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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue: Evaluar la actividad antiflngica in vitro del extracto etandlico de las
hojas de Tecoma fulva (CAV) G.DON frente a Fusarium sp., identificar sus metabolitos secundarios
y estudiar su morfo-histologia. El extracto etanélico obtenido por maceracion y reflujo, se llevé a un
fraccionamiento efectuandose un screening fitoquimico. Se estudid la morfo-histologia e
identificaron los metabolitos secundarios en tejidos. La actividad antifingica se realizé mediante la
técnica de medio envenenado, realizdndose una evaluacion cuali-cuantitativa al 3%, recuento de

conidias y la CMI de cada fraccion.

Como resultados se identificaron los siguientes metabolitos secundarios: flavonoides, taninos, grupos
fendlicos libres, aminoacidos, triterpenos y/o esteroides, alcaloides y catequinas. El estudio morfo-
histolégico describe a la especie, como una planta arbustiva de raiz tipica con tallo ramificado, hojas
compuestas, dentadas de color verde-grisaceos, flores tubulosas de color rojo-anaranjado y su fruto
en forma de vainas con semillas aladas; en el corte histoldgico de sus hojas se observaron los tejidos
protectores, de conduccion, sostén y elaboracion. En los tejidos se identificaron los metabolitos:
Taninos, alcaloides, oxalatos, saponinas, celulosa y mucilagos. En relacion a la actividad antifungica,
la fraccion C tuvo una inhibicion total de 100%, las fracciones A, B y D, una inhibicidn alta con 84%,
76% y 74% respectivamente y la E una baja inhibicion con 21%, encontrando diferencias
significativas entre las fracciones y el control negativo (P>0.05). Se concluye que Tecoma fulva
(CAV) G.DON, representan una alternativa para el control del hongo fitopatégeno Fusarium sp.

determinandose su efectividad in vitro.

Palabras claves: Antifngica, Fusarium sp, extracto etanélico, morfo-histol6gico, Tecoma fulva
(CAV) G.DON.
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ABSTRACT

The objective of this study was: To evaluate the in vitro antifungal activity of the ethanolic extract of
the leaves of Tecoma fulva (CAV) G.DON against Fusarium sp., identify its secondary metabolites
and study its morpho-histology. The ethanolic extract obtained by maceration and reflux was carried
out for fractionation and a phytochemical screening was carried out. Morpho-histology was studied
and secondary metabolites were identified in tissues. The antifungal activity was carried out using the
poisoned medium technique, performing a qualitative-quantitative evaluation at 3%, conidia count
and the MIC of each fraction.

As results, the following secondary metabolites were identified: flavonoids, tannins, free phenolic
groups, amino acids, triterpenes and/or steroids, alkaloids and catechins. The morpho-histological
study describes the species as a bushy plant with a typical root with a branched stem, compound,
toothed, greyish-green leaves, red-orange tuberous flowers and its fruit in the form of pods with
winged seeds; In the histological section of its leaves, the protective, conduction, support and
elaboration tissues were observed. The metabolites were identified in the tissues: Tannins, alkaloids,
oxalates, saponins, cellulose and mucilage. In relation to antifungal activity, fraction C had a total
inhibition of 100%, fractions A, B and D, a high inhibition with 84%, 76% and 74% respectively and
fraction E a low inhibition with 21%, finding significant differences between the fractions and the
negative control (P>0.05). It is concluded that Tecoma fulva (CAV) G.DON, represent an alternative

for the control of the phytopathogenic fungus Fusarium sp. determining its effectiveness in vitro.

Keywords: Antifungal, Fusarium sp., ethanolic extract, morpho-histological, Tecoma fulva (CAV)
G.DON.
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l. INTRODUCCION

En todo el mundo y en cada rincon desconocido de nuestro pais, existe una gran diversidad de plantas
medicinales de usos tradicionales empiricos que han venido usandose desde tiempos ancestrales, con
el paso del tiempo y el desarrollo de las nuevas tecnologias han permitido realizar estudios cientificos
con éxito, haciendo que gran variedad de familias vegetales tengan un importante valor terapéutico
siendo fuente de recursos utilizados para prevenir, diagnosticar y mejorar el curso de enfermedades
en el campo medicinal, industrial, agricola, etc. De las 250 000 especies vegetales que existe a nivel
mundial, un 10% se encuentran en nuestro pais donde parte de las plantas medicinales exportadas a
paises extranjero corresponde al 45% proveniente de la selva, 36% de la sierra y un 16% de nuestra
costa peruana ®. Asi mismo, debido al gran porcentaje de plantas que existen sin estudio cientificos
que avalan su utilidad, actualmente se viene trabajando en ello fomentando su investigacion con
respecto a su identificacion, morfologia e histologia junto con su extraccién de metabolitos
secundarios que son responsables de tener una actividad farmacoldgica que con previos anélisis son
utilizados en calidad de principios activos o excipientes en la elaboracion y desarrollo de nuevos

productos farmacéuticos ) .

El desarrollo del sector agricola en los Gltimos afios en nuestro pais y sobre todo en la region Ica, ha
ido creciendo extraordinariamente gracias al avance cientifico y tecnoldgico en la produccion de gran
variedad de cultivos que de una manera reducen la pobreza alimentando a la poblacién humana,
siendo fuente de nutrientes que son sumamente primordiales para gozar de una buena salud y bienestar
humano. Sin embargo, esta produccién ha venido siendo presa de enfermedades, plagas y malas
hiervas causadas por distintos tipos de patdgenos dentro de los cuales se encuentras los hongos
fitopatdgenos, que son responsables de grandes pérdidas de plantaciones en proceso de cosecha y
postcosecha, entre ellos podemos citar los siguientes géneros: Fusarium, Giberella, Rhizoctonia,
Verticillium, Alternaria y Botrytis, entre otros ®. Este es un problema muy recurrente en cualquier
temporada del afio, pues estos patégenos tienden a invadir el tejido vegetal y logran expandirse en su
totalidad debido a su facil reproduccion y por las condiciones climaticas que benefician su
crecimiento. Para contrarrestar ello, las empresas agricolas hacen uso de pesticidas para prevenir,
matar o inhibir estos hongos fitopatdgenos, sin embargo, no toman conciencia del impacto poco
beneficiosos que estos generan . Por lo expuesto anteriormente nuestro objetivo fue “evaluar la
actividad antiflngica in vitro del extracto etandlico de las hojas de Tecoma fulva (CAV) G.DON

frente a Fusarium sp., identificar sus metabolitos secundarios y estudiar su morfo-histologia”.



1.1.

Descripcion de la realidad problematica

Nuestra rica y amplia flora peruana adn no ha sido investigada en su totalidad, en cada lugar
existe especies que no se le ha dado la debida importancia bioldgica y quimica por falta de
informacion cientifica en la cual se sustente su utilidad, sin embargo, estas son usadas
tradicionalmente por pobladores segiin sus creencias de sus antepasados para aliviar una
variedad de enfermedades sin saber si estdn haciendo o no un buen uso de ello.

La especie Tecoma fulva (CAV) G.DON, es un arbusto poco conocido de la region Ica que
crece en abundancia en el centro poblado de Molletambo en el distrito de Yauca del Rosario,
los pobladores de dicha localidad no le dan ningun uso medicinal ya que se refieren a ello
como “mala hierba”, en la literatura revisada se dice que es usada para evitar la erosion, como
habitat para otras especies y como materia para fabricacion de flechas y cercos como planta
ornamental ©.

Por otro lado, nuestro pais también cuenta con una gran variedad de cultivos en frutas,
verduras, hortalizas, cereales, entre otros, que nos benefician diariamente en la alimentacion,
sustento y exportacion, la cual en los ultimos afios se ha visto afectado por agentes dafiinos
llamados hongos fitopatdgenos, como el género Fusarium sp. que se encuentra en todo el
mundo causando pudriciones de raices y tallos de diversas plantaciones de cultivos como
tomate, avena, maiz, papa, platano, palta y mango. La enfermedad se manifiesta por la
marchitez de las ramas, el amarillento de las hojas que finalmente genera un marchitamiento
general desde la raiz hasta las flores y esto debido a que ocasiona un bloqueo en el sistema
vascular y por ende una obstruccion en el desplazamiento de la sabia bruta, quedando la
planta sin nutrientes para su adecuado desarrollo. Es asi que este hongo provoca pérdidas
desmedidas en la produccion y comercializacidn de los cultivos, desmejorando asi la calidad
de sus cosechas y del producto agricola ©.

Debido a esto, las pequefias y grandes empresas agricolas ven como Unica solucién para el
control de esta problematica el uso de productos quimicos sintéticos que hasta el dia de hoy
siguen siendo cuestionado debido a su alto costo y principalmente por los efectos adversos
altamente téxicos que genera en el medio ambiente produciendo toxicidad residual,
resistencia y aparicion de nuevos fitopatdgenos y sobre todo generando graves efectos en las
personas expuestas a estos agentes y en los productos finales alimentarios que se obtiene para

el consumo humano .
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1.2.

Antecedentes de la investigacion

Internacionales

Alekhlya V et al. en el afio 2022, publicaron un estudio cuyo objetivo fue identificar los
metabolitos, evaluar la actividad antioxidante, antiinflamatoria y antibacteriana del extracto
etanolico de Tecoma gaudichaudi. El efecto antioxidante se midié utilizando el ensayo DPPH
y la actividad antibacteriana se realizd por el método de difusion en discos utilizando
ciprofloxacino (50 ug/ml) como control positivo. Se demostrd que el extracto tuvo actividad
antibacteriana contra S. Aureus, B. Subtilis, P. Vulgarisy E. coli, los valores de concentracion
inhibitoria media (IC50) de la actividad antioxidante fue de 21 mg/ml y para el estudio
antiinflamatorio, los extractos mostraron una zona de inhibicién entre 58,97 y 72,35 ug/ml
en comparacion con la indometacina. En la evaluacion fitoquimica se identificaron saponinas,
flavonoides, triterpenos y fenoles. Se concluye que el extracto etandlico de Tecoma
gaudichaudi muestra importantes propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y

antibacterianas ©.

Lerma Kerlyn en el afio 2022, realiz6 una tesis que tuvo como objetivo diferenciar
histol6gicamente hojas y peciolos de 10 especies, dentro de ellas, de la familia Bignoniaceae.
Paraello, las muestras fueron fijadas en FAA, se realizaron manualmente cortes transversales
y se aclararon con hipoclorito de sodio al 5%, asi también, se tifié con safranina y azul de
metileno. En las hojas de Tecoma stans, presentd una epidermis adaxial con células grandes
y redondeadas, con una cuticula gruesa y tricoma y estomas glandulares; en el peciolo de
Tecoma stans, present6 una epidermis uniestratificada que presentaba tricomas glandulares y
pluricelulares simples, el floema rodeaba la xilema y presentaba un parénquima medular. Se

concluye que la familia Biognoniaceae presenta diferencias histoldgicas significativas ©.

Mucuy Anand et al. en el afio 2021, publicé un estudio que tuvo como objetivo revisar la
informacion disponible sobre etnofarmacologia, distribucién geogréafica, composicién
quimica, fitogquimica y efectos terapéuticos de Tecoma stans. Para ello se recopild
informacion a partir de una busqueda bibliografica en base de datos virtuales como Science
Direct, PubMed, Springer, Google Scholar y Scopus. Como resultado se describi6 que se han
aislados mas de 120 compuestos quimicos, dentro de ellos destacan: alcaloides, acidos
fendlicos, flavonoides y &cidos grasos. Dentro de sus beneficios terapéuticos, se cita:
hipoglucemiante, antiinflamatoria, anticancerigena, antibacteriana, antifliingica, antioxidante,

hepatoprotetora y cicatrizantes. Finalmente, se concluye que Tecoma stans tiene muchos
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potenciales ocultos que pueden estudiarse ampliamente por sus fitoconstituyentes y efectos

terapéuticos (9,

Christopher larbi et al. en el afio 2019, publicé un estudio que tuvo como objetivo detectar
los fitoconstituyentes, actividad antioxidante, analisis de metales pesados, asi como la
toxicidad aguda y subcronica del extracto hidroetandlico de las hojas de Tecoma stans. Se
obtuvo como resultado la presencia de flavonoides, alcaloides, glucosidos cardiécos,
saponinas, cumarinas y terpenoides en la hoja cruda de la planta, mientras que en el extracto
hidroetandlico se detectdé cumarinas, saponinas, glucésidos cardiacos y flavonoides. El
porcentaje de actividad eliminadora de DPPH del extracto crudo fue del 64,32 %, mientras
que las fracciones, acetato de etilo (55,26 %), metanol (60,72 %) e hidro (36,97 %), dieron
actividades variables. El analisis de metales pesados mostré un alto nivel de hierro (Fe) y zinc
(Zn) en la hoja cruda y la toxicidad agua media del extracto fue de <5000 mg/kg de peso
corporal en ratones. Finalmente, se concluyé que las hojas de Tecoma stans contienen
fotoquimicos responsables de muchas actividades farmacoldgicas y que no tienen ningln

efecto toxico razon @,

Nacionales

Chévez Fernandez et al. en el afio 2023, publicé un estudio que tuvo como objetivo evaluar
el perfil fitoquimico, antimicrobiano y toxico de los extractos organicos de las hojas de
Tecoma fulva subsp. Arequipensis. La actividad antimicrobiana se realiz6 en bacterias: S,
aureus, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae y P. aeruginosa. Se obtuvo como resultado la
presencia de alcaloides, saponinas, terpenos, flavonoides, sesquiterpenlactonas, quinonas y
cumarinas. Las cepas que mostraron alta sensibilidad al extracto con acetato de etilo fueron:
E. coli con un diametro de inhibicion de 17,00 £ 0,19 mmy P. aeruginosa con 18,00 + 0,19
mm. Las cepas que mostraron mediana sensibilidad fueron: S. aureus con didmetro de
inhibiciéon de 21,00 + 1,05 mm, E. faecalis con 19,00 + 0,26 mmy K. peneumoniae con 18,00
+ 0,23 mm. La dosis letal media en A. salina fue de 117.41 ppm considerado toxico.

Finalmente se concluye que la T. fulva Arequipensis act(a como un bacteriostatico ),

Vasquez Izquierdo et al. en el afio 2020, realizaron una tesis que tuvo que objetivo determinar
el cribado fitoquimico y la actividad antirradicalaria del extracto etanélico de las hojas de
Tecoma stans (L.)Juss. Ex Kunth. Se realizé la prueba de DPPH para demostrar la capacidad
antirradicalaria. Se obtuvo como resultado la presencia de flavonoides y compuestos

fendlicos, en cuanto a la actividad antioxidante, present6 una IC50 del extracto (0,2975%) y
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1.3.

con una capacidad de inhibicién de radical DPPH (64,32%). Concluyéndose que el extracto

etandlico representa una alternativa natural como con actividad antioxidante 9,

Tupayachi Herrera en el afio 2016, realizé una investigacion que tuvo como objetivo realizar
descripciones morfoldgicas, establecer el sistema morfol6gico, determinar sus condiciones
climéticas y flora acompafante de tres plantas: Eriotheca vagarse, Tecoma fulva y Poissonia
orbicularis. Se obtuvo como resultado que la especie Tecoma Fulva (Cav.) G. Don, es un
arbusto de 1.50 a 2.50 m de altura, presenta tallos lenticelados con pocas ramificaciones.
Hojas son compuestas con 11 foliolos. Flores pentdmeras con céliz reducido y corola tubular
de color rojo anaranjado con 4 estambres amarillos. El fruto es una cépsula lineal y sus
semillas la describen como aplanadas con membranas alares. Se concluye que las especies
estudiadas son de un valor cientifico muy importante para los estudios fitogeograficos,

ecoldgicos y botanicos, dandoles asi un agregado valor cultural @4,

Justificacion de la investigacion

Debido a que solo existe investigaciones de la familia y otros géneros de Tecoma y por el
casi nulo reporte de estudios bioldgicos, quimicos, propiedades terapéuticas y sobre la
actividad antifungica que existe en las bases de datos con respecto a la especie Tecoma fulva
(CAV) G.DON, se busca identificar cualitativamente los metabolitos secundarios mediante
un tamizaje fitoquimico en las 5 fracciones extraidas con diferentes solventes e identificar
mediante ello que nuevos usos farmacol6gicos de importancia biolégica e industrial se le
pueden atribuir, contribuyendo asi a la medicina tradicional y darle una mayor importancia a
esta especie y que no solo sea vista como “mala hierba”, asimismo, el realizar el estudio
morfo-histologico es primordial para identificar y diferenciar correctamente la especie
debido a que existe gran variedad de ellas con minimas diferencias en todo el pais y de este
modo poder evitar una adulteracion de la materia prima. Asi también, con respecto a la
probleméatica de la gran pérdida que sufren algunos cultivos por el ataque del hongo
fitopatdgeno Fusarium sp. y por su control discriminado con agroquimicos, mediante este
trabajo de investigacion se busca obtener un extracto que con sus metabolitos secundarios
represente una alternativa natural para hacerle frente no solo a los dafios producidos por
enfermedades de origen flngico sino también a los males de los fungicidas quimicos, de esta
manera también despertando el interés de las empresas agricolas por el uso de fungicidas
naturales obteniendo alimentos de origen orgéanico libres de pesticidas quimicos, con un
tratamiento de sus cultivos a menor costo, accesible y amigable con el medio ambiente

impulsando asi la economia del sector.
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1.4.  Objetivos de la investigacion

a) Obijetivo general:

b)

Evaluar la actividad antifangica in vitro del extracto etanélico de las hojas de Tecoma

fulva (CAV) G.DON frente a Fusarium sp., identificar los metabolitos secundarios a la

que se le atribuird dicha actividad y estudiar morfo-histologicamente la especie Tecoma
fulva (CAV) G.DON.

Objetivos especificos:

Identificar los metabolitos secundarios presentes en la evaluacion fitoquimica del
extracto etandlico crudo (fraccion a) y de sus fracciones derivadas de las hojas de
Tecoma fulva (CAV) G.DON.

Determinar las caracteristicas morfo-histolégica presente en la especie Tecoma fulva
(CAV) G.DON.

Evaluar la actividad antiflingica in vitro del extracto etanélico crudo (fraccién a) y
de sus fracciones derivadas de las hojas de Tecoma fulva (CAV) G.DON frente a
Fusarium sp.

Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico crudo
(fraccion a) y de sus fracciones derivadas de las hojas de Tecoma fulva (CAV)
G.DON en la evaluacion de la actividad antifungica in vitro frente a Fusarium sp.
Determinar la inhibicion de formacion de conidias del extracto crudo (fraccion a) y
de sus fracciones derivadas de las hojas de Tecoma fulva (CAV) G.DON evaluadas

con Fusarium sp.
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1.5. Marco tedrico

15.1. Tecoma fulva (CAV) G.DON “cahuato”

e Género Tecoma
El género Tecoma, es un grupo amplio de especies que se encuentran distribuidas
en el sur de Africa y en la América tropical, siendo las especies andinas
distribuidas en nuestro pais en la regiones mas secas, costeras e interandinas,

también se pueden localizar todo el afio entre los valles de Pert y Bolivia ®°.

e Clasificacion taxonomica
De acuerdo al sistema de clasificacion de Arthur Cronquist (1988) la especie es
estudio se ubica en la siguiente categoria taxondmica.
REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida
ORDEN: Lamiales
FAMILIA: Bignoniaceae
GENERO: Tecoma
ESPECIE: Tecoma fulva (CAV) G.DON
NOMBRE VULGAR: “chuve/cahuato”

Figura 1. Fotografia de Tecoma fulva (CAV) G.DON - Distrito de
Yauca del Rosario - Molletambo - Ica.
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Descripcion morfolégica

Tecoma fulva (CAV) G.DON, es un arbusto que suele alcanzar 1.50 hasta 4 m
de altura, crece con multiples tallos que pueden desarrollar en sentido vertical o
argueado. Sus hojas presentan un raquis pronunciado en forma de alacon 5a 11
foliolos delgados al tacto, tienen un &pice agudo y contorno ovado, dentado y
eliptico; mide aproximadamente de 1 a 3 cm de largo. El foliolo terminal,
generalmente es mas grande que los adyacentes. Su inflorescencia es terminal de
tipo en racimo, pentameras; el céliz es de forma cilindrica reducido y la corola
es tubular de color amarillo por dentro y rojizo por fuera con 4 estambres

amarillos. Y el fruto es capsular con semillas aplanadas ) %),

Figura 2. Planta de la especie Tecoma fulva
(CAV) G.DON. Fuente: (Madera J, 2008)
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Descripcion histolégica

Las hojas del género Tecoma mediante un corte transversal presentan, una capa
de células esféricas y grandes denominada epidermis con presencia de pelos
pluricelular glandulares, su parénquima se encuentra en disposicidn dorsiventral
que en la parte media contiene haces vasculares (floema y xilema) en forma de
corona y también presenta un amplio lumen que se sitlia entre el parénquima

lagunoso y empalizado & (7,

Habitat

Crecen en matorrales, superficies rocosas, quebradas fluviales en condiciones
desérticas a 100 — 2800 msnm. Se encuentra distribuido por los paises de Chile,
Argentina, Bolivia y Per(, en nuestro pais lo podemos encontrar en los
departamentos de Tacna, Moquegua, Arequipa, Huancavelica, Apurimac, Cuzco,

Abancay, Ayacucho e Ica (Pisco, quebradas de Palpa y Nazca y cercado de Ica)
(15),

Usos

Las especies del género Tecoma, son usadas en el campo de la medicina para la
enfermedad de la diabetes, molestias gastrointestinales a nivel del estomago e
higado y problemas alimenticios como la anorexia, asi también en el dolor de
diente, afecciones leves en la piel, infecciones respiratorias y del tracto urinario.
Asi mismo, se han reportado estudios con actividad antioxidante, antifingica y
antibacteriana contra cepas de importancia clinica con resultados favorables
demostrando también su uso en esos campos (1 (19,

Para la especie en estudio, Tecoma fulva, alin no se conoce sus propiedades
medicinales ni tradicionales pues no se han realizado investigaciones sobre ellos,
sin embargo, la literatura cita que los pobladores la siembran en sus jardines por
sus flores coloridas asi también para evitar la erosién, como refugio para especies

de animales pequefios y como materia para fabricacion de flechas ® @9,

Composicion quimica

El género Tecoma, mediante estudios realizados con respecto a la identificacion
de metabolitos, se han notificado la presencia de taninos, saponinas, aceites,
carbohidratos, alcaloides, flavonoides, sesquiterpenlactonas, quinonas,
triterpenos y esteroides; resaltando gque estos son responsables de una actividad

antifungica 2 0,
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152.

Morfologia vegetal

Estudia la estructura, caracteristicas y aspectos macroscopicos externos de los

organos de plantas, lo cual servira como base para establecer las similitudes y

diferencias morfolégicas que puedan existir dentro de una variedad de géneros o entre

familias de plantas V. Esto comprende el estudio de:

Raiz: Es el drgano vegetal que se ramifica y crece bajo el suelo permitiendo la
fijacion de planta a este, se van a encargar de absorber mediante sus pelos
radicales, agua, nutrientes y minerales para conducirlos por medio del xilema a
lo largo de todo la planta en forma ascendente hasta las hojas donde se convierten
en fotosintatos, que por medio del floema son transportadas nuevamente a la raiz
ya que estos productos son necesarios para su desarrollo, y también tiene la
funcion de conservar carbohidratos para respaldar el desarrollo de la planta en

los periodos criticos 2,

Tallo: Es el érgano de forma circular con simetria radial que contiene hojas,
flores y frutos, se puede clasificar segun su consistencia y ramificaciones.
Presenta nudos que es donde se unen a las hojas, el entrenudo que es la distancia
entre 2 nudos y las yemas que son prominencia que dan lugar a las hojas y flores.
Esta parte de la planta se encarga de sostener y distribuir las hojas seguin su origen
genético, asi también, transporta agua, nutrientes y minerales por su floema y
xilema a las diferentes partes del vegetal; participan en la fotosintesis y acumulan

sustancias de reserva 2,

Hojas: Parte de la planta que presenta gran diversidad de formas y colores, lo
que permite diferenciarlas unas de otras, su funcion mas importante es la de
realizar la fotosintesis que es un proceso por el cual les permite alimentarse y

producir materia organica 3 @4,

Flor: Este 6rgano vegetal se considera como un brote, donde las hojas se han
modificado para la reproduccion. Se encarga de formar las gametas femeninas y
masculinas (se estableceran en los granos de polen) para dar paso a la
polinizacidn, donde las gametas masculinas son llevadas por los vectores de los
granos de polen hasta el estigma de otra flor de su misma especie vegetal llegando
hasta el saco embrionario y produciéndose una fecundacion doble, en caso del

Ovulo, evoluciona y se transforma en semilla y el ovario en el fruto. Sus partes
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morfoldgicas son el cdliz, corola, gineceo y androceo, clasificados segln

caracteristicas individuales ¢ @9,

e Fruto: Es el 6rgano vegetal proveniente de la flor que alberga a las semillas que
al madurar ayudan a dispersarlas. Se clasifican segin su consistencia,

procedencia y si se abren o no ¥,

o Semillas: Parte esencial para la supervivencia de las plantas en condiciones

criticas 9.

1.5.3. Histologia vegetal
Es una ciencia que forma parte de la Biologia, se encarga de estudiar la estructura,
caracteristicas y composicion de los tejidos de las plantas, estos son una organizacion
de células que tienen origen durante el desarrollo del cigoto vegetal luego de la

| 25 (26

fecundacion y que difieren una de otra especie vegeta Generalmente los

tejidos vegetales se clasifican en:

1.5.3.1. Tejidos meristematicos
Estd compuesto por células que constantemente se estan dividiendo dando

origen a nuevos tejidos y células. ©,

Meristemos Tejidos Meristemos Tejidos
primarios primarios  secundarios secundarios
- proosom] [Epoms
MAC
e B | o (e
" | Mesofil]

Figura 3. Origen de los tejidos primarios y secundarios a
partir del meristemo apical caulinar y meristemo apical

radical. Fuente: (Satamarian P, Rosell6 J, 2018) (26)
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1.5.3.2. Tejidos adultos
Contiene células que a diferencia de los meristematicos estos ya no tienen la

capacidad de seguir dividiéndose, se clasifican segun su funcién y estructura,

en:

e Proteccion

Encontramos los siguientes tejidos:

®
0’0

Epidermis: Tejido que deriva del meristemo primario, es la primera
capa que va a revestir a todos los érganos de las plantas, la parte
externa esta envuelta por la cuticula que a su vez contiene cutina que
casi no permite el paso de agua y gases, lo que le permite limitar el
intercambio gaseoso gracias a los estomas que presenta y proteger a

la planta mediante sus pelos o tricomas 7 8,

Peridermis: Se origina en las plantas con tallo de crecimiento
secundario, es una capa que es impermeable al intercambio de gases

entre los tejidos externos de la raiz y tallo con el aire ®.

e Fundamental

®
0.0

Parénquima: Esta conformada por células vivas en forma poliédrica,
presenta una delgada pared celular con una minima cantidad de 1 a
2 grandes vacuolas que contienen un medio acuoso con sustancias

de desecho disueltas ®. Se describe 4 tipos de parénquima:

- El parénquima clorofilico: Tiene células con abundante
cloroplasto, generalmente se encuentran en todas las hojas por
debajo de la epidermis en forma alargadas que recibe el nombre
de parénguima en empalizada y debajo de ello, se presentan las
células en forma de pequefias lagunas con espacios entre ellas
denominado parénquima lagunar o esponjoso, el primero tiene
lugar a la fotosintesis y el segundo facilita el intercambio de

gases y agua con el exterior @ @9,

- Parénguima aerifero: Se encuentran en las hojas de plantas

acuaticas.
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R/
0'0

- Parénquima de Reserva: Sus células presentan entre ellas
pequefios espacios que le permite almacenar agua, nutrientes y

sales minerales ?®.

- Parénquima Acuifero: Sus células son delgadas y ricas en
mucilagos que les permite almacenar agua y de esta manera

tener reserva para su desarrollo 8.

Colénquima: Presenta células alargadas con paredes celulares
primarias de gran engrosamiento que contiene hemicelulosa, pectina
y celulosa que la hace flexible y resistente capaz de servir como

sostén a los drganos vegetales 9 @7,

Esclerénquimica: Posee células que a diferencia de las
colenquimaticas estas estan muertas y presentan pared celular gruesa
secundaria, duras y contienen lignina que le confiere la capacidad de

proteger y otorgar resistencia mecanica a las plantas ®® @7,

Vascular: A partir de la zona meristematica, mediante una serie de

divisiones se origina una célula llamada procambium que a su vez

generan el xilema y floema, en caso de las plantas que tienen un

crecimiento secundario se origina una célula Ilamada cambium vascular

que dard origen al floema y xilema secundario

@
0’0

(27)

Xilema: También Ilamado lefio, es un tejido compuesto de lignina
que se encarga de llevar agua y sales minerales por toda la planta a
través de sus células conductoras como las células parenquimaticas
gue cumplen la funcidén de reserva de sustancias y establece
comunicacién entre el xilemay floema; y las fibras de esclerénquima

y esclereidas que cumplen su funcion de sostén 7 (28,

Floema: También llamado liber, es un tejido que tiene la funcion de
transportar sustancias que han sido elaborado en la fotosintesis, lo
conduce hasta los drganos que siguen en crecimiento y generando

nuevas células y tejidos 7 9,
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154

155.

Evaluacion fitoquimica

Es un estudio que se realiza con la finalidad de encontrar compuestos con actividad
bioldgica en una planta. Todo empieza desde los extractos vegetales que permiten
extraer una variedad de metabolitos secundarios utilizando diferentes solventes, ya
sea por el método de maceracion, soxhlet, lixiviacion, ultrasonificacion o por arrastre
de vapor. La evaluacion fitoquimica permitira identificar cualitativamente los
metabolitos secundarios presentes en extractos de flores, tallos, frutos, hojas, semillas

o raices mediante reacciones de coloracion y precipitacion .

Metabolitos

El metabolismo abarca una serie de reacciones quimicas que se llevan a cabo con la
finalidad de formar sustancias complejas a partir de unas mas simples o viceversa GV,
Las plantas realizan un metabolismo primario y secundario origindndose en cada uno

de ellos, diferentes productos que se clasifican en:

e Metabolitos Primarios: Estos se forman por la interaccion de la energia con la
mayor parte de carbono y nitrégeno asimilado, son sustancias vitales para el buen
funcionamiento de las plantas, dentro de los cuales se encuentran: Los

aminoacidos, nucledtidos, azucares y lipidos €9,

e Metabolitos Secundarios: Se originan por la interaccién de la energia y de una
menor parte del carbono asimilado, son compuestos que no participan en el
funcionamiento de la planta, algunos de ellos acttan atrayendo animales, como
pigmentos, de defensa frente a predadores ya que actlan como repelente o
confiriéndoles un sabor amargo, también participan como pesticidas naturales
protegiendo a las plantas de enfermedades ©?. Estos de clasifican en 4 principales

grupos:

Terpenos: Pigmentos, hormonas o aceites esenciales.

Compuestos fenolicos: Taninos, flavonoides, cumarinas y lignina.

Glicésidos: Saponinas, glicésidos cianogénicos, glicosidos glucosinolatos y
glicésidos cardiacos.

Alcaloides ©?.

22



15.6.

Fusarium sp.

El género cosmopolita Fusarium, es un gran grupo de hongos aerobios que crecen en
forma de filamento, esté categorizado en la familia Nectriaceae, es un moho que esta
grandemente distribuido en todos los suelos asociado a plantas de todo el mundo, este
tipo de fitopatogenos sobreviven alimentandose de materia orgénica en
descomposicién, suele invadir parte del suelo cerca a la raiz de las plantas afectando
asi el desarrollo de una gran cantidad de cultivos con importancia econémica y

agricola ©b,

¢ Hospedante:
Fusarium sp. causa enfermedades en varias plantas de cultivos de: Apio, cebolla,
tomate, platano, pepino, sandia, melon, espinaca, esparrago, vid, alverja, lenteja,

albahaca, alfalfa ¢ (3,

¢ Morfologia:
Cuando Fusarium sp. cumple con su periodo de crecimiento en PDA (papa —
dextrosa — agar), se puede observar una colonia micelial que tiene un color
naranja claro, violeta, azul palido y en su mayoria de color blanco. Bajo
observacion microscopica se puede encontrar 3 tipos de esporas: Las
microconidias que son unicelulares, incoloras, no presentan septos y son de forma
elipticas. Las macroconidias a diferencia de las anteriores, presentas de 1 a 4
septos horizontales, tienen varias células con pared delgada y son ligeramente
curvados que toma la forma de una media luna. Las clamidosporas son formadas
a partir del engrosamiento y unidn de las macroconidias o células de las hifas,
tienen paredes gruesas lo que le confiere resistencia y gran duracion para

permanecer varios afios en el suelo asi sea en condiciones ambientales criticas

(33).

Figura 4. Morfologia de Fusarium oxysporum f. A. Microconidias. b.

Macroconidias. C. Clamidosporas. Fuente: (Cardina L, 2019) ¢4



Ciclo de la enfermedad

El hongo Fusarium sp. sobrevive y esta presentes por mucho tiempo en el suelo
y residuos infectados de las plantas. Cuando la temperatura y humedad son
adecuadas para su desarrollo, se producen las esporas y clamidosporas que se
dispersan por medio del agua y aire. Cuando las clamidosporas perciben
exudados generados por la planta que generalmente presentan heridas o cortes en
la superficie de la raiz, empiezan a germinar y las hifas comienzan a colonizar
penetrando la raiz hasta llegar al xilema donde la enfermedad sigue su curso, se
comienzan a formar nuevas esporas (macroconidias y microconidias) que se
desplazan con la corriente de agua llegando a muchas células vasculares
produciéndose mas microconidias, que producen una serie de enzimas que junto
con la secrecion que produce la planta como mecanismo de defensa frente a este
patégeno (goma), producen un taponamiento del xilema lo que ocasiona una

reduccidn significativa del flujo de agua y nutrientes, generando finalmente un
marchitamiento vascular .
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Figura 5. Ciclo de la enfermedad de Fusarium oxysporum f.sp
lucoperseci. Fuente: (Agrios, 2005) ¢
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Sintomatologia:

Ademas del marchitamiento vascular caracteristico en una planta infectada por
Fusarium sp., se puede observar en el inicio de la infeccion que parte de la hoja
se va deformando y tornandose de color amarillento que con el avance de la
enfermedad se vuelve amarilla por completo; los brotes van disminuyendo, en
algunos casos suelen crecer, pero lo hacen de forma anormal y se empiezan a
doblar a la planta infectada; sus raices se empiezan a podrir tomando un color
marrén y empapadas de agua. En la observacion microscopica se puede observar
los haces vasculares de color blanquecino, marrén o amarillo. Los sintomas de
esta enfermedad van afectando la planta de forma ascendente causando un
marchitamiento ademas de una necrosis total de la planta y, por consiguiente, su

muerte G4 (39),

Condiciones favorables de proliferacién

La temperatura 6ptima en la cual se desarrolla Fusarium sp. es de 25 a 30°C, con
una temperatura minima de 5°C y 37°C como maximo, la formacién de esporas
se da a una temperatura de 20 a 25°C con medio dia de iluminacién y oscuridad.
El pH adecuado para su desarrollo es de 7.7, aunque puede crecer entre 2.2 y 9.0.
Los suelos arenosos con bajo nivel de nitrdgeno y alto en potasio son los que

favorecen su crecimiento ©” 8,
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2.1.

2.2.

2.3.

1. ESTRATEGIA METODOLOGICA

Tipo, nivel y disefio de la investigacion ¢

2.1.1.

2.1.2.

2.13.

Tipo de investigacion
Basica, ya que se pretende incrementar la informacidon disponible sobre las

propiedades de la planta en estudio para posteriores investigaciones.

Nivel de investigacion
Descriptivo, ya que se especificard las caracteristicas, propiedades, situacion y
actitudes de las variables en estudio, lo que nos permitira tener una idea mas clara de
lo que esta sucediendo.
Explicativo, ya que busca el porqué de los hechos. En este trabajo de investigacion
de establecera una posible relacion entre los metabolitos encontrados en el tamizaje

fotoguimico y la actividad antiflngica.

Disefio de la investigacion
Experimental, debido a que manipularemos, controlaremos o aleatorizaremos las

variables con la finalidad de establecer su efecto entre ellas.

Lugar de investigacion
< Laboratorio de Quimica Farmacéutica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad “San Luis Gonzaga”.

< Laboratorio de Analisis Bioquimicos y Clinicos de la Facultad de Farmacia y Bioquimica

de la Universidad “San Luis Gonzaga”.

< Laboratorio del Instituto de Investigacidn de la Universidad “San Luis Gonzaga”.

Materiales

2.3.1.

2.3.2.

2.3.3.

2.3.4.

Material vegetal
- Hojas, raicesy flores de Tecoma fulva (CAV) G.DON

Material biolégico
- Cepa de Fusarium sp.
Medio de cultivo

- Papa Dextrosa Agar (PDA)

Materiales de laboratorio
- Tubos de ensayos

- Vaso de precipitados
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2.35.

Matraces

Gradillas

Placas excavadas
Soporte Universal

Aro de Soporte
Varillas de vidrio
Cocinillas eléctricas
Mecheros

Espéatulas de metal
Laminas portaobjetos
Cubreobjetos

Céamara de Neubauer
Placas de Petri
Embudos de vidrio
Baguetas

Luna de reloj

Asa Bacteriol6gica
Micropipetas de 1000 pL y 200 pL
Tips para micropipetas
Propipetas

Peras de Bromo
Pipetasde 5 mi y 10 mL
Placas multipozos
Probetas

Fiola

Equipos de laboratorio

Autoclave/ Marca: Remy

Estufa esterilizadora/ Marca: Binder
Microscopio

Balanza analitica/ Marca: Boeco
Refrigeradora

Incubadora/ Marca: Digisystem

Cabina de Seguridad Bioldgica/ Marca: Esco
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2.3.6.

2.3.7.

Reactivos y disolvente

Fungicida quimico: Benzomil® 500
Etanol 96°

Agua destilada
Diclorometano

Acido clorhidrico 1%
Hidroxido de amonio
Acetato cluprico

Azul de metileno
Clorioduro de zinc
Reactivo de lugol
Reactivo de sudan

Acido clorhidrico cc
Limaduras de Magnesio
Reactivo de Mayer
Reactivo de Wagner
Reactivo de Dragendorff
Cloruro de Sodio 5%
Gelatina 1%

Cloruro férrico 1%
Ninhidrina 2%

Acido sulfurico cc
Hidroxido de sodio 5%
Hidrdxido de potasio 5,7%
Acido 3,5-dinitrobenzoico 2%
Metanol

Alcohol amilico

Agua esteéril

Otros

Bolsa de papel kraft
Papel kraft

Tijeras

Ligas

EPP (mandil, guantes quirdrgicos, mascarillas y gorros quirdrgicos)
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2.4.

- Papel de filtro
- Papel tornasol
- Viales

- Algodon

- Pinceles

- Gillette

- Papel toalla

- Regla

- Envases de vidrio

Hipétesis y Variables

241,

Hipotesis

a) Hipotesis general:
El extracto etandlico de las hojas de Tecoma fulva (CAV) G.DON presenta
actividad antiflngica in vitro frente a Fusarium sp. se identificd los metabolitos
secundarios y se realizé el estudio morfo-histolégico de la especie Tecoma fulva
(CAV) G.DON.

b) Hipdtesis especificas:

= Se ha identificado los metabolitos secundarios presentes en la evaluacion
fitoguimica del extracto etanélico crudo (fraccion a) y de sus fracciones
derivadas de las hojas de Tecoma fulva (CAV) G.DON.

= Laespecie Tecoma fulva (CAV) G.DON posee caracteristicas morfo-
histoldgicas que permite su correcta identificacion.

= El extracto etandlico crudo (fraccién a) y sus fracciones derivadas de las
hojas de Tecoma fulva (CAV) G.DON presentan actividad antifingica in
vitro frente a Fusarium sp.

» Se ha determinado la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto
etanolico crudo (fraccién a) y de sus fracciones derivadas de las hojas de
Tecoma fulva (CAV) G.DON en la evaluacion de la actividad antifungica
in vitro frente a Fusarium sp.

= El extracto etandlico crudo (fraccién a) y sus fracciones derivadas de las
hojas de. Tecoma fulva (CAV) G.DON presentan inhibicién de formacion

de conidias en la evaluacion con Fusarium sp.
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2.5.

2.6.

2.42.

Variables de la investigacion:

a)

b)

Variables dependientes

Evaluacién fitoquimica.

Actividad antiflngica in vitro frente a Fusarium sp.

Estudio morfoldgico de Tecoma fulva (CAV) G.DON.

Estudio histologico de Tecoma fulva (CAV) G.DON.

Variables independientes

Extracto etandlico de las hojas de Tecoma fulva (CAV) G.DON.

Fracciones derivadas del extracto etandlico de las hojas de Tecoma fulva (CAV)
G.DON.

Planta entera de Tecoma fulva (CAV) G.DON.

Poblacion y muestra

a) Poblacion: Hojas de la especie Tecoma fulva (CAV) G.DON y cepa de Fusarium sp.

b) Muestra: Extracto etanélico obtenido a partir de 1100 g de hojas de Tecoma fulva
(CAV) G.DON.

Meétodos técnicos y procedimientos de recoleccion de datos

2.6.1.

Recoleccién y tratamiento de la muestra

a)

Recoleccion de la muestra vegetal

La especie Tecoma fulva (CAV) G.DON, fue recolectada por la autora en los
meses de abril y mayo en el centro poblado de Molletambo, en el distrito de
Yauca del Rosario, perteneciente a la provincia y departamento de Ica, entre los
295° NW y a los 1258.2 m de altitud. La recoleccion se llevo a cabo en las
primeras horas de la mafiana evitando la exposicion de la planta al sol, para ello
se utilizo tijeras y bolsas de papel kraft. En total se recolectd una cantidad 3 sacos
de hojas que posteriormente fueron trasladadas al laboratorio de Quimica
Farmacéutica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional “San Luis Gonzaga”.

Una parte de la planta entera fue reservada para su clasificacion taxonémica en
la Facultad de Ciencias Biologicas de la UNSLG por el Dr. Miranda Huaman
David (Anexo N°1).
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b)

Figura 6. Lugar de recoleccion (Molletambo — Ica)

Tratamiento de la muestra vegetal “% D (ANEXO N°2)

Seleccion: En primer lugar, se procedi6 a seleccionar las hojas que estaban
en Optimas condiciones; aquellas que no eran propia de la especie, que
presentaban algin dafio en su textura, decoloradas u hojas que presentaban
mohos, se desecharon.

Limpieza: Se continu6é limpiando el exceso de polvo de las hojas usando
trapitos y agua destilada, asi mismo, se retird materias extrafias como tierra
0 pequenas piedras que pudieran interferir posteriormente en la rendicion del
extracto.

Secado: En laminas de papel kraft, se pusieron a secar las hojas a
temperatura ambiente en lugar seco y cerrado protegido de insectos y aves.
El secado se llevd a cabo en 7 dias volteando las hojas frecuentemente para
un mejor secado uniforme.

Trituracion: Las hojas fueron trituradas manualmente usando tijeras hasta
un tamafio adecuado con la finalidad de aumentar el contacto con el solvente
y haya una mejor extraccién de metabolitos.

Conservacion: Las hojas ya trituradas fueron almacenadas en envases de
vidrio para su posterior maceracion. Se obtuvo 1100 g de hojas trituradas.
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2.6.2.

Evaluacion fitoquimica:

a)

b)

Obtencion del extracto etandlico “? 3 (ANEXO N°3)

Los 1100 g de hojas secas y trituradas de Tecoma fulva (CAV) G.DON, se
maceraron en frascos de vidrio con etanol de 96° durante 7 dias con agitacion
diaria, se filtro y se renové el solvente dejandolo por 7 dias mas.

Pasado los dias de maceracién, el marco resultante se llevd a reflujo con etanol
de 96° durante periodos de 4 horas, terminado ese tiempo, ambos extractos
(macerado — reflujo) se juntaron y se dejaron secar a temperatura ambiente

obteniéndose una cantidad de 235 g de extracto total etan6lico seco.

Obtenci6n de fracciones “Y (ANEXO N°3)

Para ello se utiliz6 como guia el método propuesto por la Dra. Olga Lock de

Ugaz. Cabe mencionar que se realizaron algunas modificaciones dependiendo

del comportamiento del extracto.

Se separ6 20 g del extracto etandlico seco total, lo que constituy6 la Fraccion A.

El extracto seco restante se disolvio con 300 ml de HCI al 1%, se filtrd y se obtuvo

dos partes:

A. Insoluble: Los residuos que quedaron en el papel de filtro se llevaron a secar,
una vez pasado el tiempo de secado, se lavd con agua destilada hasta obtener
un pH neutro que fue medido con un papel de tornasol, los papeles de filtro
con los residuos fueron nuevamente puestos a secar para finalmente
disolverlos en 1 litro de diclorometano, esto constituyo la Fraccion B

B. Solucion &cida: El liquido acido obtenido luego del filtrado, se alcaliniz6
con 17 mL de amoniaco hasta obtener un pH alcalino, la solucién se paso a
una pera de bromo y se empez6 a extraer con diclorometano (2 litros)
obteniéndose dos fases:

B.1. Fase organica (Diclorometanica): Se filtrd y constituy6 la Fraccién
C.
B.2. Fase acuosa: Se empez6 a extraer con diclorometano (3 litros): etanol
(2 litros) en una relacién de (3:2). Se obtuvo 2 fases:
B.2.1. Fase organica (Diclorometanica — etanélica): Se filtré y
constituyo la Fraccion D.
B.2.2. Fase acuosa remanente: Se puso a secar y constituyd la

Fraccion E.
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c) Deteccién de metabolitos secundarios y grupos funcionales (ANEXO N°4)

Una vez que se obtuvieron las fracciones A, B, C, D y E del extracto etandlico

seco total, se procedid a realizar reacciones de precipitacion y coloracion para

poder identificar que metabolitos secundarios y grupos funcionales se encuentran

en cada una de ellas.

Deteccion de taninos en la fracciéon A: Reaccién de gelatina — sal

Una minima cantidad del extracto seco de la fraccion A, se disolvi6 en agua
y se depositd 1 mL de la disolucién en cada uno de los tres tubos de ensayos,
al primer tubo se le adicion6 2 mL de solucién de NaCl 5%, al segundo, 2
mL de solucién de gelatina 1% y al tercero se le adicioné 1 mL de solucion
de gelatina 1% y 1 ml de NaCl 5%, la precipitacion con este Gltimo reactivo
o con ambos el 1° y el 2° indica la presencia de taninos, pero si solamente
ocurre precipitacion con el 1° tubo, podria ser un falso positivo.

Deteccion de grupos fendlicos libres en la fraccion A: Reaccidon de
tricloruro férrico

Una pequefia cantidad del extracto seco de la fraccion A, se disolvié en etanol
y se depositd 1 mL en un tubo de ensayo, se le agregd dos gotas de FeClz 1%.
Si se observa la aparicion de colores azul — negro, verde o azul verdoso,

indica que la reaccion es positiva.

Deteccion de aminoécidos (grupos aminos libres) en la fraccién A:

Reaccion de ninhidrina

Se disolvié una pequefia cantidad del extracto seco de la fraccién A en etanol,

y sobre dos tiras de papel de filtro se colocaron:

A. Muestra: Una gota de la disolucién + una gota del reactivo de Ninhidrina
2%

B. Blanco: Solucion etandlica de ninhidrina 2%

Las 2 tiras de papel de filtro se pusieron a secar a temperatura ambiente para
luego colocarlos en la estufa a 110 — 120 °C hasta observar la aparicion de
un color azul violacea en el blanco, que se compar6 con el color de la muestra.

Si tienen la misma coloracidn, la reaccion era positiva.
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Deteccion de flavonoides en las fracciones A, D y E: Reaccion de Shinoda
Una pequefia cantidad de los extractos secos de las fracciones A, D y E, se
disolvieron el etanol. En 3 placas excavadas se echaron 0.5 mL de cada
disolucion, se adicionaron 5 limaduras de magnesio y 2 a 3 gotas de HCI
concentrando.

La reaccidn sera positiva cuando aparecen tonos de colores rojo, anaranjado
y violeta.

Deteccion de antraquinonas en la fraccion B: Reaccion de Borntrager
En un tubo de ensayo, se disolvié una pequefia cantidad del extracto en
diclorometano, se agregaron 3 ml de NaOH 5% y se empezd agitar
suavemente.

Si la fase acuosa se torna de un color rojo, la reaccidn es positiva.

Deteccion de triterpenoides y/o esteroides en las fracciones B, C y D:
Reaccion de Liebermann Burchard

En 3 placas excavadas se disolvié una pequefia cantidad de los extractos
secos de las fracciones B, C y D en diclorometano, se afiadieron 4 gotas de
anhidrido acético y 4 gotas de H,SO, concentrado.

La reaccion serd positiva si se observa la aparicidn de colores verde, azul

verdoso (vias rojas o azul).

Deteccion de cardendlidos en la fraccion C y D: Reaccién de Kedde

Se tiene dos soluciones:

Solucién a: acido 3,5-dinitrobenzoico 2% en metanol

Solucién b: Hidréxido de potasio 5,7% en agua

Ambas soluciones son mezcladas a volimenes iguales que constituyé el
reactivo (R).

En un tubo de ensayo, colocamos una pequefia cantidad del extracto seco de
las fracciones y la disolvimos en metanol para luego afiadirle 2 a 3 gotas del
reactivo (R).

La reaccidn sera positiva si se forma un color pUrpura violaceo.
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Deteccion de alcaloides en las fracciones Cy D

En tubos de ensayos, los extractos secos de las fracciones fueron disueltos
por separado en HCI 1% y luego filtrados. En cada tubo se afiadié 2 a 3 gotas
de los reactivos de Mayer, Dragendorff y Wagner.

Las reacciones seran positivas si se observa:

Dragendorff: Precipitado anaranjado

Mayer: Precipitado blanco cremoso

Wagner: precipitado marrén

Deteccion de leucoantocianidinas y catequinas en las fracciones C y D:
Reaccion de Rosenheim

A 1ml de las fracciones, se agregd 0,5 mL de HCI concentrado, lo llevamos
a bafio maria durante 10 min. Dejamos enfriar y agregamos 2 mL de agua
destilada y 1 mL de alcohol amilico, agitamos y observamos el color que
toma la fase amilica.

Si se torna de un color rojo indica la presencia de leucoantocianidinas. Si se

torna de un color marrdn indica la presencia de catequinas.
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Muestra secay molida

1100 g

Taninos —_ + etanol, macerar 7 dias y renovar el solvente 7 dias mas,
R. de Gelatina reflujar el marco 4 horas en etanol, filtrar en caliente y
R. FeCI3 dejar secar a temperatura ambiente.
Aminoacidos Separar 20 [ o l l - ]
R. de Ninhidrina p g Extra to etanélico Fraccién a
Elavonoides El resto se disuelve en 300 ml de HCI
R. Shinoda ——— 1%, se filtra y se obtiene 2 partes:

Insoluble Solucidn &cida

Lavar con H20 hasta pH neutro, secar y

¢ Se filtra, se alcaliniza con 17
disolver en 1L de CH2Cl>.

ml de NHsy extraer con 2L de

- CH2Clz
Fraccion b |
Esteroides Fase organica Fase acuosa
R. Liebermann Burchard
filtrar Extraer con
Antraquinonas CHCls: EtOH
R. Borntrager (3:2)
o®
Cardenolidos Fase diclorometanica E;f:aner?t(;uosa
R. Kedde etandlica
Esteroides
R. Liebermann
Burchard
. Filtrar Flavonoides
Flltrafjo R. Shinoda
Alcoloides
Leucoantociani

dinas/Catequin

Fracciénd as

| R. Rosenheim
Flavonoides ~ Leucoantocianidina/  Cardendlidos, anillos Esteroides, Alcaloides
R. Shinoda catequinas lactona triterpenos R.Mayer
R. Rosenheim a B - insat R. Liebermann- R.Dragendorff
. ' R. Kedde Burchard R. Wagner

Figura 7. Flujograma del Screening Fitoquimico de Tecoma fulva (CAV) G. DON.
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2.6.3.

2.6.4.

Estudio morfoldgico de Tecoma fulva (CAV) G. DON *9 (ANEXO N° 5)

La caracterizacion de la especie vegetal se describié en el siguiente orden: planta
completa (tipo y altura); tipo de raiz; caracteristicas del tallo (consistencia, presencia
de nudos, entrenudos y ramas); caracteristicas de la hoja (tamafio longitudinal,
nameros de foliolos, forma del peciolo, tipo de nervadura, disposicidn, tipo de borde
y color); caracteristicas de la flor (tipo de inflorescencia, presencia de peddnculo y
posicion), caliz (soldadura, nimero y color de sus sépalos), corola (soldadura,
namero, medida longitudinal y color de sus pétalos), androceo (nimero de estambres
y tecas), gineceo (disposicion); caracteristicas del fruto (forma, expulsion de semillas

y medida longitudinal) y semilla (forma).

Estudio histoldgico de Tecoma fulva (CAV) G. DON “8 (ANEXO N°5)

Para analizar la histologia de la planta vegetal, se utilizaron hojas de afeitar nuevas y
laminas de portaobjetos, sobre ellas se realizaron cortes histologicos transversales a
mano alzada de las hojas y raices, los cortes mas delgados fueron conservados en una
placa de Petri con agua destilada para luego realizar una tincidn sucesiva doble, que
consistio en tefiir los cortes primero pasandolo por el colorante rojo congo y luego
por el colorante verde brillante para finalmente ser enjuagados con agua destilada.
Con ayuda de un pincel, colocamos los cortes histoldgicos tefiidos en una lamina y

lo montamos al microscopio para observarlo con los objetivos de 40X y 100X.

Pruebas histoquimicas: Son un conjunto de ensayos muy importantes que se
realizan con la finalidad de poder identificar y localizar compuestos quimicos en los
tejidos de las plantas, asi también, nos permitié establecer una comparacion con los

resultados obtenidos en el screening fitoquimico. (ANEXO N°5).
Se realizaron las siguientes pruebas en las hojas, flores y raices:

e Deteccion de alcaloides — Reactivo de Dragendorff: Se colocaron los cortes
histoldgicos a mano alzada sobre una lamina portacbjeto, agregamos una gota de
reactivo sobre ellosy se dej6 actuar por unos minutos, se mont6 en el microscopio
y se observo la variacion de color de los tejidos. Los alcaloides en los tejidos se

presentan de un precipitado rojo ladrillo.
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Deteccion de taninos - cloruro férrico: Se colocaron los cortes histologicos a
mano alzada sobre una lamina portaobjeto, le agregamos sobre ellos una gota del
reactivo cloruro férrico se dejo actuar de 2 a 3 minutos y se lavod con agua
destilada, se montd en el microscopio y se observé la variacion de color de los

tejidos. Los grupos fendlicos libres en los tejidos se colorean azul — verdoso.

Deteccion de almidon - Reactivo de lugol: Se colocaron los cortes histol6gicos
a mano alzada sobre una lamina portaobjeto y le agregamos una gota de lugol
sobre ellos, se montd en el microscopio y se observo la variacion de color de los

tejidos. El almidon se colorea de un color azul o azul — violaceo.

Deteccion de saponinas — Acido sulfurico concentrado: Se colocaron los
cortes histol6gicos a mano alzada sobre una lamina portaobjeto, le agregamos
una gota del reactivo, se mont6 en el microscopio y se observo la variacion de
color de los tejidos. Las saponinas inicialmente toman un color amarillo, a la

media hora cambia a rojo y finalmente a un color violeta 0 azul — verdoso.

Deteccion de oxalato de calcio — Reactivo de acido cuprico: Se colocaron los
cortes histoldgicos a mano alzada sobre una lamina portaobjeto y le agregamos
una gota del reactivo sobre ellos, se montd en el microscopio y se observd la
variacion de color de lostejidos. La presencia de un color azul indica la presencia

de oxalatos de calcio.

Deteccion de mucilagos — Azul de cresil al 1%

Se colocaron los cortes histologicos a mano alzada sobre una lamina portaobjeto
y le agregamos una gota del reactivo sobre ellos, se mont6 en el microscopio y
se observo la variacion de color de los tejidos. Los mucilagos se colorean de un

color azul Francia.

Deteccion de grasas y aceites — Reactivo de sudan IV

Se colocaron los cortes histolégicos a mano alzada sobre una lamina portaobjeto
y le agregamos una gota del reactivo sobre ellos, lo dejamos actuar por 10 miny
lavamos con alcohol. La lamina se mont6é en el microscopio y se observo la

variacion de color de los tejidos. Las grasas y aceites se colorean de un color rojo.

Deteccion de celulosa — Prueba de cloroioduro de zinc: Se colocaron los cortes
histoldgicos a mano alzada sobre una lamina portaobjeto y le agregamos una gota
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2.6.5.

del reactivo sobre ellos, se mont6 en el microscopio y se observé la variacion de

color de los tejidos. La celulosa toma un color azul o violeta y las paredes

lignificadas se tifien de amarillo.

Actividad antifungica

2.6.5.1. Materiales y procesos previos a los ensayos de evaluacion (Anexo N°6):

a)

b)

Obtencion de cepas
Para este estudio, las cepas de Fusarium sp. fueron donados por el

laboratorio Rizoagrum S.A.C. de la ciudad de Ica.

Preparacion del medio de cultivo 7

Los materiales de vidrio necesarios para la preparacion fueron envueltos
en papel kraft y esterilizados a calor seco en la estufa a una temperatura
de 180°C durante 60 minutos, luego se calcul6 la cantidad de medio de
cultivo PDA (Papa — Agar — Dextrosa) a utilizar para todos los ensayos
(se tomo como referencia las indicaciones del fabricante), en un matraz,
el medio de cultivo fue disuelto en agua destilada y llevado a ebullicion
hasta su total disolucién. Finalmente, el PDA preparado se llevd a
esterilizar a calor himedo en la autoclave a una presion de 15 Ib durante
30 minutos y una vez salido se mantuvo a una temperatura de 40°C para

evitar su solidificacion.

Replicacion de las cepas madres “8 ¢9)

Para ello, se depositaron 20 mL de PDA en placas de Petri y se dejaron
enfriar, luego con ayuda de un asa bacterioldgica esterilizada expuesta
previamente al mechero, en el centro de la placa se inoculé un disco de
micelio del hongo de 6 mm y se dejo6 incubando por 15 dias controlando

una temperatura de 25 £ 2°C.
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Esterilizar el asa.

-

Inocular el disco de micelio
Realizar discos de 6 mmen en la parte media de la placa.
la cepa madre del hongo.

Depositar 20 ml de PDA en
placas de Petri y dejar
enfriar.

Figura 8. Flujograma de la replicacion de cepa madre a cepas fungicas de Fusarium sp.

2.6.5.2. Evaluacion de la actividad antifungica
Todas las evaluaciones se realizaron con la técnica de “Medio envenenado”
gue consiste en afadir al medio de cultivo (PDA) previamente esterilizado,
una cantidad de la disolucion de los extractos dependiendo de las

concentraciones a evaluar ©?,

a) Evaluacion cualitativa ®» (ANEXO N°7)
Esterilizacién de materiales: En primer lugar, se puso a esterilizar
placas de Petri y viales en la estufa, por otro lado, en la autoclave se
esterilizé el medio de cultivo, agua destilada en tubos de ensayo y tips
para micropipetas de 1000 pL y 200 L. Este tipo de evaluacién se

realiz6 en placas mulitpozos (12 pozos) que previamente se sometieron
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a una esterilizacion ultravioleta y fueron rotulados segun las muestras.
Todos los materiales fueron llevados a la cabina de flujo esterilizada con
luz UV germicida.

Preparacién de extractos: Los extractos se evaluaron a una
concentracién de 3% (600 pL) en relacion a la cantidad de PDA utilizado
(10 ml) por cada muestra. Para ello, en 5 viales se pes6 1 gramo de cada
uno de los extractos de las fracciones (a, b, ¢, d y ) y se disolvié en 1 ml
de etanol.

Técnica de medio envenenado: En una placa de Petri y con una
micropipeta de 1000 pL, se depositdé 600 pL de la disolucion del
extracto, sequidamente, con una jeringa se afiadié 10 ml de medio de
cultivo y se homogenizd ligeramente. Rapidamente con la misma
micropipeta se tomé 1000 pL del homogenizado y se dispens6 en un
pozo, se realizaron 5 repeticiones por cada extracto de cada fraccion mas
1 control positivo y negativo.

Control positivo: PDA + fungicida comercial Benzomil® 500 (0.1%)
Control negativo: PDA

Las placas multipozos se dejaron enfriar para que el PDA se solidifique
y realizar la inoculacion.

Inoculacion: Se tom6 un asa bacterioldgica esterilizada previamente
con la flama del mechero y se procedié hacer un raspado sobre la cepa
fangica de Fusarium sp. para remover sus conidias, estas fueron
depositadas en un tubo de ensayo con agua estéril, se agitd y se puso una
pequefia muestra en la cAmara de neubauer para el conteo, asi se obtuvo
una suspension de 1,26 x 10° conidias/ml, con ayuda de una micropipeta
de 200 pL se tomd 45 pL de la suspension y se dispenso en los 5 pozos
por cada muestra. Finalmente, las placas fueron selladas con parafilme
incubadas durante 5 dias controlando una temperatura de 25 + 2°C.
Interpretacion de resultados: Pasado los dias de incubacion, se
observo en las muestras ensayadas si hubo una inhibicion total, media,

baja o nula del crecimiento micelial de Fusarium sp.
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En una placa de Petri, depositar 600 pL Afadir 10 mL de medio de cultivo
(3%) del extracto diluido en etanol. PDA y homogenizar.

DI@) Y
O@00 | = —

_ Con el asa bacterioldgica esterilizada,
Se toma 1000 pL del homogenizado y se se remueven las conidias de la cepa de
dispensan en cada uno de los 5 pozos. Fusarium sp.

L
{

[
{ o040 \
v
Se depositan en un tubo con agua Se inocula todas las muestras con 45 pL
estéril, se agita y se hace el conteo de la suspension de conidias, se sellan y

se incuban a 25+2°C por 5dias.

Figura 9. Flujograma de la evaluacion cualitativa.
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b) Evaluacion cuantitativa ®? (ANEXO N°8)
Esterilizaciébn de materiales: En primer lugar, se puso a esterilizar
placas de Petri, viales y vasos de precipitado en la estufa, por otro lado,
en la autoclave se esterilizo el medio de cultivo y tips para micropipetas
de 1000 pL y 200 uL. Este tipo de evaluacion se realizé en minis placas
de Petri estériles de 6 cm de didmetro. Todos los materiales fueron
llevados a la cabina de flujo laminar que previamente fue esterilizada
con luz UV germicida.
Preparaciéon de extractos: Los extractos se evaluaron a una
concentracién de 3% (1500 pL) en relacién a la cantidad de PDA
utilizado (25 mL) por cada muestra. Para ello, en 10 viales se peso por
duplicado 1 gramo de cada uno de los extractos de las fracciones (a, b,
¢, dye)ysedisolvié en 1 mL de etanol.
Técnica de medio envenenado: En un vaso de precipitado y con una
micropipeta de 1000 pL, se deposité 1500 pL de la disolucién del
extracto, seguidamente, se afiadid 25 mL de medio de cultivo y se
homogeniz6 ligeramente. Rapidamente, se dispensd 5 mL por cada mini
placa de petri, se realizaron 5 repeticiones por cada extracto de cada
fraccion mas 1 control positivo y negativo.
Control positivo: PDA + fungicida comercial Benzomil® 500
Control negativo: PDA
Las mini placas de petri se dejaron enfriar para que el PDA se solidifique
y realizar la inoculacion.
Inoculacion: En la cepa de Fusarium sp. se realizaron discos de 6mm
de didmetro y con ayuda de un asa bacterioldgica esterilizada, se
procedio a depositar el disco de micelio en la parte central de cada placa.
Finalmente, las placas fueron selladas con parafilm e incubadas durante
9 dias controlando una temperatura de 25 + 2°C.
Interpretacion de resultados: Se midi6 el crecimiento en centimetros

de diametro del hongo en el extracto y se aplicé las siguientes formulas
(53)

Didmetro del crecimiento del hongo en el extracto

0 imi = x 100
% Crecimiento Didmetro del control negativo

% de Inhibicion = 100 — % de Crecimiento
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En un vaso pp, depositar 1500 pL Afadir 25 mL de medio de cultivo
(3%) del extracto diluido en etanol. PDA y se homogeniza.

Se toma 5 mL del homogenizado y se Se realizan discos de 6 mm en la cepa
dispensan en cada uno de las 5 mini de Fusarium sp.
placas de Petri.

SR A A A A A A 0
I ]
5 ]

Los discos df r;ucelllo se _|n.ocullan endla Se mide el didmetro en cm del hongo

gartg centrl? € a§ m:)nl P gcsafzog crecido en el extracto y se calcula el
etri, s«}a sellan y se incuban a 25+ % de inhibicion.

por 9 dias.

Figura 10. Flujograma de la evaluacion cuantitativa
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¢) Concentracién minima inhibitoria (CMI) ®9 9

Para este ensayo, se sigui6 la técnica de la evaluacion cualitativa, donde
los extractos fueron sometidos a distintas concentraciones para poder
encontrar la minima concentracion expresado en porcentaje para la
inhibicion total del hongo fitopatégeno Fusarium sp.

Para su desarrollo se tuvo como base los resultados de la primera
evaluacion cualitativa, a partir de estos, se aumentaron o disminuyeron
las concentraciones. En este ensayo solo se realizaron 3 repeticiones

usandose 5 mL de PDA en cada una de las muestras.

Tabla 1. Concentraciones utilizadas de las fracciones derivadas del
extracto etanolico de las hojas de Tecoma fulva (CAV) G.DON en el

ensayo preliminar para la Concentracién Minima Inhibitoria.

Muestra Concentracién Repeticiones
1% (100 pL)
1,5% (150 pL)
Fraccion A 3
2% (200 L)
2,5% (250 pL)

5% (500 pL)

Fraccion B 7,5% (750 pL) 3
10% (1000 L)
1% (100 pL
Fraccion C (0o 3

1,5% (150 L)
3,5% (350 pL)
4% (400 pL)
Fraccion D 3
4,5% (450 pL)
5% (500 pL)
5% (500 pL)
Fraccion E 7,5% (750 pL) 3
10% (1000 pL)

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 2. Concentraciones utilizadas de las fracciones derivadas del extracto etanélico de las
hojas de Tecoma fulva (CAV) G.DON en el ensayo para la Concentracion Minima

Inhibitoria.

Muestra Concentracién Repeticiones
2,5% (250 pL)
2,6% (260 uL)
2,7% (270 pL)
Fraccion A 3
2,8% (280 uL)
2,9% (290 pL)

3% (300 pL)

4,2% (420 pL)
4,3% (430 pL)
4,4% (440 pL)
4,5% (450 pL)
Fraccion B 3
4,6% (460 pL)
4,7% (470 pL)
4,8% (480 pL)
4,9% (495 pL)

1% (100 pL)
1,1% (110 pL)
1,2% (120 pL)
Fraccion C 1,3% (130 pL) 3
1,4% (140 pL)
1,5% (150 pL)
1,6% (160 L)

3,4% (340 pL)
3,5% (350 pL)
3,6% (360 pL)
Fraccion D 3,7% (370 pL) 3
3,8% (380 pL)
3,9% (390 puL)
4% (400 pL)

Fuente: Elaboracion propia
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d) Recuento de conidias ®® (ANEXO N°8)
Una vez cumplido el tiempo de incubacién de las placas resultantes del
método cualitativo, se depositd 1 mL de agua estéril en cada una de ellas
y con ayuda de una espatula se removid suavemente las conidias para
que luego sean contadas en el microscopio utilizando una camara de

neubauer. Una vez realizado el conteo se aplicé la siguiente formula.

Conidias/ml = # conidias contadas x disolucién empleada x factor

camara

2.7.  Técnicas de procesamientos de la informacion

2.7.1. Recoleccion de datos analiticos:
Se realizaron en cuadernos de trabajo donde se procedid a registrar todos los datos y

resultados de los métodos aplicados para su posterior procesamiento.

2.7.2. Procesamiento, interpretacién y andlisis de datos:
Estos datos fueron tratados por métodos estadisticos paramétricos y no paramétricos
a través del programa Microsoft Excel, los ensayos fueron realizados de manera
aleatoria y fueron analizados por el software estadistico Minitab donde se realizé un
analisis de varianza mediante el método Tukey con una significancia de 0.05, lo que

permitird obtener una informacién mas confiable y sintetizada.

2.8.  Aspectos éticos
En todo el trascurso del desarrollo del presente trabajo de investigacion, se ha basado bajo
todos los aspectos éticos que rigen toda investigacion académica cientifica, se ha respetado
los conocimientos utilizados de diversos autores referenciandolos de manera correcta. Se
establecié un acuerdo de ética entre el asesorado y los asesores durante la practica y el
desarrollo del trabajo. Asi mismo, el equipo de investigacion de la presente tesis, declara no
tener ningun conflicto de interés de ningun tipo.
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3.1

Screening fitoquimico

1. RESULTADOS

Tabla 3. Metabolitos secundarios de las fracciones derivadas del extracto etanélico de las hojas de

Tecoma fulva (CAV) G.DON.

Fracciones Reacciones Metabolitos Resultados Observacion
Rx. Shinoda Flavonoides + Colorligeramente
rosado
Rx. Gelatina Taninos + Precipitado
A Rx. CI
Xlé, oruro Grupos Fendlicos libres + Colorazul - negro
érrico
Ninhidrina Aminoécidos + Color azul viol&ceo
Rx. Libermann Triterpenos y/o esteroides + Color azul verdoso
B Burchard
Rx. Borntrager Quinonas - Color marrén
Rx. Libermann Triterpenos/esteroides + Color azul verdoso
Burchard
Rx. Kedde Cardenolidos - Color Amarillo
C . .
Rx. Dragendorff + Precipitado anaranjado
Rx. Mayer Alcaloides + Precipitado blanco
Rx. Wagner + Precipitado marrén
Rx. Dragendorff + Precipitado anaranjado
Rx. Mayer Alcaloides + Precipitado blanco
Rx. Wagner + Precipitado marrén
Rx. Kedde Cardendlidos - Color marrén
() . . i
Rx. Shinoda Flavonoides + Color rojizo
Rx. Rosenheim  Leucoantocianidinas/Catequinas + Color marron
(catequinas)
Rx. Libermann Triterpenos/esteroides - Color marron claro
Burchard
E Rx. Shinoda Flavonoides + Color rojizo
Rx. Rosenheim  Leucoantocianidinas/Catequinas + ~olormarron

(catequinas)

Leyenda: Presencia (+); Ausencia (-) Fuente: Los Autores
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3.2.  Morfologia de Tecoma fulva (CAV) G.DON
La especie Tecoma fulva “cahuato”, es una planta de tipo arbustiva de follaje perenne que
puede llegar a medir hasta 2 metros de altura, presenta una raiz tipica y su tallo es lefioso

con nudos y entrenudos semipronunciados presentando abundantes ramas.

a) Hojas: Son compuestas de 10 a 12 cm de largo, presenta 9 a 15 foliolos de 3 a 4 cm de
largo, son peciolados, penninervios, sentados, dispuestos en forma opuesta de par en par
alternadamente, presenta bordes levemente dentados y son de color verde grisaceo.

b) Flores: Presenta una inflorescencia de tipo panicula, pedunculadas, pendulares y
terminales.

- Caliz: Gamosépalo, pentamero de color verde.
- Corola: Gamopétala, pentdmera, tubulosa con 5 a 8 cm de largo y son de color rojo
anaranjado considerdndose como ornamental.
- Androceo: 4 estambres ditésicos.
- Gineceo: Completo de ovario stpero.
¢) Fruto: Vainitas capsulares, angostas, deshicente, largas de 6 a 7 cmy con semillas aladas.

Figura 11. Planta de Tecoma fulva (CAV) G.DON. (A) Planta entera, (B) Organos
vegetales
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Figura 12. Organos vegetales de Tecoma fulva (CAV) G.DON: (A) Raiz, (B) Tallo,
(C) Hojas compuestas, (D) Hojas con foliolos, (E) Flores, (F) Androceo, (G) Gineceo,

(H) Frutos verdes y secos, (1) Semillas.
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3.3.

Histologia de Tecoma fulva (CAV) G.DON

a) Hojas

En la observacion del corte transversal de la hoja se pudo observar los siguientes tejidos:

Tejidos protectores: Encontramos a la epidermis superior con su respectiva cuticula
gue son los que protege a la célula vegetal aislandola del exterior y estd compuesta
por gruesas células transparentes, asi también, encontramos a la epidermis inferior o
abaxial, también se observa una pequefia cantidad de pelos unicelulares,
pluricelulares y glandulosos, asi como estomas generalmente ubicadas en la
epidermis superior.

Tejido de conduccidn: Se observo la presencia de xilema o lefio (vasos de conduccién
de agua y sales minerales) y el liber o floema (vasos de conduccion de sabia elaborada
— bruta).

Tejidos de sostén: Encontramos a las células colenquimaticas superiores e inferiores,
ademas, las células esclerenquimaticas.

Tejidos de elaboracion: Se observod el parénquima clorofiliano empalizado con 1
hilera de células alargadas e isodiamétricas llenas de cloroplastos conteniendo
clorofila y debajo de ellas, se observa el parénquima clorofiliano lagunoso o

esponjoso con células irregulares que dejan pequefios espacios.
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Figura 13. Corte transversal de la hoja de Tecoma fulva (CAV) G.DON:

(1) Cuticula, (2) Epidermis superior, (3) Células colenquimaticas superiores, (4) Parénquima de
relleno o meséfilo, (5) Xilema o lefio, (6) Liber o floema, (7) Células colenquimaticas inferiores, (8)
Epidermis inferior, (9) Células esclerenquimaticas, (10) Parénquima clorofiliano en empalizado, (11)
Parénguima clorofiliano lagunar o esponjoso, (12) Tricoma pluricelular, (13) Tricoma unicelular,

(14) Tricoma glanduloso.
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b) Raiz:

La histologia de la raiz de afuera hacia dentro se ve una capa delgada con células de color
marrén que corresponde al stber, luego encontramos el parénquima cortical externo
constituido por: Fel6geno, con 3 hileras de células isodiamétricas de regular tamafio y el
felodermis con 6 a 7 hilera de células mas pronunciadas. Seguidamente, se observo el
cambium y debajo de ellos encontramos al parénquima cortical interno que constituye
células de menor tamafio, encontrando el floema y xilema, el floema secundario y
terciarios se encuentra en el parénquima cortical externo, el primario en el parénquima
cortical interno y en el centro se localiza la zona medular con células poligonales de color

claro (Figura.14).

Pruebas histoquimicas

Tabla 4. Tamizaje histoquimico de las hojas, raices y flores de Tecoma fulva (CAV)

G.DON

Metabolito Reactivo Resultado
Alcaloides Dragendorff +
Taninos Cloruro férrico +
Almidon Lugol -
Saponinas Acido Sulfrico cc +

Oxalato de L o

calcio Acido Caprico +
Mucilagos Azul de Cresil 1% +
Grasas y aceites Sudan IV -
Celulosa Cloroioduro de zinc +

Fuente: Elaboracién propia

Los metabolitos que se identificaron en los tejidos de la hoja, raiz y flor de la especie en
estudio fueron: alcaloides, taninos, saponinas, oxalatos de calcio, mucilagos en gran
cantidad y celulosa, estos fueron observados y ubicados microscopicamente en el corte

histol6gico. Teniéndose los mismos resultados en los 3 drganos vegetales.
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Figura 14. Corte transversal de la raiz de Tecoma fulva (CAV) G.DON: (A) Parénquima cortical
externo, (B) Parénquima cortical interno, (1) Suber, (2) Fel6geno, (3) Felodermis, (4) Libero o
floema terciario, (5) Liber o floema secundario, (6) Cambium, (7) Lefio o xilema — Vasos

xilematicos, (8) Liber o floema primario, (9) Zona medular.
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3.4.

Actividad antiflingica

3.4.1.

3.4.2.

Evaluacion cualitativa (ANEXO N°9)

Tabla 5. Inhibicién del crecimiento micelial (ICM) de Fusarium sp. frente a controles

y fracciones obtenidas.

Tratamientos Fusarium sp.
Control (-) ICM nula
Control (+) ICM total
Fraccion A ICM total
Fraccién B ICM baja
Fraccion C ICM total
Fraccion D ICM alta
Fraccién E ICM nula

Fuente: Elaboracion propia

En latabla5. Se observa la escala de inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium
sp. que alcanzaron las fracciones derivadas del extracto etandlico de las hojas de
Tecoma fulva (CAV) G. DON con 5 repeticiones a una concentracion de 3%
terminado los 5 dias de incubacion, asi como el efecto del control negativo y positivo
que consistio en una disolucion del producto antifingico comercial Benzomil 500 a
una concentracion de 0.1% segun etiqueta. Evidencidndose una inhibicion total por

parte del control positivo y la fraccién C.

Evaluacion cuantitativa (ANEXO N°10)

En la figura 15. Se observa un grafico de serie tiempo que representa el didmetro de
crecimiento radial de Fusarium sp. en centimetros que tuvieron los controles y
fracciones derivadas del extracto etandlico de las hojas de Tecoma fulva (CAV)
G.DON a una concentracion de 3% durante el 3er, 5to, 7mo y 9no dia de incubacion.

Donde el control + y la fraccion C tuvo “0” cm de crecimiento durante los 9 dias.
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Comparacion del crecimiento de Fusarium sp. durante los 9 dias de incubacion
6 Variable

—&— Dia3

—m— Dia5s

— 4 - Dia7

—a& - Dia9

Diametro de crecimiento en centimetros
w

1 2 3 4 5 6 7
TRATAMIENTOS: 1=Fraccién A; 2=Fraccién B; 3=Fraccién C; 4=Fraccién D; 5=Fraccién E; 6= (-); 7= (+)

Figura 15. Diametro de crecimiento en centimetros de Fusarium sp. frente a los

controles y fracciones obtenidas.

Tabla 6. Evaluacion de la inhibicion del crecimiento radial (ICR) de Fusarium sp.

frente a los controles y fracciones obtenidas, en el 9no dia de incubacion.

o Fraccion Fraccion Fraccion Fraccion Fraccién  Control
N° de placa Control (-)

A B C D E ()
1 5.2 1.0 12 0.0 12 N 0.0
2 56 0.9 15 0.0 16 N 0.0
3 55 08 14 0.0 15 N 0.0
4 5.2 0.8 12 0.0 14 4.0 0.0
5 53 0.9 12 0.0 12 45 0.0
Promedio 5.36 0.88 1.30 0.00 1.38 425 0.00

% INHIBICION

1 0.00 81.34 77.61 100.00 77.61 N 100.00

2 0.00 83.21 72.01 100.00 70.15 N 100.00
0.00 85.07 73.88 100.00 72.01 N 100.00

4 0.00 85.07 77.61 100.00 73.88 25.37 100.00
0.00 83.21 77.61 100.00 77.61 16.04 100.00

Promedio 0.00 83.58 75.75 100.00 74.25 20.71 100.00

Fuente: Elaboracion propia
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En la tabla 6. Se representa los promedios de los diametros de crecimiento radial en
centimetros de Fusarium sp. y los porcentajes de inhibicién de los controles y de
cada fraccion derivada del extracto etandlico de las hojas Tecoma fulva
(CAV)G.DON a una concentracion de 3% con 5 repeticiones en el 9no dia de

evaluacion. Y el porcentaje mayor de inhibicién fue la fraccion C con un 100%.

Tabla 7. Estadisticos basicos de los diametros de crecimiento radial en centimetros

de Fusarium sp. mediante el Método Tukey.

Factor N  Media Desv.Est. IC de 95%
Control (-) 500 5.36 0.18 (5.2307; 5.4893)
Fraccion A 500 0.88 0.08 (0.7507; 1.0093)
Fraccién B 500 130 0.14 (1.1707; 1.4293)
Fraccién C 500 0.00 0.00 (-0.129342; 0.129342)
Fraccion D 500 138 0.18 (1.2507; 1.5093)
Fraccion E 200 425 0.35 (4.045; 4.455)
Control (+) 500 0.00 0.00 (-0.129342; 0.129342)

Desv.Est. agrupada = 0.140428
Fuente: Elaboracion propia — Minitab 18

Leyenda: Factor: Tratamientos, N: NUmero de repeticiones, Media: Promedio de las
repeticiones de cada atamiento, Desv.Est: Desviacion estandar, IC de 95%: Intervalo de

confianza.

En la tabla 7. Se observa las medias de los didmetros de crecimiento radial en
centimetros de Fusarium sp. en el 9no dia de incubacién junto con las desviaciones
estandar e intervalo de confianza de 95% con cada fraccion derivada del extracto
etandlico de Tecoma fulva (CAV) G.DON a una concentracién de 3% y controles,
con 5 repeticiones por cada tratamiento. Se obtuvo una desviacion estandar
agrupada de 0.140428, y las medias se encuentran dentro del rango del IC lo que

demuestra la confiabilidad de nuestros datos.

Siguiendo con los resultados, se realizd una representacion en grafico de cajas con
losdatosde latabla 7. Se presenta en la figura 16, donde los circulos son las medias

y los intervalos de confianza al 95% son las cajas.
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Grafica de caja de los promedios de crecimiento de Fusarium sp.
6

o w 'S v

Crecimiento del hongo en centimetros

o

Control ()  Fraccién A Fraccién B Fraccién C  Fraccibn D FraccionE  Control (+)
Tratamientos realizados

Figura 16. Representacidn grafica en cajas de las medias de crecimientos

e intervalo de confianza entre los tratamientos.

Tabla 8. Diametros de crecimiento radial de Fusarium sp. mostrando las diferencias

significativas entre las fracciones y controles evaluados.

Factor N Media Agrupacion
Control (-) 5 5.36 A
Fraccion E 2 4.25 B
Fraccién D 5 1.38 C
Fraccion B 5 1.30 C
Fraccion A 5 0.88 D
Control (+) 5 0.00 E
Fraccion C 5 0.00 E

Fuente: Elaboracion propia — Minitab 18

Se realizd6 una comparacion entre todas las medias del crecimiento radial en
centimetros de Fusarium sp. de todos los tratamientos evaluados. Las medias con la
letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05) segln el método de

Tukey. Es por ello que, las fracciones D y B al igual que fraccion C con el control +,
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no son significativamente diferentes, por otro lado, todas las fracciones son

significativamente diferentes al control -.

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencia de las medias para Control (-); Fraccién A; ...

Fraccion A - Control (-)

Fraccion B - Control (-)

Fraccion C - Control (-) —l—
Fraccion D - Control (-)

Fraccion E - Control (-)
Control (+) - Control (-) ——
Fraccion B - Fraccién A

Fraccién C - Fraccién A —8—
Fraccion D - Fraccion A

Fraccion E - Fraccién A
Control (+) - Fraccion A [
Fraccién C - Fraccion B —
Fraccion D - Fraccion B — 8
Fraccién E - Fraccion B

Control (+) - Fraccion B —
Fraccion D - Fraccion C

Fraccién E - Fraccién C
Control (+) - Fraccion C I
Fraccién E - Fraccién D
Control (+) - Fraccion D ——
Control (+) - Fraccion E @

-5.0 -2.5 0.0 2.5 50

¢

Figura 17. Prueba simultdnea de Tukey para diferencias entre las medias de las

fracciones y controles evaluados.

En la figura 17. Se representa graficamente la comparacion establecida en la tabla 8.
donde si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son
significativamente diferentes, es asi que se corrobora la agrupacién de la tabla
anterior, donde la fraccion D y B, asi como la fraccion C con el control + no son

significativamente diferentes, a diferencia de los demas tratamientos.

59



3.4.3.

Concentracion minima inhibitoria (CMI) (ANEXO N°11)

Se realizaron ensayos preliminares en la inhibicién del crecimiento micelial de
Fusarium sp. poniendo a prueba las fracciones obtenidas del extracto etanolico de
las hojas de Tecoma fulva (CAV) G.DON a diferentes concentraciones, para esta
evaluacion, las fracciones que dieron una inhibicion alta a total a partir de los
resultados obtenidos en la primera evaluacion cualitativa llevada a cabo al 3%, las
concentraciones se aumentaron o disminuyeron en un intervalo de 0,5%, y en caso
de las fracciones que obtuvieron una concentracion baja y nula, se vio por
conveniente aumentar la concentracion en un rango de 2,5%, resultando la escala de

inhibicion presentada en la tabla 9.

Tabla 9. Resultados preliminares de la Inhibicidn del crecimiento micelial (ICM) de

Fusarium sp. con las fracciones obtenidas a diferentes concentraciones y controles

evaluados.

Tratamientos %C Fusarium sp.
Control (-) - ICM nula
Control (+) 0,1% ICM total

1% ICM nulo
Fraccion A 1,5% ICM bajo
2% ICM medio
2,5% ICM alto
5% ICM total
Fraccion B 7,5% ICM total
10% ICM total
Fraccion C 1% ICM Nulo
1,5% ICM total
3,5% ICM alta
Fraccién D 4% ICM total
4,5% ICM total
5% ICM total
5% ICM nula
Fraccion E 7,5% ICM nula
10% ICM nula

Fuente: Elaboracién propia
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Una vez obtenidos los resultados preliminares y acercandonos a la concentracion
minima inhibitoria (CMI) de cada fraccion, se redujo o aumentaron las
concentraciones, pero ahora en un intervalo de 0,1% para tener la CMI mas exacta,
encontrandose para la fraccién A una CMI de 2,6%, la fraccién B fue de 4,9%, la
fraccion C de 1,5% y para la fraccion D fue de 3,8%. En caso de la fraccion E no se
le siguié evaluando ya que en los resultados preliminares hasta el 10% no dieron

ningun efecto antiflngico. Los resultados se observan en la tabla 10.

Tabla 10. Resultados determinantes de la Inhibicion del crecimiento micelial (ICM)
de Fusarium sp. con las fracciones obtenidas a diferentes concentracionesy controles

evaluados.

Tratamientos %C Fusarium sp.
Control (-) - ICM nula
Control (+) 0,1% ICM total

2,5% ICM alto

2,6% ICM total

Fraccion A 2,7% ICM total
2,8% ICM total

2,9% ICM total

3% ICM total
4.2% ICM medio
4,3% ICM medio
4,4% ICM medio
Fraccién B 4,5% ICM medio
4,6% ICM alta

4,7% ICM alta

4,8% ICM alta

49% ICM total

1% ICM Bajo

1,1% ICM Bajo

Fracciéon C 1.2% ICM Bajo
1,3% ICM Medio

1,4% ICM Alto

15% ICM total
3,4% ICM medio
3,5% ICM medio

3,6% ICM alto

Fraccion D 3,7% ICM alto
3,8% ICM total

3,9% ICM total

4% ICM total

Fuente: Elaboracion propia
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3.4.4.

Recuento de conidias

Tabla 11. Promedios del recuento de conidias en las placas resultantes de la evaluacion

de la inhibicion del crecimiento radial de Fusarium sp. con las fracciones derivadas del

extracto etandlico de las hojas de Tecoma fulva (CAV) G.DON al 3% y con los

controles.

Tratamientos Fusarium sp.
Control (-) 3,708 x 10’
Control (+) 0
Fraccion A 1,60 x 10°
Fraccion B 4,28 x 10°
Fraccion C 0
Fraccion D 1x10°
Fraccion E 1,596 x 10’

Fuente: Elaboracion propia
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\VA DISCUSION

Hoy en dia, el buscar recursos naturales que representen una alternativa en la prevencién, tratamiento
y porque no decirlo, la cura de algunas enfermedades en el sector salud como asi también del medio
ambiente, se ha vuelto una ardua labor cientifica de grupos de investigadores en todo el mundo
contribuyendo al avance de la ciencia con el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos. Es asi,
gue sumandonos a esta tarea se puso en marcha este presente trabajo de investigacion gue tuvo como
objetivo general “Evaluar la actividad antifingica in vitro del extracto etandlico de las hojas de
Tecoma fulva (CAV) G.DON frente a Fusarium sp, identificar los metabolitos secundarios a la que
se le atribuira dicha actividad y estudiar morfo-histolégicamente la especie Tecoma fulva (CAV)
G.DON" procedente del centro poblado de Molletambo del distrito de Yauca del Rosario, provincia
y departamento de Ica. Considerando que son casi nulo estudios que se han realizado con respecto a
esta especie que respalden su valor farmacoldgico, con este trabajo de investigacion de tesis

pretendemos contribuir a ampliar la poca informacion ya existente.

En la evaluacion fitoquimica, mediante reacciones de coloracion y precipitacién se identificaron los
metabolitos presentes en las fracciones (A, B, C, D y E) obtenidas a partir del extracto etandlico de
las hojas de la especie en estudio (Ver Tabla 3), se realiz6 siguiendo la técnica propuesta por Lock de
Ugas, 1994 ®¥_ Se evidencié mayoritariamente la presencia de flavonoides, taninos, grupos fenélicos
libres, aminoacidos, triterpenos y/o esteroides, alcaloide y catequinas. No se cuentan con estudios
fitoquimicos previos propio de esta especie vegetal, pero se han reportado diversos estudios de otras
especies del género Tecoma. En ese sentido, los resultados obtenidos son parcialmente coincidentes
con el estudio fitoquimico del extracto etandlico de las partes aéreas y raices de Tecoma gaudichauidi
realizado por Alexhya V et al. (2022) ® donde solo difiri6 en la ausencia de aminoécidos y taninos,
asi mismo, los resultados coinciden totalmente con lo reportado por Chavez P et al. (2023) 2 en el
extracto etanolico de las hojas de Tecoma fulva subsp. Arequipensis. Por otro lado, Izquierdo D et al.
(2020) ™ en el extracto etandlico de las hojas Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth, reportd la ausencia
de compuestos triterpenoides lo que difiere de nuestro resultado. Nuestros datos reportados son de
mucha importancia ya que con ellos se podran inferir posibles nuevas actividades farmacoldgicas que

seran temas de nuevas investigaciones.

En cuanto a la investigacion en conjunto de la morfo—histologia de Tecoma fulva (CAV) G.DON,
tampoco se tiene ningln estudio previo, por lo que la descripcidn aportada es una contribucién muy
importante para su mejor entendimiento. En la figura 13 y 14 se puede observar graficamente las

caracteristicas morfolégicas de los drganos vegetales de la especie en estudio, la descripcion
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morfoldgica general coincide parcialmente con los estudios de Tupayachi J (2016) @ y Madera J
(2008) ™ de los cuales podemos corroborar: Arbusto de gran altura, tallo ramificado, hojas
compuestas con 3 a 21 foliolos, flores terminales, tubulosas, pentdmeras con corola tubular rojo
anaranjado y 4 estambres amarillos, fruto capsular y semillas planas y aladas. Sin embargo, cabe
recalcar que en estos estudios no se describieron al tallo y raiz, asi mismo, es importante mencionar
gue los datos de las medidas longitudinales de los 6rganos vegetales de dichas investigaciones, fueron
los que difirieron con nuestros resultados, esta diferencia podria deberse a los diferentes lugares donde
habitaba esta especie vegetal, ya que se dice que el lugar de desarrollo modela la morfologia de las

especies dentro de su historia natural, adaptandose a las variaciones de condiciones ambientales ©®,

Con esta tesis, se presenta por primera vez el estudio histolégico de las hojas de Tecoma fulva (CAV)
G.DON, sin embargo, previamente se han reportado investigaciones con respecto al género Tecoma,
por ejemplo, Kerlyn L (2022) © que hizo una descripcion histologica para la especie Tecoma
castanefolia, y en tanto, Ana M (2013) ®” para las especies Tecoma capensis, Tecoma garrocha,
Tecoma tenuiflora y Tecoma stans. Nuestra descripcion histolégica coincide en gran parte con los 2
estudios previamente realizados, sin embargo, se encontraron importantes diferencias entre las
especies. En todas las especies se encontraron solo tricomas glandulares, en caso de las estomas, en
las especies T. castenefolia, T. capensis, T. tenuiflora y T. stans, solo se observaron en la epidermis
adaxial o superior, clasificAndose como estomas hispostomaticas; por otro lado, en caso de T.
garrocha; se identificaron estomas en ambas caras, en la epidermis adaxial y abaxial, clasificandose
como estomas afistomaticos. Con respecto al tipo de meséfilo, en la especie T. castanefolia también
presenta un mesofilo dorsiventral, pero a diferencia de nuestra especie, Tecoma fulva (CAV) G.DON,
se observd dos hileras de parénquima clorofiliano en empalizado y 1 hilera de parénquima clorofiliano
esponjoso; en la especie T. capensis, adicionalmente de los dos tipos de parénguimas, presenta un
estrato paraveinal compuesto por grandes células isodiamétricas ubicadas entre los 2 parénquimas; y
en caso de la especie T. garrocha, presenta un mésofilo homogéneo, contando con solo el parénquima
clorofiliano en empalizado con células alargadas pequefias. En este estudio también se realizé pruebas
de histoquimica, resultados que fueron comparados con un estudio realizado en una especie de la
familia Biogninaceae, Almeida F (2016) ®®, donde sus hojas presentaron compuestos como almidén,
polisacaridos, mucopolisacaridos, terpenoides y fenoles; que no se presentaron en nuestro resultado,
sin embargo, son datos que nos permitieron constatar con los metabolitos identificados en el screening
fitoquimico. Los resultados obtenidos en el estudio morfo-histoldgico de la especie Tecoma fulva
(CAV) G.DON. son de mucha importancia ya que nos brindan caracteristicas claves para su

identificacion entre la gran variedad de especies y subespecies que presenta dentro de su género con
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muy poca diferenciacion entre cada una de ellas, y de esta manera contribuyendo asi a que se realice

un buen control de calidad botanico.

La actividad antifungica in vitro de las fracciones analizadas, fue cuali-cuantitativamente determinado
por la presencia o ausencia de inhibicién, didmetro de crecimiento radial en centimetros, porcentajes
de inhibicidn, determinacién de la concentracién minima inhibitoria de cada fraccién y recuento de
conidias de las mismas. Con respecto a la evaluacion cualitativa, en la tabla 5, indica las escalas de
inhibicion del crecimiento micelial de hongo fitopatdgeno Fusarium sp. que alcanzé cada fraccion a
una concentracién de 3%, observandose que las fracciones A y C, al igual que el control positivo,
inhibieron totalmente el crecimiento del hongo, asi mismo, se alcanz6 una inhibicion alta, baja y nula
de las fracciones D, B y E respectivamente. No se encontraron estudios de este tipo con relacién a
nuestra especie, sin embargo, es importante mencionar que varios investigadores como Guillén M et
al. (2023)®? y Navas N et al. (2024)®% han empezado a utilizar la técnica de evaluacion antifingica
in vitro en placas multipozos en el control biolégico de hongos fitopatdgenos, refiriendo su
efectividad y eficacia ya que permite una obtencion rapida de resultados, alta reproducibilidad de los
datos, evaluacién a diferentes concentraciones con distintas muestras en una misma placa, reduciendo
la cantidad utilizada de muestras y medio de cultivo, aumentando asi su rendimiento. En la evaluacién
cuantitativa, se obtuvo los porcentajes de inhibicién del crecimiento radial de Fusarium sp. por parte
de los controles y fracciones obtenidas; se observé que, la fraccidén A inhibié un 83.58%, la fraccion
B en 75,75%, la fraccion C inhibio totalmente el desarrollo del hongo con un 100% de inhibicion, al
igual que el control +, la fraccion D un 74,25%, demostrandose que presentan una muy buena
actividad antifungica, ya que superan el 70% de inhibicion que segun Ramirez C. et al. (2023) 2 es
el porcentaje adecuado para decir que tiene efectividad antifliingica, caso contrario, la fraccion E
presentd un bajo porcentaje de 20,71% considerandose como no antifungico. Estos resultados se
pueden comparar con un estudio realizado por Moraba M et al. (2017) ®Y en el género Tecoma pero
en la especie Tecoma stans, donde coinciden en que la fraccién de diclorometano es la que tiene
mayor actividad antiflngica contra Fusarium sp. debido al &cido oleandlico aislado, esta también
podria ser el metabolitos responsable de la actividad de nuestra fraccion C ya que es un tipo de
triterpenoide que segun el screening fitogquimico de las hojas de Tecoma fulva (CAV) G. DON. nos
dioé positivo. La sinergia de los metabolitos secundarios presenten en cada fracciones se puede
relacionar con su efectividad antifingica, ya que segin Rodriguez A. et al. (2015) (") los compuestos
fendlicos como los flavonoides y taninos, van actuar contra la pared celular, destruyéndola y también
lo hace interfiriendo en el cambio de iones en su membrana celular inhibiendo asi las sintesis de
proteinas y enzimas vitales para su formacion y desarrollo; asi también, Pérez C. et al. (2011) ©?

describe que los triterpenos/esteroides acttan alternado la morfologia de las hifas y también actian
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sobre la membrana celular del hongo desintegrandola mediante los compuestos lipofilicos; los
alcaloides por su parte se adhieren a la cadena de ADN o pueden atravesar su pared celular causando
las deformacion de proteinas, esos serian los principales metabolitos secundarios que presentan
actividad antifungica. A base de los resultados, se realizé un analisis estadistico de ANNOVA y una
comparacion de medias mediante el método Tukey, donde mediante graficas y tablas se establece que
la fraccion B y D no tienen diferencias significativas, por lo que presentan el mismo efecto; asi mismo,
el control + comparte el mismo efecto con la fraccion C que fue la fraccion mas activa derivada del
extracto de Tecoma fulva (CAV) G.DON con una concentracion minima inhibitoria de 1,5%, esta
efectividad se puede deber a que los metabolitos extraidos por diclorometano presentan una mayor
actividad antifungica, de esta manera, generando una accién sinérgica entre ellos, asi también se
podria decir que las demas fracciones al presentar una variedad de metabolitos secundarios, algunos
de ellos puedan tener una accién limitante en esta efectividad asi solo presentando una inhibicién
moderada, lo que en la fraccion C esta interferencia podria no presentarse y por ende no afectar su
accion, lo que le permite inhibir totalmente el crecimiento radial del hongo. Finalmente, se realizé un
recuento de conidias en los controles y fracciones luego de ser evaluadas, donde el control positivo
que consiste en el producto quimico Benzomil 500, con la fraccion C, al no presentar crecimiento
radial, inhibieron totalmente la formacion de conidias es por ello que se podria considerar como
productos fungicidas; la fraccion D, tuvo una cantidad de 1 x 10° conidias/ml a pesar de haber
presentado un mayor crecimiento radial del hongo con respecto a la fraccion A 'y B que tuvieron 1,60
x 10°y 4,28 x 10° respectivamente, este comportamiento de la fraccion D es fundamentada por
Sanchez G. et al. (2015) ®® que menciona que el hongo al enfrentarse a extractos vegetales a distintas
concentraciones tiene una respuesta variable, es por ello que algunos extractos van a inhibir la
formacién de conidias y otros van actuar inhibiendo el crecimiento del hongo. Asi mismo, Reyes C.
et al. (2014) ® menciona que existen metabolitos que tiene la capacidad de inhibir la formacion de
conidias como los flavonoides y alcaloides, esto corroboraria nuestro resultado ya que en el screening
fitogquimico de la fraccion D se identifico la presencia de estos dos compuestos. Finalmente, el
resultado de este estudio demuestra la actividad antifungica de Tecoma fulva (CAV) G.DON en el
hongo fitopatégeno Fusarium sp. representando ser una alternativa ecoamigable y sobre todo segura

para salud humana.
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V. CONCLUSIONES

A partir del siguiente trabajo de investigacién se puede concluir lo siguiente:

1.

Los metabolitos encontrados en el Screening fitoquimico del extracto etandlico de las hojas de
Tecoma fulva (CAV) G.DON en la mayoria de las fracciones fueron: flavonoides, taninos, grupos
fenolicos libres, aminoécidos, triterpenos y/o esteroides, alcaloides y catequinas.

Se describié morfo-histologicamente la especie Tecoma fulva (CAV) G.DON, observandose
estructuras y caracteristicas claves para su correcta identificacion, asi mismo se observé la
presencia de taninos, saponinas, alcaloides, oxalatos, mucilagos y celulosa en los tejidos de sus
hojas, raices y flores.

Segun la evaluacion cuantitativa in vitro, las fracciones A, B, C y D obtenidas del extracto
etandlico de Tecoma fulva (CAV) G.DON presenta actividad antiflngica contra el hongo
fitopatdégeno Fusarium sp. con un porcentaje de inhibicidn de 83,58%, 75,75%, 100% y 74,25%
respectivamente. Siendo la fraccion C la mas efectiva no teniendo diferencia significativa con el
control +, lo que se concluye la fraccion C posee el mismo efecto que el control positivo.

La concentracion minima para la inhibicion total de Fusarium sp. de las fracciones activas,
dandonos para la fraccion A 2,6%, B 4,9%, C 1,5% y D 3,8%.

En el recuento de conidias; la fraccion C, inhibi6 completamente su formacion; la fraccion D,
tuvo menor produccion de conidias con 1 x 10° conidias/ml con respecto a la fraccion Ay B que
tuvieron 1,60 x 10°y 4,28 x 10° respectivamente; la fraccion E tuvo una mayor produccion de

conidias con 1,596 x 10'.
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VI. RECOMENDACIONES

Seguir con la investigacién realizando extractos con otros solventes como éter de petr6leo, acuoso
0 metandlico de las distintas partes de la especie en estudio y comprobar su efectividad de los
mismos.

Realizar ensayos con otros géneros y especies vegetales contra otros tipos de hongos
fitopatdégenos de importancia agricola como Botrytis sp., Aspergillus sp., Alternaria sp., entre
otras.

Efectuar el estudio antifiungico “in vivo” en cultivos de plantas, con el fin de determinar su
eficacia y toxicidad.

Identificar, aislar y realizar un estudio estructural de los metabolitos claves responsables de la
actividad antiflngica para mejores resultados.
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VIIl.  ANEXOS

ANEXO N°1

CERTIFICACION BOTANICA

“ANO DEL BICENTENARIO, DE LA CONSOLIDACION DE NUESTRA
INDEPENDENCIA, Y DE LA CONMEMORACION DE LAS HEROICAS BATALLAS
DE JUNIN Y AYACUCHO”

El Blgo. Que suscribe determina que, la muestra biolégica presentada
por el bachiller en Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional “San
Luis Gonzaga” SILVIA ALEJANDRA MEDINA FLORES con DNI N°
72903646 para su determinacion, el cual pertenece al nombre cientifico de
Tecoma fulva (CAV)G. DON “chuve/cahuato’, segin Sistema de
Clasificacion de Arthur Cronquist, (1988).

REINO: PLANTAE
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: BIGNONIACEAE
GENERO: Tecoma
ESPECIE: Tecoma fulva (CAV) G.DON
N.V. ‘chuve/cahuato”

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

Ica 27 de febrero 2024
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ANEXO N°02

Recoleccion Seleccion

I
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ANEXO N°3

Extraccion por maceracion Extraccion por reflujo

Filtrado de la maceracion conjunta
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ANEXO N°4

Rx. Shinoda Rx. Gelatina - Sal Rx. ClFes Rx. Ninhidrina
Fraccion -
A o
&
Rx. Libermann Burchard Rx. Kedde
L — —— ﬂ
Fraccion
B
Rx. Dragendorff, Mayer y
Wagner
Fraccién
C
Rx. Dragendorff, Rx. Kedde Rx. Shinoda Rx. Rosenheim Rx. Liberman
Mayer y Wagner Burchard
Fraccion e - i .
VB0 w(eE s B
D RN v (e M ’ S "
e . O ’
Flavonoides Leucoantocianidinas/
Catequinas
N~~~
Fraccion
: N I
LA N N
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ANEXO N°5

Morfologia Vegetal

3 /
=g

Cortes Histologicos Teflido Pruebas histoquimicas

.

Alcaloides Taninos Saponinas

Oxalato de calcio Mucilagos Celulosa
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ANEXO N°6

Esterilizacion de materiales Preparacion de medio de cutivo

Preparacién de extractos

—

| ﬁunnl

)
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ANEXO N°7

Depositar 20 pL del extracto Afadir 5 mL de medio de Homogenizar con ayuda de
diluido en una placa de Petri. cultivo. la micropipeta.

Depositamos las conidias en Preparamos el indculo, Se deposita a los pozos 1000
en agua estéril. removemos las conidias. uL del homogenizado.

Se pone una muestra de la Inoculamos con 45 pL de la Sellamos las placas y se
suspension en la camara suspension. incuban por 5 dias.
neubauery se lleva a conteo.
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ANEXO N°8

Evaluacién cuantitativa

Depositar 1500 pL  del Afadir 25 mL de PDA y Tomar 5 mL de

extracto diluido en un vaso homogenizar. homogenizado y echar 5 ml
pp. en cada mini placa de Petri.

Medimos el crecimiento del Inoculamos colocando el Realizamos discos en la

hongo en el medio disco de micelio en el centro cepa de Fusarium sp.
envenenado. de la placa de Petri. Se

incuba por 9 dias.

Recuento de conidias

Echar 1 ml de agua estéril y Poner la muestra en la Realizar el conteo de
raspar suavemente. cédmara de neubauer. conidias.
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ANEXO N°9

Actividad Antifangica de las fracciones a partir del extracto etanélico de las hojas de Tecoma fulva
(CAV) G.DON frente a Fusarium sp. Evaluacion Cualitativa al 3%
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ANEXO N°10

Actividad Antifangica de las fracciones a partir del extracto etandlico de las hojas de Tecoma fulva (CAV) G.DON frente a Fusarium sp.

Evaluacion Cuantitativa al 3%
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ANEXO N° 11

Ensayos de concentracion minima inhibitoria de cada fraccidn obtenida del extracto etandlico de las
hojas de Tecoma fulva (CAV) G.DON

Fraccion A

Fraccién B
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Fraccion C

Fraccion D
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