelado (1.4 %) (MIDAGRI, 2024). En
particular, el departamento de La Libertad se posiciona
entre los principales exportadores del pais, con 185 302
toneladas de productos agricolas, principalmente uva,
palta y arandano, evidenciando un incremento sostenido
del valor exportable entre los afios 2016 y 2023 (Mathews,
2024). No obstante, diversos cultivos presentan pérdidas
significativas en la produccion asociadas a enfermedades
causadas por fitopatdbgenos, entre los cuales destaca
Lasiodplodia theobromae (Dwiastuti & Aji, 2021; Huda-
Shakirah et al., 2022; Moreira-Morrillo et al., 2021).

Lasiod|plodia theobromae, también conocida como
Botryosphaeria rhodina, es un hongo ascomiceto de
amplia distribucion mundial, predominante en regiones
tropicales y subtropicales. Este fitopatégeno carece de
especificidad de hospedero y afecta a méas de 500
especies vegetales, incluyendo cultivos de alto interés
econdmico como uva, cacao, citricos, mango y palto,
ocasionando pudriciéon de frutos y raices, muerte
regresiva y formacion de cancros (Alama et al, 2006;
Dwiastuti & Aji, 2021; Huda-Shakirah et al., 2022; Lavanya
Gunamalai et al., 2023; Picos-Mufioz et al.,, 2015; Salvatore
et al, 2020; Zhang, 2012). Se trata de un fitopatdgeno
oportunista de relevancia en el sector agroindustrial
debido a su capacidad de infectar multiples cultivos
mediante heridas de poda, colonizar tejidos vegetales y
generar estructuras de resistencia, como clamidosporas y

picnidios, que permanecen en el suelo y en restos
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vegetales, dificultando su control (Mehl et al, 2017;
Moreira-Morrillo et al, 2021, Rodriguez-Galvez et al.,

2017).

Diversos estudios han reportado un incremento en la
incidencia de enfermedades asociadas a L. theobromae,
generando pérdidas significativas en los sectores
agroindustrial y forestal a nivel mundial (Borges et al.,
2018; Huda-Shakirah et al., 2022). El control de este
fitopatdgeno se basa en estrategias de manejo integrado
que incluyen practicas culturales, como la eliminacién de
tejidos infectados mediante poda; métodos bioldgicos,
mediante el uso de microorganismos antagonistas; y
métodos quimicos, empleando fungicidas sintéticos. En
estudios realizados en México, Brasil y el estado de
Florida (EE. UU.) se ha reportado la eficacia de fungicidas
como pyrimethanil, imazalil, procloraz e iprodiona, entre
otros (Bhadra et al,, 2015; Chaudhary & Prasad, 2014;
Pedraza et al., 2013; Rusin et al., 2020; Soto Heredia &
Cadenas Giraldo, 2018; Zhang, 2012). Sin embargo, en el
Perl se ha evidenciado la aparicion de aislados de L.
theobromae con resistencia a diversos fungicidas,
atribuida al uso indiscriminado de productos quimicos
como acibenzolar-S-metil, fosetil aluminio, carbendazim,
procloraz y clorotalonil, lo que ha reducido la sensibilidad
del patdégeno y limitado la eficacia del control quimico
convencional (Li et al., 2019; Moreira-Morrillo et al., 2021;

Pedraza et al., 2013; Wang et al., 2021).

Ante esta problemética, el uso de extractos vegetales
surge como una alternativa viable para el control de
enfermedades y plagas en la agricultura, debido a su bajo
costo, menor impacto ambiental y contribucién a la
sostenibilidad. Estos extractos contienen compuestos
bioactivos nitrogenados, fendlicos y terpenoides, los
antivirales,

cuales presentan propiedades

antimicrobianas y antifingicas (Rodriguez et al., 2000).

En este contexto, Nerium oleander ha demostrado
capacidad para inhibir o reducir el crecimiento de

diversos  microorganismos,  incluyendo  hongos
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fitopatégenos como Alternaria alternata, Aspergillus
niger, A. flavus, A. fumigatus y Fusarium oxysporum
(Hadizadeh et al., 2008; Iffat Siddiqui et al., 2016; Kalita &
Saikia, 2012; Saranya et al., 2017). No obstante, la actividad
bioldgica de los extractos puede variar en funcion de la
parte vegetal utilizada, la variedad de la planta y el
solvente de extraccion empleado (Ayman WY Dardona &
Dahlia Shahabuddin, 2022). Hadizadeh et al. (2008)
reportaron que extractos hidroalcohdlicos de hojas de .
oleander a concentraciones de 0.3 %, 0.5 % y 0.7 %
redujeron el crecimiento de Fusarium oxysporumen 35.2
%, 49.5 %y 58.3 %, respectivamente, y de Fusarium solani

en 36.1%, 41.2 % y 53.6 %.

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo de la presente
investigacion fue evaluar in vitro el efecto del extracto
hidroetandlico de hojas y flores de Nerium oleander, a
concentraciones de 15, 30, 60 y 100 mg/mL, sobre el

crecimiento de Lasiodiplodia theobromae.

2. Materiales y Métodos

2.1. Material biolégico

Las hojas y flores de Nerium oleander L. fueron
recolectadas en la ciudad universitaria de la Universidad
Nacional de Truijillo, departamento de La Libertad, Peru.
Se seleccionaron 200 g de hojas sanas y 200 g de flores
libres de dafio por insectos, marchitamiento o infeccion
microbiana. El  hongo fitopatégeno Lasiodjplodia
theobromae fue proporcionado por el Laboratorio de
Fitopatologia del Departamento de Microbiologia vy
Parasitologia de la Universidad Nacional de Trujillo

(Anexo 1).

2.2. Recoleccion e identificacion taxondmica del material

vegetal

Se recolectd un espécimen representativo de Nerium
oleander L., que incluyé tallo, hojas y flores, el cual fue
identificado  taxonémicamente en el Herbarium

Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de Truijillo.
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Las hojas se lavaron con agua destilada para eliminar
polvo y material extrafio, y posteriormente se secaron en
bolsas de papel kraft durante 48 h a una temperatura
constante de 40 °C. El material seco se triturd y tamizd
hasta obtener un tamafio de particula homogéneo entre
200y 315 pum. Las flores, seleccionadas en estado 6ptimo
y sin alteraciones visibles, se transportaron al laboratorio
en bolsas de papel kraft para su posterior procesamiento

(Anexo 1).

2.3. Obtencién del extracto hidroetandlico de hojas y

flores

Se pesaron 100 g del material vegetal tamizado
correspondiente a las hojas y se sometieron a maceracion
con 500 mL de etanol al 96 % (v/v) durante 24 h a
temperatura ambiente. De manera similar, se pesaron 100
g de flores y se maceraron con 500 mL de etanol al 96 %
(v/v) durante el mismo periodo (Soledad Bustamante &
Guerrero Padilla, 2022). Los macerados obtenidos se
filtraron utilizando papel filtro Whatman N.° 4 y el
solvente fue eliminado mediante rotavaporacion a
presion reducida y temperatura constante de 40 °C, hasta

la obtencién del extracto seco (Iffat Siddiqui et al., 2016).
2.4. Anélisis fitoquimico

El andlisis fitoquimico cualitativo de los extractos
hidroetandlicos de hojas y flores de Nerium oleander se
realizd en el laboratorio multifuncional de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de
Trujillo, con la finalidad de identificar los principales
grupos de metabolitos secundarios presentes en cada

extracto.

2.5. Evaluacién del efecto antifungico sobre Lasiodiplodia

theobromae

La actividad antifingica de los extractos hidroetandlicos
se evalué mediante la técnica de alimento envenenado.
Se prepard agar Sabouraud y se suplementd con los
extractos de hojas y flores para obtener concentraciones

finales de 15, 30, 60 y 100 mg/mL (Soledad Bustamante &
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Guerrero Padilla, 2022). El medio sin extracto se utilizd
como control negativo. Los medios fueron vertidos en
placas Petri y, una vez solidificados, se inocularon por
puncién con L. theobromae. Las placas se incubaron a 28
°C durante 72 h. Cada tratamiento se realizd por

quintuplicado (Silvia Segura Contreras et al., 2016).
2.6. Recoleccién y andlisis de la informacion

El crecimiento micelial se determind mediante la
medicion del didmetro de la colonia fungica. Las
mediciones se realizaron a las 24, 48 y 72 h posteriores a
la inoculacién, finalizando cuando el micelio del grupo
control cubrid completamente la superficie de la placa

Petri (Silvia Segura Contreras et al., 2016).
2.7. Andlisis estadistico

El procesamiento de los datos se realizd utilizando el
software estadistico IBM SPSS Statistics version 25.0. Las
medias de los tratamientos se compararon mediante un
analisis de varianza (ANOVA) de un factor, y las
diferencias significativas entre grupos se determinaron
mediante la prueba post hoc HSD de Tukey (Anexos 2—
5).

3. Resultados

El efecto del extracto hidroetandlico de hojas de Nerium
oleander sobre el crecimiento de Lasiodiplodia
theobromae a las 72 h de incubacién se muestra en la
Figura 1. Se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas entre las concentraciones evaluadas (p <
0.05). Las concentraciones de 15 mg/mL y 100 mg/mL
presentaron  diferencias  significativas  entre s,
observandose que la mayor concentracion (100 mg/mL)
registrd un crecimiento micelial del 80 % con respecto al
control. En contraste, las concentraciones intermedias de
30 y 60 mg/mL no mostraron diferencias significativas
entre ellas, presentando un crecimiento micelial similar

del 88 % respecto al control.
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Figura 1

Porcentaje de crecimiento de Lasiodiplodia theobromae
frente a dliferentes concentraciones (mg/ml) de extracto
hidroetandlico de hojas de Nerium oleander a las 72

horas de incubacion.

100% 100%  91% 88% 87%

Crecimiento (%) de L.
theobromae

80%

60%

40%

20%

0%
30 60 100

0 15

Concentraciones de extracto hidroetandlico de

hojas de N. oleander (mg/mL)

Nota: a, b, ¢, d: son significativamente diferentes (p <

0.05)

En la Figura 2 se presenta el efecto del extracto
hidroetandlico de flores de N. oleander sobre el
crecimiento de L. theobromae a las 72 h de incubacion.
Se observaron diferencias significativas entre las
concentraciones de 15 mg/mL y 30 mg/mL (p < 0.05).
Asimismo, las concentraciones de 60 y 100 mg/mL
mostraron una reduccién marcada del crecimiento
micelial, alcanzando valores de 54 % y 52 % respecto al
control, respectivamente, sin presentar diferencias
estadisticamente significativas entre ambas

concentraciones, lo que indica un efecto antifingico

similar.
Figura 2

Porcentaje de crecimiento de Lasiodiplodia theobromae
frente a dliferentes concentraciones (mg/ml) de extracto
hidroetandlico de flores de Nerium oleander a las 72

horas de incubacion.
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El andlisis fitoquimico cualitativo de los extractos
hidroetandlicos de hojas y flores de N. oleander se
presenta en la Tabla 1. El extracto de hojas mostrd una
alta presencia de saponinas (+++), una concentracion
moderada de compuestos fendlicos, alcaloides vy
flavonoides (++), y ausencia de azUcares reductores. En
contraste, el extracto de flores presentd una
concentracion moderada de quinonas (++), baja
intensidad de compuestos fendlicos y alcaloides (+), y
ausencia de saponinas. Ambos extractos evidenciaron la
presencia de cumarinas y resinas, con variaciones en su

intensidad relativa.
Tabla 1

Andlisis fitoquimico de metabolitos secundarios segun
diferentes métodos del extracto hidroetandlico de hojas

y flores de Nerium oleander

Extracto hidroetandlico de

Nerium oleander

Metabolito secundario Ensayo realizado

Hojas Flores

Cumarinas Baljet + +

Resinas Resinas ++ ++
Triterpenos o esteroides Liberman +

Azucares reductores Fehling - +

Saponinas Espuma +++

Compuestos fendlicos Cloruro férrico ++ +

Flavonoides Shinoda ++ +

Quinonas Borntrager + ++

Mayer ++ +

Alcaloides Dragendorff ++ +
Wagner +
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4. Discusion

Los resultados obtenidos evidencian que los extractos
hidroetandlicos de Nerium oleander ejercen un efecto
inhibitorio  diferencial sobre el crecimiento de
Lasiodiplodia theobromae, el cual varia en funcion de la
parte vegetal utilizada y la concentracion evaluada. En el
caso del extracto de hojas, se observaron diferencias
significativas entre las concentraciones ensayadas,
registrandose una reduccidn maxima del crecimiento
micelial del 20 % a 100 mg/mL. En contraste, el extracto
hidroetandlico de flores mostré una mayor actividad
antifingica, alcanzando reducciones del crecimiento de
hasta 46-48 % a concentraciones de 60 y 100 mg/mL, sin
diferencias estadisticas entre ambas, lo que sugiere un
efecto inhibitorio similar a partir de un umbral de

concentracion.

Estos resultados concuerdan parcialmente con lo
reportado por Hadizadeh et al. (2008), quienes evaluaron
extractos de hojas de N. oleander frente a Fusarium
oxysporum 'y Fusarium solani, observando inhibiciones
del crecimiento superiores al 35 % a concentraciones
relativamente menores. En comparacion, el efecto
observado en L. theobromae fue menos pronunciado y
requirié concentraciones mas elevadas para alcanzar
niveles de inhibicidn moderados, lo que sugiere una
mayor tolerancia de este fitopatdgeno a los compuestos
bioactivos presentes en el extracto. Estas diferencias
pueden atribuirse a la variabilidad intrinseca entre
especies fungicas, asi como a diferencias fisiolégicas y
estructurales que condicionan la susceptibilidad a

metabolitos secundarios de origen vegetal.

Respecto al extracto de flores, los resultados obtenidos
se alinean con lo reportado por Saranya et al. (2017),
quienes demostraron una actividad antifungica
significativa de extractos florales de N. oleander frente a
Aspergifllus flavus y Rhizopus spp. La mayor eficacia

observada en los extractos de flores en el presente
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estudio podria estar relacionada con la presencia y
combinacion especifica de metabolitos secundarios con
actividad antifungica, los cuales difieren cualitativa y

cuantitativamente de aquellos presentes en las hojas.

La limitada disponibilidad de estudios enfocados
especificamente en el efecto de extractos de N. oleander
sobre L. theobromae dificulta la comparacion directa de
resultados. No obstante, los hallazgos coinciden con lo
sefialado por Iffat et al. (2016), quienes reportaron que la
actividad antifungica de N. oleander depende de la parte
vegetal utilizada, el tipo de solvente de extraccién y el
fitopatégeno evaluado. Dichos autores evidenciaron que
diferentes érganos de la planta presentan niveles
variables de eficacia frente a distintos hongos
fitopatégenos, lo que refuerza la idea de una respuesta
especifica entre metabolitos y organismos blanco.
Asimismo, sefialaron que extractos obtenidos con
solventes como acetona pueden mostrar una mayor
actividad antifungica en comparacién con extractos
etandlicos, lo que sugiere que la polaridad del solvente

influye en la extraccion de compuestos bioactivos.

Las diferencias observadas en la eficacia antifingica entre
hojas y flores pueden explicarse por la composicion
fitoquimica de los extractos. En el presente estudio, el
extracto de hojas mostré una alta presencia de saponinas
y concentraciones moderadas de compuestos fendlicos,
flavonoides y alcaloides, mientras que el extracto de
flores presentd una mayor presencia de quinonas y una
menor intensidad de otros metabolitos, ademas de la
ausencia de saponinas y triterpenos o esteroides.
Diversos estudios han asociado compuestos como
saponinas, alcaloides, compuestos fendlicos, cumarinas y
taninos con actividad antifungica, debido a su capacidad
para alterar la permeabilidad de la membrana celular,
inhibir enzimas clave y afectar la integridad estructural del

micelio fungico (Nguyen et al., 2020).

Sin embargo, la sola presencia de estos metabolitos no

garantiza una mayor actividad antifingica, ya que su
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eficacia depende del tipo especifico de compuesto, su
estructura quimica y su concentracion relativa. En este
sentido, Nguyen et al. (2020) sefialan que las propiedades
antifungicas de las saponinas varian considerablemente
segln su naturaleza quimica, destacando que las
saponinas esteroidales presentan una mayor actividad en
comparaciéon con otros tipos. Esto podria explicar el
menor efecto inhibitorio observado en el extracto de
hojas, a pesar de su alta presencia de saponinas,
sugiriendo que el tipo de saponina presente podria no

ser el mas activo frente a L. theobromae.

Finalmente, la variabilidad observada entre estudios y
fitopatégenos pone de manifiesto la necesidad de
profundizar en investigaciones que permitan identificar y
cuantificar los compuestos responsables de la actividad
antifingica mediante técnicas analiticas avanzadas, como
cromatografia y espectrometria, con el fin de establecer
relaciones mas precisas entre composicidn quimica y
efecto bioldgico (Negri et al, 2014). Este enfoque
contribuirfa a una mejor comprension del potencial de .
oleander como fuente de compuestos bioactivos para el
desarrollo de alternativas sostenibles en el manejo de

enfermedades fitopatoldgicas.

5. Conclusiones

El extracto hidroetandlico de hojas de Nerium oleander
presentd efecto inhibitorio in vitro frente a Lasiodiplodia
theobromae en todas las concentraciones evaluadas (15,
30, 60 y 100 mg/mL); sin embargo, la inhibicién fue
moderada, registrandose a 100 mg/mL un crecimiento
micelial del 80 % respecto al control. En contraste, el
extracto hidroetandlico de flores mostrd un mayor efecto
antifungico, evidenciando ausencia de inhibicion a 15
mg/mL y una reduccidon significativa del crecimiento
micelial a concentraciones de 60 y 100 mg/mL, con
valores de 54 % y 52 %, respectivamente, sin diferencias

estadisticas entre estas concentraciones.

El analisis fitoquimico reveld diferencias cualitativas entre

los extractos evaluados. El extracto hidroetandlico de
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hojas presentd una alta presencia de saponinas vy
concentraciones moderadas de compuestos fendlicos,
flavonoides y alcaloides, asi como ausencia de azlcares
reductores. Por su parte, el extracto hidroetandlico de
flores mostré una concentracion moderada de quinonas,
baja intensidad de compuestos fendlicos y alcaloides, y
ausencia de saponinas. Estas diferencias en la
composicion fitoquimica podrian estar asociadas a la
variabilidad observada en la actividad antifingica frente

a L. theobromae.
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