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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antifungica de los extractos etanolicos
de flores, frutos y hojas de Lantana camara L. frente a Fusarium sp. Para ello, se realizé un
analisis fitoquimico de los tres organos vegetales y se determinaron sus efectos inhibitorios
mediante ensayos in vitro que incluyeron: evaluacion cualitativa del crecimiento micelial,
medicion del indice de crecimiento radial (ICR), determinacion de la CMI (concentraciéon minima
inhibitoria) y recuento de conidias. El screening fitoquimico evidencid la presencia de
flavonoides, compuestos fendlicos, saponinas, leucoantocianidinas y triterpenos/esteroides en las
tres partes de la planta, mientras que los frutos presentaron ademads cardenolidos y alcaloides. En
los ensayos antifungicos, el extracto de flores mostré la mayor actividad, alcanzando un 100 %
de inhibicion del crecimiento radial al 5 % y una CMI de 3.1 %. El extracto de frutos registré una
inhibicion del 76 % y una CMI de 5.2 %, evidenciando una actividad intermedia. El extracto de
hojas fue el menos efectivo, logrando solo un 44 % de inhibicidn en el ensayo radial y, aun cuando
su concentracion se incrementd hasta el 8 % en la prueba de CMI, no alcanz6 la inhibicién total

de Fusarium sp.

El recuento de conidias confirmd esta tendencia, mostrando una reduccion en flores y frutos,
pero no en hojas. En conclusion, los extractos de Lantana camara L., especialmente los de
flores, demostraron una notable actividad antifungica frente a Fusarium sp., lo que respalda su

potencial como alternativa natural y sostenible para el manejo de hongos fitopatogenos.

Palabras clave: Fusarium sp., concentracion minima inhibitoria, indice de crecimiento radial,

recuento de conidias.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the antifungal activity of ethanolic extracts of the flowers, fruits,
and leaves of Lantana camara L. against Fusarium sp. To this end, a phytochemical analysis of
the three plant parts was performed, and their inhibitory effects were determined using in vitro
assays that included qualitative evaluation of mycelial growth, measurement of the radial growth
index (RGI), determination of the MIC (minimum inhibitory concentration), and conidia
counting. The phytochemical screening revealed the presence of flavonoids, phenolic
compounds, saponins, leucoanthocyanidins, and triterpenes/steroids in all three parts of the plant,
while the fruits also contained cardenolides and alkaloids. In the antifungal assays, the flower
extract showed the greatest activity, achieving 100% inhibition of radial growth at 5%
concentration and an MIC of 3.1%. The fruit extract showed 76% inhibition and a MIC of 5.2%,
indicating intermediate activity. The leaf extract was the least effective, achieving only 44%
inhibition in the radial assay, and even when its concentration was increased to 8% in the MIC

test, it did not achieve total inhibition of Fusarium sp.

The conidia count confirmed this trend, showing a reduction in flowers and fruits, but not in
leaves. In conclusion, Lantana camara L. extracts, especially those from flowers, demonstrated
remarkable antifungal activity against Fusarium sp., supporting their potential as a natural and

sustainable alternative for managing phytopathogenic fungi.

Keywords: Fusarium sp., minimum inhibitory concentration, radial growth index, conidia count.
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INTRODUCCION

Desde las primeras civilizaciones, las plantas con propiedades medicinales han sido
ampliamente utilizadas como recurso fundamental para el cuidado de la salud, empleandose
en la prevencion y manejo de diversas afecciones. En el contexto actual, estos recursos
vegetales siguen representando una fuente importante de compuestos bioactivos de origen
natural, con aplicaciones relevantes tanto en los sistemas de medicina tradicional como en
el desarrollo de productos de la industria farmacéutica moderna (V.En muchas partes del
mundo, los profesionales de la salud y el publico afrontan cuestiones relacionadas con la
eficacia, seguridad, preservacion, calidad y disponibilidad de la medicina tradicional y
complementaria. Su uso sigue siendo amplio en la mayoria de los paises y crece
rapidamente en los demads, lo que evidencia su importancia en los sistemas sanitarios
contemporaneos . En este contexto, el Perti, reconocido como un pais megadiverso en
recursos de fauna y flora, posee una notable riqueza botanica que incluye una gran variedad

de especies con propiedades medicinales V).

Las enfermedades que afectan a las plantas representan una seria amenaza para la
agricultura a nivel mundial, al ocasionar importantes pérdidas en la produccion y afectar la
economia agricola. Una gran parte de estas enfermedades son provocadas por hongos
fitopatogenos, que reducen la calidad, el rendimiento y el crecimiento de los cultivos. En
los ultimos afios, su incidencia ha aumentado considerablemente, convirtiéndose en un

obstéaculo para el desarrollo de una agricultura sostenible ©.

En la region de Ica, Peru, la situacion resulta particularmente alarmante, ya que la
agricultura representa una actividad fundamental para la economia regional y el sustento
de muchas familias. En cultivos como la vid, el esparrago, los arandanos y otras especies
agricolas, existe un alto nivel de vulnerabilidad frente a los hongos fitopatégenos, lo que
ha promovido un uso constante de pesticidas quimicos para su control. Sin embargo, esta
practica ha generado efectos negativos sobre los recursos hidricos y la calidad del suelo,
evidenciando la necesidad de aplicar estrategias de control fitosanitario ambientalmente

sostenibles y acordes con las condiciones agroecologicas de la region @,

Siendo una de las estrategias sostenibles el uso de extractos vegetales o compuestos
naturales con actividad antifiingica o insecticida, se busca reducir el impacto ambiental

ocasionado por el uso excesivo de pesticidas sintéticos.

Por consiguiente, la presente investigacion tuvo como objetivo “evaluar la actividad
antifungica in vitro de los extractos etanolicos obtenidos a partir de las hojas, flores y frutos

de Lantana camara L. frente a Fusarium sp., ademas de determinar los metabolitos



secundarios presentes en dichos extractos”.

Esta investigacion resulta relevante ya que proporciona una alternativa natural y sostenible

para el control de hongos fitopatégenos en cultivos de valor econdomico, favoreciendo la

sostenibilidad agricola regional. Ademas, aporta informacion sobre los compuestos

bioactivos en Lantana camara L., con potencial para el desarrollo futuro de productos

fitosanitarios ecoldgicos que beneficien a los agricultores.

1.1.

Descripcion de la realidad problematica

El sector agricola constituye un pilar esencial de la economia en la region de Ica,
destacandose no solo por su generacion de empleo, sino también por su relevante

contribucion a las exportaciones nacionales.

Segln el Instituto Peruano de Economia (2025), el 92 % de la produccion agricola
de Ica se destina a la agroexportacion, mientras que solo el 8% se dirige al consumo
interno. Asi, la region aporta cerca del 21.3% del total de las exportaciones agricolas

del pais, posicionandose como la segunda a nivel nacional, después de La Libertad
(%)

De acuerdo con el MIDAGRI (Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego), la region
de Ica ha consolidado su posicion como una de las principales zonas
agroexportadoras del pais, al enviar mas de 700 mil toneladas de productos
hortofruticolas entre los que destacan los arandanos, la uva, los citricos, el esparrago,
y la palta a 75 destinos internacionales. Este desempefio evidencia el alto nivel de
competitividad y la relevancia del sector agricola iquefio dentro del comercio

exterior peruano ©,

Nuestra region Ica, sobresale por su amplio potencial agroexportador consolidandose
como una de las zonas mas competitivas del pais . Sin embargo, este crecimiento
constante también ha traido importantes retos fitosanitarios, debido a que la
presencia de hongos fitopatdgenos pone en riesgo tanto la productividad como la
calidad de los cultivos. Entre estos patdgenos, el género Fusarium destaca por su alta
incidencia y capacidad de adaptacion. Estas especies fitopatdgenas desarrollan
distintas estrategias de infeccion, inicidndose principalmente a partir del inoculo
presente en el suelo, aunque también pueden propagarse por el aire o el agua.
Ademas, algunas infectan directamente los tejidos o aprovechan heridas en la planta
huésped. Como resultado, provocan enfermedades como marchitez vascular,
podredumbre de tallos, corona o raices afectando gravemente el rendimiento de los

cultivos .

Frente a esta problematica, es fundamental fomentar practicas fitosanitarias

sostenibles que reduzcan el uso de pesticidas quimicos y favorezcan la aplicacion de

10



1.2.

técnicas naturales y ecologicas, adecuadas a las caracteristicas agroecologicas de Ica.
En este sentido, Lantana camara L., perteneciente a la familia Verbenaceae y
conocida cominmente como salvia roja o salvia silvestre, constituye una especie de
gran interés. Esta planta, originaria de América tropical, destaca por su amplia
distribucién y capacidad de adaptacion a diferentes ambientes, desde zonas abiertas
hasta terrenos agricolas. Aunque en diversos paises se le considera una maleza
invasora, su presencia frecuente en la region evidencia su resistencia y adaptacion a
las condiciones climaticas de Ica, por lo que su estudio adquiere relevancia tanto en
el ambito cientifico como en el ambiental ®.

Antecedentes de la investigacion
Antecedentes Internacionales

Ramirez et al. ¥, en Ecuador, llevaron a cabo un estudio cuyo enfoque fue analizar
la etnobotanica, composicion fitoquimica y actividad bioldgica de los extractos y
compuestos no volatiles de Lantana camara L. En su investigacion, identificaron
diversos metabolitos secundarios, entre ellos flavonoides, glucosidos de iridoides,
fenilpropanoides y triterpenos, los cuales estan asociados a sus propiedades
farmacologicas. Los resultados evidenciaron que Lantana camara L. tiene un alto
potencial medicinal debido a la amplia variedad de compuestos bioactivos presentes
en sus diferentes organos vegetales. Ademas, el estudio exploro la sintesis de
derivados semisintéticos para potenciar la actividad bioldgica de los compuestos
aislados. Se concluy6 que los extractos de Lantana camara L. representan una fuente

prometedora de compuestos bioactivos con aplicaciones terapéuticas potenciales.

Marques et al. 9, en Brasil, llevaron a cabo un estudio para examinar la
composicion quimica de las flores de Lantana camara L.y evaluar sus propiedades
bioldgicas, incluyendo actividad antioxidante y capacidad inhibitoria de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE). El analisis fitoquimico mediante LC-MS identificd 18
compuestos polifendlicos, destacando derivados de acidos fenolicos, glucosidos de
feniletilo y flavonoides. Por otro lado, el extracto metanolico de flores mostr6 una
notable actividad antioxidante, alcanzando un 97,8% de inhibicion del radical DPPH
a una concentracion de 0,25 mg/mL. Ademas, evaluaron la capacidad inhibitoria
sobre la AChE tanto in vitro como in silico, donde el flavonoide isoverbascosido
presentd una energia de afinidad de -9,9 kcal/mol con la enzima. Se concluye que
hay una relacion entre el contenido fitoquimico de Lantana camara, principalmente
la presencia de flavonoides y fenoles, con su potencial antioxidante y efecto
inhibidor sobre la acetilcolinesterasa, lo que sugiere aplicaciones terapéuticas

innovadoras.
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Seepe et al. 'V, en Sudafrica, llevaron a cabo un estudio para aislar y caracterizar
compuestos bioactivos de Lantana camara L. y evaluar su actividad antifungica
contra especies fitopatogenas del género Fusarium. A partir del extracto de acetato
de etilo de las hojas, se identificaron y caracterizaron 4dcido boswélico y lantadeno A
mediante analisis espectroscopicos. La actividad antifiingica fue determinada usando
el CMI (método de concentracion inhibitoria minima), donde el lantadeno A mostrd
una CMI < 0,63 mg/mL contra F. proliferatum, F. subglutinans, F. graminearum, F.
semitectum y F. solani. Por su parte, el acido boswélico presenté una MIC de 0,63
mg/mL contra F. semitectum y F. subglutinans. Ademas, ambos compuestos no
mostraron efectos fitotoxicos sobre la germinacion de semillas ni sobre la longitud
de las raices de plantulas. Se concluye que el acido boswélico y el lantadeno A
poseen propiedades prometedoras como fungicidas naturales de primera linea para

el control de enfermedades agricolas causadas por Fusarium.

Aguado et al. 12, en Argentina, realizaron un estudio preliminar del contenido de
compuestos quimicos de origen vegetal, la actividad antibacteriana y la toxicidad in
vitro de extractos hidroalcohdlicos de hojas de Lantana camara L. Durante el
analisis, se identificaron productos secundarios del metabolismo como taninos,
compuestos fenolicos, saponinas y flavonoides. La propiedad antibacteriana fue
evaluada mediante el método de difusion en agar contra cepas de Escherichia coli y
S. aureus, observandose que el crecimiento bacteriano se inhibia a concentraciones
superiores a 1000 pg/mL. La toxicidad fue determinada por el ensayo de hemolisis
en eritrocitos humanos, mostrando efectos moderados a concentraciones elevadas.
Se concluye que Lantana camara posee compuestos con potencial bioactivo, lo que

justifica futuras investigaciones mas profundas sobre su aplicacion terapéutica.

Bashir et al. 13, en Brasil, llevaron a cabo un estudio para analizar la composicion
fitoquimica y evaluar la capacidad antifiingica in vitro de extractos metanolicos de
frutos, tallos y hojas de Lantana camara L. frente al hongo Colletotrichum
gloeosporioides Penz., agente causante de la antracnosis. Asimismo, se identificaron
metabolitos secundarios como alcaloides, taninos, flavonoides, glicosidos,
terpenoides y saponinas en todas las partes de la planta. Por otro lado, una
concentracion del 5% del extracto metanolico de frutos permitio reducir en un 66%
la biomasa del hongo. La fraccion n-hexanica de este extracto, a una concentracion
del 0.5%, inhibi6 el crecimiento radial del hongo en un 45%. Mediante analisis GC-
MS, se identificaron compuestos como 2-propiloctahidro-1-benzotiofeno, acido 5-
heptonico y 2,2-dimetil-1-4 pentenoato. Estos resultados sugieren que los frutos de

L. camara contienen compuestos bioactivos con potencial antifingico contra C.
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1.3.

gloeosporioides.
Antecedentes Nacionales

Requelme Bautista Y, en Chimbote, Per(i, realizd una tesis cuyo proposito fue
“evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etanolico obtenido de las
hojas de Lantana camara” contra Staphylococcus aureus. El estudio correspondio a
un disefio experimental, de enfoque cuantitativo y corte transversal, y emple6 la
técnica de difusion en disco segun el método de Kirby-Bauer para la evaluacion de
la actividad antimicrobiana. Se evaluaron concentraciones del extracto al 25%, 50%
y 75% y se realiz6 una comparacion con un grupo control negativo (dimetilsulfoxido
en concentracion del 0.2%) y un grupo estandar de referencia farmacologica
(ciprofloxacino 5 pg por disco). Los resultados indicaron que la concentracion al
75% fue la que mostré mayor actividad antibacteriana (14.0+0.73 mm de halo de
inhibicién); sin embargo, este efecto fue inferior al del ciprofloxacino (31.20+1.67
mm). Se concluy6 que el extracto etandlico de Lantana camara demostro6 capacidad
para inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus, pero su eficacia es menor en

comparacion con un antibiotico convencional como el ciprofloxacino.

Pérez Cruz ¥, en Trujillo, Peru, en su tesis planteé como objetivo evaluar el efecto
larvicida del extracto etandlico de Lantana camara sobre una poblacion natural de
Aedes aegypti en condiciones controladas. Se realizaron bioensayos con diferentes
concentraciones progresivas del extracto y se midido la mortalidad larvaria en
distintos intervalos de tiempo. Los resultados demostraron que el extracto tiene una
actividad larvicida significativa, observandose un aumento de la mortalidad
proporcional a la concentracion utilizada. Se determindé que Lantana camara
presenta potencial como una opcidon natural para el control bioldégico de Aedes
aegypti, causante de enfermedades como el zika, chikungunya y dengue.

Justificacion e importancia de la investigacion

Lantana camara L., conocida comunmente como baya de paloma, es una especie
vegetal perteneciente a la familia Verbenaceae que ha despertado creciente interés
cientifico debido a su riqueza en compuestos bioactivos. A pesar de estar considerada
una planta invasora en diversos paises, ha sido utilizada desde tiempos remotos en

la medicina tradicional por sus propiedades terapéuticas 9.

Estudios previos han reportado la presencia de triterpenos, flavonoides,
fenilpropanoides y glucdsidos iridoides, los cuales le otorgan una amplia variedad
de actividades biologicas, entre ellas, antibacteriana, antiinflamatoria, antioxidante

e insecticida.
No obstante, la informacion relacionada con el potencial antifingico de Lantana
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1.4.

camara L. frente a hongos fitopatdgenos como Fusarium sp. ain sigue siendo
limitada, especialmente en el &mbito nacional. Esta carencia de informacion respalda
la importancia de seguir realizando estudios enfocados en explorar su potencial para
el manejo natural de enfermedades en los cultivos, con el fin de poder reducir la
dependencia de fungicidas quimicos y minimizar los efectos adversos sobre el suelo,

los ecosistemas agricolas y la salud humana.

En este contexto, el objetivo del presente estudio fue analizar la actividad antifungica
in vitro de los extractos etanolicos de las flores, hojas y frutos de Lantana camara
L. frente al hongo Fusarium sp., con el propdsito de identificar el 6rgano vegetal que

presenta mayor capacidad para inhibir el desarrollo del hongo.

De este modo, se busca aportar una opcién natural y sostenible para el manejo de
enfermedades fungicas, favoreciendo practicas agricolas mas seguras, econdmicas y

respetuosas con el medio ambiente.

La relevancia de esta investigacion reside en que sus hallazgos podrian ofrecer una
opcion natural, accesible y amigable con el medio ambiente, contribuyendo asi a la
disminucion del uso de fungicidas sintéticos y fomentando practicas agricolas
sostenibles. Asimismo, contribuye a la valorizacion cientifica de una especie
frecuentemente subvalorada, proporcionando datos valiosos para la comunidad
cientifica y el sector agroindustrial.
Objetivos de la investigacion
a) Objetivo General:
Evaluar la actividad antifiingica in vitro del extracto etandlico de las hojas,
flores y frutos de Lantana camara L. frente a Fusarium sp., asi como identificar
los metabolitos secundarios responsables de dicha actividad.
b) Objetivos especificos:

» Identificar los metabolitos secundarios presentes en los extractos etandlicos
de las hojas, flores y frutos de Lantana camara L. mediante una evaluacion
fitoquimica.

» Determinar la actividad antifungica in vitro de los extractos etanolicos de
hojas, flores y frutos de Lantana camara L., evaluando el tamafio del halo
de inhibicion y la concentracion minima inhibitoria (CMI) frente a Fusarium
sp.

= Evaluar el efecto inhibitorio de los extractos etanolicos de hojas, flores y

frutos de Lantana camara L. sobre la formacion de conidias de Fusarium sp.
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1.5.

Marco tedrico
1.5.1. Lantana camara L. “Siete colores”

» Género Lantana

El género Lantana L. pertenece a la familia Verbenaceae e incluye
aproximadamente 80 especies distribuidas principalmente en las regiones
tropicales y subtropicales de América, aunque también cuenta con algunas
representantes en Asia y Africa. Las especies de Lantana se caracterizan
por ser arbustos perennes, aunque en algunos casos pueden presentarse
como hierbas anuales. Son plantas muy ramificadas, con tallos extendidos
y delgados, y se distinguen por sus flores llamativas y persistentes.
Asimismo, cabe destacar su notable riqueza en aceites esenciales 1719,
Clasificacion taxondmica
La muestra botanica, correspondiente a la planta completa, fue identificada
y categorizada en la Facultad de Ciencias Biologicas de la UNICA,
siguiendo el sistema de clasificacion propuesto por Arthur Cronquist
(1988). De acuerdo con dicho sistema, la especie se encuentra
taxonémicamente ubicada de la siguiente manera:
REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida
ORDEN: Lamiales
FAMILIA: Verbenaceae
GENERO: Lantana
ESPECIE: Lantana camara (L.)
NOMBRE VULGAR: “siete colores/flor de fuego”

Figura 1. Fotografia de Lantana camara L. Procedencia: Caserio la Esperanza
en el distrito la Tinguifia, provincia y departamento de Ica.
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» Descripcion botanica:

Se caracteriza por ser un arbusto lefioso perenne, de 2 a 5 metros de
altura, fuertemente aromatico y capaz de formar densos matorrales.
Sus tallos son lefiosos, con cuatro angulos bien definidos, y suelen
presentar espinas o aguijones curvos, que le proporcionan soporte y

proteccion.

Las hojas se disponen opuestamente, son lanceoladas u ovaladas,
con margenes dentados o aserrados, superficie rugosa en el haz y
pubescente en el envés. Al ser frotadas, desprenden un olor
penetrante caracteristico, atribuido a la presencia de aceites

esenciales.

La inflorescencia es cimosa compuesta, de tipo axilar o terminal,
formada por racimos densos y multicolores de aproximadamente 2
a 3 cm de diametro. Las flores son pequefias y tubulares, agrupadas
de forma compacta, y sus tonalidades varian del amarillo al rosado,
rojo, blanco o naranja, cambiando de color conforme maduran. Esta

caracteristica le confiere un notable valor ornamental.

Cada inflorescencia puede producir entre 10 y 30 frutos, los cuales
son drupas globosas que, al desarrollarse, pasan de un color verde a
negro violaceo en la madurez, conteniendo una o dos semillas en su
interior. Las plantas adultas pueden generar hasta 2000 semillas por
afio, lo que explica su alta capacidad de propagacion y su

clasificacién como especie invasora en diversas regiones tropicales

g B.1819)

y subtropicale

Figura 2. Fotografia de flores y hojas de Lantana camara L.
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Figura 3. Fotografia de tallos y frutos de Lantana camara L.

» Distribucion y habitat:

Lantana camara es una especie de origen americano, que crece de manera
natural desde las regiones del sur de Estados Unidos, como Texas y
Florida, hasta el norte de Uruguay y Argentina. No obstante, debido a su
gran capacidad de adaptacion, actualmente se encuentra naturalizada en
aproximadamente 70 paises, subtropicales, tropicales y zonas templadas de
Asia, Africa, Oceania y América. En Sudamérica, su presencia es amplia,
abarcando Peru, Bolivia, Argentina, Paraguay y Uruguay, donde prospera
en ambientes naturales y perturbados. La especie presenta una notable
adaptabilidad ambiental, desarrollandose en terrenos degradados, bordes
de bosques, campos agricolas abandonados, margenes de carreteras y rios.
Su rango altitudinal comprende hasta los 2000 m s. n. m., prefiriendo
ambientes abiertos y soleados; sin embargo, puede persistir bajo sombra
ligera, aunque con menor floracion.

Pese a su adaptabilidad, su desarrollo se restringe en zonas donde las
temperaturas descienden con frecuencia por debajo de los 5 °C, ya que las
partes aéreas mueren a —2 °C, aunque las raices suelen sobrevivir y emitir

nuevos brotes cuando las condiciones ambientales mejoran %21,

» Usos tradicionales

Lantana camara es una especie vegetal nativa de las zonas tropicales del
continente americano. Actualmente presenta una amplia distribucion en
diferentes regiones del mundo, donde se cultiva principalmente con fines
ornamentales. No obstante, su importancia va mas alla del aspecto

decorativo, ya que posee reconocidas propiedades medicinales y multiples
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aplicaciones ecoldgicas e industriales.
En la medicina tradicional, las hojas de Lantana camara se utilizan en
infusion como tonico y estimulante natural, y en distintos paises de Asia'y
América son empleadas para aliviar trastornos digestivos y favorecer la
cicatrizacion de heridas. Asimismo, el cocimiento de sus hojas se utiliza
de forma topica para el tratamiento de afecciones cutaneas como la tifia, la
forunculosis y la dermatitis. En regiones de Asia y Africa, las partes aéreas
de la planta se emplean para reducir la fiebre, calmar afecciones
respiratorias ¢ infecciones bacterianas, ademas de utilizarse como
cicatrizante y antidoto natural frente a mordeduras de serpientes.
En el sur de Asia, las hojas y flores también se aprovechan con fines
terapéuticos y como repelentes naturales de insectos, especialmente
mosquitos. De igual modo, en diversas regiones tropicales se prepara una
infusion con toda la planta, la cual se hierve para elaborar un té tradicional
empleado como remedio para aliviar la tos y otras afecciones respiratorias
leves. La decoccion de la planta se aplica de manera topica como locion
para limpiar heridas y favorecer su cicatrizacion, mientras que las hojas
trituradas se colocan directamente sobre la piel para reducir inflamaciones,
tratar ulceras y cortes.
Mas alla de su valor medicinal, Lantana camara presenta un notable
potencial ecoldgico e industrial. Los tallos pueden emplearse en la
elaboracion de muebles domésticos, cestas artesanales y papel, ademas de
servir como fuente de combustible para calefaccion y coccion. Asimismo,
la planta ha demostrado utilidad en la produccion de biogés al mezclarse
con estiércol vacuno @',
» Composicion quimica
La especie Lantana camara se caracteriza por poseer una composicion
quimica variada y rica en metabolitos bioactivos. Entre los principales
compuestos identificados se encuentran esteroides y triterpenoides, que
constituyen los componentes predominantes dentro de las fracciones no
volatiles, es decir, aquellas que no forman parte de los aceites esenciales
de la planta. También se han detectado acidos grasos, flavonoides,
glucosidos iridoides y otros metabolitos que contribuyen a su actividad
biologica. Las flores y hojas presentan una composicion similar, aunque
las flores contienen mayor cantidad de glucidos y las hojas mas lipidos. En
general, las hojas destacan por su contenido de taninos, alcaloides,

flavonoides, saponinas, carbohidratos y compuestos fendlicos ©-,
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» Actividad biolégica
Diversos estudios cientificos han evidenciado que los metabolitos
obtenidos de L.camara poseen un amplio potencial bioldgico.Entre los
metabolitos secundarios mas estudiados se encuentran los triterpenoides de
tipo ursano y oleanano, a estos se suman flavonoides como el lantandsido
y el linarésido, los cuales han evidenciado una actividad nematicida
destacable frente a las larvas del nematodo Meloidogyne incognita,
logrando elevados porcentajes de mortalidad. Por otro lado, ciertos
derivados triterpénicos han mostrado actividad antidiabética in vivo,
ademas de una accion antimicrobiana considerable frente a cepas de
Mycobacterium tuberculosis. Asimismo, el extracto etandlico de las hojas
de L. camara ha mostrado actividad antibacteriana significativa frente a
Staphylococcus aureus, esta accion se atribuye principalmente a la
presencia de taninos, terpenos y flavonoides.
Sin embargo, se debe tener en cuenta que esta especie también ha sido
asociada con efectos toxicos en herbivoros, principalmente
fotosensibilizacion y hepatotoxicidad atribuidos al lantadeno A, siendo el
triterpenoide pentaciclico mas toxico presente en la planta ©-24),
1.5.2. Evaluacién fitoquimica
La evaluacion fitoquimica es un proceso que permite analizar e identificar los
compuestos bioactivos que se encuentran en las plantas medicinales,
responsables de sus propiedades terapéuticas. Este estudio comprende la
deteccion de metabolitos secundarios, como flavonoides, taninos, esteroides,
terpenoides, glucosidos y alcaloides, entre otros. Para obtener dichos
compuestos se aplican diversas técnicas de extraccion, como el reflujo, la
maceracion, percolacion, Soxhlet, lixiviacion, el arrastre de vapor, empleando
distintos solventes segin la naturaleza del material vegetal. Este
procedimiento permite aislar los metabolitos secundarios presentes en tallos,
frutos, flores, hojas u otras partes de la planta, proporcionando informacién
valiosa sobre su potencial farmacolédgico 329,
1.5.3. Hongos
Los hongos conforman un extenso y diverso grupo de organismos eucariotas.
Son heterétrofos, es decir, no pueden realizar fotosintesis y obtienen
nutrientes a partir de compuestos orgdnicos preexistentes mediante la
liberacion de enzimas que degradan materia compleja, lo que les permite
participar en el reciclaje de elementos esenciales del ecosistema. La mayoria

habita materia organica en descomposicion o en suelos, desempefiando un
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papel clave en la mineralizacién y descomposicion. Mas alla de su papel
ecoldgico, los hongos son muy importantes para la humanidad; intervienen en
la produccién de alimentos y bebidas, y son fuente de metabolitos bioactivos
como inmunosupresores (ciclosporinas) y antibioticos (penicilina). Aunque
en su mayoria son saprofitos, algunos son parasitos que pueden causar
enfermedades en animales, plantas y humanos. También forman relaciones
simbiodticas beneficiosas con plantas, favoreciendo su nutricion, y tienen
amplias aplicaciones biotecnologicas. Generalmente, son organismos
aerdbicos y no moviles, aunque algunas especies acuaticas presentan esporas
con capacidad de movimiento @729,
> Filogenia
Los hongos tienen un origen evolutivo comtn con los animales, lo que
demuestra que ambos provienen de una misma linea evolutiva dentro de
los seres vivos eucariotas. Entre los linajes mas antiguos se encuentran los
quitridiomicetos, considerados los hongos mas primitivos. A diferencia de
la mayoria, estos producen esporas moviles con flagelos, llamadas
zobsporas, lo que indica que la capacidad de movimiento fue una
caracteristica que se perdi6 con el tiempo en los demas grupos fingicos.
Las investigaciones actuales sobre la evolucion fungica han permitido
identificar los principales grupos de hongos, entre los que destacan los
Zigomicetos, Quitridiomicetos, Glomeromicetos, Basidiomicetos y
Ascomicetos.
Los quitridiomicetos se situan cerca del origen del arbol evolutivo por ser
los mas antiguos, mientras que los ascomicetos y basidiomicetos
representan los grupos mas evolucionados. Estos ultimos incluyen hongos

ampliamente conocidos. como los mohos, las setas y las levaduras @®.

<
Quitridiomicetos L‘%
Batrachochytrium [ [\ \
Zigomicetos ’%— —
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-
Glomeromicetos ,—é/’
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Basidiomicetos
|

Amanita |

Figura 4. Filogenia de los hongos. Fuente: (Madigan et al., 2015) %
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1.5.4. Hongos fitopatégenos

Los hongos fitopatégenos son organismos que causan diversas enfermedades
en las plantas, afectando su desarrollo, rendimiento y calidad. Estas
enfermedades representan la mayor parte de las patologias que sufren los
cultivos, generando asi pérdidas economicas significativas en la agricultura
global y afectando el bienestar de agricultores y consumidores. Existen miles
de especies de estos hongos, lo que refleja su gran diversidad y su fuerte
impacto negativo en los ecosistemas agricolas 9.

» Tipos de hongos fitopatégenos segin su modo de vida

e Biotrofos: Dependen totalmente de la planta viva y no la matan
rapidamente porque la requieren para llevar a cabo su ciclo vital.

e Necrdtrofos: liberan toxinas que causan la muerte de las células de la
planta y se alimentan de los tejidos muertos; afecta a muchas especies
vegetales y son oportunistas (por ejemplo, Botrytis y Esclerotinia).

e Hemibiotrofos: inician su ciclo como biétrofos y luego actiian como
necrotrofos, dafiando progresivamente el tejido (por ejemplo,
Phytophthora, Colletotrichum, Fusarium).

e Saproétrofos: viven y crecen sobre tejidos vegetales muertos,
descomponiéndolos mediante enzimas (por ejemplo, Aspergillus y
Fusarium).

¢ Enddfitos: habitan en el interior de los tejidos vegetales sin causar
sintomas visibles (por ejemplo, Epicloé y Xylaria) G.

1.5.5. Género Fusarium sp.

El género Fusarium, perteneciente al filo Ascomycota y a la familia
Nectriaceae, esta formado por un grupo de hongos filamentosos que pueden
vivir como saprofitos, alimentdndose de materia orgdnica en descomposicion,
o como fitopatdgenos, causando enfermedades en numerosas plantas. Este
género tiene una distribucion mundial, habitando principalmente el suelo y
tejidos vegetales, y puede adaptarse facilmente a diversos ambientes.

Estos hongos suelen colonizar la zona cercana a las raices (rizosfera) e invaden
los tejidos de las plantas, afectando su crecimiento y desarrollo. Por ello, son
considerados algunos de los patdgenos mas comunes y perjudiciales para los
cultivos agricolas. Ademas, poseen la capacidad de persistir durante largos
periodos en el suelo como saprofitos y liberan esporas resistentes que facilitan

su dispersion y dificultan su control G132,
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¢ Caracteristicas morfologicas

Las especies del género Fusarium se caracterizan por formar colonias de
rapido crecimiento, con una textura que varia de algodonosa a aterciopelada.
El color de estas colonias varia seglin la especie y el tiempo que llevan en
cultivo, mostrando tonalidades que pueden ir del blanco hasta amarillos,
rosados, rojizos e incluso violetas. Se caracteriza por formar colonias de
crecimiento rapido y por producir tres tipos principales de esporas:
microconidios, macroconidios y clamidosporas.

Los macroconidios son alargados y curvados, con bordes finos o
redondeados, y pueden tener varios septos, aunque algunos Fusarium
carecen de ellos, lo que complica su identificacion. Los microconidios, por
otro lado, son mas pequefios, redondeados u ovalados, generalmente sin
septos y no forman cadenas. Por ultimo, las clamidosporas son estructuras
resistentes de paredes gruesas que se forman a partir de las hifas o de los
macroconidios, suelen ser esféricas o ligeramente ovaladas, gracias a ellas,

Fusarium puede perrmanecer en el suelo durante largos periodos ¢7-33).
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Figura 5. Caracteristicas morfologicas de Fusarium sp. A. Macroconidias B.

Microconidias C. Clamidosporas. Fuente: (Carrera-Sanchez K, 2025) ¢
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¢ Ciclo de infeccion por Fusarium sp.

Fusarium sp. es un hongo presente en el suelo que puede mantenerse viable
durante largos periodos en residuos de cultivos infectados o en forma de
clamidosporas, unas estructuras resistentes que le permiten sobrevivir en
condiciones ambientales adversas. Su dispersion en el campo ocurre a corta
distancia a través del agua o de maquinaria agricola contaminada, mientras
que a mayor distancia se propaga con plantas infectadas o el suelo adherido
a ellas.

Cuando una planta sana crece en un suelo contaminado, las clamidosporas
germinan estimuladas por sustancias liberadas por las raices y forman hifas
que penetran las raices directamente o a través de heridas causadas por el
crecimiento de raices laterales, nematodos o insectos. Una vez dentro, el
hongo avanza entre las células corticales hasta alcanzar los vasos del xilema,
donde se multiplica y se distribuye por el sistema vascular. En esta fase,
Fusarium produce macroconidios y microconidios, que se transportan hacia
las partes aéreas de la planta mediante el flujo de savia. La proliferacion del
micelio dentro de los vasos provoca su obstruccidn y colapso,
interrumpiendo el transporte de nutrientes y agua, lo que causa muerte
progresiva de los tejidos vegetales, marchitez y amarillamiento.
Finalmente, al descomponerse la planta huésped, el hongo libera esporas en
la superficie de los tejidos muertos, que son transportadas por el viento o el
agua , iniciando asi nuevos ciclos de infeccion. Este mecanismo hace que
Fusarium sea un patogeno persistente y dificil de controlar en el campo ¢33,

Los vasos xilematicos colapsados
resultan en pudricion y amarronamiento.
Los tallos basales se marchitan.

Micelio flngico coloniza vasos xileméaticos.
Comp iftingi por la
planta y el micelio obstruyen los vasos.
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Figura 6. Mecanismo de infeccién y propagacion de Fusarium sp. en plantas

hospedantes. Fuente: (Jangir et a/.,2021) ¢4
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¢ Sintomatologia de la enfermedad

La infeccion por Fusarium en las plantas se caracteriza principalmente por
la interrupcion del transporte de agua debido a la necrosis y bloqueo del
sistema vascular causado por el patdogeno. Este dafio provoca sintomas
utilizados para el diagnostico de la enfermedad. En plantas susceptibles, la
infeccion avanza hacia necrosis total y muerte. Las plantas producen tilosas,
estructuras que ayudan a limitar la propagacion del hongo, contribuyendo a
la defensa.

El marchitamiento es resultado de varias actividades, como la acumulacion
de micelio dentro del tejido xilematico, la produccion de toxinas por el
hongo, las respuestas de defensa de la planta como la produccion de tilosas,
geles y gomas, y la compresion de los vasos causada por la multiplicacion
de células cercanas. Esto genera un estrés hidrico severo, manifestado en
sintomas variables que incluyen necrosis, marchitez, caida de hojas,
dobleces en brotes y amarillamiento.

Los primeros sintomas suelen aparecer de manera unilateral, con el
doblamiento de partes de la planta afectada y amarillamiento parcial. En
etapas iniciales, algunas hojas muestran una mitad clordtica y la otra verde.
También es comun observar la disminucion general del crecimiento y el
enanismo en brotes. Con el avance de la enfermedad, la planta se marchita
totalmente y muere. En las fases finales, la necrosis afecta las raices

principales y la base del tallo, y el sistema vascular adquiere una coloracion

(35,36)

marron visible al cortar transversalmente

Figura 7. Sintomas de la marchitez causada por Fusarium sp. A. En el campo B.

Sistema vascular del tallo. Fuente:(Hudson et a/.,2021) G9
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¢ Factores que influyen en la esporulacion de Fusarium sp.

La esporulacion de Fusarium sp. depende de varios factores tanto
ambientales como fisiologicos. La temperatura ideal para que el hongo
crezca y forme esporas se encuentra entre 25 y 30 °C, ya que fuera de este
rango su actividad metabdlica disminuye. La conidiacién, o produccion de
esporas, es estimulada por ciclos de luz y oscuridad de 12 horas cada uno,
mientras que la luz constante o la completa oscuridad inhiben este proceso.
El pH optimo para la esporulacion oscila entre 5 y 6, especialmente para
especies como F. solani y F. oxysporum.
Por ultimo, la falta de nutrientes, particularmente de carbono y nitrégeno,
también fomenta la esporulacion. Por esta razon, medios de cultivo con bajos
niveles de nutrientes, como el PDA diluido, agar de maiz o agar avena, son
los mas efectivos para inducir la produccion de esporas bajo condiciones
controladas ¢73%.
1.5.6. Capacidad patégena de Fusarium en humanos y animales
Durante mucho tiempo, Fusarium fue reconocido principalmente como un
hongo que afectaba cultivos agricolas, provocando pérdidas importantes. Sin
embargo, en las ultimas décadas se ha demostrado que también puede actuar
como un patdégeno oportunista en seres humanos y animales. Esto ha captado
gran atencion en el ambito médico y cientifico debido a su capacidad para
producir infecciones severas, especialmente en personas con sistemas
inmunitarios debilitados.
Las infecciones causadas por Fusarium, conocidas como fusariosis, pueden
variar en gravedad segun el estado inmunoldgico de la persona y la forma en
que el hongo ingresa al organismo. En individuos sanos, las infecciones mas
comunes afectan la cornea (queratitis) y las ufias (onicomicosis), y también
pueden provocar sinusitis alérgica o cronica. En cambio, en pacientes con el
sistema inmune comprometido, la infeccion suele ser invasiva, extendiéndose
a tejidos profundos e incluso al torrente sanguineo, causando enfermedades
sistémicas graves.
Aunque no todas las especies de Fusarium son patdgenas para humanos, las
mas frecuentes en infecciones son F. solani, F. moniliforme, y Fusarium
oxysporum, recientemente se han reportado casos con F. napiforme y F.
proliferatum. Las infecciones en animales domésticos como gatos y perros
suelen mostrar sintomas similares a los humanos, lo que indica un patron

comun de patogenicidad y destaca la importancia de Fusarium como un
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problema tanto médico como veterinario.

Para que ocurran las infecciones invasivas es fundamental que las barreras
naturales del cuerpo, como las mucosas y la piel, estén dafiadas o debilitadas.
En condiciones normales, las personas estan expuestas constantemente a
esporas de Fusarium presentes en el agua y el suelo, pero no enferman porque
su sistema inmune y las barreras fisicas impiden la entrada y colonizacion del
hongo. Sin embargo, cuando existen quemaduras, lesiones, tratamientos que
disminuyen la defensa inmune o enfermedades graves, el hongo puede
ingresar a través de pequefias heridas y comenzar a invadir los tejidos,

provocando infecciones profundas ¢339,
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II.

ESTRATEGIA METODOLOGICA

2.1.

2.2,

2.3.

Tipo, nivel y disefio de investigacion
2.1.1. Tipo de investigacion
De tipo basica, debido a que pretende ampliar el conocimiento disponible
acerca de las propiedades de la planta estudiada, aportando datos valiosos que
sean utilizadas como base para futuros estudios y contribuyendo a la creacion
de nuevo conocimiento cientifico sobre la especie.
2.1.2. Nivel de investigacion
Este estudio combina un enfoque explicativo y descriptivo. Por un lado, se
describen las caracteristicas, propiedades y comportamientos de las variables
analizadas para obtener una comprension clara de la situacion actual. Por otro
lado, se busca explicar las causas y relaciones detrds de estos eventos,
investigando especificamente la posible conexion entre los metabolitos
identificados en la evaluacion fitoquimica y su efecto antifingico.
2.1.3. Diseifio de la investigacion
Este estudio corresponde a un disefio experimental en el que se manipulan y
controlan las variables de manera que se pueda analizar cémo influyen unas
sobre otras.
Lugar de la investigacion
Laboratorio de Quimica Farmacéutica y Laboratorio de Andlisis Bioquimicos y
Clinicos de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional “San
Luis Gonzaga”.
Materiales de trabajo
2.3.1. Material biolégico
¢ Hojas, flores y frutos de Lantana camara L.
o Cepa de Fusarium sp.
2.3.2. Materiales, insumos y equipos

Tabla 1: Equipos utilizados en el proyecto

Ne Insumos U. medida Cantidad
01 Estufa (Marca Binder) Unid. 01
02  Autoclave (Marca Gemmy) Unid. 01
03 Balanza analitica (Marca Boeco) Unid. 01
04 Incubadora (Marca Blue Pard) Unid. 01
05 Refrigeradora (Marca LG) Unid. 01
06 Cabina de flujo laminar (Marca Unid. 01
ESCO)
07  Microscopio Unid. 01
08 Laptop (Marca hp) Unid. 01
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Tabla 2: Materiales utilizados en el proyecto

Ne Materiales U. medida Cantidad
01 Cocinillas eléctricas Unid. 01
02  Matraces Unid. 04
03  Probetas de 50 mL y 100 mL Unid. 02
04 ;/Sag(:ls1 I}jrempltados de 50, 100 y Unid. 01
05  Gradillas Unid. 01
06  Soporte universal Unid. 02
07  Varillas de vidrio Unid. 02
08  Aro de soporte universal Unid. 02
09 Tubos de ensayo Docena 01
10  Placas excavadas Unid. 03
11 Placas de Petri Docena 01
12 Espatulas de metal Unid. 02
13 Placas multipozos de 6 y 12 pozos Unid. 06
14  Luna de reloj Unid. 01
15 Baguetas Unid. 02
16 Camara de Neubauer Unid. 01
17  Cubreobjetos Unid. 04
18  Sacabocados Unid. 02
19  Asa bacteriologica Unid. 02
20  Propipetas Unid. 03
21 Micropipetas de 200 ul y 1000 ul Unid. 02
22 Tips para micropipetas Docena 02
23 Mechero Unid. 03
24 Pera de bromo Unid. 01
25  Viales de vidrio Docena 01
26  Papel kraft Pliego 12
27  Papel filtro Pliego 04
28  Papel aluminio Rollo 01
29  Papel tisu Pliego 01
30 Papel toalla Rollo 06
31  Guantes quirrgicos Caja 02
32 Cofias Caja 01
33 Mascarillas Caja 01
34 Ligas Caja 01
35 Algodoén Rollo 01
36 Tijeras Unid. 02
37  Plumoén indeleble Unid. 02
38 Regla Unid. 01
39  Marcador Unid. 01
40  Cuaderno de campo Unid. 01
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Tabla 3: Reactivos y materiales utilizados en el proyecto

Ne° Materiales U. medida Cantidad
01 Etanol al 96° L 20
02  Metanol mL 10
03  Alcohol amilico mL 1
04 Diclorometano mL 500
05  Acido clorhidrico concentrado mL 50
06  Acido clorhidrico al 1% mL 50
07 Acido sulfarico concentrado mL 50
08  Acido 3,5-dinitrobenzoico al 2% mL 10
09 Hidréxido de sodio al 5% mL 10
10  Hidréxido de amonio mL 10
11 Hidréxido de potasio al 5.7% mg 30
12 Cloruro férrico al 1% mL 10
13 Cloruro de sodio al 5% mL 10
14  Gelatina al 1% mL 10
15 Reactivo de Wagner mL 1
16 Reactivo de Dragendorff mL 1
17 Reactivo de Mayer mL 1
18  Ninhidrina al 2% mL 1
19 Fungicida quimico Benzomil® g 200
500
20 Papa Dextrosa Agar (PDA) g 500

2.4. Hipotesis y variables
2.4.1. Hipotesis
a) Hipotesis General:
El extracto etandlico de las hojas, flores y frutos de Lantana camara L.
presenta actividad antifiingica in vitro frente a Fusarium sp.
b) Hipoétesis Especificas:

» Los metabolitos secundarios identificados en los extractos etandlicos de las
hojas, flores y frutos de Lantana camara L. incluyen compuestos con
potencial actividad antifingica.

= Los extractos etandlicos de las hojas, flores y frutos de Lantana camara L.
inhiben el crecimiento de Fusarium sp. en condiciones in vitro.

= Existe una diferencia en la actividad antifingica de los extractos etandlicos
de hojas, flores y frutos de Lantana camara L., siendo uno de ellos el que
presenta el mayor efecto inhibitorio, determinado por el tamafio del halo
de inhibicién y la concentracion minima inhibitoria (CMI).

= Los extractos etandlicos de las hojas, flores y frutos de Lantana camara L.
inhibe la formacion de conidias de Fusarium sp., 1o que contribuye a su

efecto antiflingico.
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2.4.2. Variables de la investigacion
a) Variables dependientes:
e Evaluacion Fitoquimica.
e Actividad Antifingica in vitro frente a Fusarium sp.
b) Variables independientes:
e Extracto etandlico de las hojas, flores y frutos de Lantana camara L.
2.5. Poblacion y muestra de la investigacion
a) Poblacion: Hojas, flores y frutos de la especie Lantana camara L.y cepa de
Fusarium sp.
b) Muestra: Extracto etandlico obtenido a partir de hojas, flores y frutos de Lantana

camara L.

2.6. Métodos y técnicas de recoleccion de datos
2.6.1. Recoleccion y tratamiento de la muestra vegetal
a) Recoleccion de la muestra vegetal
La recoleccion de Lantana camara L. fue realizada por la autora durante el
mes de junio en el caserio La Esperanza, situado en el distrito de La
Tinguifia, provincia y departamento de Ica. Este procedimiento se efectu6 en
las primeras horas del dia, empleando bolsas de papel Kraft y tijeras para
asegurar una adecuada manipulacion del material.
Después de la colecta, los ejemplares fueron transportados al Laboratorio de
Quimica Farmacéutica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
UNICA, donde se continuaron las etapas iniciales del procesamiento.
Asimismo, un ejemplar completo de la planta fue destinada a su respectiva
identificacion taxondmica en la Facultad de Ciencias Biologicas de la misma
universidad, labor que estuvo a cargo del Dr. Miranda Huaman David

(Anexo N°1)

Figura 8. Lugar de recoleccion de la muestra vegetal (Tinguifia- Ica)
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b) Tratamiento de la muestra vegetal (Anexo N°2)

e Seleccion: En el laboratorio se procedid a seleccionar cuidadosamente las
hojas, flores y frutos de Lantana camara L., eligiendo unicamente aquellos
ejemplares que se encontraban en buen estado: sin picaduras, infestaciones,
dafios visibles o presencia de hongos. Todo material que no correspondia
a la especie, que presentaba decoloracion, alteraciones en la textura o
signos de moho fue descartado. De esta manera se aseguro6 la calidad de las
muestras destinadas al estudio.

e Limpieza: Esta fase tuvo como finalidad eliminar cualquier tipo de
suciedad presente en las muestras, como polvo, tierra u otras impurezas.
Durante el proceso, se retiraron cuidadosamente las materias extrafias
visibles, tales como restos de tierra y pequefias piedras, con el fin de
asegurar que el material vegetal estuviera limpio y en condiciones dptimas.

e Secado: El secado del material vegetal se realizd bajo sombra, con el
objetivo de evitar posibles alteraciones en la composicion quimica de las
hojas, flores y frutos, ya que la exposicion directa al sol podria provocar la
degradacion de algunos de sus compuestos bioactivos. Las muestras fueron
distribuidas uniformemente sobre pliegos de papel Kraft, este
procedimiento se llevo a cabo a temperatura ambiente en un ambiente seco,
cerrado y bien ventilado, protegido de la presencia de insectos, aves, polvo
y otras posibles contaminaciones.

2.6.2. Obtencién de los extractos etanélicos “? (Anexo N.°3)

Para la obtencion de los extractos etanolicos de Lantana camara L., se
emplearon los métodos de maceracion y reflujo. Durante la colecta se reunieron
800 g de hojas, 1000 g de flores y 3345 g de frutos los cuales fueron
posteriormente secados y colocados en frascos de vidrio para ser macerados con
etanol al 96° durante 14 dias, agitando diariamente para favorecer la extraccion.
Una vez culminado este periodo, el material vegetal también fue sometido a
reflujo con etanol al 96% en ciclos de 4 horas. Finalizadas ambas etapas, los
extractos obtenidos, tanto por maceracion como por reflujo, fueron combinados,
filtrados y dejados secar a temperatura ambiente hasta obtener los extractos
secos correspondientes.

Como resultado, se obtuvieron 116 g de extracto seco de flores, 157 g de
extracto seco de frutos y 109 g de extracto seco de hojas. Finalmente, los
extractos secos se conservaron en frascos de vidrio bien cerrados para evitar

cualquier tipo de contaminacion.
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2.6.3. Evaluacién fitoquimica 42
El método utilizado consistid en la extraccion secuencial de metabolitos
secundarios mediante solventes de distintas polaridades, con el objetivo de
obtener diferentes fracciones denominadas A, B, C, D y E. A cada una de estas
fracciones se les evaluo la ausencia o presencia de diferentes grupos de
metabolitos a través de reacciones de precipitacion y coloracion. Para la
realizacion de esta metodologia, se sigui6 el procedimiento descrito por Olga
Lock, reconocida por su efectividad en la identificacion fitoquimica, lo que
permitio obtener resultados claros y confiables en el analisis de los compuestos
presentes.
¢ Obtencion de las fracciones (Anexo N°4)
Se tom6 una muestra de 25 g del extracto etandlico seco total, que se
denomind FRACCION A. Posteriormente, se disolvieron 20 g del extracto
restante en 20 mL de una solucion de &cido clorhidrico al 1%. Luego, esta
mezcla se filtr6, lo que permitid observar dos partes claramente
diferenciadas.
a) Insoluble
Los residuos del papel filtro se dejaron secar completamente. Luego, se
realizaron varios lavados con agua destilada hasta que el pH de los
residuos alcanzé la neutralidad, lo cual se confirmé utilizando papel
tornasol. Después de esta etapa, el papel filtro con el material retenido se
volvié a secar y, una vez listo, su contenido se disolvio en 50 mL de
diclorometano, obteniéndose asi la FRACCION B.
b) Solucion acida
La solucion acida que se obtuvo tras el filtrado fue alcalinizada agregando
7 mL de NH4OH (hidréxido de amonio) hasta alcanzar un pH alcalino, lo
cual se verifico con papel tornasol (cambio de rojo a azul).
Posteriormente, esta solucion se transfirio a una pera de decantacion y se
realizo6 la extraccion con 300 mL de diclorometano, obteniendo dos fases
bien definidas.
b.1. Fase organica (diclorometanica):
El diclorometano se afiadi6 de manera progresiva hasta lograr la
ruptura completa de la emulsion. Una vez separadas las fases, la
porcion organica se filtro cuidadosamente, obteniéndose asi la
FRACCION C.
b.2. Fase acuosa:

La fase acuosa fue sometida a una nueva extraccion empleando
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diclorometano y etanol en una relacion 3:2 respectivamente. Para

este procedimiento se usaron 180 mL de diclorometano y 120 mL

de etanol, lo que permiti6 separar nuevamente la mezcla en dos fases

diferenciadas.

b.2.1. Fase organica: También conocida como Diclorometdnica-
etanolica, aqui se rompi6 la emulsion, se filtro
cuidadosamente y este filtrado constituy6 la FRACCION D.

b.2.2. Fase acuosa: El contenido remanente en la pera se transfirio
a un frasco y se dejo secar y se obtuvo la FRACCION E.

e Deteccion de metabolitos secundarios y grupos funcionales (Anexo N°5)

» Reaccion de gelatina -sal: Identificacion de taninos en la fraccion A
Se prepar6 una disolucion a partir de una pequefia porcion del extracto
seco correspondiente a la fraccion A, utilizando agua como solvente. De
esta solucion se distribuy6 un volumen de 1 mL en tres tubos de ensayo.
Posteriormente, al primer tubo se le agregd 1 mL de cloruro de sodio al
5 %, al segundo 1 mL de gelatina al 1 % v, al tercero, una mezcla de 0,5
mL de gelatina al 1 % con 0,5 mL de NaCl al 5 %.La formacion de un
precipitado en el tercer tubo o en ambos (el primero y el segundo) sugiere
la presencia de taninos. Sin embargo, si la precipitacion se presenta solo
en el primer tubo, podria tratarse de un falso positivo.

» Reaccion de tricloruro férrico: Identificacion de grupos fenolicos
libres en la fraccion A
Se preparo6 una solucion del extracto seco correspondiente a la fraccion
A empleando etanol como solvente. De esta solucion se transfirié 1 mL
a un tubo de ensayo, al cual posteriormente se le afiadieron dos gotas de
cloruro férrico al 1 %. La aparicion de una coloracion azul oscuro, azul
verdoso o verde se considera una reaccion positiva, lo cual indica la
posible presencia de compuestos fenolicos, como los taninos.

» Reaccion de ninhidrina: Identificacion de aminoacidos
Se disolvio una pequefia cantidad del extracto seco de la fraccion A en
etanol. Luego, se aplicaron las siguientes preparaciones sobre dos tiras
de papel de filtro.
A. Muestra: una gota de la disolucion del extracto junto con una gota

de reactivo de ninhidrina al 2%

B. Blanco: solo una gota de la solucion etandlica de ninhidrina al 2%
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Ambas tiras se dejaron secar a T° ambiente y, posteriormente, se
colocaron en una estufa entre 110 a 120 °C hasta la aparicidén de un color
en el blanco. La reaccion fue considerada positiva cuando la tira de papel
impregnada con la muestra mostrd una tonalidad azul violacea.
»Reaccion de Borntriger: Identificacion de antraquinonas en la
fraccion B
Se colocd una pequefia cantidad del extracto de la fraccion B en un tubo
de ensayo y se disolvio con diclorometano. Luego, se afiadieron 2 mL de
una solucion de hidroxido de sodio al 5% (NaOH 5%) y se agitd
suavemente la mezcla. La aparicion de una coloracion roja en la fase
acuosa indica una reaccidén positiva, lo que sugiere la presencia de
antraquinonas.
»Reaccion de Shinoda: Identificacion de flavonoides en las fracciones
A,DyE
Se disolvio una pequena cantidad de los extractos secos de las fracciones
A, Dy E en etanol. Luego, se colocaron 0.5 mL de cada disolucion en
tres placas excavadas. A cada una se le afiadieron unas cuantas limaduras
de magnesio y 3 gotas de HCI concentrado. La prueba se considera
positiva si se observa la aparicion de tonalidades rojizas, anaranjadas o
violetas, lo cual indica la presencia de flavonoides.
»Reaccion de  Liebermann-Burchard: Identificacion  de
Triterpenoides y/o Esteroides en las fracciones B, Cy D
Se tom6 una pequetia cantidad de los extractos secos de las fracciones B,
C y Dy se disolvid en diclorometano, colocando cada muestra en una
placa excavada. A cada una se le agregaron 3 gotas de anhidrido acético
y 3 gotas de acido sulfurico concentrado.
La presencia de triterpenoides y/o esteroides se confirma si durante la
reaccion aparecen colores como azul verdoso, verde, rojo o azul.
»Reaccion de Kedde: Identificacion de cardendlidos en las fracciones
CyD
Para esta prueba se prepararon dos soluciones:
Solucién A: acido 3,5-dinitrobenzoico al 2% disuelto en metanol.
Solucion B: hidroxido de potasio al 5.7% disuelto en agua.
Ambas soluciones se mezclaron en partes iguales para obtener el reactivo
(R). Luego, en un tubo de ensayo, se disolvid una pequefia cantidad del
extracto seco de las fracciones C y D en metanol. A esta disolucion se le

afiadieron 3 gotas del reactivo (R). La aparicion de una coloracion
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purpura violdceo indica una reaccion positiva, lo que sugiere la presencia
de cardendlidos.
»Identificacion de alcaloides en las fracciones C y D
Se disolvid por separado una pequefia cantidad del extracto seco de las
fracciones C y D en una solucion de acido clorhidrico al 1%. Luego, se
filtraron las disoluciones y se colocaron en tubos de ensayo. A cada uno
se le agregaron de 2 a 3 gotas de los reactivos especificos: Dragendorff,
Mayer, y Wagner. La presencia de alcaloides se confirma si se observan
los siguientes precipitados caracteristicos:
¢ Dragendorff: Formacion de un precipitado anaranjado.
e Mayer: Aparicion de un precipitado blanco cremoso.
e Wagner: Formacion de un precipitado de color marron.
»Identificacion de leucoantocianidinas y catequinas en las fracciones
Dy E: Reaccion de Rosenheim
Se tomo 1 mL de cada fraccion y se le anadio 0,5 mL de &cido clorhidrico
concentrado. La mezcla se calentd en bafio maria durante 10 minutos.
Luego, se dejo enfriar y se agregaron 2 mL de agua destilada y 1 mL de
alcohol amilico. Finalmente, se agit6 bien la mezcla y se observo el color
que adquiria la fase amilica (la capa superior).
e Si la fase amilica se vuelve de color rojo, indica la presencia de
leucoantocianidinas.
e Si adquiere un color marron, sugiere la presencia de catequinas.
»Deteccion de saponinas
Se disolvid 1 g del extracto etandlico seco de hojas, flores y frutos en 20
mL de agua destilada, colocando cada uno en un tubo de ensayo. La
mezcla se llevo a ebullicion durante 10 minutos, se filtré en caliente y,
una vez enfriada, se agitdé durante 1 minuto. Luego se dejo en reposo
durante 15 minutos para observar la formacion de espuma. La reaccion
se considera negativa si la altura de la espuma es menor a 5 mm (0.5 cm).
Es importante mencionar que el screening fitoquimico se centrd en los
frutos, debido a la limitada informacion existente sobre los metabolitos
secundarios presentes en esta parte de la planta. Con el fin de obtener un
analisis comparativo mas completo, se aplicaron las mismas pruebas de
coloracion y precipitacion a las flores y hojas, ya que estas estructuras
vegetales si cuentan con un mayor nimero de investigaciones previas que

respaldan su composicion quimica.
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Muestra seca y molida de Hojas,
flores y frutos de Lantana camara
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R.Gelatina filt liente v dei T° ambient
R FeCl3 Separar 25gr iltrar en caliente y dejar secar a T® ambiente
Aminoacidos del extracto
R. de Ninhidrina etanélico [ Extracto etandlico ]—[ Fraccion a ]
Flavonoides seco total
R. Shinoda El resto, llevar a sequedad/rotavapor extraer con 20
— mL HCI 1%, filtramos obteniendo 2 fases.
Insoluble Solucion acida
Lavar con H20, hasta que el pH llegue a la
neutralidad, secar y disolver en 50mL de Filtrar y alcalinizar con 7mL de
diclorometano NH3 y luego extraer con 300mL de
L, diclorometano
Fraccion b |
Esteroides Fase Dicolorometanica / Fase acuosa
R. Liebermann Burchard Extraer con CHCls:
g“}ign‘gms Romper la emulsion y EtOH en una relacion
- bortraguer filtrar de (3:2)
Cardendlidos
R. Kedde
Esteroides %
R. Liebermann
Burchard .
. Fase diclorometanica Fase acuosa
Filtrado etanolica remanente
Alcoloides
o | - o Romper
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e ! y filtrar
Flavonoides
B ] R. Shinoda
— Leucoantocianidinas
b& I R. Rosenheim
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Fraccion d I
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Flavonoides Leucoantocianidina Cardendlidos, anillos Esteroides, R.Mayer
R. Shinoda R. Rosenheim lactona triterpenos R.Dragendorff
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R. Kedde Burchard

Figura 9. Flujograma del screening fitoquimico de Lantana camara L.
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2.6.4. Actividad antifingica

2.64.1.

Procedimientos previos al desarrollo de la actividad

antifingica

a) Obtencion de la cepa fingica

En el marco de este estudio, la cepa de Fusarium sp. fue donada

por el laboratorio Rizoagrum S.A.C., ubicado en la ciudad de Ica.

b) Preparacién del medio de cultivo “¥

Para la preparacion del medio de cultivo se realizaron
previamente los calculos necesarios en funcion de la marca de
PDA (Potato Dextrose Agar) empleada, siguiendo las
indicaciones del fabricante con el propdsito de asegurar la
concentracion y composicion adecuadas. Una vez obtenidos los
valores, se procedio a la preparacion bajo estrictas condiciones
de esterilidad.

El material de vidrio requerido (placas Petri) fue envuelto en
papel Kraft y esterilizado por calor seco en estufa a 180 °C
durante 60 minutos. Tras finalizar este proceso, se dejo enfriar
dentro del horno, evitando asi choques térmicos y conservando
su condicion estéril hasta el momento de uso. Posteriormente, la
cantidad de PDA calculada se disolvié en agua destilada dentro
de un matraz erlenmeyer o un frasco de vidrio autoclavable,
agitando la mezcla con un calentamiento suave hasta lograr una
completa homogeneizacion. El medio fue entonces sometido a
esterilizacion mediante calor himedo en autoclave, a temperatura
de 121°C con presion de 15 1b/in?> durante 30 minutos,
garantizando la eliminacion de contaminantes microbianos.
Concluido el ciclo de esterilizacion, el matraz fue retirado
cuidadosamente y el medio se mantuvo a una temperatura
cercana a 45 °C, con el fin de evitar que se solidifique.
Replicacion de la cepa fiingica madre “¥ (Anexo N°8)

Para este procedimiento, se vertieron aproximadamente 20 mL
de PDA en placas de Petri estériles y se dejaron enfriar hasta su
completa solidificacion. Todo el proceso se llevd a cabo dentro
de una camara de flujo laminar de marca ESCO, previamente
esterilizada con luz ultravioleta, a fin de garantizar condiciones
de asepsia y evitar contaminaciones externas. En primer lugar,

con el sacabocado previamente esterilizado se elaboraron discos
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de micelio de 6 mm de diametro. Posteriormente, utilizando un
asa bacteriologica esterilizada al rojo vivo en el mechero, se
extrajo uno de estos discos y se depositd cuidadosamente en el
centro de cada placa. Finalmente, las placas inoculadas fueron
selladas con Parafilm y se incubaron durante un periodo de 10 a
14 dias, manteniendo una temperatura controlada de 25 £ 2 °C,

lo que permitio el crecimiento adecuado y uniforme del hongo.

\ 7z 7

” 7 -.
al _'-.
’
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| oy F _._ -

Someter el asa a

Verter 20 mL de de la cepa madre
esterilizacion.

PDA en la placa de utilizando un sacabocado

Elaborar discos de 6 mm [
Petri y dejar que esterilizado y expuesto

solidifique. previamente a la llama del
\mechero. ) j

Depositar el disco de

micelio en la parte Con el asa previamente

central de la placa de esterilizada, extraer los

Petri. discos elaborados con el
sacabocado.

Figura 10. Flujograma del proceso de replicacion de la cepa madre fungica.
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2.6.4.2. Determinacion de la actividad antifingica
Para llevar a cabo las evaluaciones se utilizo el método del “medio
envenenado” o “medio enmendado”. Este procedimiento consiste en
afladir una cantidad determinada de la solucidén de los extractos,
adaptada a las concentraciones especificas que se desean probar,
directamente al medio de cultivo PDA que ya ha sido esterilizado
previamente 9,
A) Evaluacion cualitativa: ICM (Inhibicion del crecimiento
micelial) “¢4? (Anexo N°9)
La evaluacion cualitativa se realizd como una inspeccion inicial
rapida y descriptiva para determinar la actividad preliminar del
extracto. Su principal objetivo fue identificar de manera
inmediata si los extractos etandlicos presentaban algiin efecto
visible contra Fusarium sp., ya que la presencia o ausencia de
crecimiento micelial en los pocillos tratados fue el indicador mas
sencillo para confirmar si el extracto contenia compuestos con
potencial antifiingico.
Esterilizacion de materiales
Para garantizar la asepsia, se utilizaron varios métodos de
esterilizacion: se sometieron a calor seco en la estufa las placas
de Petri y los viales; por otro lado, el autoclave se empled para
esterilizar el medio de cultivo, la solucidon salina en tubos de
ensayo y las puntas de micropipeta (200 uL. y 1000 pL).
Adicionalmente, las placas multipocillo de 12 pozos fueron
esterilizadas previamente con luz ultravioleta (UV) y rotuladas
segun las muestras y los porcentajes de concentracion a evaluar.
Finalmente, todos los materiales estériles se manipularon dentro
de la cabina de flujo laminar, la cual también habia sido
previamente esterilizada con luz UV.
Preparacion de extractos y establecimiento de
concentraciones
Se procedié al ensayo de los extractos etanolicos obtenidos de
hojas, flores y frutos, evaluados en cuatro niveles de
concentracion: 3% (300 uL), 3.5% (350 uL), 4% (400 uL) y
4.5% (450 pL), estas proporciones de extracto se aplicaron a
5 mL de medio PDA por cada muestra. Para la preparacion de las

soluciones madre, se pesé 1 g de cada extracto y se disolvio en
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1 mL de etanol dentro de viales previamente esterilizados.
Controles para la evaluacion

Para la evaluacion, se definieron dos controles esenciales: el
Control Negativo (-) consistid simplemente en el medio de
cultivo PDA, estableciendo una referencia de crecimiento libre
del hongo. Por su parte, el Control Positivo (+) se preparo6 con el
medio PDA al cual se le incorpor6é el fungicida comercial
BENZOMIL®500 a una concentracion final del 0.1%, sirviendo
como referencia de maxima inhibicién quimica.

Método del medio enmendado o medio envenenado

Se comenzo el proceso mezclando la solucion madre del extracto
(iniciando con la concentracion del 3%, equivalente a 300 uL)
con 5 mL del medio de cultivo (PDA), la cual se homogeneizo
superficialmente en una placa de Petri estéril. Posteriormente, se
transfirio con una micropipeta 1000 puL. (1 mL) de esta mezcla a
un pocillo de las placas multipocillo, repitiendo este paso por
triplicado para asegurar 3 réplicas por concentracion. Este
procedimiento se replico para cada una de las concentraciones
restantes del extracto. Finalmente, se permitidé que el medio se
solidificara dentro de las placas multipocillo antes de proceder
con la inoculacion.

Inoculacién de Fusarium sp.

El procedimiento comenzd con la preparacion del indculo
fungico. Se utilizé un asa bacteriologica, la cual fue previamente
esterilizada al rojo vivo en la flama de un mechero. Con esta asa,
se realizo un raspado superficial sobre el cultivo de Fusarium sp.
para colectar sus conidias (esporas).

El material fungico recolectado se transfirié a un tubo de ensayo
con solucion salina (cloruro de sodio) y se agitd con suavidad
para crear una suspension. Posteriormente, se tomo una alicuota
de esta suspension con una micropipeta y se procedid a la
cuantificacion en la camara de Neubauer, obteniéndose una
concentracion de 1.34x10° conidias/mL.

Finalmente, se realiz6 la siembra utilizando una micropipeta de
200 pL, se dispensaron 45 pL de la suspension estandarizada en
tres pocillos para cada nivel de concentracion del extracto. Tras

la inoculacion, las placas multipocillo se sellaron con Parafilm y
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se colocaron en una incubadora a una temperatura controlada de
2542 °C durante 5 dias.

Interpretacion de los resultados

Al finalizar el periodo de incubacion, se realizé una evaluacion
cualitativa de las muestras para determinar el grado de inhibicion
del crecimiento micelial de Fusarium sp.. Los resultados se
clasificaron en cuatro categorias: inhibicion total, media, baja o

nula.
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Colocar 300 pL (3%) del
extracto disuelto en etanol
en una placa de Petri.

'F

Sellar las placas multipozos con
Parafilm y colocarlas en la
incubadora a 2542 °C por un
periodo de 5 dias.

Agregar SmL del
medio de cultivo
(PDA) en el extracto
con la ayuda de una
jeringa.

Homogeneizar el
extracto diluido y el
PDA utilizando Ia
micropipeta.

Inocular todas las muestras

afiadiendo

45uL de la

suspension de conidias

Una vez que la solucion esté
homogeneizada, tomar una
alicuota de 1 mL y dispersarla
individualmente en cada uno
de los pocillos de las placas
multipocillo.

Tomar una alicuota de esta
suspension con una micropipeta
y proceder a la cuantificacion en
la camara de Neubauer

Figura 11. Flujograma de la evaluacion cualitativa - ICM (Inhibicion del crecimiento micelial)
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Empleando un asa
bacteriologica  estéril, se
procedi6 a raspar la cepa de
Fusarium sp. para recolectar
sus conidias (esporas).

El material (suspension de
conidias) se transfiere a un tubo
de ensayo que contiene solucion
salina, y luego se agita con
suavidad para dispersar las
esporas.



B) Evaluacion cuantitativa: ICR (Inhibicion del crecimiento

radial) “® (Anexo N°10)

Mediante este tipo de evaluacidn se obtienen datos exactos del
crecimiento radial (expresados en centimetros de diametro), lo
que permite comparar la efectividad de los extractos etanolicos y
determinar cudl de ellos presenta una mayor actividad
antifungica.

Esterilizacién de materiales

Inicialmente, se llevo a cabo la esterilizacion de todo el material
requerido: las placas de Petri, el sacabocado y los viales se
esterilizaron mediante calor seco en una estufa. Paralelamente, el
medio de cultivo (PDA), preparado en frascos autoclavables, y
las puntas de micropipetas (200 uL. Y 1000 uL) se esterilizaron
con calor humedo en autoclave. Para la evaluacion, se emplearon
placas multipozos (de 6 pocillos), las cuales fueron esterilizadas
con luz ultravioleta (UV) y etiquetadas con el codigo de las
muestras y los porcentajes de concentracion a probar. Una vez
completada la esterilizacion, todos los materiales se trasladaron
a la cabina de flujo laminar, la cual también habia sido
esterilizada previamente.

Preparaciéon de los extractos y establecimiento de las
concentraciones

Se ensayaron los extractos etanodlicos proveniente de hojas, flores
y frutos a tres niveles de concentracion: 1% (200 pL), 3%
(600 uL) y 5% (1000 pL), en proporcion a la cantidad de medio
PDA utilizada (10 mL) por muestra. El proceso consistié en pesar
1g de los extractos obtenidos de hojas, flores y frutos, los cuales
fueron disueltos en 1 mL de etanol en viales previamente
esterilizados.  Posteriormente, las  soluciones  fueron
homogenizadas mediante agitacion suave para asegurar una
disoluciéon completa antes de su incorporacion al medio de
cultivo.

Controles para la evaluacion

Se establecieron dos controles para la evaluacion: el Control
Negativo (-) consistié unicamente en el medio de cultivo PDA,
mientras que el Control Positivo (+) utilizd6 PDA al que se le

afiadio el fungicida comercial agricola BENZOMIL ®500 a una
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concentracion del 0.1%.

Método del medio envenenado o medio enmendado

El procedimiento se inicid en un recipiente estéril, como una
placa de Petri previamente esterilizada. Inicialmente se prepar6d
una concentracion del 5% utilizando una micropipeta de 1000
uL, con la cual se depositaron 1000 pL de la solucidn inicial del
extracto. A esta cantidad se afadieron 10 mL del medio de
cultivo (PDA) y se mezclé suavemente para homogeneizar.
Inmediatamente, se distribuyeron 3000 puL. de esta mezcla en
cada pozo de la placa multipozos, realizando tres repeticiones por
cada extracto y concentracion.

Este mismo proceso se repitio para las demas concentraciones a
evaluar. Finalmente, las placas se dejaron reposar hasta que el
medio solidificd6 completamente, quedando listas para la
inoculacion.

Inoculacion de Fusarium sp.

El procedimiento de inoculacion comenzé con la realizacion de
discos de micelio de 7mm de didmetro de la cepa de Fusarium
sp., utilizando un sacabocado bacteriologico previamente
esterilizado. A continuacion, con la ayuda de un asa
bacteriologica estéril, se depositd un disco de micelio en la parte
central de cada pozo de las placas multipocillos.

Por ultimo, estas placas se sellaron herméticamente con Parafilm
para prevenir la contaminacion y pérdida de humedad, luego se
trasladaron a una incubadora donde se mantuvieron durante 5
dias bajo una temperatura controlada de 25+2 °C.
Interpretacion de los resultados obtenidos

El efecto antifingico se midid una vez que el control negativo
(sin extracto) alcanz6 su crecimiento maximo. En ese momento,
se procedio a registrar el crecimiento del hongo en el medio con
extracto (en centimetros de diametro) para luego aplicar las

formulas correspondientes para el analisis.

% Crecimi Didmetro del crecimiento del hongo en el extracto X 100
o Crecimiento =
Diametro del control negativo

% de Inhibicion = 100 - % de Crecimiento
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Colocar 1000 pL (5%)
del extracto disuelto en
etanol en una placa de
Petri.

Finalizada la incubacion, medir el
diametro de crecimiento del hongo
(en cm) en los pocillos con extracto
y, a partir de ese dato, calcular el %
de inhibicion.

Figura 12. Flujograma de la evaluacion cuantitativa — ICR (Inhibicion del crecimiento radial)

Verter 10 mL del medio de
cultivo (PDA) en el extracto
utilizando una jeringa.

Sellar las placas multipozos
con Parafilm y colocarlas en la
incubadora a 25+2 °C por un
periodo de 5 dias.
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Mezclar uniformemente el
extracto diluido y el PDA
utilizando la micropipeta.

Inocular los discos de micelio en
el centro de cada pocillo de la
placa multipozo, utilizando un
asa Dbacteriologica para la
transferencia.

Después de homogeneizar,
tome una alicuota de 3 mL de
la mezcla y distribuyala en
cada uno de los pocillos de
las placas multipozos.

Utilizando un sacabocado
previamente esterilizado, realizar
discos de micelio de 7 mm de
diametro de la cepa de Fusarium
sp.



C) Determinacion de la CMI (concentraciéon minima
inhibitoria) #*59
El objetivo principal de este ensayo fue determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), expresada en
porcentaje, necesaria para lograr la inhibiciéon total del
crecimiento micelial del hongo fitopatogeno Fusarium sp..
La metodologia se basé en los resultados de la evaluacién
cualitativa inicial. Para cada uno de los tres extractos (hojas,
flores y frutos), se ajustd el rango de ensayo mediante la
modificacion gradual de las concentraciones (aumentandolas o
disminuyéndolas) a partir de los resultados previos. Para este
ensayo, cada muestra se prepard con 5 mL de medio PDA y se
realizaron tres repeticiones.

D) Recuento de conidias ¢*? (Anexo N°10)
Este proceso se llevo a cabo una vez concluido el periodo de
incubacion de las muestras analizadas mediante el método
cuantitativo (medicion de la inhibicion del crecimiento radial).
Para ello, se realiz6 un conteo comparativo donde los tres
extractos (hojas, flores y frutos) se analizaron simultdneamente
en concentraciones seleccionadas: 1, 3 y 5 % frente a Fusarium
sp., permitiendo una comparacion directa de su eficacia a niveles
idénticos de dosificacion. Para determinar el efecto esporicida
(inhibicion de la formacion de esporas) de los extractos, se
afiadio 1 mL de agua estéril a cada pocillo. Con ayuda de una
espatula, se removieron suavemente las conidias para obtener
una suspension, la cual fue cuantificada en el microscopio
utilizando la camara de Neubauer. Para garantizar la precision
del conteo, se realizaron dos recuentos por cada pocillo
analizado, aprovechando la estructura de doble cuadricula de la
camara. El numero de conidias por mililitro se calcul6 aplicando

la siguiente formula de estandarizacion:

Conidias/mL=(Numero de conidias contadas)x(Factor de dilucién)x(Factor de

la camara de Neubauer)
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2.7. Técnicas de procesamiento de la informacion

2.7.1.

2.7.2.

Recoleccion de datos

Para la recoleccion de datos, se realizo un registro detallado en cuadernos de
trabajo donde se anotaron minuciosamente todos los datos obtenidos y los
resultados correspondientes a los métodos aplicados. Estos registros sirvieron
como soporte fundamental para el analisis y procesamiento posterior de la
informacion. Ademads, se llevd a cabo una recopilacion exhaustiva de
informacion proveniente de diversas fuentes, que incluian bases de datos de
acceso libre y literatura cientifica.

Procesamiento e interpretacion de datos

Se analizaron los datos obtenidos mediante el uso de herramientas estadisticas
no paramétricas ya que, no siguieron una distribuciéon normal. Inicialmente,
se procesO la informacion utilizando el programa Microsoft Excel para
facilitar la organizacion preliminar de los datos. Posteriormente, se aplico la
prueba U de Mann-Whitney para comparar el crecimiento de dos dias
distintos; de igual manera se hizo un andlisis comparativo entre las diferentes
concentraciones utilizando la prueba de Kruskal-Wallis, para todo ello, se
utilizo el software estadistico Minitab, lo que permitié estructurar los
resultados en graficos y tablas de manera clara y ordenada. Esta metodologia
facilité una interpretacion precisa y confiable de los resultados obtenidos en

el estudio.

2.8. Aspectos éticos

Durante todo el desarrollo de esta investigacion se respetaron rigurosamente los

principios éticos que orientan la investigacion cientifica académica. Se reconocio y

cito adecuadamente el trabajo de diversos autores, asegurando el debido crédito a sus

contribuciones. Asimismo, se protegio la propiedad intelectual, citando correctamente

todas las fuentes consultadas y respetando los derechos de autor.
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III. RESULTADOS

3.1. Screening fitoquimico

Tabla 4. Resultados del screening fitoquimico para la identificacion de grupos funcionales y

metabolitos secundarios presentes en el extracto etanolico de los frutos de Lantana camara L.

Fracciones Reacciones Metabolitos Resultados Observacion
Rx. Shinoda Flavonoides - No hubo coloracién rojiza
Rx. Gelatina Taninos - No hubo precipitacion
A
Rx. C lgmro Grupos fendlicos libres + Color azul-negro
Férrico
Ninhidrina Aminoacidos + Color azul violaceo
Rx. Libermann Trlterpegos y/o " Color azul verdoso
Burchad esteroides
B Rx. Borntranger Quinonas - Color marron
Rx. Libermann Tr1terpegos ylo + Color marron rojizo
esteroides
Burchad
- " .
Rx. Kedde Cardendlidos Color rojo intenso
+ . .
C Rx. Dragendorff Precipitado anaranjado
. + -
Rx. Mayer Alcaloides Precipitado blanco
+ . .
Rx. Wagner Precipitado marron
+ . .
Rx. Dragendorff Precipitado anaranjado
. + .
Rx. Mayer Alcaloides Turbidez
+ .
Rx. Wagner Turbidez
D Rx. Kedde Cardenodlidos + Color rojizo
Rx. Shinoda Flavonoides + Color ligeramente rosado
Rx. Rosenhein Leucoantocianidinas / .
. + Color rojo oscuro
catequinas
Rx. Libermann Triterpenos y/o
Burchad rpenos y + Color rojizo
esteroides
Rx. Shinoda Flavonoides + Color ligeramente rosado
E
Rx. Rosenhein Leucoantocianidinas / .
. + Color rojo oscuro
catequinas
Saponinas
F Prueba de la espuma + 1,2 cm de espuma

Leyenda: Ausencia (-); Presencia (+)
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Tabla 5. Resultados del screening fitoquimico del extracto etandlico de flores de Lantana

camara L.’
Reacciones Extracto etandlico de flores Observaciones
Rx. Gelatina - No hubo precipitacion
Rx. FeCI3 + Color azul negruzco
Rx. Shinoda + Color ligeramente rosado
Rx. Ninhidrina + Color azul violaceo
Rx. Lieberman Burchad . Color azul verdoso
Rx. Borntranger i No se observo el color rojo
en la fase acuosa
Rx. Kedde - No hubo coloracién rojiza
Rx. Dragendorff - No hubo precipitacion
Rx. Mayer - No hubo precipitacion
Rx. Wagner - No hubo precipitacion
Rx. Rosenheim n Color rojo oscuro en la fase
amilica
Prueba de la espuma + 1,5cm de espuma

Leyenda: Ausencia (-); Presencia (+)
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Tabla 6. Resultados del screening fitoquimico del extracto etandlico de hojas de Lantana

camara L.”
Reacciones Extracto etanélico de hojas Observaciones
Rx. Gelatina - No hubo precipitacion
Rx. FeCl3 n Color azul verdoso

Rx. Shinoda + Color ligeramente rosado

Rx. Ninhidrina n Color violaceo

Rx. Lieberman Burchad i Color turquesa
Rx. Borntranger No hubo aparicion del color

rojo en la fase acuosa

Rx. Kedde ; No hubo coloracién rojiza

Rx. Dragendorff - No hubo precipitacion

- No hubo precipitacion

Rx. Mayer
Rx. Wagner - No hubo precipitacion
Rx. Rosenheim n Color marrén rojizo en la fase
amilica
+
Pueba de la espuma 3,5 cm de espuma

Leyenda: Ausencia (-); Presencia (+)

3.2. Evaluacion cualitativa
Tabla 7. Evaluacion del efecto inhibidor sobre el crecimiento micelial de Fusarium

sp. frente a los controles y a los extractos etandlicos de flores, frutos y hojas. (Anexo

N°12)
Concentracion Muestra Fusarium sp.
0.1% Control (+) ICM total
- Control (-) ICM nula
4.5% Flores ICM total
4.5% Frutos ICM media
4.5% Hojas ICM nula

En la Tabla 7 se presentan los resultados de la inhibicion cualitativa del crecimiento
micelial de Fusarium sp. obtenidos a partir de los extractos etanolicos de flores,
frutos y hojas de Lantana camara L. Para esta fase del estudio se trabajo con tres

repeticiones por tratamiento y se emplearon distintas concentraciones iniciales del
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extracto (4.5 %, 4 %, 3.5 % y 3 %). En la tabla se muestra especificamente el
comportamiento registrado con la concentracion mas alta (4.5 %), por ser la que
evidencio el efecto mas representativo en cada drgano vegetal.
El objetivo de este ensayo cualitativo fue identificar de manera preliminar si los
extractos presentaban actividad antifingica frente al hongo. El uso de varias
concentraciones permitid no solo reconocer los extractos con mayor potencial, sino

que también oriento la determinacidn de las concentraciones adecuadas para estimar
posteriormente la concentracion minima inhibitoria (CMI).

3.3. Evaluacion cuantitativa (Anexo N°13)
En la figura 13 se observa la comparacion del crecimiento radial del hongo entre el

dia 3 y el dia 5 en cada 6rgano de la planta, se opto por utilizar la prueba no paramétrica
de Mann—Whitney. Esta prueba fue la més adecuada porque los datos no se ajustaban
completamente a los criterios de normalidad necesarios para un andlisis paramétrico.
En cada dia se trabajo con un conjunto de 9 observaciones (n = 9 por dia), lo que
permitid realizar una comparacion consistente entre ambos momentos del
experimento. Se considerd un nivel de confianza del 95 % y un valor de significancia
estadistica establecido en p = 0,05. Cuando los valores obtenidos fueron inferiores a
este umbral, se interpretd que existian diferencias reales y no atribuibles al azar. Bajo

este criterio, inicamente el extracto elaborado a partir de hojas mostrd una variacion

significativa en el crecimiento del hongo entre el tercer y el quinto dia.
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Figura 13. Comparacion del crecimiento radial de Fusarium sp. entre el dia 3 y el dia

5 para los distintos tratamientos.
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Por otro lado, se observd que el extracto de flores evaluado en el tercer y quinto dia
presentaron las mismas medidas de crecimiento en comparacién con el control
positivo, lo que sugiere un comportamiento similar al del control positivo durante el
tiempo de evaluacion.

Tabla 8. ICR (Inhibicién del crecimiento radial) de Fusarium sp. por controles y

extractos de flores, frutos y hojas en el dia 5 de incubacion

Repeticion  Flores Frutos Hojas Control (+) Control (-)
1 0.0 0.8 2.2 0.0 34
2 0.0 0.8 1.8 0.0 3.4
3 0.0 0.9 1.8 0.0 3.5
Promedio 0.0 0.8 1.9 0.0 34
% de Inhibicion
Promedio 100% 76% 44% 100% 0%

En la Tabla 8 se muestran los promedios de los didmetros del crecimiento radial de
Fusarium sp., expresados en centimetros, asi como los porcentajes de inhibicion
registrados para los controles y para los extractos etandlicos provenientes de hojas,
flores y frutos, todos evaluados a una concentracion del 5 %. Estos datos corresponden
al quinto dia de observacion, obtenidos a partir de tres repeticiones por tratamiento.
Entre los resultados, el extracto etandlico de flores destaco al alcanzar una inhibicion
total del 100 %, posicionandose como el tratamiento mas efectivo para detener el
crecimiento del hongo.

En la figura 14, que corresponde a un grafico de cajas del crecimiento radial en
centimetros, se presentan los resultados obtenidos en el dia 5 para las distintas
combinaciones de tratamiento y concentracion. Para determinar si existian diferencias
entre los grupos, se aplico la prueba de Kruskal-Wallis, la cual mostrd variaciones
estadisticamente significativas (H=30.22; gl = 10; p=0.001, con ajuste por empates).
Las menores medianas de crecimiento se observaron en el control positivo y en el
extracto de flores al 5 %, ambos con 0.0 cm, lo que evidencia una alta eficacia
antifiingica. A continuacion, se ubicaron los tratamientos de flores al 3 % y frutos al 5
%, con medianas de 0.7 y 0.8 cm, respectivamente. En contraste, las concentraciones
del 1 % de hojas, flores y frutos presentaron medianas mayores (> 2.2 cm), mientras
que el control negativo mostr6 el crecimiento mas alto (3.4 cm), confirmando la

ausencia de inhibicion cuando no se aplica tratamiento.
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Figura 14. Comparacion del crecimiento radial de Fusarium sp. en el dia 5 mediante
grafico de cajas para los distintos tratamientos.

Tabla 9. Comparaciones multiples de los tratamientos en el dia 5 mediante la prueba
de Dunn

Tratamiento Mediana (cm) Agrupacion
C+ 0.00 A
Flores 5 0.00 A
Flores 3 0.70 B
Frutos 5 0.80 B
Frutos 3 1.00 B
Hojas 5 1.80 C
Hojas 3 2.10 C
Flores 1 2.20 C
Frutos_1 2.40 C
Hojas 1 2.50 C
C- 3.40 D

La prueba de Dunn, aplicada con correccion por comparaciones multiples, permitio

identificar diferencias significativas en el crecimiento radial de Fusarium sp. entre

los tratamientos evaluados. Los resultados indican que el control positivo y el

extracto etandlico de flores al 5 %, ambos en el grupo A, lograron reducir

significativamente el crecimiento del hongo en comparacion con el control negativo,

lo cual confirma su alta eficacia antifungica (p < 0.05).

En contraste, los demas tratamientos, incluyendo otras concentraciones de extracto
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de flores y los extractos de hojas y frutos, mostraron niveles de inhibicién
intermedios, agrupandose estadisticamente en categorias de eficacia (grupos B y C).
Esto significa que, aunque estos tratamientos presentaron cierta capacidad
inhibidora, las diferencias entre ellos no fueron siempre estadisticamente
significativas una vez aplicado el ajuste por comparaciones multiples.
En conjunto, estos hallazgos evidencian que el extracto de flores al 5 % fue el
tratamiento mas prometedor, equiparando la eficacia del control positivo frente a
Fusarium sp.
3.4. Determinacion de la CMI (Concentracion minima inhibitoria)
En esta etapa del estudio se buscod determinar la concentracion minima inhibitoria
(CMI) a partir de los extractos etandlicos de flores, frutos y hojas de Lantana camara
L. Tomando como referencia los resultados obtenidos en la evaluacion cualitativa
inicial, se ajustaron las concentraciones de los extractos para afinar la respuesta
observada. En el caso de las flores, se aplicaron incrementos de 0.1 %, con el fin de
precisar el punto minimo en el que aiin se mantenia la actividad inhibitoria. Para los
frutos, se optd por variaciones de 0.5 %, con el fin de obtener una apreciacion mas
detallada de su comportamiento antifungico. Finalmente, para el extracto de hojas, que
presento una inhibicion nula en la evaluacion cualitativa, se optd por incrementos de
1.0 %, buscando identificar si concentraciones superiores podian generar algun efecto
relevante. Estos resultados se veran reflejados en la tabla 10.

Tabla 10. Escala de inhibicion del crecimiento micelial (ICM) de Fusarium sp. frente
a extractos etanolicos de flores, frutos y hojas de Lantana camara L. en el ensayo

preliminar de CML.

Nombre %C Fusarium sp.  Rango
Control (-) - ICM nula )
Control (+) 0.1% ICM total

3.1% ICM total
3.2% ICM total

Fl 0.1
ores 3.3% ICM total
3.4% ICM total
5% ICM alta
5.5% ICM total

Frut 0.5
oS 6% ICM total
6.5% ICM total
5% ICM nula
6% ICM nula

; 1.0
Hojas 7% ICM nula
8% ICM nula
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A partir del ajuste progresivo de las concentraciones descrito anteriormente, en el que
se aplicaron incrementos de 0.1 % para flores, 0.5 % para frutos y 1.0 % para hojas,
conforme al comportamiento observado en la evaluacion cualitativa inicial, se obtuvo
el valor de CMI para flores de un 3.1 % en cuanto a las hojas, no se logr6 establecer
una concentracion minima inhibitoria, ya que hasta el 8 % no se evidenci6 inhibicién
del crecimiento micelial, manteniéndose la actividad antifungica como nula. Por otro
lado, para el extracto de frutos fue necesario realizar una segunda aproximacion,
evaluando un intervalo mas estrecho con aumentos de 0.1 % entre 5.0 % y 5.5 %, lo
que permitié determinar con precision su CMI en 5.2 %. Estos resultados se reflejan

en latabla 11.

Tabla 11. Resultados finales de la inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium
sp. para definir la CMI de los extractos etandlicos de Lantana camara L. (Anexo

N°14)

Nombre %C Fusarium sp.
Control (-) - ICM nula
Control (+) 0.1% ICM total

3.1% ICM Total
3.2% ICM Total
Flores
3.3% ICM Total
3.4% ICM Total
5.1% ICM alta
5.2% ICM total
Frutos
5.3% ICM total
5.4% ICM total
5% ICM nula
) 6% ICM nula
Hojas
7% ICM nula
8% ICM nula
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3.5. Recuento de conidias
Tabla 12. Promedio de conidias de Fusarium sp. en respuesta a extractos etanolicos

de flores, frutos y hojas de Lantana camara L. evaluados en diferentes

concentraciones.
Muestra Concentracion Promedio (conidias/mL)
5% 0
Flores 3% 6.4 x 10°
1% 1.172 x 108
5% 1.16 x 107
Frutos 3% 1.24 x 107
1% 2.144 x 108
5% 3.44x 107
Hojas 3% 7.48 x 107
1% 3.004 x 108
Control (+) 0.1% 0
Control (-) - 3.22x 108

56



Iv.

DISCUSION

La presente investigacion evalu6 de manera integral la actividad antiftingica de los
extractos etanolicos de flores, frutos y hojas de Lantana camara L. frente a Fusarium sp.,
un hongo fitopatégeno de amplia distribucion mundial y reconocido por causar pérdidas
agricolas significativas, ademads de su capacidad de producir micotoxinas que afectan tanto
a cultivos como a consumidores. En el caso de los frutos, hojas y flores, los tres 6rganos
presentaron un perfil fitoquimico similar (Ver tabla 5, 6 y 7), caracterizado por la presencia
de compuestos fenolicos, aminoacidos, saponinas, flavonoides, leucoantocianidinas y
triterpenos/esteroides. No obstante, se observaron diferencias importantes: los frutos
destacaron por contener cardendlidos y, de manera exclusiva, alcaloides, metabolitos
ausentes en las hojas y flores. Estos hallazgos concuerdan con lo descrito por Aguado et al.
(2021)? y Bashir et al. (2019)"%, quienes también reportan la presencia de taninos,
compuestos fenolicos, flavonoides, alcaloides, terpenoides y saponinas en diversas partes
de Lantana camara L. Asimismo, la variabilidad quimica observada concuerda con lo
planteado por Sepulveda-Vazquez et al. (2018) ©®, quienes sefialan que el perfil
fitoquimico de una planta esta determinado por el tipo de tejido, la etapa de desarrollo, su
funcion fisioldgica y diversos factores ambientales como la radiacion solar, la procedencia
geografica, el nivel de estrés hidrico y el estado fenologico. En conjunto, estas condiciones
influyen directamente en la biosintesis y acumulacién de metabolitos secundarios. De
acuerdo con estos autores, dicha produccion no es uniforme en toda la estructura vegetal:
organos jovenes y estructuras reproductivas (flores) suelen concentrar una mayor cantidad
y diversidad de MS (metabolitos secundarios) debido a su intensa actividad metabolica y a
su mayor exposicion a presiones ambientales.

Para evaluar la actividad antifungica de los extractos, se emplearon diversos pardmetros
que permitieron una caracterizacion tanto cualitativa como cuantitativa. Se consider6 si
existia inhibicién del crecimiento fingico, se midio el crecimiento radial expresado en
centimetros, se calcularon los porcentajes de inhibicion en funciéon de la concentracion
empleada, se determindé la concentracién minima inhibitoria (CMI), y se realizé un conteo
de conidias.

En primer lugar, la evaluacion cualitativa del crecimiento micelial proporciond una vision
preliminar sobre la capacidad inhibitoria de los extractos (Ver tabla 1). En esta etapa se
observo que el extracto etanolico de flores ejercio inhibicion total del crecimiento micelial
en tres de las cuatro concentraciones evaluadas, lo que sugirio desde el inicio la presencia
de metabolitos con alta potencia bioldgica. En contraste, los frutos mostraron inicamente
inhibicion parcial en concentraciones elevadas y niveles bajos de inhibicion en porcentajes
menores, mientras que las hojas no evidenciaron actividad antifingica, ya que el

crecimiento del hongo fue comparado con el control negativo. Esta primera aproximacion

57



permitio orientar los rangos de concentracion utilizados en los siguientes ensayos, de modo
que las evaluaciones posteriores se realizaron con mayor precision. Este enfoque
metodoldgico, basado en el uso de placas multipozos, ha sido respaldado por diversos
autores, como Navas N. et al. (2024)%* y Linares Rivero et al. (2020), quienes destacan
que este tipo de metodologia experimental constituye una alternativa altamente eficiente
para ensayos in vitro, ya que facilita la obtencion rapida de resultados, permite trabajar con
multiples concentraciones y diferentes extractos en una misma placa. Ademas, este sistema
reduce significativamente el uso de reactivos, extractos y medio de cultivo, aumentando la
eficiencia y el rendimiento de los procedimientos.

En cuanto a la evaluaciéon cuantitativa del crecimiento radial (ICR) permitio no solo
confirmar, sino también profundizar los patrones obtenidos en la evaluacion cualitativa. Al
registrar en centimetros el avance del micelio, se evidencié con mayor precision la
diferencia en la eficacia de los extractos analizados frente a Fusarium sp. El extracto de
flores nuevamente destacé como el mas efectivo, alcanzando un crecimiento radial
promedio de 0.0 cm a una concentracion del 5 %, equivalente a un 100 % de inhibicion.
Este efecto fue comparable al del control positivo (Benomil® 0.1 %), lo cual fue respaldado
por las pruebas estadisticas aplicadas: el analisis de Kruskal-Wallis confirm¢ diferencias
significativas entre tratamientos, y la prueba de Dunn situo al extracto de flores dentro del
mismo rango de eficacia que el fungicida comercial. Ademas, los resultados obtenidos en
este estudio guardan coherencia con lo reportado por Boughalleb N. ez al. (2005)°® quienes
evaluaron los componentes volatiles de Lantana camara frente a diversos hongos
fitopatoégenos incluyendo especies del género Fusarium y observaron que los extractos
provenientes de las flores fueron los mas activos, superando a los extraidos de hojas y tallos.
En su analisis, los componentes volatiles de las flores alcanzaron porcentajes de inhibicion
superiores al 38 %, mientras que las hojas mostraron actividades mucho menores, un patrén
que coincide con lo registrado en nuestro trabajo, donde las flores demostraron la mayor
reduccion del crecimiento radial.

Por su parte, el extracto de frutos mostré un comportamiento intermedio. A la misma
concentracion del 5 %, el crecimiento radial promedio fue de 0.8 cm, correspondiente a un
76 % de inhibicion. Aunque este extracto logré reducir el avance del micelio, su efecto fue
menos pronunciado y requirié concentraciones mas elevadas para aproximarse al nivel de
inhibicion observado con las flores.

Por otro lado, el extracto de hojas evidencio la menor actividad con un crecimiento radial
promedio de 1.9 cm (44 % de inhibicidn), valor cercano al del control negativo. Sin
embargo, es importante sefialar que otros estudios si han reportado actividad significativa
en extractos de hojas de Lantana camara L., uno de estos estudios fue realizado por Seepe

HA et al. (2022)"V donde demostraron que el extracto de hojas obtenido con acetato de
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etilo presentd una notable actividad antifingica contra diversas especies del género
Fusarium, identificando compuestos como el acido boswélico y el lantadeno A, cuyos
valores de MIC fueron <0.63 mg/mL. Estos metabolitos, aislados mediante un solvente de
polaridad intermedia como el acetato de etilo, no necesariamente se extraen con la misma
eficiencia en etanol, lo que podria explicar la ausencia de actividad observada en nuestro
extracto etandlico de hojas. Este planteamiento es consistente con lo expuesto por Pinzon-
Sanchez J (2010)67, quien concluyé que la eficacia bioldgica de un extracto depende en
gran medida del solvente utilizado, demostrando que, aunque el extracto etanodlico puede
mostrar actividad inicial, es la fraccion obtenida con acetato de etilo la que concentra los
principios activos con mayor potencia antimicrobiana. Podemos decir que la nula actividad
antifungica observada en las hojas en este estudio no debe interpretarse como ausencia de
compuestos bioactivos, sino mas bien como el resultado del solvente utilizado durante la
extraccion, el cual probablemente no fue el mas eficiente para recuperar los metabolitos
responsables de la actividad reportada en otras investigaciones. En este sentido, nuestros
resultados coinciden con lo sugerido por Ramirez C. et al. (2023)Y, quienes sefialan que
extractos o fracciones con niveles de inhibicion superiores al 70 % pueden ser considerados
de alta actividad antifingica, criterio que los extractos de flores y frutos cumplen
satisfactoriamente.

Como complemento al analisis del crecimiento radial, el recuento de conidias permitid
evaluar la capacidad de Fusarium sp. para reproducirse bajo la accion de los extractos (Ver
tabla 12). El extracto de flores mostré nuevamente la mayor eficacia, a la concentracion del
5% se obtuvo un valor de 0 conidias/mL, equivalente a una inhibicion total de la
esporulacion, resultado comparable al control positivo. Incluso a 3 %, la reduccion fue
considerable (6.4 % 10° conidias/mL), muy por debajo del control negativo (3.22 x 10?
conidias/mL). En los frutos, aunque no se logr6 inhibicion total, las concentraciones del 5
% y 3 % disminuyeron la esporulaciéon a 1.16 x 107 y 1.24 x 107 conidias/mL,
respectivamente, lo que coincide con su patron de inhibicion intermedio. Por su parte, las
hojas mantuvieron valores elevados en todas las concentraciones evaluadas (3.44 x 107a 5
%, 7.48 x 107 a3 % y 3.00 x 10® a 1 %), comportamiento cercano al del control negativo.
Esta tendencia guarda relacion con lo descrito por Sanchez G. et al. (2015)%%, quienes
senalan que la respuesta de Fusarium frente a extractos vegetales depende tanto del tipo de
metabolito como de la concentracion empleada. Seglin estos autores, ciertos extractos
ejercen un efecto mas marcado sobre la inhibicion del crecimiento micelial, mientras que
otros acttian principalmente reduciendo la formacion de conidias.

Los resultados obtenidos en este estudio pueden entenderse considerando los mecanismos
de accion que ejercen los metabolitos secundarios sobre los hongos fitopatdogenos, los

cuales han sido ampliamente descritos por Lagrouh F et al. (2017) ©%. Dentro de estos
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metabolitos, los terpenos, particularmente los triterpenos y esteroides, los cuales fueron
identificados en los extractos evaluados, se destacan por su capacidad para alterar la
estabilidad de la membrana celular de los hongos, afectando también la funcion
mitocondrial. Estos compuestos pueden provocar la despolarizacion del potencial
mitocondrial y bloquear la actividad de la ATPasa, lo que reduce la energia disponible para
procesos celulares fundamentales. De forma complementaria, los compuestos fendlicos
actiian principalmente sobre la membrana y pared celular del hongo causando su ruptura.
Dependiendo de la concentracion, también pueden inducir la despolarizacion mitocondrial,
afectando procesos respiratorios esenciales para el desarrollo del patdogeno. De igual
manera, algunos compuestos nitrogenados, especialmente los alcaloides presentes de forma
exclusiva en los frutos, también contribuyen a la actividad antifingica al modificar
estructuras fundamentales como la membrana y la pared celulares de los hongos. Por
ultimo, las saponinas, metabolitos pertenecientes a la familia de los terpenos también
cobran importancia en la actividad antifingica observada. Estos compuestos se caracterizan
por su capacidad para unirse a los esteroles de la membrana fiingica, como el ergosterol,
formando complejos que alteran su permeabilidad y generan la pérdida de componentes
celulares. Estudios como el de Coleman et al. (2010)®) han demostrado que este

mecanismo afecta directamente la viabilidad del hongo.
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V.

CONCLUSIONES

. El analisis fitoquimico del extracto etandlico de flores, frutos y hojas de Lantana

camara L. confirmé la presencia de metabolitos secundarios como grupos fenolicos
libres, flavonoides, leucoantocianidinas, saponinas, aminoacidos y

triterpenos/esteroides, ademds de cardenolidos y alcaloides exclusivos en los frutos.

. Los extractos etanolicos de Lantana camara L. evidenciaron actividad antifingica

relevante frente a Fusarium sp. en la evaluacion cuantitativa, destacando el extracto de
flores, que alcanz6 un 100 % de inhibicion del crecimiento radial y ausencia de conidias
a la concentracion del 5 %, posicionandose como el 6rgano con mayor potencial
biologico. Por otro lado, el extracto etandlico de frutos mostré una actividad antifingica
intermedia (76 % inhibicion), mientras que del extracto etandlico de hojas registro baja
actividad antifingica (44 % de inhibicion), lo cual no implica ausencia de compuestos

activos, sino una menor eficiencia del solvente etanolico.

. El extracto de flores fue el mas potente, alcanzando una CMI de 3.1 %, mientras que el

extracto de frutos mostro una CMI de 5.2 %. Por su parte, el extracto etanolico de hojas
no logré inhibir el crecimiento del hongo en ninguna de las concentraciones evaluadas;
incluso al incrementar la concentracion hasta 8 %, la inhibicion del crecimiento micelial

fue nula.

. En el recuento de conidias se observo nuevamente que el extracto de flores fue el mas

efectivo, ya que a una concentracion del 5% no se detectd produccion de conidias (0
conidias/mL), resultado equivalente al control positivo. A concentraciones menores (3
% y 1 %), la cantidad de conidias aument6 progresivamente, alcanzando 6,4 x 10¢y
1.172 x 108 conidias/mL, respectivamente. En el caso de los frutos, el extracto mostro
una reduccion parcial de la esporulacion, registrandose 1.16 x 107 y 1.24 x 107
conidias/mL a 5 % y 3 % respectivamente, mientras que a 1 % se obtuvo 2.14 x 10?
conidias/mL. Por otro lado, el extracto de hojas fue el menos efectivo, ya que incluso a
5 % se cuantificaron 3.44 x 107 conidias/mL, incrementandose a 7.48 x 107y 3.04 x 10®

conidias/mL en las concentraciones del 3 % y 1 %, respectivamente.

. Los hallazgos de este estudio muestran que los extractos etanolicos de Lantana camara

L., en especial los de flores, constituyen una opcion natural, viable y ambientalmente
amigable para el manejo de Fusarium sp. Su uso podria disminuir la dependencia de
fungicidas quimicos, promoviendo una agricultura mas sostenible, segura para los

agricultores y menos perjudicial para el ecosistema.
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VI

RECOMENDACIONES

v" Explorar la actividad biologica de los extractos de Lantana camara L. frente a otros
hongos fitopatogenos de importancia agricola, como Lasiodiplodia sp., Botrytis sp.,
Alternaria sp. y Aspergillus sp., asi como evaluar su efecto sobre bacterias, nematodos
e insectos. Esto permitira definir con mayor precision el rango de accion de la especie
y su potencial aplicacion dentro de diversas estrategias de proteccion vegetal.

v’ Se recomienda investigar la actividad de extractos obtenidos con solventes de distinta
polaridad, especialmente aquellos que han mostrado mayor eficacia en la literatura,
como el acetato de etilo o el metanol, con el propdsito de identificar fracciones con una
concentracion superior de metabolitos bioactivos y asi mejorar el rendimiento
antifiingico observado.

v’ Realizar pruebas directamente en campo para confirmar los resultados obtenidos en
laboratorio, tomando en cuenta condiciones reales como temperatura, humedad,
radiacion solar y tipo de suelo. Esto permitira determinar con mayor precision el
potencial de Lantana camara L. como agente de biocontrol y evaluar su viabilidad
dentro de practicas agricolas mas seguras.

v Explorar la actividad antifingica en otras especies del género Lantana, considerando
que, aunque muchas de ellas son catalogadas como malezas invasoras, podrian albergar
un potencial antifungico igual o incluso superior al observado en Lantana camara L.
Profundizar en estas especies permitiria revalorizar plantas usualmente subestimadas y
aprovechar sus metabolitos secundarios como recurso natural para el control de hongos

fitopatdgenos, ampliando asi las alternativas sostenibles para la proteccion de cultivos.
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VIII. ANEXOS

ANEXO N°1

Certificacion botanica

CERTIFICACION BOTANICA
“ANO DE LA RECUPERACION ¥ CONSOLIDACION DE LA ECONOMIA PERUANA"

El Blgo. Que, suscribe ha determinado que, la muestra biologica
presentada por el bachiller en Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional “San Luis Gonzaga® MUNANTE LOVERA TAMARA

GERALDINE, con DNI N°* 72312821, para su clasificacion taxondmica, la
misma que pertenece al nombre cientifico de Lantana camara (L) “siete
colores/flor de fuego”, segun Sistema de Clasificacion de Arthur Cronquist,
(1988).

REINO: PLANTAE

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ASTERIDAE

ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: VERBENACEAE
GENERQO: Lantana
ESPECIE: Lantana cdmara (L)
N.V. “siete colores/flor de fuego”

Se emite la presente certificacion a solicitud del interesado para fines de

estudio.

Ica, 11 de abril 2025
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ANEXO N°2
Tratamiento de la muestra

Limpieza

Secado de frutos Secado de flores Secado de hojas
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ANEXO N°3

Obtencion de extractos etandlicos

Maceracion de hojas Maceracion de flores Maceracion de frutos

Secado del extracto de flores Secado del extracto de frutos Secado del extracto de hojas
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ANEXO N°4

! ! Obtencion de fracciones

Alcalinizar con NH;OH Extraer con

diclorometano /
etanol

FRACCION A

FRACCION D

FRACCION C
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ANEXO N°5

Screening fitoquimico del extracto etandlico de frutos de Lantana camara L.

Rx. Gelatina-sal Rx. Shinoda Rx. FeCls Rx. Ninhidrina

FRACCION A
FRACCION B
Rx. Libermann Rx. Dragendorff, Mayer
Burchard y Wagner
@ L
FRACCION C ‘“‘L 1
o @
& = y v'ﬂ
S WA—‘ : x. Libermann
Rx. Dragendorff, . Rx. Rosenheim
Mayer y Wagner Rx. Kedde Rx. Shinoda ’
FRACCION D
FRACCION E
Saponinars_v
FRACCION F
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ANEXO N°6
Reacciones de coloracion y precipitacion del extracto etandlico de flores de

Lantana camara L.

Rx. Gelatina

Rx. FeCl3

Rx. Shinoda

Rx. Ninhidrina

Rx. Lieberman Burchad

Rx. Borntranger

Rx. Kedde

Rx. Dragendorff, Mayer y
Wagner

Rx. Rosenheim

Prueba de la espuma
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ANEXO N°7
Reacciones de coloracion y precipitacion del extracto etanélico de hojas de Lantana

camara L.

Rx. Gelatina

Rx. FeCl3

Rx. Shinoda

Rx. Ninhidrina

Rx. Lieberman Burchad

Rx. Borntranger

Rx. Kedde

Rx. Dragendorff, Mayer y
Wagner

Rx. Rosenheim

Prueba de la espuma
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ANEXO N°8

Replicacion de la cepa fingica de Fusarium sp.

Obtencion de la cepa madre fingica
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ANEXO N°9

Evaluacion cualitativa

Preparacion de los extractos Depositar 300 uL  del Con la ayuda de Ia
extracto y homogeneizar micropipeta colocar la
con SmL de PDA mezcla en cada pozo

Depositar las conidias en la Realizar un raspado
solucion salina superficial al hongo

Esperar a que solidifique

Poner una muestra de la
suspension en la camara
neubauer y se lleva a conteo. Parafilm.

Inocular 45 upuL de 1la
suspension y sellar con
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ANEXO N° 10

Evaluacion cuantitativa

Preparacion de los extractos Depositar 1000 pL  del Homogeneizar con 10 mL
extracto en la placa petri de PDA

Sellar con Parafilm y llevar a la Colocar discos de micelio de Con la ayuda de la micropipeta

incubadora a 2542 °C por un 7mm en el centro de cada colocar la mezcla en cada pozo
periodo de 5 dias. pozo

Recuento de conidias

Agregar ImL de agua estéril Colocar un poco de la Proceder con el conteo
y realizar un raspado. muestra en la camara de conidias.
neubauer.
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ANEXO N°11

Macroconidias y microconidias observadas durante el recuento de conidias

e,
T ——

Microconidia

Macroconidia
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ANEXO N°12

Evaluacion cualitativa de los extractos etanolicos de flores, frutos y hojas de Lantana Camara L.

al 3%, 3.5%, 4%, 4,5%.
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ANEXO N°13

Evaluacion cuantitativa de los extractos etandlicos de flores, frutos y hojas de Lantana Camara L. al 5%, 3% y 1%

Frutos Flores Hojas
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ANEXO N°14
Determinacion de la CMI para los extractos etandlicos de flores, frutos y hojas de Lantana

camara L.

Flores

21l 33% el 32% EEEfE 3.1%
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7%

Frutos

6%
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