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Resumen

La creciente demanda alimentaria mundial y la necesidad de alternativas sostenibles
ante los efectos negativos de los fungicidas sintéticos motivan la busqueda actual de
soluciones naturales. La Sigatoka Negra, causada por Pseudocercospora fijiensis,
presenta resistencia a los controles convencionales, incrementando los costos, la
contaminacion y los riesgos para la salud en paises productores de banano, como
Ecuador; esto demanda la identificacion de nuevos agentes antifungicos para un
manejo integrado de enfermedades mas sostenible. Este estudio aborda esta
problematica explorando extractos de Ruellia floribunda como una alternativa
viable. Se recolectaron hojas de la especie y, mediante maceracion y Soxhlet con
solventes hidroalcohdlicos y metanolicos, se obtuvieron los extractos. Tras el secado
y molienda del material vegetal, se llevo a cabo un tamizaje fitoquimico cualitativo
(reacciones de Mayer, Dragendorff, Hager, Wagner, cloruro férrico e hidroxido de
potasio) para detectar metabolitos secundarios. Posteriormente, se efectud una
revision sistematica de la literatura cientifica correlacionando los compuestos
identificados con su posible potencial antifungico contra P. fijiensis. La fase
experimental se desarrolld en el laboratorio de Biologia de la Universidad
Tecnologica Ecotec, campus Samborondon, bajo condiciones controladas para
optimizar la obtencion y caracterizacion preliminar de compuestos bioactivos. Se
identificaron alcaloides y cumarinas, asi como otros metabolitos (flavonoides,
taninos, saponinas, terpenoides y esteroides) con actividad antifingica documentada,
lo que sugiere la capacidad de R. floribunda para integrarse en programas de
investigacion y desarrollo destinados al control de P. fijiensis. Estos hallazgos
sientan las bases para validar experimentalmente sus compuestos bioactivos y
reducir la dependencia de productos sintéticos, promoviendo practicas agricolas mas
responsables y sostenibles en la produccion de esta fruta.

Palabras clave: Banano, compuestos bioactivos, extractos vegetales, actividad
antifiingica, sostenibilidad agricola, fungicidas, metabolitos



Abstract

The growing global food demand and the need for sustainable alternatives in
response to the negative effects of synthetic fungicides drive the current search for
natural solutions. Black Sigatoka, caused by Pseudocercospora fijiensis, exhibits
resistance to conventional controls, increasing costs, pollution, and health risks in
banana-producing countries such as Ecuador; this necessitates the identification of
new antifungal agents for more sustainable integrated disease management. This
study addresses this issue by exploring Ruellia floribunda extracts as a viable
alternative. Leaves of the species were collected, and extracts were obtained using
hydroalcoholic and methanolic solvents through maceration and Soxhlet extraction.
Following the drying and grinding of the plant material, a qualitative phytochemical
screening (Mayer, Dragendorff, Hager, Wagner reactions, ferric chloride, and
potassium hydroxide tests) was conducted to detect secondary metabolites.
Subsequently, a systematic review of the scientific literature was performed,
correlating the identified compounds with their potential antifungal activity against
P. fijiensis. The experimental phase was carried out in the Biology Laboratory of
Universidad Tecnologica Ecotec, Samborondén campus, under controlled
conditions to optimize the extraction and preliminary characterization of bioactive
compounds. Alkaloids and coumarins, as well as other metabolites (flavonoids,
tannins, saponins, terpenoids, and steroids) with documented antifungal activity,
were identified, suggesting the capacity of R. floribunda to be integrated into
research and development programs aimed at controlling P. fijiensis. These findings
lay the groundwork for experimentally validating its bioactive compounds and
reducing reliance on synthetic products, thereby promoting more responsible and
sustainable agricultural practices in the production of this fruit.

Palabras clave: Banana, bioactive compounds, plant extracts, antifungal activity,
agricultural sustainability
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CAPITULO 1: INTRODUCCION Y JUSTIFICICACION

Contexto General del Estudio

La agricultura es uno de los pilares fundamentales para el desarrollo de la humanidad, ya
que sustenta la produccion de alimentos y garantiza la seguridad alimentaria. En la actualidad,
el crecimiento anual del 1,13% en la poblacién mundial proyecta la mayor parte de su incremento
en paises subdesarrollados y se estima que para el 2050 este desarrollo acelerado sera de
aproximadamente 9.600 millones de personas, un 34% mas que hoy (Tripathi et al., 2019), lo
que requeriria un aumento del 70% en la produccién futura de alimentos para satisfacer la
demanda (Morchid et al., 2024). Frente a este escenario se presentan importantes desafios, entre
ellos, la disyuntiva actual de aumentar los rendimientos y contenido nutricional en los cultivos o
minimizar los impactos negativos asociados con la tecnologia actual del sector agricola en las
dimensiones sociales, econdémicas y ambientales (FAO, 2016). Se estima que los recursos
naturales, como el agua y la tierra, sean cada vez mas limitados, por lo cual la innovacién en el
manejo integrado de enfermedades (MIE), a través de practicas mas responsables y respetuosas
en los agroecosistemas, sera crucial para lograr el equilibrio en los proximos afios (Petrovic¢ et
al., 2024). De manera que la necesidad por lograr una produccion eficiente y sostenible hoy es

mas evidente que nunca.

En las ultimas décadas, las tendencias en investigacion y desarrollo (/+D) sugieren que
la creciente resistencia a los fungicidas sintéticos y la preocupacion por su impacto en la salud
humana y el medio ambiente han impulsado la busqueda de alternativas mas sostenibles para el
control de enfermedades fitopatogénicas (Chong et al., 2021; Esguera et al., 2024). Entre estas
enfermedades se encuentran las que afectan gravemente la produccidon en musaceas a nivel
mundial, la Sigatoka Negra Pseudocercospora fijiensis (Carredbn-Anguiano et al., 2023), el Mal

de Panama Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4 (Ploetz, 2015) y la Marchitez bacteriana



2
Ralstonia solanacearum raza 2 (Saquicela Cruz et al., 2023). De estos patdégenos, P. fijiensis,
causante de la enfermedad de la Sigatoka Negra, representa una de las epifitias mas recurrentes
para el cultivo de banano, constituyendo un riesgo considerable para la biodiversidad, la
economia y la salud de las personas debido a la intensidad que requiere el control de sus

umbrales, en paises dependientes de esta fruta, como Ecuador (Ledn-Serrano et al., 2020).

En la actualidad, el uso de extractos vegetales (EV) en calidad de fungicidas naturales se
ha promovido como una estrategia prometedora y alineada con la demanda global de practicas
agricolas mas responsables y sostenibles (FAO, 2023; Naciones Unidas, 2018). Experiencias
previas han demostrado que los EV pueden ejercer efectos antifungicos del 65% al 100% contra
patdgenos como P. fijiensis, lo que sugiere su viabilidad como una alternativa a los productos
quimicos convencionales (Beltrame et al., 2021; Dissanayake et al., 2023; Friesen, 2016;
Kumakech et al., 2022; Vargas-Hernandez et al., 2009). En respuesta a las nuevas tendencias
en los mercados internacionales, la /+D ha comenzado a centrar su interés en la bioprospeccion
como un componente indiscutible para la innovacién en sistemas agricolas convencionales,
contribuyendo a cerrar brechas entre el conocimiento del potencial bioactivo de la especie y sus

posibles aplicaciones en programas de MIE u otros (Gianoni, 2021; Rosales-Lopez et al., 2019).

El principal problema abordado en este estudio es la resistencia cada vez mayor de P.
fijiensis a los fungicidas sintéticos (Carlier et al., 2021; Chong et al., 2021; Manzo-Sanchez y
Orozco-Santos, 2012), lo que ha obligado a los productores de banano en Ecuador a intensificar
la frecuencia y rotacion de aplicaciones, pasando de 12-15 a 18-20 ciclos anuales,
comprometiendo la sostenibilidad del cultivo en zonas de alta y mediana presion como El Oro y
Los Rios (CAMAE, 2022). Esta resistencia incrementada no solo amenaza la viabilidad
econdémica en un 69.2% para los pequefos agricultores en regiones de Ecuador (Regalado et
al., 2019), sino que también promueve los impactos ambientales derivados del uso intensivo de

benomyl, propiconazol, azoxystrobin entre otros, tales como los riegos para salud humana y la
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contaminacién de suelos y aguas (Manzo-Sanchez y Orozco-Santos, 2012). En estas
circunstancias, se vuelve necesario reducir la dependencia hacia los fungicidas actuales y
evaluar nuevas alternativas fitoquimicas que puedan dar paso a controles mas sostenibles

alineados con las nuevas tendencias en los mercados internacionales.

Actualmente, si bien se han realizado estudios utiles en otras regiones (Dissanayake et
al., 2023; Kumakech et al., 2022; Tenena et al., 2022; Vargas-Hernandez et al., 2009), las
limitaciones frecuentes radican en la falta de investigaciones especificas que analicen el
potencial de los extractos vegetales previo a sus interacciones in vitro con P. fijiensis en el
contexto ecuatoriano. Ademas, cabe sefalar que la variabilidad en la composicién quimica de
estos extractos, influenciada por factores como el clima, la altitud y la etapa fenoldgica de la
planta bioprospectada, pueden afectar su estandarizacién, lo que dificulta su pertinencia y utilidad
a gran escala (Romero et al., 2023). Por otra parte, si bien las evaluaciones in vitro revelan el
potencial antifungico, no siempre reflejan las complejidades de un entorno real, donde los
patosistemas de cultivos agricolas juegan un papel fundamental en la efectividad de los
diferentes métodos de control (Orozco-Santos et al., 2008). Finalmente, la posibilidad de
implementar nuevas alternativas en programas de MIE enfrenta diversas barreras, entre ellas la
necesidad de estandarizar del objeto de estudio. Ademas, de requerir una mayor exploracién
para su adaptacion en zonas de mayor presion del patdégeno, lo que implica una mayor inversion

en /+D.

Dada la situacion actual, el objetivo del presente estudio fue realizar la caracterizacion
fitoquimica de los extractos vegetales de hojas en Ruellia floribunda y correlacionar los
compuestos identificados con su potencial bioactivo frente a P. fiiiensis. A través de esta
exploracion inicial, se buscé contribuir al conocimiento sobre las propiedades antifungicas de
especies presentes en bosques tropicales secos de Ecuador. Ademas, los resultados obtenidos

permitieron establecer bases sélidas para futuras evaluaciones in vitro que podrian dar
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perspectivas para el desarrollo de un fungicida natural, con posibilidades de integracion en
programas de MIE, promoviendo asi alternativas sostenibles y respetuosas con el medio

ambiente.

Importancia Local

El cultivo de musaceas en Ecuador representa un pilar fundamental para su economia
nacional, la produccion de bananos y platanos en el periodo 2022 — 2023 constituyd en promedio
un valor FOB mensual de USD 348,5 millones, consolidandose como el segundo producto mas
relevante en exportaciones no petroleras — tradicionales (BCE, 2024). Su importancia trasciende
lo econdmico, al proporcionar sustento a cerca de un millén de familias, equivalente al 17% de
la poblacion del pais (FAO, 2016). De acuerdo a INEC (2024) la distribucion del cultivo de banano
en Ecuador se concentra principalmente en la Region Costa, con Los Rios liderando la
producciédn (37.7%), seguido por Guayas (31%) y El Oro (20.2%). La Region Sierra complementa
con un 11%, alcanzando en conjunto el 89.0% del area total dedicada a este cultivo. Esta
concentracion geografica de a notar la importancia local del sector bananero como eje central

del desarrollo socioeconémico en estas provincias costeras.

Identificacion del Problema

La Sigatoka Negra, causada por el hongo Pseudocercospora fijiensis Morelet, es
responsable de las ultimas epifitias en los cultivos de banano a nivel mundial, afectando
gravemente la produccién en paises con alta dependencia econémica de esta fruta, como
Ecuador (Carlier et al., 2021; Turner y Fortescue, 2012). Este patdgeno se encuentra distribuido
ampliamente en regiones tropicales y representa la principal limitante concerniente a la
productividad en musaceas (Manzo-Sanchez et al., 2005). El control de esta enfermedad del
follaje en monocultivos ha dependido histéricamente del uso intensivo de fungicidas quimicos

promovidos durante los inicios de la revolucion verde en siglo XX (Aguilera Pefa, 2022). Esta
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estrategia ha llevado a un incremento en la resistencia del patégeno, obligando a los productores
de banano en Ecuador a intensificar la frecuencia y rotacién de aplicaciones de 12-15 a 18-20
ciclos anuales en zonas de alta y mediana presién como El Oro y Los Rios, en Ecuador (CAMAE,

2022).

En la actualidad, se reconoce que el uso intensivo de fungicidas en los patosistemas
agricolas no solo supone un elevado uso de recursos, con una reduccion del 69.2% en la
viabilidad econdémica para los pequenios agricultores en regiones de Ecuador (Orozco-Santos et
al., 2008; Regalado et al., 2019), sino que también plantea riesgos para la salud humana vy el
medio ambiente, como la contaminacién de suelos y aguas por el uso de productos como
benomyl, propiconazol y azoxystrobin y otros (Campo-Arana et al., 2020; Manzo-Sanchez y

Orozco-Santos, 2012).

Dado este panorama, es evidente que el uso intensivo de fungicidas quimicos para el
control de la Sigatoka Negra, provocada por P. fijiensis, ha derivado la problematica actual, por
lo cual su empleo ha dejado de ser una solucién viable. El creciente costo economico, la
resistencia del patégeno y los efectos perjudiciales sobre la salud y el medio ambiente subrayan
la necesidad de explorar nuevas alternativas, adaptadas a la realidad agricola de Ecuador y, por
qué no, alineadas con las demandas globales de sostenibilidad (FAO, 2023; Naciones Unidas,

2018).
Preguntas Cientificas

Como resultado de la creciente resistencia de Pseudocercospora fijiensis a los fungicidas
sintéticos, este estudio plantea la exploracidén de nuevas alternativas que puedan contrarrestar
su problematica en los cultivos de banano en Ecuador. Dado que los métodos convencionales
no han logrado controlar eficazmente al patégeno, surgen preguntas sobre el uso de los extractos

de origen vegetal.
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Es en este contexto que se establece la siguiente interrogante de investigacion: ¢ Puede

la caracterizacion fitoquimica y antifungica en los extractos de hojas en Ruellia floribunda
demostrar potencial bioactivo significativo frente a Pseudocercospora fijiensis, el agente causal

de la Sigatoka Negra?

Limitaciones del Trabajo

La busqueda de nuevas soluciones para el control de la Sigatoka Negra en musaceas ha
sido un tema de investigacion constante. Sin embargo, diversas limitaciones han dificultado una

resolucién concluyente de esta problematica en el contexto ecuatoriano.

Una de las principales limitaciones radica en la complejidad del patosistema de
Pseudocercospora fijiensis. La alta variabilidad genética del hongo y su rapida adaptacion a las
condiciones ambientales han dificultado el desarrollo de estrategias de control duraderas (Chong
et al., 2021; Orozco-Santos et al., 2008; Valdivieso Sanchez et al.,, 2021). Este desafio se
magnifica en las condiciones climaticas de Ecuador, donde la humedad y temperatura favorecen

la proliferacion del patogeno (Esguera et al., 2024).

La busqueda de actividad antifungica en extractos vegetales como alternativa a los
fungicidas sintéticos, si bien parece prometedora, enfrenta obstaculos significativos. La
variabilidad en la composicidon quimica de los extractos, influenciada por factores edafoclimaticos
y fenolégicos, complican la estandarizacion de los tratamientos (Romero et al., 2023). Como
resultado, la transicion de las evaluaciones con potencial obtenidas en condiciones in vitro a
controles efectivos en campo representa un desafio considerable. Esta brecha entre la
investigacion controlada y las aplicaciones practicas han limitado la implementacion de nuevas

alternativas en programas de manejo integrado de enfermedades (MIE).

Desde una perspectiva econdmica, el desarrollo y la implementacién de nuevas

alternativas de manejo de Sigatoka negra requieren una inversion significativa en /[+D (Campo-
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Arana et al.,, 2020; Manzo-Sanchez et al.,, 2005; Robinson y Galan, 2012). La limitada
disponibilidad de recursos financieros y tecnoldgicos, especialmente para pequefios y medianos
productores, ha ralentizado la adopcidn de estas innovaciones en el sector bananero ecuatoriano

(Aguilera Pena, 2022).

Finalmente, la falta de interés de las asociaciones productoras e instituciones
gubernamentales en los fungicidas derivados de extractos vegetales en Ecuador ha complicado
el avance y la adopcién de estas tecnologias. Esta ausencia de intereses e incentivos
econdmicos y regulatorios claros desalienta la inversion privada y académica en la /[+D de

productos basados en estas alternativas naturales (Regalado et al., 2019).

Justificacion y Objetivos

Justificacion

La resistencia creciente a los fungicidas sintéticos y los riesgos asociados para la salud y
el medio ambiente justifican la necesidad de explorar nuevos enfoques para el manejo de la
Sigatoka Negra en la produccién de banano. Ante esta problematica, estudios previos han
demostrado que los extractos vegetales pueden ejercer efectos antifungicos del 65% al 100%
contra patégenos como Pseudocercospora fijiensis, 1o que sugiere su potencial como una

alternativa a los productos quimicos tradicionales.

En la agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible esta bioprospeccion justifica su
pertinencia en el ODS 2 “hambre cero” y ODS 12 “produccién y consumo responsables”. En este
contexto, la evaluacién de la diversidad de especies en bosques tropicales ecuatorianos,
representa una oportunidad significativa para la exploracion inicial y posible identificacion de
algun componente de origen vegetal que permita dar perspectivas a futuro para el desarrollo de

un fungicida natural que permita controlar los umbrales de |la Sigatoka negra, beneficiando tanto
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a la disminucion de los riesgos para la salud como a la economia y al medio ambiente en Ecuador
y otros paises productores de banano. desarrollo
Hipotesis
Hipétesis Alternativa (H,)
Los extractos de Ruellia floribunda contienen metabolitos secundarios relevantes segun

el analisis fitoquimico cualitativo preliminar y potencial antifungico reportado en la literatura

cientifica.
Hipétesis Nula (Ho)

Los extractos de Ruellia floribunda no contienen metabolitos secundarios relevantes
segun el analisis fitoquimico cualitativo preliminar, ni presentan un potencial antifungico

significativo reportado en la literatura cientifica.

Objetivos

Objetivo General

Evaluar el potencial bioactivo de los extractos de hojas en Ruellia floribunda mediante su
caracterizacién fitoquimica y actividad antifungica frente a Pseudocercospora fijiensis,
identificando una alternativa de control de origen vegetal que permita dar perspectivas a futuro

en su implementacién en programas de MIE.
Objetivos Especificos

1. Obtener los extractos hidroalcohdlico y metanol en hojas de Ruellia floribunda

mediante extraccion solido-liquido

2. ldentificar los metabolitos secundarios presentes en los extractos en hojas de

Ruellia floribunda mediante un analisis fitoquimico cualitativo preliminar
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3. Caracterizar la actividad antifungica de Ruellia floribunda a partir de los
metabolitos secundarios identificados, mediante un analisis sistematico de su

actividad antifungica reportada en la literatura cientifica
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CAPITULO 2: MARCO TEORICO
Bases Teéricas
Introduccioén a Los Extractos Vegetales

Definicion de Extractos Vegetales

Los compuestos de origen vegetal se han utilizado histéricamente en diversas areas,
incluyendo la agricultura, debido a su extensa variedad de metabolitos secundarios. Estos
extractos vegetales (EV) obtenidos de diferentes partes de las plantas, tales como hojas, raices,
cortezas o flores, se concentran en soluciones o suspensiones mediante diversos métodos de

extraccion, con el fin de aprovechar sus propiedades en diversas aplicaciones (Mesa et al., 2019).
Clasificacion de los extractos vegetales

Los EV se clasifican principalmente segun el tipo de solvente utilizado en su obtencion.
Los extractos acuosos, elaborados con agua como solvente son comunes debido a su bajo costo
y facilidad de preparacion (Carvalho et al., 2024). Los extractos etandlicos, utilizan etanol como
solvente, lo que permite extraer una amplia gama de compuestos bioactivos, incluyendo fenoles
y terpenos (Godlewska et al., 2021). Similarmente los extractos metandlicos utilizan metanol
como solvente y son efectivos en la extraccion de compuestos fendlicos y terpenos (Jha y Sit,
2022). Los extractos de aceites esenciales obtenidos por destilacion de partes especificas de las
plantas, como hojas y flores son ricos en terpenos (Bolouri et al., 2022), mientras que los
extractos de glicerina utilizan glicerina no toxica, como solvente y son conocidos por su capacidad

para extraer compuestos fendlicos (Godlewska et al., 2021).

Métodos de Extraccion Convencionales

Maceracién

Este método basico y sencillo de extraccion a temperatura ambiente, es ideal para extraer

compuestos termolabiles que podrian descomponerse con el calor. Este proceso implica
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sumergir el material vegetal, como raices, tallos o hojas, en un solvente (agua, etanol, vino, o
vinagre) durante un tiempo prolongado (generalmente de 24 a 72 horas), permitiendo la
disolucion de compuestos activos solubles en el solvente. Para facilitar una extraccion mas
completa, la mezcla se agita ocasionalmente y, al finalizar el proceso, se separa el extracto

mediante filtracion, preferentemente bajo vacio (Chuo et al., 2022).
Extraccién Soxhlet

Este método de extraccidon solido-liquido en caliente, permite obtener compuestos
bioactivos como alcaloides, flavonoides, saponinas entre otros, mediante ciclos continuos de
ebullicién y condensacion, que optimizan el contacto entre el solvente y el material vegetal.
Durante los ciclos, el solvente se enriquece progresivamente con los componentes deseados,

acumulandolos en el balon de destilacion de manera eficiente (Valencia et al., 2020).

Este método es ideal para grandes cantidades de material vegetal, ofreciendo una
extraccion constante y completa. Sin embargo, los tiempos de extraccion pueden variar
significativamente: desde 30 minutos para soluciones acuosas hasta varios dias para extractos

alcohdlicos (Rodino y Butu, 2019).

Purificacion de Extractos Vegetales

Filtracion

Es fundamental para eliminar residuos o impurezas no deseadas presentes en el extracto
liquido. Este proceso utiliza membranas de filtracién garantizando que solo los compuestos
solubles permanezcan en la solucién, mejorando asi la calidad y pureza de los extractos (Chen

et al., 2023).
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Evaporacién del Solvente

Mediante la aplicacion de calor o vacio, se evapora el solvente utilizado en la extraccion,
permitiendo concentrar asi los compuestos bioactivos del extracto. Este proceso mejora la

eficiencia y evita la degradacion de los compuestos en el extracto final (Altemimi et al., 2017).
Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico es un método preliminar cualitativo que permite detectar
metabolitos secundarios bioactivos, como alcaloides, flavonoides y saponinas, en extractos
vegetales. Esta técnica emplea reacciones quimicas con solventes especificos que producen
cambios visibles, como coloraciones o precipitados, confirmando la presencia de ciertos

compuestos (Rattan, 2023).
Metabolitos Secundarios

Los (EV) deben su efectividad antifuUngica a la presencia de metabolitos secundarios
producidos a partir de metabolitos primarios mediante rutas biosintéticas especializadas (Mesa
et al., 2019). Estos compuestos se encuentran naturalmente en muchas especies vegetales y

son clave en su defensa contra patdgenos, incluidos los hongos (Carvalho et al., 2024).
Tipos de Metabolitos Secundarios

Avalos y Pérez-Urria, (2009) mencionan que los metabolitos secundarios en las plantas

se agrupan en cuatro clases principales: terpenos, fenoles, glucésidos y alcaloides.

Los terpenos, también conocidos como isoprenoides, derivan de unidades de isopreno y
comprenden una amplia variedad de compuestos que incluyen hormonas, pigmentos y aceites

esenciales, los cuales se sintetizan por rutas como la del acido mevalonico (Chuo et al., 2022).
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Los fenoles contienen un anillo aromatico hidroxilado que les confiere propiedades
antioxidantes y protectoras, como el control de patdégenos también actian a modo de pigmentos

como los lignanos y taninos (Cui et al., 2020).

Los glucésidos se forman mediante la unién de un azucar con una aglicona, y dentro de

ellos destacan las saponinas y los glicésidos cianogénicos (El Aziz et al., 2019).

Finalmente, los alcaloides contienen atomos de nitrégeno y se sintetizan a partir de

aminoacidos, teniendo una gama de actividades biologicas importantes (Tan et al., 2022).
Bioprospeccion

La bioprospeccion hace referencia a la busqueda de compuestos de origen biolégico que
pueden ser utilizados por sus propiedades en diferentes campos, entre ellos, la proteccién de

cultivos en la agricultura (Krishnan et al., 2021).

La exploracién sistematica contribuye al desarrollo de soluciones sostenibles mediante la
adicién de nuevos agentes de biocontrol y productos naturales, aprovechando el potencial de la

biodiversidad actual sin causar efectos adversos al medio ambiente (Scortichini, 2022).
Fuentes de Biodiversidad Para la Bioprospeccion

Los bosques secos de la costa ecuatoriana, son ecosistemas de alta biodiversidad y gran
importancia ecoldgica. Estas areas albergan numerosas especies adaptadas a condiciones
aridas, muchas de las cuales producen metabolitos secundarios con potencial bioactivo,

incluyendo propiedades antifungicas (Aguirre et al., 2006).

En el contexto de esta evaluacion el bosque seco constituye una fuente prometedora para
la bioprospeccion, destacandose como un recurso natural valioso para el desarrollo de

alternativas sostenibles en la agricultura moderna.
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El Cultivo de Banano

Figura 1. Plantacién de banano en El Triunfo, Ecuador. Foto: Cortesia Ing. Erick Salinas.
Historia y Relevancia Mundial del Cultivo de Banano

El banano, una de las frutas mas antiguas cultivadas por el ser humano, ha estado
asociado con la alimentacién de diversas civilizaciones durante miles de afos. Los triploides del
grupo Musa acuminata y Musa balbisiana (AAA, AAB y ABB) han sido fundamentales en la
nutriciéon global, especialmente en los paises tropicales (Turner y Fortescue, 2012). En la
actualidad, el comercio internacional de banano AAA se centra en la variedad Cavendish, que
representa el 47% de la produccién mundial y el 95% de las exportaciones globales (Sayan et
al., 2023). Sin embargo, en Africa, los hibridos triploides de M. acuminata y M. balbisiana son
predominantes para el consumo local, como destaca Robinson y Galan (2012). Este hecho refleja
la dualidad del cultivo de banano: por un lado, su importancia como alimento basico en regiones

tropicales y, por otro, su rol como mercancia de gran valor en mercados internacionales.
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Morfologia y Caracteristicas Generales de la Planta de Banano

Figura 2. A. Lamina foliar, B. Inflorescencia C. Pseudopeciolo D. Rizoma. Foto: Cortesia Ing.

Erick Salinas.

La planta de banano es una monocotileddnea perenne del género Musa, conocido por su
gran tamano y estructura distintiva, su morfologia se distribuye espacialmente mediante rizomas
subterraneos de los cuales emergen hojas en sus apices, estas tienen vainas envolventes y
fuertemente compactadas que forman un tallo aparente, dentro del cual se desarrolla el eje floral

que da origen a la inflorescencia en racimo (Karamura y Karamura, 1995).

Generalmente, cada rizoma produce yemas que se distribuiran radialmente, lo que
permite la sucesion y el crecimiento de nuevos hijuelos. Algunos de estos hijuelos no se conectan
adecuadamente a la planta principal, denominandose "hijos de agua", mientras que los que si se
conectan adecuadamente se conocen como "hijos de espada” y se usaran para su propagacion

vegetativa (Price, 1995).



Clasificacion Taxonomica de la Planta de Banano

Tabla 1. Taxonomia de la Planta
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CATEGORIA CLASIFICACION
Dominio Eukaryota
Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Subdivision Angiospermae
Clase Liliopsida
Subclase Zingiberidae
Orden Zingiberales
Familia Musaceae
Género Musa

Especie M. acuminata

Nombre Cientifico

Musa acuminata

Nota: Elaborado por autor (2024). Fuente: (Turner y Fortescue, 2012).

La Sigatoka Negra

Historia y Descubrimiento de Pseudocercospora fijiensis

El agente causal de la Sigatoka Negra pertenece al reino Fungi, la especie fue descrita

por primera vez en 1964 por Morelet, a partir de muestras recolectadas en el valle de Sigatoka,

ubicado en Viti Levu, la principal isla de Fiji, donde la enfermedad presenté su primer brote

conocido, lo que dio origen a su nombre cientifico (Deighton, 1976; Morelet, 1969).

Este hongo ascomiceto pasa por una fase sexual heterotalica anteriormente conocida

como Mycosphaerella

fiiensis 'y una asexual

o0 anamorfa previamente denominada

Pseudocercospora fijiensis sin embargo, actualmente se unifican bajo el nombre cientifico

Pseudocercospora fijiensis en linea con la Declaracion de Amsterdam "un hongo, un nombre"

(Hawksworth et al., 2011).
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Clasificacion Taxonémica del Agente Causal de la Sigatoka Negra

Tabla 2. Taxonomia del Hongo

CATEGORIA CLASIFICACION
Dominio Eukaryota

Reino Fungi

Divisién Ascomycota
Subdivision Pezizomycotina
Clase Dothideomycetes
Subclase Dothideomycetidae
Orden Pseudocercosporales
Familia Pseudocercosporaceae
Género Pseudocercospora
Especie P. fijiensis

Nombre Cientifico

Pseudocercospora fijiensis (M. Morelet) Deighton

Nota: En cumplimiento con la declaracién "un hongo, un nombre", adoptado en 2011, ambas

fases de este hongo se han unificado bajo el nombre Pseudocercospora fijiensis, reflejando un

solo nombre para facilitar su identificacion cientifica. Elaborado por autor (2024). Fuente:

(Hawksworth et al., 2011).

Ciclo de vida y caracteristicas del hongo
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Figura 3. Etapas de desarrollo de P. fijiensis. Fuente: (Agrios, 2005).
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P. fijensis sigue un ciclo de vida complejo, pasando de esporas a infeccion activa en las
hojas, lo que conduce a la necrosis de los tejidos afectados y reduce la fotosintesis (Noar et al.,

2022).

Figura 4. Plantas de banano con rayas necréticas en las hojas. Fuente: (Noar et al., 2022).

Los sintomas incluyen manchas negras en las hojas que progresan a areas necréticas,
afectando tanto el desarrollo como la produccion de frutos. Este hongo hemibiotréfico combina
fases biotréficas y necrotroficas, lo que le permite persistir en los tejidos del huésped antes de
destruirlos. Su ciclo de vida incluye la produccién de conidios asexual y ascosporas sexuales que

se dispersan por viento y agua (CHURCHILL, 2011; Esguera et al., 2024).
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Ruellia floribunda

Figura 5. Ruellia floribunda, Guayaquil, Ecuador. Foto: Autor 2024.

Clasificacion Taxonomica

Tabla 3. Taxonomia de la Planta

CATEGORIA CLASIFICACION

Reino Plantae

Divisidn Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Lamiales

Familia Acanthaceae

Género Ruellia

Especie Ruellia floribunda Hook., 1831

Nota: Elaborado por autor (2024). Fuente: (Macias, 2015).
Habitat y Distribucion

Ruellia floribunda es nativa de regiones tropicales y subtropicales, distribuyéndose
ampliamente en paises de América Central y del Sur. En Ecuador, es una especie endémica de

la Regiéon Tumbesina, ubicada entre Ecuador y Peru, se distribuye en las provincias de Manabi,
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Santa Elena, Guayas y en las Islas Galapagos (Macias, 2015). Es frecuente en zonas boscosas
y matorrales y especialmente resistente a cambios estacionales, lo que le permite adaptarse a

diversas altitudes y tipos de suelo, incluidos los de bosques secos y humedos tropicales.
Descripcion Botanica

Es una planta herbacea perennifolia que mide entre 30 y 60 cm de altura. Presenta
tricomas glandulares, hojas elipticas con pubescencia, e inflorescencias en forma de panicula

con tricomas glandulares y flores de color magenta (Macias, 2015).

Marco Tedrico Fundamental
Teorias Sobre la Interaccion Planta-Patégeno

Mecanismos de Infeccién de Pseudocercospora fijiensis

Pseudocercospora fijiensis el agente causal de la Sigatoka Negra, emplea una compleja
combinacién de mecanismos que facilitan su invasion y adaptacion en el hospedante, haciéndolo
dificil de controlar. Este patdégeno utiliza la secrecion de efectores que interfieren con las
defensas inmunoldgicas de la planta, creando condiciones favorables para su propagacion y
supervivencia (Zhang et al., 2022). A nivel gendmico, P. fijiensis posee un genoma expandido
con cromosomas adicionales y retrotransposones, lo que le permite adaptarse rapidamente y
desarrollar mayor patogenicidad. Entre los genes clave que facilitan esta capacidad se
encuentran aquellos relacionados con el metabolismo secundario, las quinasas de proteinas
activadas por mitdgenos y las proteinas de la pared celular (Noar et al., 2022). Los conidios de
P. fijiensis también contribuyen a su patogenicidad mediante factores y efectores de
patogenicidad, incluidas las familias RXLR, LysM y Y/F/WxC, que participan en varios procesos
biolégicos y metabolismos (Carreén-Anguiano et al., 2023). Ademas, muestra una alta

variabilidad y ha experimentado una expansion significativa debido a la invasion de intrones
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moviles. Esta diversidad genética contribuye al potencial evolutivo y la adaptabilidad del

patogeno (Arcila-Galvis et al., 2021).
Estrategias de Defensa de las Plantas Frente a Patégenos

Las plantas han desarrollado varias respuestas de defensa para combatir las infecciones
por hongos patégenos. La primera linea de defensa es la cuticula, que limita la entrada de
microorganismos al actuar como barrera fisica (Igbal et al., 2021). Cuando el sistema inmune
innato vegetal detecta sefales de ataque, como patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs) y senales de dafio (DAMPSs), se activan respuestas de inmunidad desencadenada por
PAMPs (PTI) y, en situaciones de infeccidon avanzada, inmunidad activada por efectores (ETI),

que responde a proteinas especificas del patégeno (Nishad et al., 2020).

Aragon-Gomez et al (2024) describe que, entre las respuestas tempranas de defensa en
las plantas, el flujo idnico se activa mediante cambios en la entrada de calcio y salida de potasio,
lo que ayuda a preparar a la célula para enfrentar la infeccidén. Seguidamente, ocurre el estrés
oxidativo, donde se generan especies reactivas de oxigeno (ROS) como el perdxido de
hidrégeno, que actian tanto en defensa antimicrobiana como en sefializacion interna. La
respuesta hipersensible y muerte celular programada son otras estrategias clave, donde las
células infectadas se autodestruyen para evitar la propagacion del patdégeno, siendo
especialmente utiles contra patdgenos biotréficos. La participacion de fitohormonas como el
acido salicilico y el acido jasmonico, regula estas respuestas de defensa, orientandolas segun el
tipo de patégeno. La acumulacion de calosa también refuerza la pared celular, creando barreras
fisicas adicionales contra la infeccion. Finalmente, los cambios transcripcionales activan genes
especificos de defensa, reorganizando la respuesta de la planta no solo en el sitio de la infeccion,

sino también en tejidos distantes para una defensa mas robusta y eficaz.
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Interaccién Planta-Patégeno: Factores que Determinan la Inmunidad

La resistencia o susceptibilidad de una planta a un patégeno depende de factores como
la variabilidad genética, la estructura de la pared celular y la capacidad de activar respuestas
defensivas rapidamente. Koseoglou et al. (2022) refieren que la presencia genes especificos,
incluidos los genes de resistencia (R) y los de susceptibilidad (S) son cruciales. Los R suelen
codificar receptores que reconocen la invasion de patégenos, mientras que los S facilitan la
infeccién de estos. Las plantas emplean refuerzos estructurales en la pared celular para retardar
0 prevenir la penetracion de patdgenos o la respuesta hipersensible, que implica la muerte celular
localizada (Saur y Hiickelhoven, 2021). Asi también, la activacién rapida de los mecanismos de
respuesta puede reducir significativamente el desarrollo de la enfermedad, mientras que las

manifestaciones tardias suelen dar lugar a una mayor susceptibilidad (Kondratev et al., 2020).

Sin embargo, los patégenos también evolucionan constantemente para superar estas
defensas. Qin et al. (2020) mencionan que a menudo manipulan los procesos celulares del
huésped, como el reclutamiento de fosfoinositidos especificos a la membrana interfacial planta-
patégeno. De igual forma, han desarrollado efectores para suprimir las defensas activadas por
MAMP (patrones moleculares asociados a microorganismos) alterando proteinas y produciendo
toxinas para inhibir respuestas inmunitarias ademas de explotar factores de susceptibilidad como
la pectato liasa en frutos, lo que facilita la infeccidn si este supera sus defensas complicando el

desarrollo normal de las plantas (Nishad et al., 2020; Silva et al., 2021).

Los Extractos Vegetales en la Interaccion Planta-Patégeno

Modo de Accion de los Extractos Vegetales Contra Patégenos Fungicos

Los extractos vegetales actian contra los hongos fitopatégenos mediante diversos
mecanismos. Tan et al. (2022) describen que, pueden alterar la membrana celular, afectando su

estructura y funcion, lo que lleva a su muerte celular. También pueden generar especies reactivas
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de oxigeno (ROS), que causan estrés oxidativo dentro de las células fungicas, induciendo
apoptosis. Ademas, muchos compuestos bloquean la sintesis de acidos nucleicos, impidiendo
qgue se reproduzcan. Otro mecanismo importante es la inhibicion de la biosintesis de ergosterol,
un componente clave de la membrana fungica, lo que compromete la supervivencia de los

hongos.
Sostenibilidad de los Extractos Vegetales Frente a Fungicidas Quimicos

Los Extractos Vegetales ofrecen diversas ventajas al compararse con los fungicidas
quimicos tradicionales. Estos se describen como productos naturales que, al ser biodegradables,
reducen su impacto ambiental, y presentan una menor probabilidad de generar resistencia en los
patdgenos (Souto et al., 2021). Los metabolitos secundarios presentes en diferentes (EV) pueden
emplearse como bioestimulantes y bioprotectores, mejorando el crecimiento y el rendimiento de
las plantas y al mismo tiempo reduciendo el impacto del estrés abidtico y bidtico (Ben Mrid et al.,

2021).

Propiedades Antiflingicas de Plantas de la Familia Acanthaceae

Compuestos Bioactivos de Ruellia floribunda

La familia Acanthaceae, a la cual pertenece Ruellia floribunda, es reconocida por su
diversidad de metabolitos bioactivos, incluyendo flavonoides, alcaloides y saponinas, que han
mostrado efectos terapéuticos y antifungicos. Las plantas de esta familia han sido evaluadas
extensivamente por sus propiedades antifungicas, antiinflamatorias, citotoxicas, antioxidantes, e
insecticidas demostrando resultados efectivos contra diversos patdgenos (Rattan, 2023). Estos
compuestos no solo favorecen la defensa contra microorganismos, sino que también poseen
potencial antioxidante y antiinflamatorio, lo que respalda su investigacion como fuente alternativa

en el control de enfermedades fungicas (Ullah et al., 2021).
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Evidencias Cientificas de la Actividad Antifungica del Género Ruellia

El género Ruellia destaca por la presencia de compuestos fendlicos y taninos que
intervienen en la actividad biolégica contra varios patégenos (Jagtap et al., 2022) Investigaciones
han demostrado que extractos de hojas, raices y tallos de especies como Ruellia nudiflora,
Ruellia tuberosa, Ruellia asperula y Ruellia paniculata poseen actividad antibacteriana y
antifungica (Safitri et al., 2019; Ullah et al., 2021; Vasconcelos et al., 2023), lo que senala el
posible potencial de Ruellia floribunda como agente de control para la Sigatoka negra en ensayos

in vitro.

Estudios In Vitro en el Control de Enfermedades Fungicas

Técnicas Para Evaluar Extractos Vegetales

Los ensayos in vitro permiten evaluar de manera controlada el potencial de los EV
mediante pruebas de inhibicion de crecimiento micelial (Cerna-Chavez et al., 2019) y germinacion
de esporas (Raymundo-Jiménez et al., 2019), siendo técnicas ampliamente aplicadas en el
estudio de alternativas naturales para el control de diferentes patdgenos. Estas metodologias,
que incluyen pruebas de difusidon en placa y concentracion inhibitoria minima (Altamirano-
Fernandez et al., 2021), ofrecen resultados confiables al eliminar factores externos, posibilitando

una comprension profunda in vitro de los mecanismos antifungicos de extractos evaluados.

Complementariedad de Estudios in Vitro e in Planta

Los estudios in vitro e in planta para el control de patégenos agricolas ofrecen ventajas y
limitaciones complementarias. Los ensayos in vitro han permitido evaluar rapidamente la
efectividad de agentes de biocontrol contra patégenos como Fusarium spp. (Colombo et al.,
2019) y Ralstonia solanacearum (Clough et al., 2022), aunque no siempre reflejan el
comportamiento en campo, debido a complejas interacciones en sus patosistemas. En cambio,

los estudios in planta, que incluyen pruebas en condiciones naturales, ofrecen una
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representacion mas precisa de la eficacia de los agentes de control, aunque suelen ser mas
costosos y complicados de realizar (Gwiazdowski et al., 2023). La combinacion de ambos

enfoques es crucial para desarrollar métodos efectivos y sostenibles en la proteccion de cultivos.

Marco Teérico Conceptual

Definicion de Extracto Vegetal

Los extractos vegetales se refieren a compuestos bioactivos obtenidos a partir de
materiales vegetales como hojas, raices o flores, que contienen metabolitos secundarios con
efectos terapéuticos o pesticidas (Uwineza y Waskiewicz, 2020). Estos compuestos son
esenciales en la medicina tradicional y en el control de plagas debido a su actividad

antimicrobiana y antifungica (Romero et al., 2023).
Concepto de Actividad Antifiingica

La actividad antifingica se refiere a la capacidad de un compuesto para inhibir el
crecimiento de hongos patégenos, una cualidad importante en el manejo de enfermedades en
cultivos (Castillo, 2021). Esta actividad se mide generalmente a través de la concentracion
minima inhibitoria, que es la menor concentracion necesaria para impedir el crecimiento fungico
(Montes de Oca, 2019). Otros ensayos adicionales incluyen pruebas de toxicidad y ensayos de
difusién en agar, que permiten evaluar la capacidad inhibidora en medios soélidos y establecer la

potencia relativa del compuesto (Pérez Esteve y Rivas Soler, 2021).

Marco Teérico Situacional

Impacto de la Sigatoka Negra en la Produccion de Banano en Ecuador

Ecuador es uno de los principales exportadores de banano a nivel mundial, abasteciendo
una parte significativa del mercado global (BCE, 2024; INEC, 2024). La produccion bananera es
uno de los sectores econdmicos mas importantes del pais, con una gran contribucién a la

generacion de empleo y divisas (Ledn-Serrano et al., 2020). Sin embargo, la Sigatoka Negra,
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causada por el hongo Pseudocercospora fijiensis, afecta directamente la productividad al reducir
la capacidad fotosintética de las plantas (Esguera et al., 2024). En Ecuador el manejo de los
umbrales de esta enfermedad fungica representa hasta un 30% aproximadamente del costo total
de produccion lo que ha provocado pérdidas econdmicas, asi como una reduccion en el
rendimiento y calidad de la fruta, limitando su competitividad en el mercado internacional

(Regalado et al., 2019).
Métodos Actuales de Control de la Sigatoka Negra y sus Limitaciones

Para mitigar los efectos de la Sigatoka Negra, los productores de banano en Ecuador
recurren principalmente a grupos quimicos preventivos a base de Mancozeb o clorotalonil y
sistémicos como los benzimidazoles, triazoles, estrobilurinas morfolinas, aplicados con
frecuencia debido a la alta capacidad de resistencia del hongo. Sin embargo, estos tratamientos
presentan limitaciones significativas ya que representan un costo elevado y un riesgo de
contaminacion ambiental y para la salud humana debido a su toxicidad acumulativa (Campo-
Arana et al., 2020). Ademas, la resistencia que P. fijiensis ha desarrollado a varios fungicidas
demanda aplicaciones constantes y en dosis cada vez mayores, complicando el manejo eficaz
de la enfermedad (Chong et al., 2021; Esguera et al., 2024). Otras alternativas incluyen el método
de control bioldgico y el uso de extractos vegetales, los cuales ofrecen una menor toxicidad
ambiental y podrian reducir la dependencia de quimicos, aunque aun estan en etapas de
investigacion y requieren pruebas de eficacia a gran escala (Kumakech et al., 2022; Seydou et

al., 2021).

Por otra parte, los métodos de control cultural para manejar la Sigatoka Negra se centran
en minimizar el indculo del patégeno y las condiciones que favorecen su desarrollo, ademas de
promover el vigor del cultivo. Estas practicas incluyen la eliminacién total o parcial de hojas

infectadas para reducir la esporulacion del hongo y su propagacion. Una estrategia alternativa
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es el "minicomposteo”, donde los residuos de hojas y plantas se agrupan en montones para
acelerar su degradacion, lo que no solo disminuye el indculo, sino que también mejora la calidad
del suelo al incorporar materia organica y nutrientes. Complementariamente, el manejo
agronémico, como el control de densidad de plantacion, sistemas de drenaje eficientes, control
de malezas, y fertilizacién balanceada, contribuye a crear condiciones menos propicias para el

hongo y a incrementar la resistencia de las plantas (Orozco-Santos et al., 2008).

Problematica Ambiental y Necesidad de Soluciones Sostenibles

El uso intensivo de fungicidas en los cultivos de banano genera preocupaciones
ambientales significativas, incluyendo la contaminacion de suelos, cuerpos de agua y pérdida de
biodiversidad en ecosistemas cercanos (Seydou et al., 2021). Estos problemas ambientales
resaltan la urgencia de adoptar enfoques agricolas mas sostenibles que minimicen el impacto
ecologico sin comprometer la produccion. En este contexto, la busqueda de soluciones basadas
en extractos vegetales y agentes biocontroladores es fundamental para avanzar hacia una
agricultura menos dependiente de insumos quimicos, alineandose con las tendencias globales

hacia practicas mas responsables y sostenibles (Souto et al., 2021).

Marco Tedrico Contextual

Contexto Ambiental y Climatico

Impacto del Cambio Climatico en la Proliferacién de Enfermedades Agricolas

FAO (2021) refiere que se prevé que el cambio climatico incremente la incidencia y
gravedad de plagas y enfermedades en cultivos tropicales, debido al adicidon gradual de

temperaturas y a la variabilidad en las precipitaciones.
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Factores Ambientales que Favorecen la Expansion de La Sigatoka Negra

Esguera et al. (2024) sefalan que el aumento de la humedad relativa y las temperaturas
calidas crean condiciones ideales para la proliferacion de Pseudocercospora fijiensis, el hongo
causante de la Sigatoka Negra en el banano, debido a que favorecen su ciclo de vida y la
propagacion de sus ascosporas. Por otra parte, simulaciones evidencian que la tendencia hacia
un futuro mas seco esta aumentando en areas como el canton Valencia, posiblemente afectando
la produccion de banano y poniendo en riesgo la distribucion geografica del cultivo, la seguridad
alimentaria y econdmica en paises dependientes de esta fruta como Ecuador (Rodriguez et al.,

2023).

Contexto Social y Econémico

Relevancia Socioeconédmica del Banano en Ecuador

El banano es un pilar socioeconémico fundamental en Ecuador, ya que el pais es uno de
los principales exportadores de esta fruta a nivel mundial, generando empleo y aportes
significativos al PIB (BCE, 2024). Su relevancia va mas alla del ambito econémico, al ser fuente
de sustento para aproximadamente un millén de familias, lo que equivale al 17% de la poblacion

ecuatoriana (FAO, 2016).
Efectos en la Comunidad Agricola y la Sostenibilidad del Cultivo

Enfermedades como la Sigatoka Negra no solo disminuyen el rendimiento y calidad del
fruto para exportacion, sino que también elevan los costos de produccién por la necesidad de
aplicar controles fitosanitarios constantes, impactando negativamente en la sostenibilidad local
del cultivo, afectando al sector agricola primario y su rol como principal fuente de ingresos a nivel
nacional (Leén-Serrano et al., 2020). Las pérdidas en la produccion afectan directamente a
pequefos y grandes productores locales, donde muchas familias dependen del cultivo del

banano como su principal fuente de ingresos (Regalado et al., 2019). Esto intensifica los desafios
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en las dimensiones sociales y econdmicos, al igual que la vulnerabilidad de estos ante las
fluctuaciones en los precios y el costo de insumos necesarios para controlar esta enfermedad

(FAO, 2023).

Contexto Cientifico y Tecnolégico
Innovaciones Biotecnolégicas y Métodos Sostenibles Para el Manejo de

Enfermedades

La biotecnologia y el control biolégico han demostrado ser herramientas clave para el
manejo de plagas y enfermedades en cultivos agricolas, ofreciendo soluciones innovadoras y
sostenibles (Vinchira-Villarraga y Moreno-Sarmiento, 2019). En particular, el uso de extractos
vegetales con propiedades antifingicas, destaca por sus potenciales aplicaciones frente a los

desafios actuales en la agricultura moderna (Rosales-Lépez et al., 2019).

Uso de Extractos Vegetales como Alternativa en la Agricultura Sostenible

Los extractos vegetales se derivan de plantas que contienen compuestos bioactivos
capaces de inhibir el crecimiento de patégenos como Pseudocercospora fijiensis, ofreciendo una
alternativa menos perjudicial para el ambiente en comparaciéon con los fungicidas quimicos
tradicionales (Beltrame et al., 2021; Kumakech et al., 2022; Sanchez, 2022; Seydou et al., 2022;
Valdivieso Sanchez et al., 2021). La investigacion en métodos de control sostenibles y su posible
integracién en practicas agricolas modernas es esencial para enfrentar los desafios ambientales

y econdémicos del sector bananero en Ecuador y otros paises productores (Aguilera Pefa, 2022).

Estado del Arte

En la actualidad existe gran interés por la busqueda de alternativas mas sostenibles para
el control de enfermedades fitopatogénicas en el sector agricola (Chong et al., 2021; Esguera et

al., 2024). Dentro de las alternativas con grandes potenciales se encuentra la bioprospeccion de
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especies vegetales, estos extractos en particular contienen compuestos bioactivos, con potencial

para inhibir el crecimiento de diversos patdégenos (Krishnan et al., 2021).

En el caso de Ruellia floribunda, algunos estudios preliminares sugieren su potencial
antifungico y antibacteriano debido a la presencia de metabolitos secundarios con actividad
inhibitoria en enfermedades de interés publico (Renddn et al., 2018). Sin embargo, su efectividad
contra Pseudocercospora fijiensis aun no ha sido confirmada y representa un area de

investigacion en posible expansién y un vacio importante en la literatura cientifica.

En el estudio “Extractos de plantas como agentes potenciales de control de la Sigatoka
Negra en el banano” realizado por Kumakech et al. (2022) se investigé el uso de extractos de
plantas como agentes potenciales de control frente a la Sigatoka Negra en banano. Se evaluaron
los extractos acuosos de Cinnamomum zeylanicum, Capsicum annuum y Azadirachta indica en
ensayos in vitro, A. indica y C. annuum inhibieron completamente el crecimiento de
Pseudocercospora fijiensis a una concentracion de 0.3 g/ml, similar al fungicida, mientras que C.
zeylanicum solo alcanzé un 33 % de inhibicion en esta misma concentracién. Ademas, los
resultados mostraron que los extractos de A. indica y C. annuum aplicados en pulverizaciones
foliares redujeron la severidad de la Sigatoka Negra en un 69.3% y 65.6%, respectivamente, en

comparacion con el fungicida tradicional difenoconazol.

Beltrame et al. (2021) en su estudio in vitro “Prospeccion de plantas bioactivas para el
control del complejo de enfermedades de Sigatoka en el banano” evaluaron los extractos
hidroalcohdlicos de hojas de limoncillo Elionurus latiflorus, guaco Mikania glomerata y chanca
piedra Phyllanthus amarus, junto con aceites esenciales de limoncillo Elionurus latiflorus,
eucalipto Eucalyptus citriodora y melaleuca Melaleuca alternifolia. Los resultados muestran que

los aceites esenciales lograron inhibir hasta en un 100% el crecimiento de P. fijiensis, mientras
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que los extractos hidroalcohdlicos alcanzaron hasta un 52% de inhibicion. Sin embargo, su

eficacia en campo fue limitada.

Sanchez (2022) enfoco su investigacion en la evaluacion de fungicidas organicos a base
de extracto canela Cinnamomum zeylanicum, aceite de canela C. zeylanicum y extracto de la
gobernadora Larrea tridentata para controlar la Sigatoka Negra, reduciendo el porcentaje de area
foliar afectada y el indice de severidad de la enfermedad en la hoja 1y 2. El ensayo utilizé plantas
de banano cv. Williams y los fungicidas organicos solos mostraron diferencias estadisticas

significativas frente al testigo mas afectado en época lluviosa y seca.

Investigaciones como la Dissanayake et al. (2023) sobre “Eficacia de la mezcla botanica
y fungicidas para combatir la enfermedad de Sigatoka en el cultivo de banano” sugieren que las
combinaciones de mezclas botanicas (MB) y fungicidas pueden reducir el nUmero de ciclos de
pulverizacién de quimicas siendo mas efectivas que usar cualquiera de ellas por separado. Sin
embargo, también destacan que se requiere de la aislacion y caracterizacion de moléculas

activas responsables de la actividad antifungica en las MB.

Por otra parte, la investigacion sobre P. fijiensis, ha demostrado que su amplio genomay
la presencia de metabolitos secundarios patogénicos, como los derivados de rutas de melaninas,
son factores determinantes de su virulencia (Noar et al., 2022) Ademas, estudios comparativos
sugieren que la evolucién del complejo de la enfermedad se correlaciona con la diversificacion
de sus genomas mitocondriales, lo que subraya su capacidad de adaptacién a condiciones

ambientales y agricolas especificas (Arcila-Galvis et al., 2021).

En este contexto, la presente investigacion incluye la exploracion inicial de los extractos
obtenidos de hojas de R. floribunda caracterizando sus propiedades fitoquimicas y antifingicas
mediante la identificacion de sus metabolitos secundarios describiendo los métodos de

extraccion empleados. Asimismo, busca correlacionar estos compuestos con su potencial
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bioactivo frente a P. fijiensis, el agente causal de la Sigatoka Negra. Los resultados podrian
ofrecer una base preliminar para la realizacion de evaluaciones in vitro posteriores, que permitan
dar perspectivas a futuro para el desarrollo de un fungicida natural, con posibilidades de

integracién en programas de MIE, segun se confirmen su viabilidad y eficacia en otros estudios.
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CAPITULO 3: MARCO METODOLOGICO

Introduccion a la Metodologia Utilizada

El presente estudio es de tipo exploratorio, descriptivo y experimental. Explora un tema
poco estudiado en el contexto local, describe las propiedades quimicas y bioldgicas de los
extractos de Ruellia floribunda e identifica su relacién con la actividad antifungica contra

Pseudocercospora fijiensis, agente causal de la Sigatoka Negra.

PARTE DESCRIPTIVA

Revision de Literatura

Seleccion de area de estudio

PARTE EXPERIMENTAL

‘ Recoleccion de muestras ‘

,: Extraccion |¥

J ]
Maceracién Soxhlet

Identificacion Cualitativa de Metabolitos Secundarios

Analisis de resultados

J.

Figura 6. Flujograma del proceso de estudio.
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Alcance de la Investigacion

El presente estudio incluye la exploracion inicial de los extractos de R. floribunda,
caracterizando sus propiedades fitoquimicas y describiendo los métodos de extraccién. También
busca correlacionar los metabolitos secundarios identificados con su potencial antifungico contra

P. fijiensis, agente causal de la Sigatoka Negra.
Ubicacién

La obtencion de los extractos vegetales y su caracterizacion se realizé en el laboratorio
de Biologia en la Universidad Tecnolégica Ecotec, campus Samborondén.

Variables del Estudio

En el presente estudio, se determinaron las variables independientes y dependientes que
facilitaran la evaluacion del potencial antifungico de los extractos de R. floribunda contra P.

fijiensis, agente causal de |la Sigatoka Negra.

Tabla 4. Variables Independientes y Dependientes del Estudio

TIPO DE VARIABLE DESCRIPCION

Método de Extraccion: Maceracion y Extraccion Soxhlet
Independientes Tipo de Solvente Utilizado: Hidroalcohdlico (80% etanol y 20% agua
destilada) y Metanol Absoluto (100% metanol)

Perfil Fitoquimico de los Extractos: Presencia y concentracion de

metabolitos secundarios (alcaloides, cumarinas, flavonoides, etc.)
Dependientes

Actividad Antifingica de los Extractos: Eficacia en la inhibicion del

crecimiento del patégeno

Nota: Elaborado por autor (2024).
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Objetivo 1: Obtencion de Extractos

El presente apartado describe el proceso de obtencion de los extractos de hojas en R.
floribunda, segun lo establecido en el objetivo especifico 1. Para este procedimiento, se utilizaron
dos métodos de extraccion solido — liquido, la maceraciéon y la extraccion mediante soxhlet

empleando solventes de diferentes polaridades, como mezclas de hidroalcoholes y metanoles.

Materiales

Tabla 5. Materiales Utilizados Para la Obtenciéon de Extractos de R. floribunda.

CATEGORIA DESCRIPCION
Material Vegetal Hojas de R. floribunda
Equipo de Preparacion Molino

Horno de aire forzado
Materiales de Almacenamiento Frascos de vidrio oscuros

Refrigerador

Hidroalcoholico (80 etanol 20 agua destilada)
Solventes Utilizados

Metanol Absoluto (100% metanol)
Instrumentos de Extraccion Matraces, papel de filtro, rotavapor

Instrumentos de Medicidn Balanza analitica

Nota: Elaborado por autor (2024).

Metodologia

Recoleccioén de las Hojas de Ruellia floribunda

Se llevd a cabo en época seca durante el mes de octubre en el bosque tropical seco, area

Pantedn metropolitano, ubicado en la provincia de Guayas.
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Ruellia floribunda
-2.17946, -79.95726

Figura 7. Ubicacién de especie en estudio. Elaborado por autor (2024).

Se procedié a la recoleccion durante las primeras horas de la mafana (6:00-9:00 AM)
para minimizar la pérdida de metabolitos volatiles, seleccionando hojas de la especie
manualmente por su madurez y estado 6ptimo. Posteriormente a la recoleccion, se transportaron

al laboratorio de Ecotec, en bolsas de papel para su posterior secado y procesamiento.
Secado y Procesamiento Preliminar

Las hojas de R. floribunda recolectadas se secaron en un horno de aire forzado a 40°C
durante 48 horas para asegurar la preservacion de los compuestos bioactivos, revisando el
proceso cada 12 horas. Tras el secado, las hojas fueron trituradas en un molino hasta obtener
un polvo fino y luego almacenado en frascos oscuros y herméticos para evitar la exposicion a la

luz y la humedad, lo que podria degradar los metabolitos presentes.
Maceracion

Para el proceso de extraccion sélido-liquido por maceracion, se utilizaron hojas secas de
R. floribunda y dos solventes: hidroalcoholes (80% etanol y 20% agua destilada) y metanoles

(100% metanol). Para cada solvente, se pesaron 50 gramos del polvo fino y se mezclaron con
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500 mL de solvente en un frasco de reactivo. La mezcla fue agitada manualmente cada 4 horas

y se dej6 reposar durante 48 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, el extracto fue filtrado usando papel de filtro para separar los soélidos
residuales y concentrado mediante evaporacién a baja presién con un rotavapor, obteniendo asi
un extracto crudo. Finalmente, el extracto fue almacenado en un refrigerador a 4°C para su

conservacion hasta el momento de su analisis.
Extraccion Soxhlet

Para el proceso de extraccion solido-liquido en un equipo Soxhlet, se utilizaron polvo fino
de hojas secas de R. floribunda y dos solventes: hidroalcoholes (80% etanol y 20% agua
destilada) y metanoles (100% metanol). Para cada solvente, se pesaron 50 gramos del polvo, los
cuales fueron colocados en un cartucho de celulosa dentro del extractor Soxhlet. El solvente se
afadié al matraz de extraccion en un volumen de 500 ml y el sistema fue calentado a una

temperatura controlada que mantuviera el solvente en ebullicion.

Durante el proceso, el solvente condensado paso repetidamente por el material vegetal,
disolviendo los compuestos bioactivos y acumulandose en el matraz de destilacion. El proceso
se continu6 hasta obtener un extracto claro (aproximadamente 6-8 horas por solvente).
Posteriormente, el extracto se concentr6 mediante evaporacion a baja presién utilizando un
rotavapor. Finalmente, el extracto se almacend en un refrigerador a 4°C para su conservacion

hasta su posterior analisis.
Objetivo 2: Identificacion Cualitativa de Metabolitos

El presente apartado describe el proceso de identificacion cualitativa de metabolitos
secundarios en los extractos de R. floribunda, segun lo establecido en el objetivo especifico 2.
Para lo cual, se usaron los extractos hidroalcohdlicos y metandlicos de manera independiente en

el tamizaje fitoquimico.



METABOLITOS
SECUNDARIOS

ENSAYOS
FITOQUIMICOS

COMPUESTOS

ALCALOIDES FENOLICOS

Y TANINOS

Mayer
Dragendorff Test de
Hager Cloruro Férrico
Wagner
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CUMARINAS

Prueba de hidroxido
de potasio

Figura 8. Diagrama de metabolitos y ensayos realizados en el tamizaje fitoquimico.

Identificacion de Alcaloides

Materiales

Tabla 6. Recursos Utilizados Para la Deteccion de Alcaloides

ENSAYOS

MATERIALES

Reaccién de Mayer (May)’

Reactivo de Dragendorff (Dya)?

Reaccion de Hager (Hag)®

Cloruro mercurico e yoduro de potasio

Tubo de ensayo (10 ml)

Extracto hidroalcohodlico o metanol “acidulado”

Yoduro de bismuto y nitrato de potasio

Tubo de ensayo (10 ml)

Extracto hidroalcohdlico o metanol “acidulado”

Acido picrico

Tubo de ensayo (10 ml)

Extracto hidroalcohdlico o metanol “acidulado”
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Tabla 6. Continuacion

ENSAYOS MATERIALES

Yodo en yoduro de potasio
Reaccion de Wagner (Wag)* Tubo de ensayo (10 ml)

Extracto hidroalcohdlico o metanol “acidulado”

Nota: Los ensayos y materiales fueron seleccionados para detectar alcaloides en extractos
hidroalcohdlicos y metanol en hojas de R. floribunda, utilizando métodos estandar en estudios
fitoquimicos previos (May)' (Wag)* (Valencia et al., 2020); (Dr)? (Hag)® (Shaikh y Patil, 2020).

Elaborado por autor (2024).
Metodologia

Previo los ensayos de pruebas presuntivas a cada extracto hidroalcohdlico y metandlico
de hojas en R. floribunda se le realizé una acidulacién inicial afiadiendo 2 a 3 gotas de acido
clorhidrico HCI o acido sulfarico H,SO, y calentando a 60°C por 3 min. Este paso facilito la

evaluacion de alcaloides en las reacciones fitoquimicas posteriores.

Para la evaluacion de alcaloides en extractos hidroalcohdlicos y metandlicos de hojas de

R. floribunda, se realizaron 4 pruebas.

En la reaccion (May)', se mezcld el extracto acidulado con cloruro mercurico HgCl, e
yoduro de potasio I,K. Se reporté como positivo cuando se produjo un precipitado. En la reaccion
(Dra)?, se usaron yoduro de bismuto Bil; y nitrato de potasio KNO;. Se reportdé como positivo
cuando se formé un precipitado de color rojo, naranja o marrén. En la reaccion (Hag)® se empled
acido picrico C¢H,(NO,);OH. Se reporté como positivo cuando se formé un precipitado amorfo.
Finalmente, en la reaccidon (Wag)*, se combind el extracto con diyodo (I;) en yoduro de potasio

(KI). Se reporté como positivo cuando se formé un precipitado floculento marrén.
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Identificacion de Compuestos Fenolicos y Taninos
Materiales

Tabla 7. Recursos Utilizados Para la Deteccion de Compuestos Fendlicos y Taninos

ENSAYOS MATERIALES

Cloruro férrico (5%)
Test de Cloruro Férrico (C)' Extracto vegetal “hidroalcohélico o metanol”

Tubo de ensayo (10 mL)

Nota: Los ensayos y materiales fueron seleccionados para detectar alcaloides en extractos
hidroalcohdlicos y metanol en hojas de R. floribunda, utilizando métodos estandar en estudios

fitoquimicos previos. (C)' (Shaikh y Patil, 2020). Elaborado por el autor (2024).
Metodologia

Para la evaluacion de fenoles, taninos en extractos hidroalcohdlicos y metandlicos de R.
floribunda, se empleod 1 prueba. En la prueba (C)', se colocaron 50 mg del extracto en un tubo
de ensayo y se afiadieron gotas de cloruro férrico (FeCls) al 5%. El cambio de color a verde

oscuro sirvié como sefal de la presencia de fenoles en los extractos evaluados.

Identificacion de Cumarinas
Materiales

Tabla 8. Recursos Utilizados Para la Deteccion de Cumarinas

ENSAYOS MATERIALES

Hidréxido de potasio KOH al 5%
Prueba de hidréxido de potasio (K)' Tubo de ensayo (10 mL)

Extracto vegetal “hidroalcohdlico o metanolico”

Nota: Las pruebas y cantidades fueron seleccionadas para la deteccidon de cumarinas en los

extractos de R. floribunda. (K)' (Valencia et al., 2020). Elaborado por el autor (2024).
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Metodologia

Para la evaluacién de cumarinas en extractos hidroalcohdlicos y metandlicos de hojas de
R. floribunda, se realizd 1 prueba. En la Prueba de (K)', se afiadieron 3 gotas de KOH al 5% al
extracto. EI cambio de color de fuerte a tenue de rojo a amarillo confirmé la presencia de

cumarinas, en los extractos evaluados.
Objetivo 3: Caracterizacion Fitoquimica y Antifungica

El presente apartado describe el proceso de caracterizacidon de los metabolitos
identificados en el tamizaje fitoquimico realizado en el objetivo especifico 2 a los extractos de R.

floribunda en base a su potencial fungistatico reportado en la literatura cientifica.

Materiales

Tabla 9. Recursos Ultilizados Para la Caracterizacion se Metabolitos Secundarios.

CATEGORIA MATERIAL

Bases de datos Scopus, ScienceDirect, Springer, PubMed, Google Scholar
Software Mendeley, Microsoft Word, Software de analisis de patrones
Instrumentos y equipos Computadora con acceso a internet

Publicaciones cientificas Libros y capitulos de literatura cientifica

Nota: Elaborado por el autor (2024).
Metodologia

Para la caracterizacion se realizé una busqueda dirigida a bases de datos cientificas entre
ellas Scopus, ScienceDirect, Springer, PubMed. utilizando términos clave como "actividad
antifungica", "metabolitos secundarios", "flavonoides", "terpenos", "alcaloides", 'y
"Pseudocercospora fijiensis" seleccionando articulos relevantes de los ultimos 4 afos que
documenten la actividad antifungica de metabolitos presentes en plantas con propiedades

similares a R. floribunda.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados 1: Obtencion de Extractos

A continuacion, la tabla 10 presenta los resultados obtenidos con los diferentes solventes

utilizados.

Tabla 10. Propiedades Organolépticas_y Volumen Final de los Extractos de R. floribunda.

VS VF X
ME S P (%) MV (g) (mL) (mL) C
Etanol:Agua 80:20
Maceracion 50 500 400 Verde oscuro
Metanol 100
Etanol:Agua 80:20
Soxhlet 50 500 400 Verde claro

Metanol 100

Nota: ME= Método de extraccién, S= Solvente, P= Proporcion de Solvente, MV= Material
Vegetal, VS= Volumen del solvente, VF= Volumen final promedio, C= Color. Elaborado por autor

(2024).

Los extractos se concentraron en promedio a un volumen final de 400 mL en ambos
métodos presentando diferencias observables en color y consistencia. En este estudio, la
maceraciéon produjo un extracto de color verde oscuro homogéneo con ligera opacidad, lo que
sugirié la presencia de una alta concentracion de compuestos solubles. Por otro lado, la
extraccién mediante Soxhlet mostré un color verde claro y una textura liquida uniforme, sin
presencia de sedimentos. Estos hallazgos son consistentes con estudios previos que indican que
la composicion y propiedades de los extractos vegetales varian segun el solvente y el método
(Balcinde et al., 2005) ademas de atribuirse a las diferencias en temperaturas, tamafio de

particulas y tiempo de exposiciéon (Cuan et al., 2024).
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Resultados 2: Identificaciéon Cualitativa de Metabolitos
A continuacion, la Tabla 11 presenta los ensayos realizados y los resultados obtenidos.

Tabla 11. Resultados en los Ensayos Ultilizados Para la Identificacion de Metabolitos.

CONTENIDO EN HOJAS

METABOLITO ENSAYO MACERACION  SOXHLET
H M H M
Reaccion de Mayer (May) + +++ + ++
Reaccion de Dragendorff (Dra) ++ ++ ++ ++
Alcaloides
Reaccion de Hager (Hag) + ++ + ++
Reaccion de Wagner (Wag) +++ +++ ++ 4+
Compuestos -
fendlicos Test de Cloruro Férrico (C) - - - -
Cumarinas Prueba de hidroxido de potasio (P) + - + -

Nota: Intensidad (+) Baja, (++) Media, (+++) Alta, H: Hidroalcoholes, M: Metanoles. Elaborado

por autor (2024).

Los metabolitos secundarios identificados en el tamizaje fitoquimico preliminar en hojas
de Ruellia floribunda incluyen alcaloides y cumarinas en diferentes valoraciones lo que coincide
con (Helou y Espin, 2023). De acuerdo a Rendon et al. (2018) R. floribunda posee ademas una
presencia significativa (+++) de flavonoides, fenoles/taninos, saponinas, terpenoides y

esteroides.

En relaciéon a los solventes usados, los resultados indican que el metanol (M) es mas
eficaz que los hidroalcohdlicos (H) para la extraccion de alcaloides, especialmente cuando se

utiliza el método de maceracion presentando las mayores concentraciones (+++). Esto se alinea
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con estudios previos en esta especie (Helou et al., 2023) y podria atribuirse a la mayor polaridad

del (M), que facilito la solubilizacion de estos metabolitos presentes en R. floribunda.

ENSAYOS

Alcaloides 3.0

May -
25

Dra

2.0
s a
Hag g
-]
7]
1.5 2
=
Wag 2
Compuestos -1.0
Fenélicos
(C)-
Cumarinas -0.5
(P) - + - +
-0.0

Maceracion (H) Maceracion (M) Soxhlet (H) Soxhllet (M)
METODOS DE EXTRACCION

Intensidad (+) Baja (++) Media (+++) Alta

Figura 9. Intensidad del metabolito en funcion del método de extraccion.

Estudios previos han demostrado que solventes como el metanol son mas eficientes,

obteniendo el mayor rendimiento de extraccién (33,2%) y los niveles mas altos de alcaloides,

resaltando su eficacia para la recuperacion de compuestos bioactivos clave (Truong et al., 2019).

Por otra parte, la ausencia de cumarinas en los extractos metandlicos (M) con reacciones

positivas minimas en los extractos hidroalcohdlicos (H) obtenidos en los ensayos sugieren que

la metodologia podria ser inadecuada para su extraccion. Las cumarinas son conocidas por su

sensibilidad al calor, con una temperatura de fusién de 69 a 73 °C lo que pudo conducir a su

volatilizacion durante procesos de extraccion prolongado a temperaturas elevadas en métodos

como la extraccién obtenida por Soxhlet (Aguayo-Rojas et al., 2024). De acuerdo a Oliveros-

Bastidas et al. (2011), el método que ha logrado una extraccion mas eficiente de este metabolito
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es el ultrasonido usando como solvente una mezcla de etanol:agua 1:1, durante 2 h, a

temperatura de laboratorio (21 + 2°C).

Asi también, la ausencia de compuestos fendlicos detectables en todos los extractos
sugiere que R. floribunda podria tener bajas concentraciones de estos metabolitos en sus hojas.
Aunque, es importante mencionar que se requieran mas ensayos Yy valoraciones con otros
solventes o métodos de extraccion diferentes para aislar estos compuestos debido a que otros
autores han reportado su presencia (++, +++) (Rendon et al., 2018). Estudios sugieren que los
métodos alternativos, como extraccion asistida por ultrasonido, podrian ser mas efectivos para
la obtencion de compuestos fendlicos y posteriores valoraciones (Corona-Jiménez et al., 2016).
Asi mismo, una revision sobre los parametros de extraccion de polifenoles indica que la variaciéon
de frecuencia, la potencia y el tiempo de extraccion resultan fatores criticos para la recuperacion

eficiente de estos compuestos (Ramén y Gil-Garzén, 2021).

Métodos de Extraccion
B Maceracion (H)
10 mm Maceracion (M)
4+ Soxhlet (H)
Soxhlet (M)

++ L)

INTENSIDAD

-

Hag C B

Alcaloides Compuestos Cumarinas
Fenélicos

ENSAYOS
Intensidad (+) Baja (++) Media (+++) Alta

Figura 10. Intensidad de los metabolitos en funcién de los ensayos practicados.
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En la comparacion de los métodos de extraccién solido — liquido usados previo al analisis
fitoquimico preliminar, los resultados indican que el método de maceracién con metanol mostro
una mayor eficiencia en la extraccion de alcaloides, como lo indican las reacciones (+++)
especialmente con los reactivos de M.y y Way. Esto puede deberse al contacto prolongado entre
el solvente y el material vegetal, lo que maximiza la disolucién de alcaloides en comparacién con
meétodos mas agresivos y eficaces en ensayos especificos como el Soxhlet, aunque con menor
consistencia (Cuan et al.,, 2024). Sin embargo, para las cumarinas, la maceraciéon con
hidroalcoholes fue mas efectiva, posiblemente debido a la menor exposicién al calor,

preservando asi la integridad de estos compuestos sensibles (Aguayo-Rojas et al., 2024).

Resultados 3: Caracterizacion Fitoquimica y Antifangica

A continuacién, la figura 6 presenta los resultados obtenidos segun fuentes propias y

relacionadas (Helou et al., 2023; Rendodn et al., 2018).

Estudios
(Rendén et al., 2018)
(Helou y Espin, 2023)
Em (Ferrer, 2024)

+++

VALORACION
B

+++ ++
3 -
2 -
+++ +++ +44 +4+4 +++
1t ++
++
0 i \ : . s 1
Cumarinas Alcaloides Flavonoides Fenoles y Saponinas  Terpenoides  Esteroides

Taninos

METABOLITOS SECUNDARIOS
Intensidad (+) Baja (++) Media (+++) Alta

Figura 11. Comparacién de la valoracion de metabolitos segun diferentes estudios.

Los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico parcial de este estudio realizados en

el objetivo 2, se potenciaron mediante la adicion de los alcanzados por otros autores para su
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posterior analisis. Esta caracterizacion fitoquimica, aunque aun exploratoria, muestra también la
alta intensidad (+++) de flavonoides, fenoles, taninos, saponinas, terpenoides y esteroides en R.

floribunda reportada por otras investigaciones.

En relaciéon con estos resultados, los metabolitos identificados en el perfil fitoquimico de

esta especie presentan actividad antifUngica ampliamente documentada en la literatura cientifica.

Tabla 12. Caracterizacion Antifungica de los Metabolitos en R. floribunda.

METABOLITOS ACTIVIDAD ANTIFUNGICA REFERENCIA
Los extractos de hojas de Zataria multiflora
Compuestos tividad tifanai ;
fendlicos mostraron activi ad antifingica con varias o
) flavonas O-metiladas, flavononas y (Karimi et al., 2022)
flavonoides y

diterpenoides fendlicos como candidatos

terpenoides prometedores para fungicidas naturales.

Terpenoides, Melaleuca alternifolia en P. fijiensis causa

terpinen-4-ol, el 1,8- interrupcion la membrana y pared celular

cineol, el limoneno, alterando el proceso de osmosis resultando en (Reuveni et al., 2020)
el p-cimeno y el a- su ruptura lo que conduce a la fuga de su

terpineno contenido y posterior muerte celular.

Azadirachta indica y Capsicum annuum
Flavonoides y demostraron una eficacia comparable al (Kumakech et al,
fenoles fungicida sintético difenoconazol, reduciendo la 2022)

severidad de la Sigatoka Negra en mas del 65%

Piper crocatum posee una variedad de
compuestos bioactivos con actividad

Flavonoides, U T ;
. antifungica significativa. Su mecanismo de
taninos, terpenos, accion principal es la inhibicion de la lanosterol
saponinas, P P (Siswina et al., 2022)

14a-desmetilasa (CYP51), lo que afecta la
sintesis de ergosterol y, por ende, la viabilidad
de las células fungicas

polifenoles, eugenol,
alcaloides, quinonas
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Tabla 11. Continuacion

METABOLITOS ACTIVIDAD ANTIFUNGICA REFERENCIA
Flavonoides, La flavanona 3-hidroxilasa alivia el estrés por
especialmente tizon bacteriano en arroz mediante la

. . - . (Jan et al., 2021)
kaempferol y sobreacumulacién de flavonoides antioxidantes
quercetina y lainduccion de genes y hormonas de defensa.

Los extractos de hojas de A. berlandieri y A.
Fenoles, rigidula contienen componentes bioactivos con
flavonoides, propiedades medicinales. Los resultados
saponinas, terpenos sugieren que los extractos de hojas de A.
y taninos en los rigidula podrian servir como fuente de nuevos
extractos de ambas agentes antimicrobianos y antioxidantes,
especies proporcionando una base para futuras

investigaciones.

(Cavazos et al., 2021).

Alcaloides,  taninos, Los extractos de Ocimun sanctum y Aloe

saponinas, ) . . ’
flavonoides barbandensis Mill contienen diversos
. ’ metabolitos secundarios que muestran (Chinche et al., 2020)
glucésidos, o e, , .
. actividad antifungica contra Aspergilus niger y
esteroides y

) Sclerotonium rolfsii.
terpenoides

Los extractos etandlicos de Piper guineense y
Aframomum melegueta exhiben una

Alcaloides, significativa  actividad  antifingica contra
flavonoides, taninos Fusarium oxysporum 'y Penicillium sp., (Akpan etal., 2024)
y saponinas sugiriendo su potencial como agentes naturales

en el control de enfermedades postcosecha en

pepinos.

Nota: Elaborado por autor (2024).

La actividad antifungica en especies con alto contenido de flavonoides 8.2% y fenoles
9.3%, contra Pseudocercospora fijiensis el agente causal de la Sigatoka Negra, en relacion a
otras con niveles relativamente bajos (Kumakech et al., 2022), abre una perspectiva interesante
para considerar el potencial de Ruellia floribunda. De manera similar la accidén de terpenoides
como terpinen-4-ol, el 1,8-cineol, el limoneno, el p-cimeno y el a-terpineno han demostrado

eficacia y actividad curativa en las etapas 1 2 3 y 4 restringiendo el potencial de este patégeno
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para infectar material vegetal (Reuveni et al., 2020). Por otra parte, si bien el hallazgo de las
fitoanticipinas por Cruz-Cruz et al. (2010), una saponina esteroidal relacionada con actividad
antifingica en M. acuminata contra P. fijiensis destaca el potencial de estos metabolitos como
una de las primeras barreras quimicas que encuentra el patégeno durante su interaccion con el
huésped, también sugiere la posible sinergia del amplio perfil fitoquimico de R. floribunda. Este
contexto, refuerza el valor agronémico de la especie como diana potencial. Sin embargo, se
requiere la futura validacidon experimental de sus compuestos bioactivos en condiciones in vitro
e in planta para determinar si pueden alcanzar eficacias comparables al de otros controles

convencionales y determinar su posible pertinencia en aplicaciones de MIE.

Estudios previos reportados en la revision sistematica adjunta en la tabla 12 destacan el
potencial del género Ruellia como una fuente prometedora para la posible identificacion de
metabolitos constituyentes en sus extractos, complementando esta linea de investigacion

relacionada al potencial antifungico de la especie R. floribunda.

Tabla 13. Revision de Actividad Antifingica Reportada en la Literatura Cientifica.

ESPECIE METABOLITOS ACTIVIDAD REPORTADA

Actividad antifingica contra Pycularia grisea
el tizén del arroz ruw)’
Alcaloides,
triterpenoides,

. . Insecticida con una tasa de mortalidad del
taninos, glucdsidos,

Ruellia tuberosa 80% de Tribolium castaneum g

saponinas,

esteroides, ligninas y

flavonoides Actividad antifungica contra Fusarium sp.,

Aspergillus sp, Mucor sp y Penicillium gw)®

7-hydroxy-4-

methylcoumarin, . e . .
Ruellia patula dicoumarol, luteolin, ﬁ\ctlwda?tant;fyngwa contlrtg Asper :qm'lls n/ge1r

hispidulin, ongos fitopatdgeno en cultivos agricolas (rpa)

vanilloside
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Tabla 12. Continuacion

ESPECIE METABOLITOS ACTIVIDAD REPORTADA

Actividad antifungica contra Aspergillus flavus
(67%) y Aspergillus niger (57%) hongos
fitopatdgenos en cultivos agricolas gnu)'

Fenoles

Ruellia nudiflora .
flavonoides

Nota: (Rtu)' (Durgeshlal et al., 2019); (Rtu)? (Kader et al., 2014); (Rtu)® (Cavazos et al., 2021;
Vasantharaj, 2013); (Rpa)' (Ramadevi et al., 2016); (Rnu)' (Ullah et al., 2021). Elaborado por

autor (2024).
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CAPIiTULO 5: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La metodologia de extraccion sélido-liquido aplicada permitio obtener extractos de Ruellia
floribunda con diferentes perfiles fitoquimicos dependiendo del solvente utilizado, lo que
evidencia la efectividad de los métodos de maceracion y soxhlet para la recuperacion de

metabolitos bioactivos.

El tamizaje fitoquimico cualitativo preliminar identificd la presencia de alcaloides,
cumarinas y compuestos fendlicos en los extractos de R. floribunda. Por ofra parte, las
diferencias en los perfiles fitoquimicos resultantes de los métodos y solventes utilizados resaltan
la importancia de optimizar las condiciones de extraccion para maximizar la obtencion de

compuestos bioactivos de interés en esta especie.

La revision de literatura cientifica confirmé que los metabolitos secundarios identificados
en R. floribunda, como flavonoides, fenoles, taninos, saponinas, terpenoides y esteroides,
poseen actividad antifingica documentada en estudios previos. Esto refuerza su valor como
diana potencial para el control de Pseudocercospora fijiensis, el agente causal de la Sigatoka
Negra, asi como de otros patégenos en el sector agricola. Por otra parte, aunque el género
Ruellia demuestra diversas actividades bioactivas reportadas, se requiere una validacion
experimental mas amplia de R. floribunda —incluyendo ensayos in vitro e in planta—;
considerando que los resultados preliminares indican que esta especie podria constituir una
alternativa de control de origen vegetal con perspectivas a futuro en su implementacion en

programas de MIE.
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Recomendaciones

Estandarizar los métodos de maceracion y Soxhlet ademas de los parametros como la
proporcion solvente:material, tiempo de extraccion y temperatura, con el fin de optimizar la

obtencién de compuestos bioactivos y asegurar la reproducibilidad del proceso.

Explorar nuevas técnicas de extraccion (como ultrasonido o microondas) y emplear otros
solventes o mezclas con diferentes polaridades, con el fin de maximizar la recuperacion de los

metabolitos de interés y mejorar la sensibilidad del tamizaje fitoquimico.

Realizar ensayos in vitro con los extractos obtenidos frente a P. fijiensis para cuantificar
su actividad antifungica, e investigar posibles sinergias entre diferentes metabolitos a fin de

desarrollar formulaciones mas efectivas.
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APENDICES

Apéndice A: Caracterizacion Fitoquimica de Ruellia floribunda

La tabla presentada a continuacion recopila los metabolitos secundarios reportados en

los extractos de hojas en R. floribunda segun fuentes propias y relacionadas.

CONTENIDO EN HOJAS
METABOLITO ENSAYO SOXHLET MACERACION MACERACION SOXHLET

E M E M E M
. Hidroxido de
Curaminas potasio + + +
WR (Wagner) + ++ ++ + ++
MR (Mayer) + +++ + +++ + ++
) H (Hager) + ++ + ++
Alcaloides DR
(Dragendorff) ++ ++ ++ ++ ++ ++
BR
(Bouchardat)
SR (Shinoda) ++
Flavonoides NaOH 10%
(Hidroxido de +++
sodio)
FeCl3 5%
. (Cloruro ++ + + + +
Fenoles/taninos férrico)
Foam-1 +++
L-BR
(Liebermann- +++
Burchard)
Saponinas SR
(Salkowski)* e
BR +
(Borntrager)*
NH40H 10%
Terpenoides (Hidroxido de +++
amonio)
H2S04
Esteroides (Acido +++
sulfurico)

Nota: Las observaciones sobre la presencia o ausencia de metabolitos secundarios se

evaluaron en una escala cuantitativa de acuerdo a su intensidad donde (+) indica baja, (++) indica
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media, (+++) indica alta. Por otra parte, E representa hidroalcoholes, y M metanoles. Fuentes:

(Helou y Espin, 2023; Rendon et al., 2018).
Apéndice B: Documentacién Grafica del Proceso Experimental

A continuacion, se ilustra las etapas clave del proceso experimental, incluyendo

recoleccion, extraccion y andlisis de los extractos de Ruellia floribunda.

Imagen 1. Parte experimental de la caracterizacion de Ruellia floribunda.
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Soxhlet (May) Maceracién (Dra) Soxhlet (Dra)
w ™M
AT AL H M Ho o oM
H s - M | ! :

Maceracién (Hag) Soxhlet (Hao) Maceracién (Was) Soxhlet W
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Imagen 2. Ensayos realizados en hojas de R. floribunda. Alcaloides: Mayer (May),
Dragendorff (Dra), Hager (Hag), Wagner (Wag), Cumarinas: Hidréxido de potasio (K).
Solventes: H (Hidroalcoholes) M (Metanoles). Elaborado por autor (2024).
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