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Siendo las 9:50 horas del dia martes 27 de junio de 2017, eﬁ el Auditorio de fa Facultad de
Ingenieria Ambiental y de Recursos Naturales ubicado en la Av. Juan Pablo 1i 306-Bellavista-
Callao; se dio inicio a la Sustentacion de la Tesis titulada : “INHIBICION DE BACTERIAS
FITOPATOGENAS {Erwinia carotovora subsp carotovora y Pseudomona cichorii) A PARTIR DE
EXTRACTOS POLIFENOLICOS DE CASCARAS DE CAMU CAMU Y CARAMBOLA PARA LA
AGRICULTURA ORGANICA” presentada, para optar el titulo profesidnal de Ingeniero Ambiental
y de Recursos Naturales de los Bachilleres Noacir Walter Naupari Salinas y Michael Luis Flores
Fabian. '

Contando con la asistencia del Jurado Evaluador y Asesor a fin de dar cumplimiento a la
Resolucidn N° 036-2017-D-FIARN de fecha 13 de junio de 2017, los mismos que estan integrados
por los siguientes docentes: '

Blgo. Carlos Odorico Tome Ramos Presidente
Blgo. Abelardo Virgilio Martin Isia Medina Secretario
Mg. Elva Esperanza Torres Tirado Vocal
MsC. Maria Teresa Valderrama Rojas Asesora

Terminada la exposicion y la absolucidn de las preguntas del Jurado Evaluador, se invita a los
Bachilleres y al publico en general se retiren del Auditorio para las deliberaciones del caso.

Luego de las deliberaciones el Jurado Evaluador acuerda APROBAR POR UNANIMIDAD, no
habiendo observacién alguna con el Calificativo de MUY BUENO da por terminado el acto de
exposicion.

En sefial de conformidad firman el Jurado Evaluador y Asesor, siendo las 11:20 horas del dia 27
de junio de 2017,
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Cailao, 28 de Junio del 2017

Oficio S/N 2017-JEDT-FIARN
Sefiora: ,
Ms.C. Maria Teresa Valderrama Rojas
Decana FIARN/UNAC
Presente.-

Asunto: informe de sustentacion de tesis

segtn resolucion N° 036-2017-D-FIARN.
De mi consideracion: ‘

Por medio del presente aprovecho la oportunidad para saludaria cordialmente y a la vez hacerle
llegar el ‘informe sobre la sustentacion de la tesis “INHIBICION DE BACTERIAS
FITOPATOGENAS (Erwinia carotovora subsp carotovora y Pseudomona cichorii) A PARTIR DE
EXTRACTOS POLIFENOLICOS DE CASCARAS DE CAMU CAMU Y CARAMBOLA PARA LA
AGRICULTURA ORGANICA por los bachilleres Noacir Walter Naupari Salinas y Michael Luis
Flores Fabian (segin resolucidn N° 036-2017-D-FIARN):

1) Que segln Ia resolucion N° 036-2017-D-FIARN resuelve aprobar expedito 1a sustentacién de
la tesis titulado: INHIBICION DE BACTERIAS FITOPATOGENAS (Erwinia carotovora subsp
carotovora y Pseudomona cichori) A PARTIR DE EXTRACTOS POLIFENOLICOS DE
CASCARAS DE CAMU CAMU Y CARAMBOLA PARA LA AGRICULTURA ORGANICA,
presentado por los bachilleres Noacir Waiter Naupari Salinas y Michael! Luis Flores Fabian.
2) Que de acuerdo al articulo N° 110 del Reglamento de Grados y Titulos de Pregrado Aprobado
por la Resolucién N° 082-291-CU, se procedio al acto publico de la sustentacién de la tesis.
3) Que el jurado revisor, después de la exposicidén y deliberacion acuerdan APROBAR POR
UNANIMIDAD con el calificativo de MUY BUENO.
4) Que durante el acto de sustentacién, se realizaron observacmnes en la redaccion del informe
final los cuales son:
a) Reconsiderar el término resistencia microbiana respecto a los polifenoles
b) Mejorar el trabajo respecto a la agricultura organica, es decir, en la conclusion debe
considerar sobre la sustentabilidad de la agricultura organica de utilizar estos extractos
estudiados.
¢) Revisar el escrito, pues hay errores de forma.

5) Que, no habiendo méas observaciones, se procedid a la juramentacion piblica de los sefiores
bachilteres: Noacir Walter Naupari Salinas y Michael Luis Flores Fabian.

8) Que, como evidencia del acto de sustentacion de la tesis INHIBICION DE BACTERIAS
FITOPATOGENAS (Erwinia carotovora subsp carotovora y Pseudomona cichorii) A PARTIR DE
EXTRACTOS POLIFENOLICOS DE CASCARAS DE CAMU CAMU Y CARAMBOLA PARA LA
AGRICULTURA ORGANICA, se adjunta dos ejemplares del Acta de Instalacién del jurado
evaluador de tesis N° 002-2017-JEDT-FIARN y 4 ejemplares. del Acta de Sustentacion de Tesis
para Optar el Titulo de Ingeniero Ambiental de Recursos Naturales N° 002-2017-JEDT-FIARN,
7) Que, los sefiores bachilleres Noacir Walter Naupari Salinas y Michaet Luis Flores Fabian,
absolvieron las observaciones planteadas en el punto cuatro al dia siguiente de la sustentacion,
por lo que se adjunta el informe final corregido y aprobado por el jurado revisor.

Por lo expuesto, Sefiora Decana, informamos sobre la sustentacién de [a tesis INHIBICION DE
BACTERIAS FITOPATOGENAS (Erwinia carotovora subsp carotovora y Pseudomona cichorii)
A PARTIR DE EXTRACTOS POLIFENOLICOS DE CASCARAS DE CAMU CAMU Y
CARAMBOLA PARA LA AGRICULTURA ORGANICA presentitialpasissibathiiisies) Noacir

Walter Naupari Salinas y Michae! Luis Flores Fabian para losHffe BerfHEa5E: GENERAL
Sin otra o particular 5o despide: EL SECRETARJO GENERAL DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
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Atentamente

Blgo. Garlos Tome Ramos 0, UNIVERSIDAD NAGIORIL DEL CALLAL
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizé en los laboratorios de la Facultad de
Ingenieria Ambiental y de RR.NN y de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional de!
Callao, con el objetivo de evaluar la inhibicién del crecimiento bacteriano de Erwinia
carotovora subsp carotovora y Pseudomona cichorii producida por las concentraciones de
los extractos polifendlicos de cascaras de Myrciaria dubia (camu camu) y Averrhoa
carambola (carambola). '

Para la obtencion de los extractos polifendlicos se utilizé el pulverizado de las cascaras
secas de los frutos de Myrciaria dubia (camu camu) y Averrhoa carambola (carambola), los
que fueron macerados durante 3 dias utilizando como solventes acetona, etanol y
cloroformo, seguidamente filtrados y concentrados en el rotavapor a presion reducida a
una temperatura no mayor a 60°C a fin de retirar los solventes y obtener el extracto bruto
de cada fruto. Luego se concenfraton los extractos polifenolicos: 10%, 30% y 50% para
evaluar su efecto sobre las cepas en estudio.

Seguidamente se determind el efecto inhibitorio utilizando la técnica de Kirby-Bauer, la que
permite medir la susceptibilidad de los microorganismos fitopatégenos seleccionados. En el
procedimiento se hace uso de discos de papel filtro (6mm) sobre el medio de cultivo en
cada placa impregnada con las diferentes concentraciones de los éxtractos polifendlicos.
Se efectuaron tres repeticiones por cada tratamiento. Finalmente se incub6 a 30 °C por

72hrs. Para la lectura se considero el diametro de los halos de inhibicién antibacteriano.

En la lectura de los resultados se observé que al incrementar fa concentracion del extracto
aumentaba el diametro del halo de inhibicién; concluyendo que el extracto de Myrciaria
dubia (camu camu) y Averrhoa carambola (carambola), ejerce un efecto inhibitorio
significativo sobre el crecimiento de las bacterias Erwinia carotovora subsp carotovora y
Pseudomona cichorii a las concentraciones evaluadas.

Palabras claves: Extracto Polifenélico, antibacteriano, inhibicién, Kirby-Bauer.
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ABSTRACT

The present work was carried out in the laboratories of the Faculty of Environmental
Engineering and of RR.NN and of Chemical Engineering of the National University of
Callao, with the objective of evaluating the inhibition of the bacterial growth of Erwinia
carotovora subsp carofovora and Pseudomona cichorii produced by the concentrations of
the polyphenolic extracts of shells of Myrciaria dubia (camu camu) and Averrhoa carambola
(carambola). '

In order to obtain the polyphenolic extracts, the dry shells of the fruits of Myrciaria dubia
(camu camu) and Averrhoa carambola (carambola) were used, which were mécerated for 3
days using as acetone, ethanol and chloroform solvents, then filtered And concentrated on
the rotary evaporator under reduced préssure at a temperature not higher than 60 ° C in
order to remove the solvents and cobtain the crude extract of each fruit. The polyphenolic
extracts were then concentrated: 10%, 30% and 50% to evaluate their effect on the strains

under study.

The inhibitory effect was then determined using the Kirby-Bauer technique, which allows
measuring the susceptibility of selected phytopathogenic microorganisms. In the process,
filter paper disks (6mm) are used on the culture medium in each plate impregnated with the
different concentrations of the polyphenolic extracts. Three replicates were performed for
each treatment. It was finally incubated at 30 ° C for 72hrs. For reading, the diameter of the
halos of antibacterial inhibition was considered.

In the results it was observed that increasing the concentration of the extract increased the
diameter of the inhibition halo; Concluding that the extract of Myrciaria dubia (camu camuy}
and Averrhoa carambola (carambola), exerts a significant inhibitory effect on the growth of
the bacteria Erwinia carotovora subsp carotovora and Pseudomona cichorii at the evaluated
concentrations
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INTRODUCCION

El uso de productos quimicos para el control de enfermedades agricolas es una
practica comun, ampliamente utilizada en diversos cultivos, hasta la aparicion de
productos organicos que considera el equilibrio entre el ambiente, la produccion y el
hombre, lo que implica una accién especifica sobre el objetivo, y bajo perjuicio a
organismos circundantes (5'Molina, 2001).

En este sentido, 9Stefanova. M y Otros (2005), y demas autores, sugieren la
necesidad de desarrollar, un nuevo concepto de proteccidn de cuitivos mediante
productos a base de plantas, encontrandose mas de 2 100 especies de plantas con
utilidad en el control de diferentes plagas; sin embargo, un bajo porcentaje de ellas
tenfa utilidad en el control de bacterias.

Desde el punto de vista cientifico la informacion referente es escasa, debido
principalmente a que los cambios son menos evidentes y por lo tanto mas dificiles de
estudiar. Sin embargo a nivel nacional es importante resaltar los trabajos realizados
por 5"Maria del Pliar Gauque, Castafio. J y Gomez. M (2010), donde se evalud la
actividad antibactericida y antihelmintica de extractos de Ambrosia peruviana
(Alcanfor) sobre Artemia salina concluyendo que los metabolitos secundarios serian
los principales responsables de la actividad citotéxica de Ambrosia peruviana
(Alcanfor). De la misma manera "3Puente. | y Otros (2003), estudiaron los extractos
de ciertos vegetales tales como el Allium sativum (Ajo) y Equisetum arvense (Cola
de Caballo) concluyendo su eficiencia para el control de enfermedades fungosas y

bacteriales.

La alternativa de usar extractos vegetales para el control antimicrobiano representa
un nuevo hallazgo que puede ser usado en modelos de producciéon organica, para
conservar el crecimiento en los diversos vegetales, obtiendo importantes resultados,
y a su vez considerando diferentes factores del medio que puedan alterar la relacion
con los microorganismos generando efectos que desfavorecen el control (85Ruiz. F,
Betancourt. G, 2014). Por esta razén el estudio permitira otorgar un destino util a los
extractos vegetales de cascaras de Myrciaria dubia (camu camu) y Averrhoa
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carambola (carambola) como una opcion sana, contribuyendo a la busqueda de la

conservacion del equilibrio ecolégico y disminucion del impacto en el ambiente.

En relacién con este Ultimo se pretende atender la necesidad de los agricultores
utilizando estos extractos en reemplazo de broductos guimicos, demostrando su
capacidad de presentar actividad frente a organismos que generen dafios en los
cultivos causantes de pudriciones, tizones, agallas y marchitamientos en plantas
cultivadas (*Agrios, 2005), ademdas son biodegradables y no generan toxicidad al
hombre.

Ademas, (*°*Koduru y ofros, 2006; '®Viveros y otros, 2006; 2°Rodriguez y Sanabria,
2005; 585*Maselli y otros, 2008, 2008; 7'Pino y otros, 2008; 3Bricefio y otros, 2012),
establecen que la mayor ventaja de la utilizacion de los extractos vegetales para el
productor es que no necesitarian comprar productos quimicos, si hay un producto
natural con el mismo efecto.

En el marco de la teoria cientifica, la investigacion se realizo a traves de una serie de
pruebas de sensibilidad, utilizando una metodologia adecuada y complementando
con la téchica de difusién en disco para medir la efectividad de inhibicién de los
extractos pélifenélicos. Encontrandose algunas limitaciones, como el uso de algunos

equipos e instrumentos.

De todo esto se desprende el verdadero propésito de este estudio, el cual es evaluar
la efectividad de los extractos polifendlicos de cascaras de Myrciaria dubia (camu
camu) y Averrhoa carambola (carambola) como agentes inhibidores de bacterias

fitopatbgenas (Erwinia carotovora subsp carotovora y Pseudomona cichorii) .

13



CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1.1. ldentificacién del problema
1

Las enfermedades en las plantas han llegado .a‘se'r d_e_ gran importancia en la
agricultura mundial por Iag grandes pérdidas' que ."ocasiona'n al disﬁ‘uinuir tanto la
cantidad como la calidad del producto cosechado y, por é‘ndé, su valor comercial.
Las pé‘rdidas pueden ser severas en zbnas tropi'calqs-ccémo "subtropicales. (%3Toledo,
2004). - '

Las bacterias en contacto Lcon la planta involucran un proceso de deterioro vegetal
que contribuye a la invasién final. Entre los factores ‘ambientales tenemos por
~ ejemplo los de mayor influencia como: el pH, humédad y la conductividad eléctrica
los cuales inﬂuyén tanto en la virulencia como la patogenicidad. Es asi que la
virulencia permite que las bacterias invadan vy colonicen rapidamente la planta,
limitando asi su crecimiento, no obstante la patogenicidad 'és la capacidad de
producir la enfermedad ocasionando desde manchas, mosaicos 0 pustulas en hojas
y frutos, 0 podredumbres malolientes de tubérculos, hasta I_a'ml{erte de las plantas
("°2Viidaver y Lambrecht, 2004).

Entre los principales géneros de bacterias fitopatdgenas que pudieran afectar el
fruto, raiz y tallo de Ias plantas horticolas son Erwinia, Clavibacter, Curtobacterium y

Xanthomonas (%Ventura, 2007).

Por su parte, Manuel Garcla y Merino en 1878 publicaba el primer libro de
Fitopatologia Peruana, titulado “Las Epidemias de las Plantas en la Costa del Perd”,
donde describia diversas anormalias observadas en su mayoria causadas por las
variaciones climaticas. Mas tarde se identificaron especies bacterianas (como:
Burkholderia glumae, Bolrytis cinérea, Alternaria sp, Agrobacterium Spp,
Peronospora farinosa, etc.) que ocasionan diversas enfermedades (como: Pierna
negra o pudricién blanda, Pudricién parda o Botrytis , Afublo bacterial del arroz,
Agalla de la corona, MILDIU ‘0 afiublo velloso, Mancha foliar, etc.) a cuitivos de
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importancia agricola en el Pert (papa, quinua, cafiihua, arandano, arroz, olluco, oca,

mashua, maca, arracacha, lechuga, tomate, melocotdn, etc.).

Asi mismo la aplicacion excesiva e indiscriminada de bactericidas para el control de
enfermedades agricolas ha ocasionado un sin numero de problemas de resistencia,
afectacion del ambiente y graves complicaciones a la salud humana. Ademas de que

elevan los costos de produccién.

Por oftra parte el Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA) utiliza la
sintomatologia de la planta para diagnosticar que un cultivo se encuentra afectado

por bacterias fitopatégenas.

Finalmente en la actualidad se tiene la necesidad de desarroliar nuevos métodos de
- control de enfermedades, que tengan la capacidad de disminuir los danos
ocasionados por los fitopatdgenos, pero sin producir efectos adversos a las plantas,

humanos y la produccién.

Esto, gracias a ia utilizaciéon de los metabolitos secundarios desarrollados a traves
del proceso evolutivo de las plantas, permitiendo la no aplicacion de compuestos
quimicos hasta la eliminacion de efectos adversos debido a su rapida

biodegradabilidad aplicadas en el campo.
1.2. Formulacién del problema

Problema General

iSe producird inhibicién del crecimiento bacteriano de Erwinia carotovora subsp
carotovora y Pseudomona cichorii por las concentraciones de los extractos
polifendlicos de cascaras de Myrciaria dubia (camu camu) y Averrhoa carambola

(carambola)?.
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1.3. Objetivos de la investigacién

Objetivo General

Evaluar la inhibicion del crecimiento bacteriano de Emwinia carotovora subsp
carotovora y Pseudomona cichorii producida por las concentraciones de los
extractos polifendlicos de cascaras de Myrciaria dub'ia'(camuA camu} y Averrhoa
carambola (carambola) para la agricultura organica.

Objetivos Especificos

¢ Determinar la concentracién del extracto polifendlico de cascaras de
Myrciaria dubia (camu camu), para inhibir el crecimiento de Erwinia carotovora
subsp carotovora y Pseudomona cichorii.

e Determinar la  concentracién del extracto polifendlico de cascaras de
Averrhoa carambola (carambola), para inhibir el crecimiento de Erwinia
carotovora subsp carotovora y Pseudomona cichotii.

» Elaborar extractos polifendlicos de cascaras de Myrciaria dubia (camu camu)
y Averrhoa carambola (carambola) que seran utilizados como alternativa para
la agricultura organica, garantizando la sustentabilidad del suelo y seguridad
ambiental.

1.4. Justificacidén

1.4.1 Justificacién Tedrica

El proyecto surge debido a que en la actualidad la tendencia mundial ha observado
que productos de origen natural trae consigo nuevas formas de soluciones para el
control de enfermedades causadas por bacterias fitopatégenas. Una relevante
solucion es detectar y estudiar plantas que tengan un potencial de uso como
bactericidas naturales, debido a los metabolitos secundarios que biosintetizan y que
tienen un efecto bactericida,. tratando con ello de que en un futuro se puedan
generar productos organicos derivados de la misma para el contro! de enfermedades

agricolas.
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En bUsqueda de un producto organico e innovador que inhiba el crecimiento de
bacterias fitopatdgenas a conllevado a desarrollar el presente trabajo, donde se
utilizara cascaras de Myrciaria dubia (camu camu) y Averrhoa carambola

(carambola), por presentar una gran fuente de polifenoles (°Rincén y Otros, 2005).

De acuerdo con (**Guevara y otros, 2000; %Maselli y otros, 2008), la utilizacién de
los éxtractos vegetales para el control de enfermedadés en las plantas representa
una alternativa para el manejo integrado de los cultivos, debido a su bajo costo y el
menor impacto sobre el ambiente y los alimentos. En algunos estudios como el de
2FAQ, 2002 no se reconocen bactericidas eficaces. '

Por lo cual ef uso de bactericidas organicos es un acercamiento promisorio que
puede proveer una solucién en el sector agrario en el que actuaimente 'se utilizan
agroquimicos o fungicidas. '

Los resultados de esta investigacion permitiran a sectores ag‘rarios, utilizar nuevas
estrategias amigablés al ambiente frente a la problematica causados por bacterias
fitopatogenas. '
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del estudio
Se encontrdé el estudio realizado por 2°Cortes, J. (2008) titulado "Evaluacién del
efeclo de extractos efandlicos de prépolis sobre ef control de Alternaria solani en
cultivo ecolégico de tomate, (Solanum lycopersicum.)”, donde concluye que a
maceracién alcohdlica (etanol 96% (v/v)) de prépolis bruto presenta actividad
fungicida frente a Alternaria solani, tanto en condiciones de campo sobre el cultivo
de tomate, como en condiciones in vifro. En resumen para la presente investigacion
se rescata la utilizacion de extractos vegetales como alternativa eficaz contra plagas

y enfermedades fitopatogenas.

A su vez, %0sorio, E. (2007), en su trabajo: “Actividad Antifingica y Antibacteriana
de Extractos Polifenolicos Contra Microorganismos Fitopatogenos”, concluye que la
especie gobernadora fue la que obtuvo mayor inhibicién sobre Rhizoctonia solani,
asi como también fue el extracto de gobernadora que mas inhibié el crecimiento de
bacterias fitopatdgenas: Pseudomonas cichorii y Xanthomonas axanopodis pv.
Vesicatoria. En sintesis el trabajo realizado por el autor servird de guia para la
presente investigacion considerando la efectividad antifingica y antibacteriana de las
céascaras de las especies vegetales extrayendo fracciones de cada una con distintos
solventes y sobre todo resaltar que a mayor concentracion es mayor la inhibicion.

Otra investigacion es la realizada por *Gaspar, J. (2008), titulada: "Actividad
antimicrobiana de extractos de orégano (Lippia graveolens) contra microorganismos
fitopatégenos”, cuyo objetivo fue evaluar in vitro la actividad anti microbiana de los
diferentes extractos de Lippia graveolens en diferentes concentraciones en cultivo de
jitomate bajo invernadero. Concluyendo que el extracto de orégano mostrdé una
mayor efectividad, como agentes de control pudiéndose minimizar pérdidas
ocasionadas por diversas enfermedades en cultivos de importancia. En suma para
nuestra investigacién se tomo uno de los criterios utilizados por el autor, el cual

busca comprender si realmente los metabolitos secundarios contenidos en algunas
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especies vegetales inhiben el crecimiento y desarrollo de microorganismos

fitopatogenos y asu vez, ser usados como sustitutos de fungicidas quimicos.

Finalmente estas posturas coinciden con las ideas que se aspiran al plantear una
alternativa para el manejo de la agricultura moderna que garantice sustentabilidad,
seguridad ambiental y calidad en productos. Siendo lo ideal reemplazar
agroqLu'micos por bactericidas organicos. -

2.2. Marco tedrico
2.2.1. Produccién Nacional de las Especies Vegetales
¢ Produccion Nacional de Myrciaria dubia (camu camu).

En la Amazonia existe uh potencial de 281 094 hectareas aptas para .instalar
plantaciones de Myrciaria dubia (camu camu) (Direccion General de Produccién
Agraria-DGPA, 2000). Del total 227 hectareas estan en produccion, con niveles de
rendimiento diferentes, que contribuyen al rendimiento promedio de 1.27 tn/ha.
En ese mismo sentido la regién Ucayali existen 547 hectareas de Myrciaria dubia
(camu camu) en diferentes estados de crecimiento y desarrollo, de las cuales 423.1
corresponde a los pequefos productores de las areas inundables de Pucalipa y
Yarinacocha (**Lépez, 2006).

« Produccion Nacional de Averrhoa carambola (carambola).

En nuestro pais, los frutos de Averrhoa carambola (carambola) se desarrollan en
zonas subtropicales, cuyo consumo y comercializacién no son difundidos. Ademas
se dispone de poca documentacién cientifica sobre su valor nutricional y medicinal.
Tal es el caso que Chanchamayo y Satipo (Junfn), Tingo Maria (Huanuco), iquitos
(Loreto) y Pucallpa son las principales zonas productoras.

Al respecto el Ing. William Daga Avalos (2014) especialista en frutales indicd que
segun datos ‘estadisticos del Ministerio de Agricultura y Riego, en el 2000 existian
100 hectdreas de dicho producto mientras que en 2012 se registraron 282
hectareas. |
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Un potencial problema que se presenta es el tiempo de maduracion fisiolégica, ya
que demora varios meses a partir de su plantaci6n.

En la siguiente tabla podemos observar la produccion a nivel nacional de fruta fresca
de Myrciaria dubia (camu camu) y Averrhoa carambola (carambola), que recoge
informacién para el periodo 2007 — 2014, donde se aprecia que ambas especies

tuvieron un crecimiento importante.

TABLA 2.1.
Produccion, segun principales productos, 2007- 2014 (miles de Tn)
' Afio Camu Camu | Carambola
2007 10.034 2.282
2008 8.803 2.193
2009 10.696 2.398
2010 10.108 2.614
2011 11.215 2.704
2012 10.646 3.122
2013 12.605 3.489
2014 12.318- 3.491

Fuente: Direcciones Regionales Agrarias - Direccidn de Informacion Agraria-MINAGRI

2.2.2. Uso de las especies vegetales
o Mpyrciaria dubia (camu camu)

Segln estudios realizados por investigadores de IAP (Instituto de Investigacion de
la Amazonia Peruana, 2006)*? cuyos resultados indican que los pobladores del nor
oriente amazénico del Peru, utilizan en orden de importancia las siguientes partes de
la planta: fruto maduro, tallos, fruto verde, hojas, raiz y semillas. {"’Rengifo. E, 2009)
tradicionalmente coﬁ fines medicinales.

- Otro estudio "2Pinedo M. y Armas M. (2007). Lograron obtener testimonio mediante
encuestas de productores y consumidores los cuales le dan un uso terapéutico
manifestando una amplia variedad de aplicaciones, habiéndose citado 36
enfermedades que son tratadas con Myrciaria dubia (camu camu). También nos
menciona sobre su uso en la artesanta, al utilizar tanto los frutos como la corteza
para tefir fibras.
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En efecto la industria farmacéutica luego de un proceso de liofilizacion, utiliza la
pulpa de Myrciaria dubia (camu camu) para elaborar pastillas y capsulas como
fuente natural de vitamina C, asi como también elaboracién de cremas para ia piel y

ademas jabones de tocador.

Segtin 2FAO, 2002. El contenido de vitama C en 100g de fruta fresca de Myrciaria
dubia (camu camu) fue 2400 mg, seguido por la Malpighia emarginata. (acerola) .
(2100 mg), luego Psidium guajava (guayaba) (183 mg), Citrus sinensis (naranja) (54
mg) y finalmente Citrus aurantifolia (limén) (53 mg).

Para concluir es la pulpa del fruto maduro del Myrciaria dubia (camu camu) que se
consume o utiliza como ingrediente al alcance del poblador rural para preparar

refrescos, néctar, helados, mermeladas, etc.

» Averrhoa carambola (carambola)
La Averrhoa carambola (ca.rambola) es una fruta con buenas caracteristicas
organolépticas (sabor, aroma, color). Esta se puede utilizar para la fabricacion de
productos a partir de ella o para su consumo directo. Se puede utilizar para:

- Para la preparacién y decoracion de todo tipo de platos dulces y salados.
- En la fabricaciébn de mermeladas, jugos, néctar, vinos, productos de

fermentacion alcohdlica, entre otros.

Ofros usos de la Averrhoa carambola (carambola) van generalmente desde las
raices, hojas hasta las flores o inclusive las semillas. Asimismo en la medicina
tradicional las raices junto con azlcar son considerados como antidoto para el
veneno, las frutas y hojas hervidas se utilizan como bebida para superar vomitos, las
flores se dan como vermifugo, y finalmente las semillas en polvo sirven como un

sedante en casos de asma y colicos. (¥Singhal. G y Otros, 2012).
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"En relacién con esto ultimo también se han presentado otros usos medicinales de
esta pianta. Por ejemplo, (%%Pérez & Vézquez,“ 2004) encontraron que en la India
esta planta se usa para tratar las hemorragias, hemorroides, fiebre e infecciones en

los ojos; mientras que en Brasil se emplea para el vomito 0 como diurético.

2.2.3. Caracteristicas Generales de las especies vegetales

o Clasificacion Taxonémica de Myrciaria dubia (camu camu)

TABLA 2.2.
Clasificacién Taxonémica de Myrciaria dubia (camu camu).
| Reino . Plantae
.| Divisién Magnoliophyta ,
| Clase i  Magnoliopsida
Orden 1 Myrtales
Familia Myrtaceae
Género Myrciaria
:Especie | dubia (Kunth) MC Vaugh

« Caracteristicas botanicas

%

t

Figura 1. Planta de Myrciaria dubia (camu éam,u)-

Fuente: Tomado de {Frutas Amazénicas, Astrid Gltsche)

Myrciaria dubia (camu camu) es un arbusto de hasta 3 m de altura, §:|ue crece
comunmente en la orilla de las quebradas y cochas de la cuenca amazénica. La
planta cuenta con ramas lisas, hojas puntiagudas o elipticas, 5 - 9x 2.5 - 4 cm, apice
agudo, base ;:uneada, lisas en ambas caras, Vena media plana en el haz, venas

secundarias humerosas, mas 0 menos cladodromas, conspicuamente oblicuas a la
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vena media, ligeramente planas o inmersas en el envés, inflorescencias axilares, en
grupos de racimos cortos, bracteas y bractéolas persistentes; flores lisas; pétalos

blancos.

Sus frutos son bayas globulares de 2-3 ¢cm de diametro, pesan 2 a 20g, tienen de
una a cuatro semillas por fruto y de 50 a 55% de pulpa blanca con una brillante piel
delgada, que va del rosa al rojo intenso o incluso purpura oscuro cuando esta
completamente madura. Habita en planicie inundable (de hasta 4 o 5 meses); sus
frutos son comestibles (32Rodrigues. R y Otros, 2006).

Se conoce localmente como “camu-camu” en Peri o “cacari’ en Brasil.

s Distribucién
Una notable concentraciéon de ta diversidad de esta especie fue observada en la
Amazonia peruana y brasilefia; algunos informes revelan la existencia de
poblaciones naturales en la Amazonia colombiana (rio Putumayo e Inirida) y en

Venezuela (rios Orinoco, Caciqueare, Oreda, Pargueni y Caura).

En el Peri ha sido reportado en las cuencas de los rios Nanay, Napo, Ucayali,
Marafén, Tigre, Tapiche, Yarapa, Tahuayo, Pintuyacu, Itaya, Ampiyacu, Maniti,
Oroza, Putumayo, Yavari y Curaray, todas ubicadas en el Departamento de Loreto.
Hacia el sur de Loreto, en la region de Ucayali.

En nuestro pais se esta promoviendo su cultivo para la exportaciéon financiado por
proyectos de instituciones publicas y privadas (8Penn. J, 2006)

De hecho, mas del 90% de Myrciaria dubia (camu camu} esta destinado a Japon,
EE.UU. o los Paises Bajos, seguido de diferentes paises de Europa y, en menor
medida, Canada.

En efecto por su sabor agridulce es muy apreciado en varios departamentos del
Perll, donde se usa para hacer refrescos, helados y licores caseros. La gran mayoria

de los frutos de Myrciaria dubia (camu camu) que abastecen el creciente mercado es
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cosechado en poblaciones naturales, presentando dificultades de post cosecha,
debido a que el fruto madura rapido y requiere refrigeracion para su traslado a los

centros industriales.

+ Polifenoles en Myrciaria dubia (camu camu)

En primer lugar el interés sobre los polifenoles en plantas sé ha enfocado por su
gran potencial en beneficio de la salud humana, con particular referencia a los
polifenoles de frutas y vegetales (**Contreras y otros, 2010; *3Lopera y otros, 2013)

Informes revelan que el consumo de frutas en general, contiene un alto contenido de
compuestos bioactivos comunes como la vitamina C, polifenoles, B-caroteno y

licopeno.

En la siguiente tabla se observa la gran cantidad de polifenoles presentes en el
Myrciaria dubia (camu camu) ('6Chirinos., ¥Gongalves., 8Rufino., ®Myoda, 2010);
provocando una iniciativa a nivel mundial por el uso de ﬁtoquimicos naturales como

antioxidantes e ingredientes funcionales.

TABLA 2.3.
Polifenoles Individuales del fruto Myrciaria dubia (camu camu)
Flavanoles CT B o T i B T
Catequina (mg/100g peso fresco) 22
"Flavonoles T T
Quercetina (mg/100g peso en seco) 42
Rutina (mg/100g peso fresco} 4
Kaempferal (mg/100g peso en seco) 21
[ Flavanonas — . _ . _
Naringenina {mgf/100g peso fresco) - 6.9
Eriodictiol (mg/100g peso fresco) . 0.6
| Antocianinas T T '
Delfinidina-3-glucésido (%) 42
Cianidina-3-glucésido (%) _ - 895
Acido elagico libre (mg/100g peso en seco) _ 16
Acido eldgico total {mg/100g peso en seco) 490
Contenido de fenoles totales en frutos frescos de camu camu (mg acido galico/100g) ' 1176
Contenido de fencles totales en frutos secos de camu camu {mg acido galico/100g) 1161
Contenido de fenoles totales en las semillas (mg acido galico/100g) 369
Contenido de fenoles totales en la cascara (mg acido gélico/100g) 203

Fuente de: Chirinos y otros, 2010; Gongalves y otros, 2010; Rufino y otros, 2010; Myoda y otros, 2010).
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Estudios realizados por 35Genovese; Pinto; Gongalves & Lajolo, (2008); 34Rufino y
otros, 2010; SAkter y otros, 2011; 3°Fujita y otros, 2013; revelan que los residuos de
Myrciaria dubia (camu camu) fresca es una fuente vitamina C y por ende de
polifenoles.

Cabe agregar que dentro de los polifenoles encontramos; los flavonoides, acidos
fendlicos, taninos hidrolizables, estilbenos y lignanos (2'D'Archivio y Otros, 2007).
Muy recientemente, el grupo de investigacion de Pert. (*®Chirinos y Otros, 2010)
informé que los contenidos polifendlicos en las frutas del Myrciaria dubia (camu

camu) dependera de los estados de madurez.

En ese mismo sentido, un grupo de investigacion japonés 5°Myoda (2010); y otros
autores como ¥Genovese; Pinto; Gongalves, & Lajolo (2008), 22De Souza; 84Rufino y
otros (2010) encontraron que el contenido de polifenoles de Myrciaria dubia (camu
camu) en semilla, cascara y fruto fue mucho mayor que las de otras frutas tales
como Malpighia emarginata (acerola), Ananas comosus (pifia) y Passiflora edulis

(maracuya o llamada también fruta de la pasién).

En marco a lo anterior descrito ®Reynertoson y Otros, (2008) encontré que el
Myrciaria dubia (camu camu) en polvo tuvo mucho mayor contenido de polifenoles

que la de otras frutas como Myrciaria vexato (uva azul), Myrciaria cauliflora

{guapuru).

Otros estudios mostraron que el Myrciaria dubia (camu camu) exhibié diez veces
mas alto contenido de polifencles que los de Duckesia verrucosa {uxi) (*’Gongalves
y Otros, 2010). Estos grupos de investigacion también encontraron una correlacion

positiva entre la capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles. '

» Clasificacion Taxonomica de Averrhoa carambola (carambola)
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TABLA 2.4,
Clasificacion Taxonémica de Averrhoa carambola (carambola)

| Reino. ) Plantae

| Division Magnoliophyta -

 Clase . ‘Magnoliopsida ;
Orden ~ Oxalidales
Familia Oxalidaceae "

| Género ; Averrhoa -

| Especie | carambola = -

¢ Caracteristicas botanicas 1

Figura 2. Planta de Averrhoa ¢arambola‘(carambola)

kil

Fuente: Tomado del Instituto Canario de Investigaciones Agrarias, Modesto P, 2013

Averrhoa carambola (carambola) es una fruta tropical Unica de- la familia
Oxalidaceae; una plrar'lta de crecimienfo lento, relativamente pequefia y raramente
excede'l.os 8 metros, tiene hojas compuestas de color verde claro brillante en la
parte superior y opaco en la parte inferior ((Andrade & Martins, 2007).

Los frutos son elipsoidales u ov:oides con'§ costillas o prominencias longitudinales;
en corte transversal aparecen como una estrella de 5 picos. A cada costilla o
prominencia corresponde un loculo con dos semillas planas. Miden de 6 a 12 cm de
largo por 3 a 6 cm de ancho. | '

El epicarpio es amarillo, duro y brillante; el mesocarpio amarilio carnoso y acidulo
(%Vasconcelos, Araujo, Silva & Conde, 2005; 2°De Souza, Raga & Zucchi, 2000).
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Se conoce como: carambolo (Colombia), lima de cayena (Brasil), arbol de pepino
(México), yangt o duraznero extranjero (China), starfruit (Estados Unidos), kamrakh
(India), babingbing (Filipinas), tamarindo chino, tiriguro, entre otros (*Janick y Paull,
2008; 4'Hii y Ogugo, 2014).

e Distribucion
La Averrhoa carambola (carambola), fue introducida en América a fines del siglo
XVIIl. En Peru asi como en otros paises (Taiwan, Malasia, China, India, Filipinas,
Australia, India, Israel, Brasil, Guyana, y los EE.UU) se consumen principalmente, a

excepcion de las carambolas de alta calidad cultivados en Malasia que se exportan a
Europa.

Por otra parte los investigadores sostuvieron que la ruta de la Averrhoa carambola
(carambola) en Peru fue generalmente por la Amazonia, gracias a viajeros de Brasil,
extendiéndose después a los departamentos de Huanuco, Madre de Dios y el

Cuzco.

Esta planta ampliamente cultivada en la Selva peruana, es originaria de Sri Lanka
(Asia), probablemente Indonesia y Malasia, pero, crece facimente en climas
tropicales (%Vasconcelos, Araujo, Silva & Conde, 2005; 2*De Souza, Raga & Zucchi,
2000: %7vVasconcelos, Gondim, Cruz, Mafra & Silva, 2008).

La pulpa es jugosa de agradable fragancia y en las variedades mas dulces poseen
un sabor vivo, ligeramente subacido. La forma de estrella Gnica y rica en color
dorado es un sustituto del cual se puede preparar hebidas refrescantes, procesar
mermeladas, jaleas, gelatinas, conservas (*®Singhal. G y Otros, 2012),
proporcionando un considerable potencial de mercado. C

Su distribucién se ve afectada por la deficiente informacion que se tiene sobre su
estacionalidad, asi como también no se mantiene una cadena de control durante su

almacenamiento, en general, son por factores externos como su recoleccién en un
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momento inadecuado del proceso de maduracion, por excesos de lluvias, sequias y
por pérdidas de peso, producto de la evaporacion de agua, que dependera mucho
de la temperatura y humedad circulante al fruto ('8Castilla. N, 2007). Un ejemplo es
el fracaso en su exportacién en estado fresco en el pais vecino de Ecuador, debido a
su corta vida en repisas y sensibilidad a daros por frio.-

No obstante se encuentra algunas ventajas, como la demanda en los mercados de
Lima, donde se encuentran durante todo el afio, y también se utiliza mucho como
sustituto de!l limén o maiz morado mayormente en los meses de verano provocando

su alza en el precio.

¢ Polifenoles en Averrhoa carambola (carambola)

Hay varios miles de polifenoles que han sido identificados en las plantas superiores
entre las cuales varias centenas estan presentes en plantas comestibles (**Manach
y Otros, 2004). ‘

Es una fuente potencial de polifendlicos, tales como flavonoides, saponinas, y
taninos (PAvinash y otros., 3¥Gheewala y otros, 2012) y potencial antioxidante
(2Leong & Shui, 2002; ¥Shui y otros, 2004; “‘Isabelle y otros, 2010; 3Shofian y
otros, 2011).

TABLA 2.5.
Composicién de la Averrhoa carambola (carambola) en base a 100g de la parte
comestible.
~ Componentes mayores (9) Minerales {(mg) Vitaminas (mg) '
Agua 90 | Caicio 5| Caroteno (A} 90
Proteinas . 0.5 |Fosforo 18 | Tiamina (B) 0.04]
Grasas 0.3 [Hiemo 0.4 | Rivoflavina (B} 0.02
Carbohidratos 9 Niacina (B) 03
Fibra 0.6 Ac. Ascorbico (C) : 35
Ceniza 0.4 . '

Fuente: Cafiizares. A y Otros, 2012V

Segun (*®Khattak, Simpson, & Ihasnullah, 2008); (3*Ndhlala y otros, 2008;) dentro de
su analisis utilizé metanol como solvente extractor demostrando actividades

antioxidantes potencialmente alta.
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Por otra parte estudios sobre fitoquimica de Averrhoa carambola (carambola) son
limitadas (*3Gheewala y otros, 2012; 87.8Shui & Leong, (2004, 2008)).

Segun "Bala y otros, 2010; “Jones & Vogt, 2001; describieron que los polifenoles
son metabolitos secundarios presentes en frutas como la Averrhoa carambola
(carambola) y verduras, protegiendose de la degradacion celular y estrés.

Segun 22Das (2012) demostrd que Averrhoa carambola (carambola) fruta madura
tiene menor cantidad de polifenoles en comparacion a etapas inmaduras obtenidos

de Bengala Occidental, India.

Otros estudios por 88Shui, L.P. y otros, 2006 (citado por Kuppusamy. S y otros,
2015%"); y ®0Qliveira. G, 2014; dentro de su andlisis identificaron el contenido de
polifenoles en residuo de |a pulpa fresca y seca de Averrhoa carambola (carambola).

La siguiente tabla presenta el resumen de los compuestos en extractos de Averrhoa
carambola (carambola).

TABLA 2.6.
Tamizaje fitoquimico de A. carambola extractos frutales

_.Eito'quimicbsjgﬁru'ebas‘_]‘EEir?T:tB}é'é’Gb"é‘d‘_l \Extractojenietano Ii]
Alcaloides Prueba de Wagner - -
Acidos Fénolicos Prueba de cloruro férrico + +
Flavonoides Prueba de reactivo alcalino + +
Saponinas Prueba de saponificacién - +
Terpenoides Prueba de Salkowski + +
Glucésidos cardiacos Keller-Prueba del Killani + +
Chalconas Prueba de hidréxido - -
aménico

+ = presente; - = ausente
Fuente: "Khanam. Z y Otros, 2015

2.2.4. Agricultura y el control de plagas y enfermedades

+ Agricultura .
Segun 27FAQ, 2012: “La modernizacién de la agricultura en latinoamerica ha tenido
un caracter desigual e incompleto, como consecuencia de las restricciones de la

politica macroeconomica y los sesgos de la politica agricola y comercial, que en
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algunos casos han privilegiado a los sectores empresariales sobre la pequefia

agricultura”

Por otra parte %Vazquez (2007): Se refiere al concepto de agricultura como un
organismo, en la cual todas las partes que la componen (el suelo mineral, agua,
materia organica, microorganismos, insectos, plantas, animales y humanos),

interactuan para formar un todo coherente, es decir un sistema biolégico.

En este contexto, 83Rosas (2003), nos menciona a la agricultura organica como una
serie de practicas articuladas a una produccién agricola sostenible, en relacién con
el medioambiente, los recursos naturales, 1a biodiversidad y el cuidado de la vidayla
salud. Ademas, se corresponde con la restriccion de la utilizacién de insumos
externos como los plaguicidas y fertiizantes de sintesis quimica o semillas
transgénicas a cambio de realizar las practicas fitosanitarias y de produccion a partir
de procesos y controles naturales o biologicos para obtener producciones limpias, de
mayor calidad nutricional, inocuas que no generen problemas a la salud humana y

preserven el entorno o ecosistema.

Para el autor 53Montgomery (2007) uno de los factores que contribuyen a la
degradacién de los suelos, pérdida de una diversidad de cultivos y rotaciones de los
mismos a favor de monocultivos, es propiciado por el uso de insumos agroquimicos
y las fuerzas del mercado; ello incrementa cada vez mas las amenazas por plagas,
enfermedades y malezas, genera un circulo vicioso de uso creciente de sustancias

quimicas, destruyendo cada vez mas la biodiversidad y el ambiente.

En efecto esta situacion genera gran influencia de las corporaciones multinacionales
en la promociéon de la venta de agroquimicos y ahora de variedades transgénicés,
identificandolas como las principales barreras de la agricultura sostenible. En
consecuencia son una razéon importante para que el agriculfor to'me una c,le'cisién

contra la lucha de organismos fitopatégenos.
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+ Factores que condicionan la fitopatologia
El crecimiento de la poblacion mundial trajo un aumento de la cantidad de alimentos.
Pero al mismo tiempo empezaron a aparecer efectos negativos no calculados.
Para poder aumentar la productividad era necesaric insumos agricolas a gran
cantidad, para esto se utilizaba fertilizantes sintéticos afiadidos a los suelos, lo que

no se utilizaba apropiadamente causando dafios al suelo.

Por otro lado no se‘tenia conocimiento de précticas agroecolbgicas, por lo que se
recurria al monocultivo creando un aumento extraordinario de insectos-plagas y

enfermedades especializadas en esos cultivos.

a. Plagas
El estudio de cémo y por qué se originan las plagas es fundamental para
comprender su problematica y establecer las estrategias de su control; a pesar de
ello, son muy escasos los investigadores que han tratado de analizar el problema en
forma organica.
Cuando nos referimos a este término, el autor 3%Gdémez (2000), se refiere
inicialmente a la proliferacion de animales perjudiciales, generalmente insectos, que

periddicamente arrasaban con los cultivos y plantaciones.

De igual manera, otros autores se refieren a “plaga” como una poblacion de
animales fit6fagos que disminuye la produccién del cultivo, reduce el valor de la
cosecha o incrementa sus costos de produccion.

b. Enfermedades
Algunas enfermedades ocurren solamente en un cultivo. son hospederos
especificos; en otros casos otras enfermedades ocurren en distintas especies y
familias de plantas, pero, en todos los casos, el hospedero proporciona alimento al
patégeno.
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La intensidad de la enfermedad depende de la densidad del inéculo para la
infeccién. Por lo tanto, la respuesta para solucionar el procblema de la enfermedad
descansa en la presencia o ausencia de los residuos de cultivos, ya que esta es la

unica fuente de alimentos disponibles para el patégeno después de la cosecha.

Oftro factor que por lo general se presenta en la mayoria de enfermedades es a
través de semillas infectadas. No obstante, en dreas con residuos de cultivos
infestados, las semiltas del cultivo contribuyen a una pequefia parte del inéculo. Las

semillas pueden infestarse durante su desarrolio.

Por otra parte, 7“Quiroga (2012), nos comenta que el aumento de las
concentraciones de gases de efecto invernadero (GEIl), en consecuencia el
calentamiento global; genera condiciones propicias para el desarrollo de plagas y

enfermedades en el sector agricola

+ Métodos de control de plagas y enfermedades
La mayoria de las plagas y enfermedades tienen varios enemigos naturales
conocidos como agentes de control biologico utilizados en la agricuitura organica,
estos enemigos naturales se pueden clasificar en tres grandes grupos: parasitos,
depredadores y patdégenos (Alcazar, 2000).

Sin duda tenemos una amplia variedad de especies que contribuyen al control
biolégico, pero en esta investigacidon pondremos énfasis al cultivo de la Solanum
tuberosum (papa), el cual se encuentra afectado por “Gorgojo de los Andes’, y para
la Guia Técnica, Cusco 2013, sobre el Manejo Integrado de plagas una de las
alternativas son los insectos Coleopteros de la familia Carabidae. Asimismo para la
Lactuca sativa L. (lechuga) y otras hortalizas se ven afectados por pulgones,
cigarritas, mosca minadora, etc; sin embargo se utiliza por ejemplo en el Valle del
Mantaro parasitoides (Diaretiella rapae y Aphidius spp), predadores como las
mariquitas Eriopis spp; etc.
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Los depredadores son otros insectos o &caros que no causan dafo al cultivo pero
capturan y se alimentan de otras plagas. Difieren de los parasitoides porque atacan
a varias presas durante su vida. Algunos depredadores se alimentan indistintamente

de insectos dafiinos y benéficos

Ademas contamos con agentes entomopatégenos entre los que podemos
mencionar; bacterias, hongos, virus, nematodos y protozoos fundamentalmente.
Generalmente se caracteriza por su escasa toxicidad sobre otros organismos y por
su aptitud para la industria, es decir se cultivan, empacan y almacenan como un

insecticida convencional.

- Bacterias
Hasta el momento solo se conocen 3 especies de bacterias con posibilidad de
ejercer control sobre insectos. Bacillus thuringiensis, Bacillus sphericus, y Bacillus

popifliae. Sin embargo, estas especies presentan algunas subespecies.

- Hongos entomopatogenos

Aproximadamente el 80% de las enfermedades que se producen tienen como
agente causal a los hongos. A su vez la efectividad de los hongos es limitada debido
a que son dependientes de factores medioambientales que sblo por momentos les
pueden ser favorables. Dentro de los principales hongos entomopatogenos existen
varias especies de las clases Hyphomycetes (Beauveria, Metarhizium, verticillium,
Penicillium, etc), Zygomicetes (Entomophthora, erynia, entomophaga, etc.),
QOomycetes (Pythium, Tarichium, etc.).

- Protozoos
Existen especies con ciclos de vida muy complejos. Entre ellos los protozoos
patégenos de personas y otro de plantas o insectos. En el control de insectos no se
emplean mucho debido a esta falta de especificidad por parte de la mayoria de las

especies de protozoos.
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- Nematodos.
Atacan a distintos grupos de insectos. Precisan de un medio de cierta humedad para

su infeccion activa.

2.2.5. Extractos Vegetales y su uso agricola

Se definen como un concentrado obtenido por tratamiento de productos vegetales
con solventes apropiados, tales como agua, etanol o éter, de elementos solubles,
constituidos por una mezcla de principios activos y sustancias inertes que se
producen de la totalidad o de partes de una planta fresca o seca (%Ruiz &
Susumaga, 2000).

Es por ello que los extractos de origen vegetal juegan un papel importante en Ia'
agricultura, debido a que no perduran en el medio ambiente por su facil degradacion
y no son residuales; ademas al ser compuestos de origen natural no perjudican la
salud humana y al ambiente. (8°Ruiz. F, Betancourt.G, 2014).

Segun ®Molina (2001), el uso de extractos vegetales para el control de
enfermedades agricolas era una practica ancestral, ampliamente utilizada en
diversas culturas y regiones del planeta hasta la aparicién de los plaguicidas
sintéticos; en los Ultimos afios, en la busqueda de un equilibrio entre el ambiente, la
produccion y el hombre, se ha desarrollado un nuevo concepto de proteccion de
cultivos mediante productos, en cuyo disefio se considera: accion especifica sobre el
objetivo, bajo impacto o nulo en organismos circundantes que se encuentran en el
ambiente y cultivo. '

Investigaciones recientes (*'Stauffer y otros, 2000; #°Rodriguez y Sanabria, 2005;
5859Maselli y otros (2006, 2008); "'Pino y otros, 2008) sefialan que los extractos
vegetales puéden ser utilizados exitosamente en el control o inhibicion de bacterias y
hongos fitopatégenos, ademas pueden constituirse en una herramienta para integrar
a un manejo agroecologico del cultivo, sobre todo en pequefias extensiones de

terreno, como es el caso de las leguminosas y hortalizas.
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2.2.6. Descripcién de las Bacterias
Pseudomona cichorii
o Caracteristicas generales

Es un bastoncillo estrictamente aerobio, Gram-negativo, que mide 1.2 - 3.5 x 0.8 um
con multiples fiagelos polares. No esporulada.
‘Se encuentran normalmente en el suelo, puede tener un irhportante impacto
econdmico en la agricultura. La especie bacteriana, que originalmente fue aislado de
las plantas herbaceas Cichorium intybus y Cichorium endivia, perteneée al grupo de
homologia IRrNA. (3Garrity y Otros, 2005). |

Cabe agregar, que recientes avances taxondmicos, basado en procesos bioguimicos
y genotipicos, demostraron que la especie patogena de plantas, P. cichorii consta de
un racimo de grupos gendomicos estrechamente relacionados con la heterogeneidad

genética de la especie. (¥Trantas y Otros, 2013). :

En tal sentido la Pseudomona cichorii causa la enfermedad en una amplia gama de

verduras, plantas ornamentales con fiores, y follaje.

o Habitat
El patdgeno puede sobrevivir durante el invierno en hojas secas de lechugas
enfermas o tejidos, y asi como también en maleza. Puede infectar con facilidad a 10
— 30 °C con 6ptimo de 25 °C.

‘Como ya se ha aclarado la Pseudomona cichorii es un organismo presente en el
suelo; econtrandose tanto en suelos limpios como contaminados. Ademas ia
microbiota predominante se encuentra en la rizosfera y en la filosfera de plantas.
También se han encontrado en ambientes acuaticos, tanto de agua dulce como
aguas marinas.

La ubicuidad de las bacterias de este género y su capacidad para explotar una
amplia variedad de nutrientes refleja un sistema de adaptacion al medio ambiente

gue no encuentra comparacion en las bacterias de otros generos.
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lgualmente son capaces de procesar, integrar y reaccionar a una amplia variedad de
condiciones cambiantes en el ambiente, y muestran una alta capacidad de reaccién

a sefales fisicos quimicos y biolégicos.

+ Identificacion taxonémica segun la N.C.B.|

TABLA27.
Identificacion taxondmica de Pseudomona cichorii
Reino | Procaryote

Divisién | Proteobacteria

Clase | Gammaprotechacteria

I Orden Pseudomonadales

| Familia Pseudomonadaceae

Género | Pseudomonas

Especie | Pseudomona cichorii

N.C.B.| {National Center for Biotechnology Information)

« Perjuicios en la Agricultura
El microorganismo causante de la ltamada Bacteriosis de la Lechuga pertenece al
género: Pseudomona sp.; el grupo de Pseudomona “cichoril’, origina sintomas
primarios como manchas hidrépicas pequefias de color verde oscuro alrededor de
los estomas, de los pelos epidérmicos o de los hidatodos. En condiciones
ambientales desfavorables por ejemplo humedad relativa elevada, crecen
rdpidamente y colapsan formando lesiones grandes que se extienden siendo de
aspecto humedo hasta pardo oscuro, no obstante en condiciones secas
normalmente cesa la extension de las lesiones y pueden secarse y cambiar a una

coloracion mas clara.

Segun %Stefanova. M y Otros (2005); la especie Pseudomona cichorii, es un
polifago causante de manchas acuosas, que pueden conducir a una severa
pudricion foliar, y fue diagnosticada en pimiento, tomate, frijof, ajo, hibiscus, habas
limas, malanga e higuereta, caléndula, dalia, cedroy otros.
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En soja, el autor *®Yu (2012), Corea del Sur, observd sintomas inusuales, como
lesiones en un primer momento, manchas acuosas, y posteriormente se volvieron de
color marrén oscuro a negro, a menudo con anillos blancos concentricos y, a veces

rodeado por un halo de color amarillo brillante.

En plantas ornamentarles como “gerbera’ se forman anillos concéntricos en las
lesiones foliares; también hojas secas en plantulas de café y defoliaciéon de plantas
adultas.

Erwinia carotovora subsp carotovora
o Caracteristicas generales
Bacterias de género Erwinia sp, inicialmente fue denominado asi en honor de Erwin
Smith, presentan forma de bastones con extremos redondeados, con dimensiones
de 0.52a 1.0 X 1.0 a 3 um, no forman esporas, son gram negativas. Se desplazan por
medio de varios flagelos peritricos. Son las unicas fitopatbgenas anaerobias
facultativas (*Agrios, 2005). Miembro pectinolitico del género, desarrollan la

fermentacion, ademas utilizan una amplia gama de fuentes de carbono.

Su caracteristica principal que lo diferencia del resto de los miembros de su familia,
es la capacidad de producir grandes cantidades de enzimas pépticas responsables
de la maceracién del tejido parenguimatoso de algunas plantas (PCWDE, del ingles
plant cell wall degrading enzymes), por medio de un sistema de sefializacion quimica
autoinductora extracelular denominado quorum sensing, dependiente de Ia
concentracién de la poblacién bacteriana ('%Zhou Y y otros, 2008; *Toth 1.K., 2003).

e Habitat .
Segun %Toth LK., 2003; “Rahman M.M., 2012. Reportaron que la Erwinia
carotovora ssp.carotovora depende en gran medida a las condiciones ambientales,
pues se ha demostrado que las temperaturas cercanas a los 30°C favorecen el
incremento en la patogenicidad, y por otro lado la humedad debido a la saturacion
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dei suelo por el exceso de las fluvias o el riego que produce condiciones anaeroébicas

favorece el crecimiento de Ia_ bacteria.

A su vez se encuentra en zon‘as templadaé como de clima tropical. En consecuencia
los informes sobre su supervivencia son contradictorios, ya que en zonas templadas,
las bacterias pueden pasar el invierno sobre residuos vegetales y maleza, pero no se
ha observado que sobrevivan cuando el culti'vo entra en rotacién con cultivos no

hospedantes.

En ese mismo orden el patégeno se desarrolla en presencia de agua condensada
sobre el hospedero cultivado, y junto con temperaturas calurosas determinan la

" incidencia de la enfermedad ("pudricién blanda™) y la expresion de sintomas.

A modo de conclusion el patégeno puede ser diseminado en los campos por el agua
de irrigacion, insectos, lluvias y aerosoles llevados por el viento. En estas formas,

pueden alcanzar cultivos libres de patégenos.

« |dentificacion taxonémica segin la N.C.B.|

) TABLA 2.8.
Identificacion taxondmica de Erwinia carotovora subsp carotovora.
Reino | Procaryote

Divisién | Proteobacteria

i Clase | Gammaproteobacteria

Orden | Enterobacteriales

i Familia { Enterobacteriaceae

Género | Erwinia

| Especie | Erwinia carotovora

N.C Bl (National Center for Biolechnology information)

o Perjuicios en la Agricultura
Segun %2Stefanova. M y Otros (2005) nos mencionan que durante el periodo 1975-
1985 el género Erwinia carotovora subsp carotovora era el responsable de

podredumbres blandas en distintas especies vegetales, entre ellos el tomate,
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pimiento, cebolla maiz, girasol. Afectando a un amplio rango de plantas cultivadas y
ocasionando graves perdidas en la produccién.

De la misma manera 2°Franco y Otros (2004), menciona que la Erwinia carotovora
subsp carotovora causa pudricién blanda en los tejidos vegetales de la papa; con
severas pudriciones en condiciones favorables, tanto -en el campo como en el
almacen.

Segun *Garcia-Estrada y ofros, (2000), detectaron la presencia de Emwinia
carotovora subsp carotovora en plantas de chile Bell, la cual causaba dafos
estimados entre 10 y 60% en distintas areas de México. Las plantas se enfermaban
aproximadamente a los 40 dias de su plantacién. Los sintomas caracteristicos
‘iniciaron con una mancha acuosa en la base del téllo que provocaria un
marchitamiento general hasta la muerte de la planta afectada. Aislandose cepas

bacterianas de tallo y frutos.

En el estudio por #De Oliveira (2003), Erwinia carotovora subsp carotovora juntd a
Erwinia c. atroseptica, Erwinia c. chrysanthemi fueron encontradas en plantas de
patata que mostraban sintomas de pierna negra en 22 campos de 9 condados en el
Estado de Rio Grande de Soul, Brasil

En Chile una planta novedosa calas (Zantedeschia spp.) de colores ha presenciado
“pudricion blanda” en sus tallos, representando una seria amenaza y limitacion de su
expansion y exportacion. (*%Kunstmann, J.P., 2004)

Finalmente los cultivos con mas alto potencial de produccion en zonas tropicales de
Africa, Asia, Qceania y parte de la dieta diaria en América y Europa es la malanga
(C. esculenta Schoft), por su gran contenido de almidones :y valor 'nujtritivo,__nol
obstante presenta ia incidencia de pudricién blanda presentaﬁdo un problema :
potencial en el desarrollo de nuevos cultivos en paises como Mexico. (*°Solano,
2010). D | |
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2.2.7. Fitopatologia por accién bacteriana
El grave dafio que ocasiona las bacterias fitopatdgenas a los cultivos de mayor
demanda y aceptacion en nuestro pals como por ejemplo papa o lechuga fue
estudiado en 1920, por E.F. Smith, considerado como el padre de las bacterias
fitopatbgenas, en su libro “Bacterial diseases of plants’, el cual describié las
enfermedades conocidas en distintos paises.

Por las consideraciones anteriores las bacterias fitopatbgenas se desarroilan
principalmente como organismos parasitos en plantas hospederas y parcialmente en
el suelo como sapréfitos. Sin embargo, hay grandes diferencias entre especies, en
cuanto al grado de desarrollo en uno u otro ambiente ('%Vidaber, 2002) empeorando
el panorama de los agroecosistemas. '

Por otro lado estos organismos en condiciones éptimas exhiben un potencial de
multiplicacién mayor a cualquier otro organismo, ya que se conoce que una célula
bacteriana puede producir en 24 h aproximadamente 17 millones de células
(4°Guevara y otros, 2002).

Sin embargo las plantas han desarrollado mecanismos de resistencia constitutiva y
inducible para su defensa produciendo estructuras y sustancias quimicas. También
es posible utilizar las interacciones antagénicas el cual se le denomina, control
biolégico. ((*Mondino, 2001).

2.3. Definiciones de términcs basicos
¢ Agroquimicos
Los agroquimicos es la especializacion de la quimica que utiliza productos quimicos
{como plaguicidas y fertilizantes) en las actividades agricolas con la finalidad de
controlar plagas, maximizar el rendimiento en la cosecha, mejorar la calidad
edafolégica ocasionando una marcada incidencia ambiental. Son capaces de
contaminar en suelos y aguas superficiales y subterraneas, generando intoxicacién
de seres vivos.
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s Bactericida
Son sustancias de origen natural o sintetizadas quimicamente gue tiene la propiedad
de causar la muerte de bacterias en condiciones de empleo definidas. Pueden ser
desinfectantes, antisépticos o antibidticos. Son antibidticos cuando su presencia
produce la muerte de un microorganismo rapidamente, -en resumen los
microorganismos no crecen en presencia del antibidtico; pero tampoco mueren de
forma inmediata. Si se elimina el antibidtico, los microorganismos pueden

recuperarse y volver a crecer.

¢ Bacterias Fitopatogenas

Son organismos vivos unicelulares, algunos consideran habitantes del suelo
generalmente en las proximidades de la planta, algunos son residentes y otros
transitorios, se encuentran en un segundo lugar de importancia econdmica despues
de los hongos en cuanto a dafios a los cultivos. '

Estos organismos también ocasionan un gran nimero de sintomas que dependen de
la bacteria, del tipo de huésped y de su estado fisiologico y fenoldgico. Su dafio se
presenta como manchas foliares; marchitamiento; hiperplasias y proliferacién; rofias

0 costras; y podredumbres blandas.

¢ Biocontroladores
Llamado también control biolégico, hace referencia a una técnica preventiva, se
distingue de otras técnicas porque precisan siempre muestras de algun medio
bioldgico. Introducidos por el hombre para controlar y manejar plagas. Tiene como
principal objetivo encontrar enemigos naturales que sean efectivos para limitar la
densidad de una invasién en un ambiente nuevo, sin generar rupturas ecologicas.
Con esta técnica se obtiene un gran beneficio pues no contaminan el ambiente y

disminuyen los costos de produccion.
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¢ Extracto Polifenélico
Es una mezcla de diferentes compuestos polifendlicos, estos antioxidantes
constituyen una clase de metabolitos secundarios que se encuentran distribuidos por
todo el reino vegetal. '
Su preparacion es sencilla, obteniendo como unico objetivo inhibir a los
microorganismos patégenos. Su aprovechamiento constituye una alternativa eficaz,
y amigable con el ambiente a comparacion de otros compuestos sintéticos utilizados

en la industria.

e Inhibicidn
Es la suspensién, impedimento o retardo por un cierto lapso de tiempo de alguna
funcién organica, reaccion y molécula organica.

¢ Metabolitos secundarios
Son compuestos derivados de las plantas, se distribuyen diferencialmente entre
grupos taxondémicos, presentando p'ropiedades bioldgicas, ecologicas que se
caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como medicamentos,

insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros.

+ Patogenicidad
Es una cualidad o caracteristica intrinseca de! microorganismo de producir
enfermedad en un huésped susceptible (humano, animal o vegetal), siendo la
virulencia la cuantificacion de dicha capacidad. A su vez nos permite comparar

diferentes especies microbianas.

¢ Polifenoles
Son derivados de los metabolitos secundarios, y se originan principalmente en las
plantas, que los sintetizan en gran cantidad, a su vez presentan una estructura

molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fendlicos.
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¢ Plaguicidas
Es una sustancia 0 mezcla de sustancias destinada a prevenir, destruir o controlar
cualquier cualquier plaga, llamadas a las especies no deseadas que interfiere en
cualquier proceso agricola, a su vez son destinadas a regular el crecimiento de las
plantas, o evitar su prematura caida; es aplicado antes y después-de la cosecha
para protegerio del deterioro. Incluyen los acaricidas, bactericidas, funguicidas,

herbicidas, insecticidas, etc.

» Toxicidad
Es la descripcion de la cantidad de una sustancia quimica venenosa que bajo un
conjunto especifico de condiciones produce efectos perjudiciales sobre un ser vivo,
al entrar en contacto con él. La toxicidad depende de diferentes factores: dosis,
duracion, ruta de exposicién, forma, estructura de la sustancia quimica y factores

humanos individuales.

* \Virulencia
Es la capacidad del microorganismo de causar una enfermedad en comln, a
menudo se relaciona cantidad minima de microorganismos patbégenos que producen
infeccion en la mitad de una poblacién estudiada. También puede variar como

consecuencia de mutaciones, transferencia horizontal de genes, etc.
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CAPITULO N

VARIABLES E HIPOTESIS

3.1. Variables de la investigacion

Variable Independiente

X= Variable Independiente, X= Concentracién de los extractos polifendlicos de

cascaras de Myrciaria dubia (camu camu) y Averrhoa carambola (carambola)

Variable Dependiente

Y= Variable Dependiente, Y= Inhibicion de Erwinia carotovora subsp carotovora y

Pseudomona cichorii.

3.2. Operacionalizacién de variables

Variable

X= Independiente

Concentracién de los extractos
polifendlicos de cascara de
Myrciaria dubia (camu camu) y
Averrhoa carambola (carambola)

X1 = Concentracion de extracto polifenélico de cascara
de Myrciaria dubia (camu camu)

X2 = Concentracién de extracto polifendlico de cascara
de Averrhoa carambola {(carambola)

Variable

Y= Dependiente

Inhibicion de Erwinia carotovora
subsp carotovora y Pseudomona
cichorii.

Y1 = Inhibiciébn de Pseudomona cichorii

Y2 = Inhibicién de Erwinia carotovora subsp carolovora

Dimér{sién

- .Trat;miento

Extracto de cascara Myrciaria
dubia (camu camu) con Etanol

T1 = Inhibicién al 10% de Etanol

T2 = Inhibicion al 30% de Etanol

T3 = Inhibicidn al 50% de Etanol

T4 = Muestra en blanco
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Dimension . - Tratamiento

T1 = Inhibicion al 10% de Cloroformo

Extracto de cascara de Myrciaria T2 = Inhibicien al 30% de Coroformo
dubia (camu camu) con :
Cloroformo T3 = Inhibicién al 50% de Cloroformo

T4 = Muestra en blanco

T1 = Inhibicion al 10% de Acetona

Extracto de cascara de Myrciaria T2 = Inhibicion al 30% de Acetona

dubia {camu camu) con Acetona T3 = Inhibici6n al 50% de Acetona |

-

‘T4 = Muestra en blanco

T1 = Inhibicidn al 10% de Etanol

Extracto de c&scara de Averrhoa T2 = Inhibicion al 30% de Etanol

carambola (carambola) con Etanol T3 = Inhibicién al 50% de Etan;JI

T4 = Muestra en blanco

T1 = Inhibicién al 10% de Cloroformo

Extracto de cascara de Averrhoa T2 = Inhibicion al 30% de Cloroformo
carambola (carambola) con
Cloroformo T3 = Inhibicion al 50% de Cloroformo

T4 = Muestra en blanco " ;.

T1 = Inhibicion al 10% de Acetona

Extracto de cascara de Averrhoa T2 = Inhibicién al 30% de Acetona
carambola {carambola) con
Acetona T3 = Inhibicién al 50% de Acetona

T4 = Muestra en blanco

Dimension: Es el elemento integrante de las variables que requiere de anélisis o descomposicidn.
Tratamiento: Es un indicio, sefial o unidad de medida que permite estudiar o cuantificar la dimension.

3.3. Hipobtesis general

Las concentraciones de los extractos polifenélicos de cascaras de Myrciaria dubia
(camu camu) y Averrhoa carambola (carambola) presentan un efecto inhibitorio
sobre Erwinia carotovora subsp carofovora y Pseudomona cichorii.
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CAPITULO IV
METODOLOGIA

4.1. Tipo de investigacidn
El presente trabajo de investigacion es de caracter experimental cuantitative de tipo
correlacional negativa. '
Asi mismo la investigacion es .de tipo correlacional negativa, porque existe una
relacioén entre ambas variables (extracto polifenélico y bacterias fitopatégenas) y asu
vez se determina que el aumento de una variable conlleva'a la disminucion de’ la

otra.

4.2. Disefio de la investigacion 7 .
L a presente investigaciéon estuvo basada en un estudio experimental cuantitativo que
buscaba encontrar la mayor actividad bactericida representada en halos de
inhibicién que tuvieran los extractos obtenidos de las esbecies de Myrciaria dubia
{camu camu} y Averrhoa carambola (carambola) y determinar cual de eilos era el
mejor frente a Ios:_‘ microorganfsmos fitopatégenos (Erwinia carotovora subsp
carotovora y Pseudomona cichorii). ' '

En la experimentacion se determinaron tres tratamientos diferentes, cada uno conto

con 3 repeticiones.

4.3. Poblacion y muestra

Poblacion: Se tiene una variedad de frutos de Myrciaria dubia (camu camu) y
Averrhoa carambola (carambola) que varian su concentracion polifendlica de
acuerdo a la regién o pais donde son cultivadas.

Encontrandose por ejemplo Myrciaria dubia (camu camu} en la Amazonia peruana, u
otros paises como Colombia, Brasil y Venezuela asimismo Averrhoa carambola
(carambola) en diversas partes del Pert como por ejemplo Chanchamayo, Tingo
maria, Satipo, Pucallpa y paises como Tailandia, Brasil y Colombia.
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Muestra: La muestra esta constituida por los frutos de Myrciaria dubia (camu camu) y
Averrhoa carambola (carambola) adquiridas en el mercado de Caqueta, que

provienen de los departamentos de Tingo Maria y Ucayali.

4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La técnica descrita originalmente por '2Bauer y Otros (1966) (“Prueba de sensibilidad
utilizando la difusion en agar’), se utilizé en el presente estudio para representar el

poder inhibitorio de los extractos polifendlicos empleando discos de papel filtro de 6

mm de didmetro previamente esterilizados, estos discos se empap¢é con las

diferentes concentraciones de los extractos polifendiicos (10%, 30%, 50%) y un

control blanco (agua destilada), incubandose a 30°C por 48 horas y se determind
mediante la medicion dé diametros la zona de inhibicién (mm}) con un vernier digital,

evaluando los parametros sugeridos por (“Alves y Otros, 2000):

TABLA 4.1. :
Medicion de la actividad antibactericida sugerido por Alves y Otros, 200
. Diametro Zona |
L .
<9 mm Inactiva
9-12 mm Parcialmente activa
13a18 mm Activo
>18 mm Muy activo

Posteriormente ia obtenciéon de extractos polifendlicos se llevd a cabo siguiendo ia
metodologia de $’Pandey y Otros (2012), la cual consiste en recolectar 500 gr de
cascaras de cada fruto y se deja secar en una estufa a 50°C por 24 horas. Luego el
material se pulveriza en un mortero con pistilo hasta obtener un polve fino, se
almacen¢ en boisas de plastico con sello hermético en un lugar seco, se elaboro los
extractos por maceracién en frio, usando disolventes (etanol, cloroformo y acetona)
en recipientes de color ambar por 3 dias, seguidamente se filtré6 con papel Whatman
N°41 e inmediatamente se concentra en el rotaevaporador, a presibn'redUCidé y

temperatura no mayor de 60°C. Una vez evaporado el solvente, se obtuvo el
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extracto bruto de cada fruto que fue almacenado a 4°C hasta el momento de su

utilizacion. '

La recoleccién de datos se realizé en base al tipo de investigacion que es de
caracter experimental, a través dée un esgquema cuantitativo con el cual valorizaremos
estadisticamente el poténcial bactéricida de los polifenoles contenidos en la
composicibn quimica de -Myrciaria dubia (camu camu) y Averrhoa carambola
(carambola).

A su vez se utilizé como técnica la observacién la cual consiste en observar ios halos
de inhibicién en las diferentes concentraciones, con el propésito de medirlo; y como
instrumento el registro del resultado de las observaciénes con lo cual se determiné la
efectividad del proceso. - ' '

4.5. Plan de analisis estadisticos de datos

Se utilizé el programa SPSS Version. 20-Statistics Data Document con Ialﬁnalidad de
analizar su varianza con el método de ANOVA a través de un disefio de bloques
completos aleatorios, con un nivel de confianza de 0.05.

En efecto el analisis de varianza (ANOVA) nos permitié concluir si los extractos
polifendlicos de céscaras -de Myrciaria dubia (camu camu) y Averrhoa carambola
{carambola) sometidos a distintas concentraciones contrarresta la hipotesis
planteada.

Por ofra parte para determinar qué medidas en concreto difieren las concentraciones
de extractos polifendlicos de Myrciaria dubia (camu camu) y Averrhoa carambola
(carambola) se utilizé un tipo particular.de contraste denominado comparaciones
multiples con un procedirﬁiento de mayor aceptacién como la prueba de la diferencia
srigniﬁcativa honesta (DSH) de Tukey. '
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4.6 Procedimientos de recoleccion de datos
4.6.1 Pruebas Fitoquimicas
4.6.1.a Recoleccion de las muestras vegetales
La Myrciaria dubia “camu camu” y Averrhoa carambola “carambola” fueron
recolectados en el mes de Enero del 2016, en el Mercado de Frutas, situado en el
trébol de Caqueta.

Se colectaron aproximadamente 5kg de cada una de las especies, se lavaron con
agua, para luego secarlas a temperatura ambiente y depositarlas en bolsas de
polietiteno de color negro.

Finalmente fueron transportadas al laboratorio de fisicoquimica de la facultad de
Ingenieria Ambiental y de RR.NN de la Universidad Nacional del Callao donde se
almacenaron adecuadamente para evitar su descomposicion hasta su uso.

En el proceso de recoleccion de las muestras se consideraron los siguientes
factores: '

- Estado vegetativo.

- Estacion de recoleccion.

Tal es el caso, la complejidad de su indice de maduracion que el briterio utilizado
para su seleccion es su “color”. La materia prima para Myrciaria dubia “camu camu’
escogida se encuentra entre el grado N°3 (maduro) y N°4 (sobremaduro). La
caracterizacion de los diferentes grados de madurez se pueden observar en la tabla
4.2
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TABLA 4.2.
Atributos fisicos empleados para definir los estados de maduracién de frutos de

camu camu.
Estados de Color de la Consistencia del Fotografia
Maduracién Cascara fruto d
01 ~ 0-25% de "~ Rigida y dura
pigmentacion
(Verde) rojiza
02 26-50% de Rigida
_ pigmentacién
{Pintén) rojiza
03 75-100% de Rigida
pigmentacion
{maduro) rojiza
04 100% de
pigmentacion roja Fragil
{sobremaduro) purpura

Fuente: “2iman, S.; Bravo, L.; Sotero, V.; Oliva, C., 2011

Por otra parte la Averrhoa carambola “carambola” es escogida entre la semana 11y
semana 12 (Figura 3) de su estado de maduracion. )
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Figura 3. Carambola cv. B17 en diferentes etapas de maduraciéon marcadas con una
semana después del conjunto de frutos.

Samana § Ssemana 10 Semmans 11 Samsana 12 Semana 13
Fuente: ®4Zainudin, M.A.M., Hamid, A.A., Anwar, F., Osman, A., Saari, N., 2013

En cuanto al estado de recoleccién, para la Myrciaria dubia “camu camu’, esta sujeta
a la aparicion a la demanda en los mercados siendo esta estacional, la cual ocurre
entre los meses de Diciembre a Marzo cuando la fruta proviene de los rodales
naturales. Estas zonas ubicadas en las regiones de Loreto y Ucayali contribuyen
econémicamente a los pobladores ya que su recoleccion es manual.

Sin embargo la Averrhoa carambola “carambola” se eligi6 considerando
homogeneidad en el tamafio, olor, aspecto (libres de dafios por insectos, plagas o
deformaciones) en época de recoleccién generalmente de Junio a Febrero. Cabe
resaltar el cambio de color de verde palido a ligeramente amarillo nos indica una
adecuada recoleccion del fruto, por ende si se deja madurar mucho el proceso de

clasificacion, empaque y transporte podria dafiar la fruta por acciones mecanicas.

4.6.1.b Preparacion del pulverizado vegetal

Se recolectéd el material vegetal, posteriormente se procedi¢ a la m_acé‘racién en frio,
que consiste en triturar las cascaras con un mortero hasta conseguir 5009 de cada
fruta, dejandolas en un frasco de vidrio color ambar de un litro de capacidad con
etanol, acetona y cloroformo quimicamente puros tapando el total de la muestra por
72 horas (3 dias) agitando regularmente los frascos y protegidos de la luz directa
(¢’Pandey y Otros, 2012).
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Figura 4. A:Carambola. B: Cascara de carambola. C: Céscara seca de carambota. D: Camu camu E:
Céscara de camu camu. F: Cascara seca de camu camu.

Figura 5. A:Pulverizado de ciscara de carambola. B: Pulverizado de cascara de camu camu. C: Etanot.
D:Acetona. E: Cloroformo .
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Figura 6. A: Maceracién de camu camu con Etanol. B: Maceracién de camu camu con Cloroformo. C:

Maceraci6n de camu camu con Acetona. D: Maceracién de carambola con Etanol E: Maceracion
carambola con Cloroformo. F: Maceracién de carambola con Acetona.

4.6.1.¢ Preparacién de los extractos polifenélicos

La extraccion se llevd a cabc de manera secuenciada con disolventes: acetona,
etanol y cloroformo, y las cascaras de Myrciaria dubia “camu camu’ y Averrhoa
carambola “carambola’.

Pasado Iaé“"'7_2 horas se filtraron las muestras, utilizando papel Whatman numero 41
seguidamente se retir6 el solvente con ayuda de un rotavapor en el laboratorio de
investigacion de la Facultad de Ingenieria Quimica de la misma uﬁiversidad, a
presion reducida, a una temperatura no mayor a 60 °C para cada fruto. |
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Figura 8. A:Filtracion de carambola con cloroformo. B: Filtracién de carambola con acetona C: Filtracién
de carambola con etanol. D: Filtracidn de camu camu con cloroformo. E: Filtracién de camu camu con
acetona, F; Filtracidn de camu ¢camu con etanol.
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Figura 9. Rotavapor del laboratorio del centro de Investigacién de la Facﬁh‘z‘ldrt‘ie I;\éenieria duimica de la
Universidad Nacional del Callao A: Torre de enfriamiento. B: Bomba de vicio C: Tina de bafio maria,

1 .
Una vez extraido los solventes, se obtuvo el extracto bruto de cada fruto, con una

consistencia pastosa, las cuales se almacenaron en frascos color ambar a 4 °C
hasta el momento de su utilizacién.

Figura 10. A: En la imagen se observa los distintos extractos brutos {polifenoles) ex:traidos de la
maceracion. :

De estos extractos se sacaron alicuotas para hallar las concentraciones especificas
(10%, 30, 50%), evaluando asi la actividad antimicrobiana contra las cepas
bacterianas. '

55



4.6.1.d Preparacién de las Concentraciones

Se procedié a realizar el calculo de las concentraciones para cada extracto a utilizar.
Por ejemplo para las concentraciones de’ los extractos brutos al 10%, 30% y 50% se
procedié de la siguiente manera:

1ml del extracto bruto - . - .- .
1ml del extracto bruto+9 mlde agua destllada

Dilucién 1/10 = a 0%)

o, 3mi del extracto bruto - - | C
Dilucién 3/10 = B0%)
' 3ml del extracto bruto+7mide agua desnlada

1mli del extracto bruto

Dilucién 1/2 = ‘ ——  (50%) .
: iml del extracto bruto+1 ml de agua destilada

4.6.2 Pruebas Microbiologicas

Las condiciones deben ser constantes de prueba a prueba como: incluir el agar
utifizado, la cantidad de organismo utlllzado, la concentracién quimica utilizada y las '
condiciones de incubacion (tiempo, temperatura y atmosfera).

4.6.2.a Preparacion de los discos de sensibilidad

Los discos de seﬁsibilidad (6 mm) se prepararon utilizando papel Wattman N° 3

empleando un perforador convencional. Estos discos se esterilizaran en una estufa a
180 °C por 1 hora.

- Figura11. A: Discos de sensibilidad esterilizados de 6mm de diametro
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4.6.2.b Conservacién de las cepas

Las cepas bacterianas que se utilizaron en la presente investigacién fueron
proporcionadas por el Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA) siendo:

Erwinia carotovora subsp carotovora y Pseudomona cichorii.

46.2.c Preparacibh de las placas

Para evaluar la sensibilidad de las cepas de microorganismos fitopatégenos se
utiliz6 el método modificado de difuéién de discos en agar o Kirby-Bauer, para lo cual
se preparardn placas Petri estériles de 60 mm con Agar Nutritivo, _siendo un total de
#108 microplacas, correspondiéndole #54 p%ra cada cepa.

Figura 12. A: Paquete de 10 unidades de placa petri. B Placa petri de 60 mfn de didmetro esterilizada. C
Agares Nutritivos. D: Placas petri con agar nutritivo
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4.6.2.d Estandarizacién del inéculo bacteriano

Para la estandarizacién de los-inéculos bacterianos segun la técnica de Kirby Bauer,

se tomaron 4 o 5 colonias de las bacterias proporcionadas y se sembraron en tubos

de ensayo con 5ml de solucién salina al 0,85% hasta obtener una turbidez

equivalente a escala 0,5 de McFarland, que representa aproximadamente 1.5x108

ufc/ml. En la siguiente tabla se muestra la forma de elaborar la escala de McFarland -

TABLA4.3.
Escala de McFarland, forma de preparacién de cada patrén y correspondencia en

lacién de bacterias expresada en UFC/ml.

turbidez a una pob

~ Volumen (ml}

Estandar N° UFC/ml (x10%) |

BaCl, (1,175 %) H2504 (1%) |
05 05 | ° 995 15
1 1.0 99.0 3
2 2.0 98.0 6
3 3.0 97.0 9
4 40 96.0 12
5 5.0 95.0 15
6 6.0 94.0 18
7 7.0 93.0 21
8 8.0 92,0 24
9 9.0 91.0 27
10 10.0 90.0 30

Figura 13. A: Solucién'salina esterilizada. B Tubo de ensayc estérilizado. C: Escata de McFarfand 0.5
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Figura 14. A: Recoleccién de 4 o 5 colonias para la estandarizacién. B Estandarizacién con ayuda del asa
de siembra esterilizada. C: Turbidez equivalente a escala 0.5 de McFarland con Erwinia carotovora subsp
carotovora. D: Turbidez equivalente a escala 0.5 de McFartand 0.5 con Pseudomona cichoril.

4.6.2.e Evaluacién de la actividad antibactericida _

Una vez preparado y ajustado el inéculo y las diluciones de los extractos se evalut la
actividad antibacteriana de cada extracto mediante el métoco: Difusion en agar con
discos. ' ' '
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4.6.2.e.1 Técnica de Difusidn en agar con discos

El método difusion de disco en Agar de Kirby- Béuer, se basa en la relacién entre la
concentracidon de una sustancia o mezcla de varias sustancias desconocidas de
origeri vegetal con potencial antibactericida 'necésaria para inhibir una cepa
bacteriana, visualizando a su vez un disco impregnado con una cantjdad de
sustancia formando un halo de.inhibicion en la superficie de la placa. .

Después de los 15 minutos de haber preparado el inéculo bacte_rj'éno (ajustada al
patrén 0,5 de McFarland) se impregné un hisopo de algodén estérilr rotando vatias.
veces presionando firmemente la pared interior del tubo por encima del nivel del
ltlquido para remover el exceso del indculo. Luego se- esparcié en todas las
direcciones sobre el a':gar nutritivo, hasta que se logré una difusién homogénea. Se
realizé la prueba por triplicado. | '

Figura 15. A:Hisopo impregnado con el inéculo bacteriano. B Sembrado de las bacterias. C: Sembrado de
bacterias por triplicado. : :

Posteriormente se dejo reposar por 15 minutos, colocando 3 discos de sensibilidad
humedecidos con las diferentes diluciones de los extractos (10%, 30%, 50%) y 1

60



disco que contenia el control positivo (agua destilada) sobre la superﬁcie del agar
con pinzas estériles aplicando una ligera presién para asegurar el contacto uniforme
y distanciados uno del otro aproximadamente 2 cm y a 1 ¢cm del borde de la placa
evitando la superposicion de las zonas de inhibicién.

Figura 16. A:Placas petri con diferentes concentraciones de extracto. B Distribucién de los discos en la
placa petri. C:Placas petri con sus respectivos discos. :

<« +

Transcurrido 15 minutos se invirtieron las placas y fueron incubadas a 28°C durante
72 horas. Finalmente se realizaron las observaciones para identificar |a presencia o
ausencia del halo de inhibicion alrededor de cada disco y en caso de estar presente
tendria mayor efecto inhibitorio ‘el que mostré mayor diametro, el cual se midi6 con
una regla graduada en mm.
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Figura 17. A:Empaquetado de los placas petri. B: Incubacion de las bacter’as. C:Medicién de los hatos de
inhibicion. -

Los valores obtenidos se promediaron hallandose el diametro medio que fue

utilizado como indice de'actividad antimicrobiana.

4.7 Procedimiento estadistico y andlisis de datos

Para evaluar la actividad biologica de los extractos polifendlicos obtenidos de cada
fruto, que presentaron un efecto inhibitorio, se utilizé un disefio E:ompletamente al
azar con 3 réplicas, tomando como variable el diametro de los halos de inhibicién del
crecimiento bacteriano.

El procesamiento y andlisis de la informaciéon de los datos se consolidaron en el
software SPSS V.20 realizando un andlisis descriptivo, teniendo en cuenta las tres
réplicas para cada dilucidén con cada una de las bacterias utiizadas.

En primer lugar se calcularon las medias y la desviacién estandar de los extractos
polifendlicos de las cascaras de Myrciaria dubia “camu camu” y Averrhoa carambola
“carambola”, tomando los diametros de inhibicién, como medidés de tendencia
central, que se presenté mediante tablas y graficos.
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Los datos se procesaron mediante un Analisis de Varianza completamente
aleatorizados (ANOVA) con un nivel de significancia de p< 0.05; aplicando el

software anteriormente mencionado.

Finalmente, con el objetivo de determinar si existia o no diferencia significativa entre
las medias de las concentraciones y/o tratamientos utilizados, se aplicara un tipo
particular de contraste denominado comparaciones muiltiples o métodos Post Hoc
con un procedimiento de mayor aceptacion como la prueba de la diferencia
significativa honesta (DSH) de Tukey. !
Es de sefialar que los analisis estadisticos se realizaron a cada bacteria piofr '

separado.
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CAPITULO V
RESULTADOS

En el siguiente apartado se presentan los resultados obtenidos de ias evaluaciones
de los extractos polifendlicos de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu’ y
Averrhoa carambola “carambola” con los diferentes solventes, con respecto a la
inhibicidon de las bacterias; Erwinia carotovora subsp‘-carqtovor_a y Pseudomona

cichorii. : .

5.1 Evaluacién de la actividad biolégica de los extractos de cascaras-de Myrciaria
dubia “camu camu” sobre la inhibicién del crecimiento de Erwinia carotovora subsp
carotovora

Al realizar el anélisis de los datos obtenidos se encontré que el extracto aceténico
(50%) de cascaras de-camu camu tuvieron mayor inhibicién en el crecimiento de la
bacteria Erwinia carotovora subsp carofovora (Tabla 5.2), seguido por el extracto
etandlico (50%) (Tabla 5.1) y finaimente el extracto cloroférmico (50%) (Tabla 5.3)
teniendo hasta el quinto dia de medicién un crecimiento estatico. "

TABLA 5.1.

Diametro de halos de inhibicién en mm en funcidén de tres concentraciones del
extracto etandlico de cascaras de Myrciaria dubia "camu camu” sobre Erwinia
carotovora subsp carotovora
"~ MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm) de Erwinia carotovora subsp

carotovora
) Concentracién del extracto etandlico de Control
Numero de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu”
repeticiones Agua
10% 30% 50% destilada
1 8 11 16 A
2 9 10 19 -
3 7 13 20 .
Promedio 8 11.33 18.33 L.
- X
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En la Figura 18. Se presetan los promedios de los halos promedio de inhbicién del

crecimiento de Erwinia  carotovora subsp carolovora a

las - concentraciones

ensayadas del extracto etanélico de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu”

Figinré 18. Inhibicién del extracto etandlico de céscaras de Myrciaria dubia “camu camu” A.Pres;encia de .
halo de inhbicidn alrededor del disco con el extracto etandlico (10%) B.Presencia de halo de inhbicién alrededor | .
del disco con el extracto etanblico (30%) C. Presencna de ha!o de inhbicién alrededor del disco con -e! extracto

etanélico (50%) T

TABLA 5.2.

Diametro de halos de inhibicion en mm en funcién de tres concentrac:iones del
extracto acetonico de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu” sobre Erwinia
_ carotovora subsp carotfovora.

MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm) de Erwinia carotovora subsp

carotovora
] Concentracuén del extracto aceténico de Control
Nimero de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu”
repeticiones Agua
10% 30% 50% destilada
1 7 16 18 -
2 8 14 20 .
3 8 13 19 -
Promedio 7.67 1433 19 -
‘Alves y otros, © lnactn-f_a_'_‘ © Activo: - Muy Activo -

- (2000)7
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En la Figura 19. Se presentan los promedios de los halos promedio de inhbicién del
crecimiento de Erwinia carotovora subsp carotovora a las - concentraciones
ensayadas del extracto acetdnico de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu”

Figura 19. Inhibicién del extracto aceténico de céscaras de Myrciaria dubia “camu camu” A Presencia
de halo de inhbicién alrededor del disco con el extracto aceténico (10%) B.Presencia de halo de inhbicién
alrededor del disco con el extracto aceténico (30%) C. Presencia de halo de inhbicién alrededor del disco con
el extracto acetdnico (50%)

i

"TABLA 5.3.

Diametro de halos de inhibicién en mm en funcion de tres. concentracaones del
extracto cloroférmico de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu sobre Erwinia
carofovora subsp carofovora
MEDICION DE 1.OS HALOS DE INHIBICION (mm) de Erwinia carotovora subsp

carotovora
) Concentracién del extracto cloroférmico de Control
Numero de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu”
repeticiones - Agua
10% 30% 50% destilada
1 5 12 14 _ -
2 ' 6 14 15 -
3 : 7 15 16 -
Promedio 6 13.67 15 -
A‘Iw(a;o%:"t?i-bé, o il%.t;a Activo Activo -
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En la Figura 20. Se presetan los promedios de los halos promedio de inhbicion del
crecimiento de Erwinia carotovora subsp carotovora a las concentraciones

ensayadas del extracto cloroférmico de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu’”.

Figura 20. Inhibicién del extracto cloroférmico de cAscaras de Myrciaria dubia “camu camu” A.Presencia
de halo de inhbicién alrededor del disco con el extracto clorefdrmico (10%) B.Presencia de halo de inhbicidn
alrededor de! disco con el extracto cloroférmico {30%) C. Presencia de halo de inhbicidn atrededor del disco con
el extracto cloroférmico (50%)

Finalmente podemos concluir que las zonas en torno a los discos impregnados con
crecimiento bacteriano oscilaron entre 10 y 20 mm de diametro. Las cepas de
Erwinia carotovora subsp carolovora con los extractos acetébnicos de cascaras de

camu camu mostraron los valores mas altos de inhibicion.

5.1.1 Analisis Estadistico de la actividad biolégica de los extractos de cascaras de
Myrciaria dubia “camu camu” sobre la inhibicion del crecimiento de Erwinia
carotovora subsp carotovora

Con los resultados del apartade anterior, se procedid el respectivo tratamiento
estadistico, los mismos que seran mostrados a través de cuadros .y graficos
analizados en funcién a la hipétesis planteada, presentando los valores calculados y
el nivel de probabilidad establecido.

En la tabla 5.4 se observa que el nivel de significacién de los niveles de! factor y de
su interaccién es menor a 0.05, por lo tanto se rechaza la hipdtesis nula, es decir,
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existen diferencias significativas entre los extractos analizados y los tamafios de los

halos de inhibicion.

TABLA 5.4.
Andlisis de Varianza para evaluar los bloques (diametros de halos inhibitorios) y los
tratamientos (actividad inhibitoria de los extractos de cascaras de Myrciaria dubia
“camu camu") sobre Erwinia carotovora subsp carotovora.

_ ____ﬂfl_OVA de un factor _
Suma de Media ]
I +F Sig. |
cuadrados 9 ‘cuadratica '9- |
Inter-grupos 523,185 8 65,398 37,569 ,000
Intra-grupos 31,333 18 1,741
Total 554,519 26

A continuacién la tabla 5.5, muestra, para cada grupo y para el total muestral, el
numero de casos, la media, la desviacion tipica, el error tipico de la media, los
Himites del intervalo de confianza para la media al 85% y los valores minimo y

maximo.

TABLA 5.5.
Tabla de estadisticos descriptivos del procedimiento ANOVA de un factor en funcion

de tres concentraciones de los extractos de cascaras de Myrciaria dubia “camu
camu” sobre Erwinia carotovora subsp carotovora.

‘ Descriptivos
R Intervalo de confianza para
N | Media | DCSViacion | Error la media al 95% Minimo | Maximo
tipica tipico Limite ~ Limite
inferior .| superior
Etanol10% 3 8,00 1,000 577 5,52 10,48 7 9
Etanol30% 3 11,33 1,528 - ,882 7,54 15,13 10 13
Etanol50% 3 18,33 2,082 1,202 13,16 23,50 16 20
Acetonal10% 3 7.67 577 333 6,23 9,10 7 8
Acetona30% 3 14,33 1,528 ,882 10,54 18,13 13 16
Acetona50% 3 19,00 1,000 577 16,52 21,48 18 20
Cloroformo10% 3 6,00 1,000 577 3,52 8,48 5 7
Cloroformo30% 3 13,67 1,528 ,882 9,87 17.46 12 15
Cloroformo50% 3 15,00 1,000 577 12,52 17 .48 14 16
Total 27 12,59 4,618 ,889 10,77 14,42 5 20
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Por su parte el Grafico 1 y 2 observamos 1a medida de diametro de los halos de
inhibicién en mm en funcién de tres concentraciones de los extractos de cascaras de
Myrciaria dubia “camu camu” sobre Erwinia carofovora subsp carotovora.

GRAFICO 1. Medida de diametro de los halos de inhibicion en mm en funcién de tres
concentfaciones de los extractos de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu” scbre Erwinia
carotovora subsp carotovora
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GRAFICO 2. Grificos de caja. Describiendo la distribucién de la medida de diametro de los
halos de inhibicién en mm en funcién de tres concentraciones de los extractos de cascaras de
Myrciaria dubia “camu camu” sobre Erwinia carotovora subsp carotovora
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Por Uitimo en la tabla 5.6, se muestra la prueba de comparacién de'medias de Tukey

entre extractos; concluyendo que el extracto cloroférmico presenta menor efecto

inhibidor, pues presentan los menores promedios de tamafio del halo; no obstante

los extractos acetonico y etandlico presentan tamafios de halo progresivamente

superiores, con diferencias significativas entre si.

Erwinia carotovora subsp carotovora.

TABLA 5.6.
Prueba de Tukey de acuerdo al diametro del halo inhibitorio en funcion de tres
concentraciones de los extractos de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu” sobre

- L)
¥

HSD de Tukey , : . ]
: Intervaio de confianza
" Dis?l\fentes (J) Disolyentes t?:‘:nri:fal: E'rfor Sig. al 95%
Organicos Orgéanicos (1) tipico Limite Limite
inferior superior
- Etanol30% $-3,333 1,077 109 7,11 44
Etanol50% -10,333* 1,077 ,000 -14,11 -6,56
Acetona10% 333 1,077 © 1,000 -3,44 4.1
Etanol10% Acetona30% -6,333° 1,077 ,000 . -10,11 2,56
Acetonas0% -11,000* 1,077 000 - 1477 -7.23°
Cloroformo10% 2,000 1,077 ,648 1,77 577
Cloroformo30% - -5,667* 1,077 ,001 -9,44 -1,89
Cloroformo50% -7,000* 1,077 ,000 -10,77 -3,23
Etanol10% 3,333 1,077 109 - 44 7.1
Etanol50% -7,000°". 1,077 000 -10,77 -3,23
Acetona10% 3,667 1,077 | 081 <11 7.44
Etanol30% Acetona30% - -3,000 1,077 187 8,77 77
AcetonaS0% -7 667 1,077 000 -11,44 -3,89
Cloroformo10% 5,333 1,077 003 1,56 9,11
Cloroformo30% -2,333 1,077 ,464 -6,11 1,44
Cloroformo50% -3,667 1,077 ,061 7,44 RE
Etano!10% 10,333 1,077 ,000 6,56 14,11
Etanol30% 7,000" ° 1,077 ,000 323 10,77
Acetonal0% 10,667 1,077 ,000 6,89 14,44
Etanol50% Acetona30% 4,000 1,077 033 23 777 .
Acetonab0% - 667 1,077 ,999 -4.44 3,11
Cloreformo10% 12,333 1,077 ,000 8,56 16,11
Cloroformo30% 4 667 1,077 ,009 B9 8,44
~ Cloroformo50% 3,333 1,077 109 -,44 Al
Etano!10% -333 1,077 1,000 4,11 3,44
Etanol30% -3667° 1,077 ,061 -7.44 L1
Acetonai0% Etanol50% 10,667 1,077 1000 14,44 6,89
Acetona3d0% -6,667 1,077 ,000 -10,44 -2.89
Acetonab0% -11,333 1,077 ,000 -15,11 -7.56
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Intervalo de confianza

(1) Disolventes | {J) Disolventes 3:'::2;;': Error sig. al 95%
Organicos Organicos (-} tipico Limite Limite
inferior superior
Cloroformo10% 1,667 1,077 820 -2,11 5,44
Acetonal0% [ "Cisroformo30% -6,000° 1,077 001 9,77 -2,23
'Cloroformo50% -7,33% 1,077 000 11,11 -3,56
. Etanol10%. 6,333 1,077 000 2,56 10,11
Etanol30% 3,000 1,077 187 - 77 6,77
' Etanol50% -4,000 1,077 ,033 7,77 -23
Acetona30% Acetonal10% 6,667 1,077 1000 2,89 10,44
Acetona50% -4 667 1,077 009 8,44 -89
. Cloroformo10% 8,333 1,077 ,000 4,56 12,11
Cloroforme30% 667 1,077 ,999 =311 4 44
Cloroformo50% - =667 1,077 ,999 4,44 4 3,11
Etanol10% 11,000 1,077 ,000 7,23 14,77
Etanol30% 7,667 1,077 ,000 3,89 11,44
Elanol50% 667 1,077 999 -3,11 4,44
Acetona50% Acetonal0% 11,333" 1,077 000 7,56 15,11
Acetona3o¥% 4 667 1,077 009 8g " 8,44
Cloroformo10% 13,000 1,077 ,000 923 16,77
Cloroformo30% 5333 1,077 003 . 1,56 9,11
Cloroformo50% 4,000° 1,077 ,033 23 7,77
Etanol10% -2,000 1,077 648 -5,77 1,77
Etanol30% -5333 1,077 003 -9,11 -1,56
Etanol50% -12,333" 1,077 ,000 -16,11 -8,56
Cloroformo10% Acetona10% -1,667 1,077 820 -5,44 211
Acetona30% -8,333" 1,077 ,000 -12,11 -4.56
Acetona50% -13,000° 1,077 ,000 -16,77 -9.23
Cloroformo30% -7,667 1,077 ,000 -11,44 -3,89
Cloroformo50% -9.000° 1,077 000 -12.77 -5.23
Etano!10% 5,667 1,077 001 1,89 9,44
Etanol30% 2333 1,077 464 -1,44 6,11
Etanol50% -4 667 1,077 ,009 -8,44 - 88
Cloroformo30% Acetonai0% 6,000 1,077 ,001 2,23 9,77
Acetona30% - 667 1,077 999 -4 .44 3,11
Acetonas0% -5,333 1,077 003 -9.11 -1,56
Cloroformo10% 7,667 1,077 000 3,89 11,44
Cloroformo50% -1,333 1,077 937 -5,11 2,44
Etanol10% 7.000° 1,077 ,000 3,23 10,77
Etancl30% 3,667 1,077 061 -1 7,44
Etanol50% -3,333 1,077 109 -7,11 A4
Cloroformo50% Acetona10% 7,333 1,077 ,000 3,56 11,11
Acetona30% 667 1,077 999 3,11 4,44
Acetona50% -4,000° 1,077 033 -7.77 - 23
Cloroformo10% 9.000° 1,077 000 523 12,77
Cloroformo30% 1,333 1,077 937 -2,44 511

. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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En ocasiones la prueba de Tukey puede resultar compleja de interpretar y por ello
resuita mas comoda de interpretar la salida de la Tabla 5.7, donde se obtiene un
cuadro resumen de los subgrupos de medias homogéneos. Las medias que figuran
en una misma columna del cuadro forman un subconjunto homogéneo, esto es,
cualquier par de ellas no son significativamente diferentes. De hecho, la significacion
que aparece a pie de columna reproduce el menor nivel critico encontrado entre

todas las comparaciones a pares de medias del subgrupo. -

TABLA 5.7. -
Tabla de Subgrupos Homogéneos del procedimiento ANOVA de un factor en funcién
de tres concentraciones de los extractos de cascaras de Myrciaria dubia “camu
camu” sobre Erwinia carotovora subsp carotovora. Segun Test de Tukey.

HSD de Tukey .
Disolventes Subconjunto para alfa = 0.05
Orgénicos N 1 2 3 4 5
Cloroformo10% 3 6,00
Acetonai0% 3 7,67 7.67
Etanol10% 3 8,00 8,00
Etanol30% 3 11,33 11,33
CIoroforrﬁoBO% 3 13,67
Acetona30% 3 14,33
Cloreformo50% 3 15,00 15,00
Etancl50% 3 18,33 18,33
Acetona50% 3 ' 19,00
| Sig. ,648 ,061 ,061 ,109 ,989

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

5.2 Evaluacion de la actividad bioldgica de los extractos de cascaras de Myrciaria
dubia “camu camu” sobre la inhibicién del crecimiento de Pseudomona cichorii.

En cuanto al crecimiento de Pseudomona cichorii, en las cajaé petri, se pudo
observar que el tratamiento con extracto etanélico (50%) (Tabla 5.8) dé cascaras de
camu camu tuvieron mayor inhibicién durante el tercer dia de observacion, seguido
por el extracto acetonico (50%) (Tabla 5.9), y finaimente el extracto" cloroférmico
{(50%) (Tabla 5.10).
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TABLA 5.8.
Didmetro de halos de inhibicion en mm en funcion de tres concentraciones del
extracto etandlico de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu” sobre Pseudomona
~ cichorii.
MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm) de Pseudomona cichorii

) o Concentracién del extracto etandlico de - Control
Namero de " cascaras de Myrciaria dubia “camu camu”
repeticiones ' . o o Agua
- 10% 30% 50% destilada
1 ' . 4 ’ 18 22 -
2 5 T 18 g
3 7 15 20 . -

Promedio 5.33- 16.67 20 -

“Alve s LOtros, . ol it S gt
es.y § ”'Ina“c":twa

2000) L1 ac
ﬂuw\&;f)ﬁ SO aﬁci&:ﬂ@.

"Act.i\fb‘L.. " - " MuyActlvo o o '

PR

/
En la Figura 21. Se presetan los promedios de los halos promedao de inhbicién del
crecimiento de Pseudomona cichorii a. las concentraciones ensayadas del extracto
etanolico de cascaras de Myrc.-ana dubia “camu camu”.

Figura 21. Inhibicién del extracto etanélico de cascaras de Myrciaria dubia "camu camu” A Presencia
de halo de inhbicién alrededor del disco con el extracto efandlico (10%) B.Presencia de halo de inhbicién
alrededor de! disco con el extracto etandlico (30%) C. Presencia de halo de inhbicidn alrededor del drsco con

el extracto etandlico (50%)
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TABLA 5.9.

Diametro de halos de inhibicidn en mm en funcién de tres concentraciones del
extracto acetonico de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu” sobre Pseudomona
cichorii.

MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm) de Pseudomona cichorii

) “Concentracién del extracto aceténico de ~ Control
Numero de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu”
repeticiones Agua
10% 30% 50% destilada
1 10 16 19 -
2 8 16 20 -
3 11 18 19 -
Promedio 9.67 16.67 19.33 -
ARy orRE———Parore — .
v?;ngs:); 0s ar:::ﬁr:aente Activo Muy Activo . -

En la Figura 22. Se presetan los promedios de los halos promedio de inhbicion del
crecimiento de Pseudomona cichorii a las concentraciones ensayadas del extracto
acetdnico de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu”,

Figura 22. Inhibicién del extracto aceténico de ciscaras de Myrciaria dubia “camu camu” A Presencia de
halo de inhbicion alrededor del disco con et extracto aceténico (10%) B.Presencia de halo de inhbicién alrededor
del disco con el extracto acetdnico (30%) C. Presencia de halo de inhbicion alrededor del disco con el extracto
acetdnico (50%)
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TABLA 5.10.

Diametro de halos de inhibicién en mm en funcion de tres concentraciones del
extracto cloroférmico de cascaras Myrciaria dubia “camu camu’ sobre Pseudomona
cichorii.

MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION {mm) de Pseudomona cichorii

) - Concentracién del extracto cloroférmico de Control
Numero de cascaras de Myrc:ana dubia “camu camu”
repeticiones ) : Agua
10% 30% 50% destilada
1 7 ' 10 17 -
2 9 13 18 -
3 -9 1 20 -
Promedio 7833 11.33 18.33 -
Alv?;oygg)gros. | 'ﬁ?cﬁva Parzistljr:aente Muy.'Activo - ]

En la Figura 23. Se presetan los promedios de los halos promedio de inhbicidn det
crecimiento de Pseudomona cichorii a las concentraciones ensayadas. del extracto
cloroférmico de cascaras de Myrciaria dubia ‘camu camu”.

Figura 23. Inhibicién del extracto cloroférmico de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu” A Presencia
de halo de inhbicién alrededor de! disco con el extracto cloroférmico (10%) B.Presencia de halo de inhbicién
alrededor del disco con el extracto cloroférmico (30%) €. Presencia de halo de inhbicidn:alrededor de! disco con
el extracto clorofdrmico (50%)

Finalmente las zonas en torno a los discos impregnados con crecimiento bacteriano
oscilaron entre 11 y 22 mm de diametro. Las cepas de Pseudomona cichorii con los
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extractos etandlicos de cascaras de camu camu mostraron valores altos de
inhibicion.

5.2.1 Analisis Estadistico de la actividad biolégica de los extractos de cascaras de
Myrciaria dubia “camu camu” sobre la inhibicion del crecimiento de Pseudomona
cichorii. ’

Los resultados nos muestran que la tabla 5.11 el nivel de significacion para los
efectos de los niveles del factor y de su interaccion es menor a 0.05, por lo tanto se

rechaza la hipotesis nula, es decir, existen diferencias significativas de los tamafios
de los halos de inhibicién entre los extractos analizados.

: TABLA 5.11. :
Andlisis de Varianza para evaluar los bloques (didmetros de halos inhibitorios) y los
tratamientos (actividad inhibitoria de los extractos de cascaras de Myrciana dubia
“camu camu’) sobre Pseudomona cichorii.

ANOVA de un factor

Suma de gl Media F sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 691,630 8 86,454 41,683 ,000
Intra-grupos 37,333 18 2,074
Total 728,963 26

En ia tabla 5.12, muestra, para cada grupo y para el total muestral, el nimero de
casos, la media, la desviacion tipica, el error tipico de la media, los limites del
intervalo de confianza para la media al 95% y los valores minimo y maximo.

TABLA 5.12.
Tabla de estadisticos descriptivos del procedimiento ANOVA de un factor en funcion
de tres concentraciones de los extractos de cascaras de Myrciaria dubia “camu
camu” sobre Pseudomona cichorii.

Descriptivos

Intervalo de confianza
Desviacion | Error para la media al 95%

N Media . L. Minimo | Maximo
tipica tipico Limite Limite
inferior superior
Etanol10% 3 5,33 1,528 882 1,54 913 4
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Intervalo de confianza
. Desviacién | Error para la media al 95% . .
N Media .. L. - Minimo | Maximo
tipica tipico Limite Limite
inferior superior
Etanol30% 3 16,67 1,528 ,882 12,87 20,46 15 18
Etanol50% 3 20,00 2,000 1,155 15,03 24 97 18 22
Acetona10% 3| 967 1,528| 882 5,87 13,46 8 11
Acetona30% 3 16,67 1,155 667 13,80 19,54 16 18
Acetona50% 3 19,33 577 333 17,90 20,77 19 20
Cloroformo10% 3 8,33 1,155 667 546 11,20 7 9
Cloroformo30% 3 11,33 1,528 882 7,54 15,13 10 13
Cloroformo50% 3 18,33 1,528 ,882 14,54 22,13 17 20
Total 27 13,96 5,285 1,019 11,87 16,06 4 22

Por su parte el Grafico 3 y 4 observamos la medida de diametro de los halos de

inhibicidon en mm en funcion de tres concentraciones de los extractos de cascaras de

Myrciaria dubia “camu camu” sobre Pseudomona cichorii.

GRAFICO 3. Medida de diametro de los halos de inhibiciébn en mm en funcion de tres
concentraciones de los extractos de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu” sobre
Pseudomona cichotrii.
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GRAFICO 4. Graficos de caja. Describiendo la distribucion de la medida de didmetro de los
halos de irhibicién en mm en funcién de tres concentraciones de los extractos de cascaras de
Myrciaria dubia “camu camu” scbre Pseudomona cichorii.
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Por dltimo en fa tabla 5.13, se muestra [a prueba de comparacién de medias de

Tukey entre extractos; concluyendo que el extracto cloroférmico presenta menor

efecto inhibidor, pues presentan los menores promedios de tamano del halo; no

obstante los extractos etandlico seguido por el extracto acetdnico presentan

tamanfos de halo progresivamente superiores, con diferencias significativas entre si.

Pseudomona cichorii.

) TABLA 5.13.
Prueba de Tukey de acuerdo al didmetro del halo inhibitorio en funcién de tres
concentraciones de los extractos de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu” sobre

HSD de Tukey .
Intervale de confianza
(1) Disolventes | (J) Disolventes S;fﬁ:zgg: Error Sig. - Ial 95% B

Orgéanicos Organicos (1) tipico Limite Limite
inferior superior
R Etanol30% -11,333° 1,176 000 -15,45 -7.24
Etanol10% Etanol50% 14,667 | 1176 000 -18,79 -10,55
Acetona10% -4,333 1,176 ,035 -8,45 -21
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. . Diferencia |- Intervalo de o
(i) Dlsol\fentes (J} Duso{\_‘rentes de medias l::rror Sig. con_fianza al 9'5 /o
Organicos Organicos (1-d) tipico Liml.te Lsmtt.e
inferior superior
Acetonald0% -11,333 1,176 ,000 -15,45 -7,21
Acetonab0% -14,000° 1,176 ,000 -18,12 -9,88
Cioroformo10% -3,000 1,176 272 712 1,12
Etanoi10% Cloroformo30% |. 56,0000 | 1,476 1002 10,12 1,88
Cloroformo50% * -13,000° | 1,176 000 -17.12 -8,88
Cloroformo30% 8,000 1,176 ,000 3,88 12,12
Cloroformo50% 1,000 1,176 993 <312 512
Etanol10% 11,333 1,176 ,000 7.21 15,45
Etano!s0% -3,333 1,176 72 - -7,45 79
, Acetonal10% 7.000° 1,176 000 2,88 11,12
Etanol30% Acetona30% ,000 1,176 1,000 -4,12 4,12
' Acetona50% -2,667 1,176 408 6,79 1,45
Clorofermoe10% 8,33% 1,176 000 . 427 12,45
Cloroformo30% 5,333 1,176 ,006 1,21 9,45
Cloroformo50% -1,667 1,176 877 -5,79: 2,45
Etanol10% 14,667 1,176 ,000 10,55 18,79
Etancl30% 3,333 1,176 72 -79 7,45
Etanol50% Acetona10% 10,333 | 1,176 000 6,21 14,45
Acetona3l% 3,333 1,176 172 - 79 7.45
Acetonab0% 667 | v+ 1,176 1,000 -3,45 479
Cloroformo10% 11,667 - 1,176 ,000 7.55 15,79
Etanol50% Cloroformo30% 8,667 1,176 ,000 4,55 12,79
Cleroformo50% 1,667 1,176 877 -2,45 579
Etanol10% 4,333 1,176 035 21 8,45
Etanol30% -7,000° 1,176 000 -11,12 -2,88
Etanol50% -10,333 1,176 000 -14,45 6,21
Acetona10% Acetona30% -7,000" 1,176 ,000 -11,12 -2,88
Acetona50% -9,667 1,176 000 -13,79 -5,55
Cloroformo10% 1,333 1,176 961 -2,79 5,45
Cloroformo30% -1,667 1,176 877 -5,79 2,45
Cloroformo50% -B,667" 4,176 ,00G -12,79 -4.55
Etanol10% 11,333 1,176 000 7,21 15,45
Etanol30% ,000 1,176 1,000 -4.12 4,12
Etanol50% -3,333 1,176 172 -7,45 g9
Acetona30% Acetona10% 7,000 | ~ 1176 ,000 2,88 11,12
Acetona50% -2,667 1,176 ,408 5,79 1,45
Cloroformo10% 8,333 1,176 000 421, 12,45
Cloroformo30% 5,333 1,176 006 1,21’ 9,45
Cloroformo50% -1,667 1,176 877 -5,79 2,45
Etanol10% 14,000° 1,176 000 9,88 18,12
Etanol30% 2,667 1,176 408 -1,45 6,79
Acetonas50% Etanol50% -667 | 1,176 1,000 -4,79 3,45
Acetonal0% 9,667 1,176 000 5,55 13,79
Acetonal30® 2,667 1,176 408 -1,45 6,79
Cloroformoi10% 11,000° 1,176 ,000 6,88 15,12
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. Diferencia Intervalo de
{ DisPIv_rentes {J) Dlsolyentes de medias E‘l’I_‘OI’ Sig. confianza al 95%
Organicos Organicos ) tipico Limite Limit_e

inferior superior
Acetona50% Cloroformo30% 8,000 1,176 ,000 3,88 12,12
Cloroformo50% 1,000 1,176 ,993 -3,12 512
Etanol10% 3,000 1,176 272 -1,12 712
Etanol30% -8,33% 1,176 ,000 -12.45 4,24
Etanol50% 11,667’ 1,176 ,000 -15,79 -7,55
Cloroformo10% Acetonal0% -1,333 1,176 961 . =545 2,79
Acetona30% -8,33% 1,176 000 -12,45 -4.21
Acetonas0% -11,000° 1,176 000 -15,12 6,88
Cloroformoe30% -3,000 1,176 272 <712 1,42
Clorcformo50% -10,000° 1,176 ,000 -14,12 -5,88
Etanol10% 6,000 1,176 ,002 1,88 10,12
Etanol30% -5,333° 1,176 006 -9,45 -1,21
Cloroformo30% Etanocl50% -8,667° 1,176 ,000 -12,79 -4,55
Acetonal0% 1,667 1,176 877 -2,45 5,79
Acetona30% -5,33% 1,176 ,008 -9,45 1,21
Acetona50% -8,000" 1,176 ,000 12,12 -3,88
Cloroformo30% Cloroformo10% 3,000 1,176 272 -1,12 7,12
Cloroformo50% -7,000° 1,176 ,000 -11,12 -2,88
Etanol10% 13,000° 1,176 000 8,88 17,12
Etanol30% 1,667 1,176 877 -2,45 5,79
Etano!50% -1,667 1,176 877 -5,79 2,45
Cloroformos0% Acetonal0% 8,667 1,176 ,ooo 4,55 12,79
Acetona30% 1,667 1,176 877 -2,45 5,79
Acetona50% -1,000 1,176 983 -5,12 3,12
Cloroformo10% 10,000 1,176 000 5,88 14,12
Clorsformo30% 7,000 1,176 ,000 2,88 11,12

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

En ocasiones el detalle pormenorizado (comparacién a comparacion) puede resultar
complejo de interpretar y por ello resulta mas cémoda de interpretar la salida de la
Tabla 5.14, donde se obtiene un cuadro resumen de los subgrupos de medias
homogéneos.
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TABLA 5.14.
Tabla de Subgrupos Homogéneos del procedimiento ANOVA de un factor en funcién
de tres concentraciones de los extractos de cascaras de Myrciaria dubia "camu
camu"” sobre Pseudomona cichorii. Segun Test de Tukey.

"HSD de Tukey
Disolventes Subconjunto para alfa = .05
Organicos N 1 2 3
Etano!!0% "~ 3| 533 '
Cloroformo10% 3 8,33 8,33
Acetona’t0% 3 ' 9,67
| Cloroformo30% 3 11,33
Etanol30% 3 16,67
Acetona30% 3 16,67
Cloroformo50% 3 18,33
Acetona50% 3 19,331
Etanol50% 3 20,00
 sig. 272| o7 172

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000,

5.3 Evaluacion de la actividad bioldgica de los extractos de cascaras de Averrhoa
carambola “carambola” sobre la inhibicién del crecimiento de Erwinia carotovora
subsp carotovora

Cuando-se probaron los extractos de cascaras de carambola se pudo apreciar que
los tratamientos de extractos acetdnicos (50%) (Tabla 5.16) de cascaras de
carambola y los extractos aceténicos (30%) difieren del resto por tener una mayor
efectividad contra la Erwinia carotovora subsp carotovora ya que muestran 100% de
inhibicion.
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TABLA 5.15.

Diametro de halos de inhibicidon en mm en funcién de tres concentraciones del
extracto etandlico de cascaras de Averrhoa carambola “carambola” sobre Erwinia
carotovora subsp carotovora.

MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm) de Erwinia carotovora subsp
carotovora

) Concentracion del extracto etandlico de Control
Nimerode  cascaras de Averrhoa carambola “carambola”

repeticiones Agua
10% 30% 50% destilada
1 6 7 10 -
2 8 7 11 -
3 6 10 12 -
Promedio 6.67 8 11 -
=

o

En la Figura 24. Se presetan los promedios de los halos promedio de inhbicién del
crecimiento de Erwinia carotovora subsp carotovora a las concentraciones
ensayadas del extracto etanélico de cascaras de Averrhoa carambola “carambola’.

Figurﬁ 24. Inhibicion del extracto etandlico de ciscaras de Averrhoa carambola “carambola” A Presencia
de halo de inhbicion alrededor del disco con el extracto etanélico (10%) B.Presencia de halo de inhbicién
alrededor del disco con el extracto etandlico (30%) C. Presencia de hale de inhbicién alrededor del disco con el
extracto etandlico (50%) ‘
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TABLA 5.16.

Didametro de halos de inhibicién en mm en funcién de tres concentraciones del
extracto aceténico de cascaras de Averrhoa carambola “carambola” sobre Erwinia
carotovora subsp carotovora
MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm) de Erwinia carotovora subsp

carotovora
. Concentracion del extracto aceténico de ~ Control
Numero de cascaras de Averrhoa carambola “carambola”
repeticiones Agua
10% 30% 50% " destilada
1 9 15 18 -
2 ' 6 18 17 -
3 10 18 19 -
Promedio 8.33 17 18 -
P"'Ai\?'t{!;st')% ':;1’694 mactiv_a Activo Activo .

En la Figura 25. Se presetan los promedios de los halos promedio de inhbicion del
crecimiento de FErwinia carofovora subsp carotovora a las concentraciones
ensayadas del extracto acetdnico de cascaras de Averrhoa carambola “carambola”.

Figura 25. Inhibicién del extracto aceténico de cascaras de Averrhoa carambola “carambola”
A. Presencia de halo de inhbicidn alrededor del disco con el extracto acetdnico (10%) B.Presencia de halo de

inhbicién alrededor del disco con el extracto aceténico (30%) C. Presencia de hale de inhbicidn alrededor del
disco con el extracto acetdnico (50%)
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TABLA 5.17.
Diametro de halos de inhibicién en mm en funcién de tres concentraciones del
extracto cloroférmico de cascaras de Averrhoa carambola “carambola” sobre Erwinia
carotovora subsp carotovora.
""MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm) de Erwinia carotovora subsp

carotovora
] Concentracion del extracto cloroférmico de Control
Nimerode  c4scaras de Averrhoa carambola “carambola”
repeticiones Agua
10% 30% 50% destilada
1 5 8 11 -
2 7 8 9 .
3 8 11 15 -
Promedio 6.67 _ 9 11.67 -
Alves y otros, Inacti Parcialmente Parcialmente
(2000)7 nactiva activa activa -

En la Figura 26. Se presetan los promedios de los halos promedio de inhbicién del
crecimiento de FErwinia carotovora subsp carotovora a las concentraciones
ensayadas del extracto cloroférmico de céascaras de Averrhoa carambola

“carambola”.

Figura 26. Inhibicién del extracto cloroférmico de cdscaras de Averrhoa carambola “carambola”

A. Presencia de halo de inhbicion alrededor del disco con el extracto cloroférmico (10%) B.Presencia de halo de
inhbicién alrededor del disco con el extracto cloroférmico {30%) C. Presencia de hale de inhbicién alrededor def
disco con el extracto cloroférmico (50%}

Finalmente las zonas en torno a los discos impregnados con crecimiento bacteriano

oscilaron entre 15 y 20 mm de diametro. Las cepas de Erwinia carotovora subsp
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carotovora con los extractos aceténicos (30% y 50%) de cascaras de carambola

mostraron valores altos de inh_ibicién.

5.3.1 Analisis Estadistico de la actividad biolbgica de los extractos de cascaras de
Averrhoa carambola “carambola” sobre la inhibicién del crecimiento de Erwinia
carotovora subsp carotovora. ' ’

¥

Los resultados nos muestran.que la tabla 5.18 el nivel de significacion para ios

 efectos de los niveles del factor y de su interaccion es menor. a 0.05, por lo tanto se

. rechaza la hipotesis nula, es decir, existen diferencias significativas de los tamafios

de los halos de inhibicién entre los extractos analizados

carambola “carambola” sobre Erwinia carotovora subsp carofovora.

TABLA 5.18. :
Andlisis de Varianza para evaluar los blogues (diametros de halos inhibitorios) y los
tratamientos (actividad inhibitoria de los extractos de cascaras de Averrhoa

ANOVA de un factor
Suma de Media i ; .
cuadrados 9l cuadratica F Sig.
Inter-g"rupds ‘ 426,963 8 53,370 16,953 000
Intra-grupos 56,667 18 3,148 :
Total 483,630 26|

En la tabla 5.19, muestra, para cada grupo y para el total muestral, €l numero de

casos, la media, la desviacién tipica, el error tipico de la media, los limites del

intervalo de confianza para la media al 95% y los valores minimo y maximo.

TABLA 5.19..
Tabla de estadisticos descriptivos del procedimiento ANOVA de un factor en funcion
de tres concentraciones de los extractos de cascaras de de Averrhoa carambola

“carambola”sobre Erwinia carotovora subsp carotovora.

Descriptivos
~Intervalo de
Desvi _6' e " | confianza parala _
N | Media esya:acn 'rror  media al 95% Minimo | Maximo |
‘ n tipica { tipico —. .
- .. ]-Limite | Limite
inferior | superior
Etanol10% 3 6,67 1,155 667 3,80 9,54 6 8
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Intervalo de
confianza para la

N | Media DESYI.aCIé l?rror media al 95% Minimo | Maximo
n tipica | tipico — — .
Limite | Limite
inferior | superior
Etanol30% 3| 8,00 1,732 1,000 3,70 12,30 7 10
Etanol50% 3] 11,00 1,000 577 8,52 13,48 10 12
Acetona10% 3| 833 2,082 1,202 3,16 13,50 6 10
Acetona30% 3| 17,00 1,732 1,000 12,70 21,30 16 18
Acetonas0% 3] 18,00 1,000 577| 15,52 20,48 17 19
Cloroformo10% 3 6,67 1,528 ,882 2,87 10,46 ‘5 8
Cloroformo30% 3| 9,00 1,732 1,000 4,70 13,30]. 8. 11
Cloroformo50% 31 11,67 3,055 1,764 4,08 19,26/ 9 15
Total 27| 10,70 4,313 ,830 9,00 12,41, .5 18

Por su parte el Grafico 5 y 6 observamos la medida de diametro de los halos de

inhibicién en mm en funcién de tres concentraciones de los extractos de céscaras de

Averrhoa carambola “carambola” sobre Erwinia carotovora subsp carotovora.

GRAFICO 5. Medida de didmetro de los halos de inhibicién en mm en fﬂncién de tres
concentraciones de los extractos de cascaras de Averrhoa carambola “carambola® sobre
Erwinia carotfovora subsp carotovora ‘
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GRAFICO 6. Graficos de caja. Describiendo la distribucién de la medida de diametro de los
halos de inhibicién en mm en funcidn de tres concentraciones de los extractos de cascaras de
Averrhoa carambola “carambola” sobre Erwinia carotovora subsp carotovora

Dlametro

1
)
N

Disolventes Organicos

0 1L 000

Por ultimo en la tabla 5.20, se muestra la prueba de comparacién de medias de

Tukey entre extractos; concluyendo que los tratamientos de extractos aceténicos

(50%) de cascaras de carambola y los extractos aceténicos (30%) , presentan los

mayores promedios de tamafio del halo.

HSD de Tukey

TABLA 5.20. ,
Prueba de Tukey de acuerdo al diametro del halo inhibitorio en funcion de tres
concentraciones de los extractos de cascaras de Averrhoa carambola “carambola”
sobre Erwinia carotovora subsp carotovora.

_ ) ) Intervalo de confianza
{n Disol\{entes (J} Disolyentés 3:?;:2?;: lgrfor sig. _ al 95%
Organicos Orgénicos (1) tipico Limite Limite
inferior superior
Etanol30% -1,333 1,449 ,889 6,41 3,74
Etanol50% -4,333 1,449 A3 -9.41- 74
Etanoi10% Acetonal0% 1,667 | 1.449 957 6,74 341
Acetonal30% -16,333° 1,449 000 -15,41 -5,26
Acetona50% -11,33% 1,449 000 “1641 6,26
Cloroformo10% ,000 1,449 1,000 -5,08 5,08
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) ) Intervalo de confianza
(I) Disolventes | (J) Disolventes 'ggz‘::;: Error Sig. al 95%
Organicos Organicos (1-J) tipico Limite Limite
inferior superior
Etanol10% Cloroformo30% -2,333 1,449 ,788 7,41 2,74
Cloroformos0% -5,000 1,449 ,055 -10,08 ,08
Etanol10% 1,333 1,449 989 -3,74 6,41
Etanol50% -3,000 1,449 519 -8,08 2,08
Acetona10% -333 1,449 1,000 -5,41 474
Etano!30% Acetona30% -9,000° 1,449 ,000 -14,08 -3,92
Acetona50% -10,000° 1,449 ,000 -15,08 4,92
Cloroformo10% 1,333 1,449 ,089 -3,74 641 |-
Cloroformo30% -1,000 1,449 ,998 6,08 408
Cloroformo50% -3,667 1,449 ,280 -8,74 11,41
Etanol10% 4,333 1,449 131 -, 74 ; 9,41
Etanol30% 3,000 1,449 519 -2,08 T 8,08
Acetonai10% 2,667 1,449 658 -2,41 7.74
Etanol50% Acetona30% 6,000 1,449 014 -11,08 - 92
Acetonab0% -7,000° 1,449 003 -12,08 -1,92
Cloroformo10% 4,333 1,449 31 -74 9,41
Cloroformo30% 2,000 1.449 891 -3,08 7,08
Cloroformo50% - 667 1,449 1,000 -5,74 4,41
Etanol10% 1,667 1,449 957 -3,41 6,74
Etanol30% 333 1,449 1,000 474 |« 541
Etanol50% 2,667 1,449 658 -7,74 2,41
Acetonal0% Acetonal0% -8,667" 1,449 ,000 -13,74 -3,59
Acetonab0% -9,667° 1,449 ,000 -14.74 -4.59
Cloroforme10% 1,667 1,449 957 -3,41 6,74
Cloroforme30% -,667 1,448 1,000 -5,74 4,41
Cloroformo50% -3,333 1,449 380 -8,41 1,74
Etanol10% 10,333 1,449 ,000 526 1541
Etanol30% 9,000 1,449 ,000 3,92 14,08
Etanol50% 6,000 1,449 014 92 11,08
Acetona30% Acetonal0% 8,667 1,449 000 3,59 13,74
Acetonab0% -1,000 1,449 098 6,08 4,08
Cloroformo10% 10,333 1,449 ,000 5,26 15,41
Cloroformo30% 8,000° 1,449 ,001 2,92 13,08
Cloroformo50% 5,333 1,449 035 26 10,41
Etanol10% 11,333 1,449 ,000 6,26 . 16,41
Etanol30% 10,000° 1,449 ,000 4,92 15,08
Etanol50% 7,000 1,449 003 1,92 12,08
Acetona50% Acetonal0% 8,667 1,449 ,000 459 | . 1474
Acetonal30% 1,000 1,449 ,908 -4,08 . 6,08
Cloroformo10% "11,333° 1,449 ,000 626 |~ 1641
Cloroformo30% 9,000° 1,449 ,000 3,92 14,08
Cloroformo50% 6,333 1,449 ,009 1,26 11,41
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- Intervalo de confianza
{1 Displ\._rentes {J) Diso|yent'es 2:?:;:?3': l_Eh:or Sig. al ?S%

Orgénicos Organicos (1) tipico Limite Limite
. inferior superior
Etanol10% ,000 1,449 1,000 -5,08 5,08
Etanol30% -1,333 1,449 ,989 6,41 3,74
_Etanol50% -4,333 1,449 . 134 -9,41 74
Acetona10% -1,667 1,449 857 6,74 3,41

Cloroformo10% . - -
Acetona30% -10,333 1,449 000 -15,41 -5,26
AcetonaS0% -11,33% 1,449 ,000 -16,41 -6,26
e B e -1 I R
. Cloroformo50% 000 1,449 1,000 -5,08 5,08
Etanol10% 2,333 1,449: ,788 © 22,74 7,41
Etanol30% 1,000 1,449 998 . -4,08 6,08
Cloroformo30% Etanol50% -2,000 1,449 891 -7,08 3,08
Acetonal0% 667 1,449 1,000 4,41 © 574
Acetona30% -8,000° 1,449 001 -13,08 -2,92
* Acetona50% -9,000° 1,449 : ,000 -14,08 -3,92
Cloroformo30% | cioroforme10% 2333 1,449 788 -2,74 7.41
.Clorofermo50% -2.667 1,449 658 -7,74 2,41
Etanol10%. 5,000 1,449 055 -,08 10,08
Etanol30% 3667 | . 1,449 ,280 -1,41- 8,74
Etanol50% - 667 1449 1 1,000 4,41 574
Cloroformo50% Acetona10% 3,333 1,449 390 -1,74 IEXL
Acetona30% 5,333 | 1449 035 -10,41, -,26
Acetona50% 6,333 1,449 ,009 T 114 -1,26
Cloroformo10% 5,000 1,449 055 -08 10,08
Cloroformo30% 2,667 1,449 ,658 -2,41 7.74

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

En ocasiones el detalle pormenorizado (comparaciéon a comparacién) puede resultar

complejo de interpretar y por ello resulta mas comoda de interpretar ta salida de la

Tabla 5.21, donde se obtiene un cuadro resumen de los subgrupos de medias

homogénéos.
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TABLA 5.21.
Tabla de Subgrupos Homogéneos del procedimiento ANOVA de un factor en funcién
de tres concentraciones de los extractos de cascaras de Averrhoa carambola
“carambola”sobre Erwinia carotovora subsp carofovora. Segun Test de Tukey.

HSD de Tukey
Subconjunto para alfa =
Disolventes
N 0.05
Organicos
1 2

Etanci10%- 3 6,67
Cloroformo10% 3 6,67
Etanol30% 3 8,00
Acetona10% 3 8,33
Cloroformo30% 3 9,00
Etanot50% 3 11,00
Cloroformo50% 3l 11,67
Acetonald0% 3 17,00
Acetonab0% 3 18,00
| Sig. ,055 . ,998

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

5.4 Evaluacion de la actividad biolégica de los extractos de cascaras de Averrhoa
carambola “carambola” sobre la inhibicién del crecimiento de Pseudomona cichorii.

Por otra parte los extractos de cascaras de carambola los cuales se probaron que
los tratamientos de extractos etandlicos (50%) (Tabla 5.22) y los extractos
cloroférmicos (50%) (Tabla 5.24) difieren del resto por tener una mayor efectividad

contra la Pseudomona cichorii.
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TABLA 5.22.
Diametro de halos de inhibicion en mm en funcién de tres concentraciones deil
extracto etandlico de cascaras de Averrhoa carambola “carambola” sobre
Pseudomona cichorii.

MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm) de Pseudomona cichorii.

) Concentracién del extracto etandlico de Control
Numerode  cascaras de Averrhoa carambola “carambola”
repeticiones i Agua
10% 30% 50% destilada
1 4 8 10 -
2 3 9 12 -
3 6 9 10 -
Promedio 4.33 8.67 10.67 -

Inactiva - .. = Inaé
L ST

[ Alves y otros,

- - jParcialmente "
(2000)" ; A

TEEE

En la Figura 27. Se presetan los promedios de los halos promedio de inhbicion del

crecimiento de Pseudomona cichorii a las concentraciones ensayadas del extracto

etanoélico de cascaras de Averrhoa carambola “carambola’.

extracto etandlico (50%)

Figura 27. Inhibicién de! extracto etandlico de cascaras de Averrhoa carambola “carambola” A Presencia
de hale de inhbicidn alrededor del disco con el extracto etandlico (10%) B.Presencia de halo de inhbicién
alrededor del disco con el extracto etanélico (30%) C. Presencia de halo de inhbicién alrededor del disco con el
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TABLA 5.23.
Diametro de halos de inhibicidn en mm en funcién de tres concentraciones del
extracto aceténico de cascaras de Averrhoa carambola “carambola” sobre
Pseudomona cichorii.

MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm) de Pseudomona cichorii.

. Concentracion del extracto aceténico Control
Nimero de
repeticiones de cascaras de Averrhoa carambola A destilad
P “carambola” gua desttiada
10% 30% 50%
1 4 9 9 -
2 6 8 9 -
3 7 ) 106 -
Promedio 5.67 8.67 9833 . -
[ Alvas y otros, T o

Inacti . : . i
(2000)" nactiva Inactiva Parcialmente activa

En la Figura 28. Se presetan los promedios de los halos promedio de inhbicion del
crecimiento de Pseudomona cichorii a las concentraciones ensayadas del extracto
aceténico de cascaras de Averrhoa carambola “carambola”.

Figura 28. Inhibicién del extracto aceténico de céscaras de Averrhoa carambola “carambola” A. Presencia
de halo de inhbicién alrededor del disco con el extracto acetdnico (10%) B.Presencia de halo de inhbicion
alrededor de! disco con el extracto aceténico (30%) C. Presencia de halo de inhbicidn alrededor del disco con el
extracto acetonico (50%)
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TABLA 5.24.
Diametro de halos de inhibicion en mm en funcién de tres concentraciones del
extracto cloroférmico de cascaras de Averrhoa carambola “carambola” sobre
Pseudomona cichorii.
“MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm) de Pseudomona cichorii.

=

) Concentracion del extracto cloroférmico de Control
Numerode  cascaras de Averrhoa carambola “carambola”
repeticiones . Agua
10% 30% 50% destilada
1 3 7 1M -
2 4 6 13 N
3 4 9 10 .
Promedio 3.67 7.33 11.33 -
~"Alves 3 s ; ] P imente
V?;O%S;ros Inactiva Inactiva _ art;rﬁl:i:n -

En la Figura 29. Se presetan los promedios de los halos promedio de inhbicion del
crecimiento de Pseudomona cichorii a las concentraciones ensayadas del extracto
cloroférmico de cascaras de Averrhoa carambola “carambola”.

Figura 29. Inhibicién de! extracto cloroférmico de céscaras de Averrhoa carambola “carambola” A
Presencia de halo de inhbicién alrededor del disco con el extracto cloroférmico (10%) B.Presencia de halo de
inhbicién alrededor del disco con el extracto cloroférmico (30%) C. Presencia de halo de inhbicién alrededor del
disco con el extracto clorofdrmico (50%).

Las zonas en torno a los discos impregnados con crecimiento bacteriano oscilaron
entre 8 y 12 mm de diametro. Las cepas de Pseudomona cichorii con los extractos
etandlicos (50%) y cloroférmicos (50%) de cascaras de carambola mostraron valores
altos de inhibicion.
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Finalmente todos nuestros resultados indican que los diferentes compuestos
polifendlicos de los extractos de cdascaras de Myrciaria dubia “camu camu® y
Averrhoa carambola “carambola” tienen capacidad antimicrobiana, por lo que es
posible la inhibicion de las especies bacterianas: Erwinia carotovora subsp

carotovora y Pseudomona cichorii.

5.4.1 Analisis Estadistico de la actividad biolégica de los extractos de cascaras de
Averrhoa carambola “carambola” sobre la inhibicién del crecimiento de Pseudomona
cichorii.

Los resultados nos muestran que la tabla 5.25 el nivel de significacién para los
efectos de los niveles del factor y de su interaccién es menor a 0.05, por lo tanto se
rechaza la hipétesis nula, es decir, existen diferencias signifidativas de los tamarios

del halo de inhibicién promedio para con los extractos analizados.

TABLA 5.25.
Analisis de Varianza para evaluar los blogues (diametros de halos inhibitorios) y los
tratamientos (actividad inhibitoria de los extractos de cascaras de Averrhoa
carambola "carambola”) sobre Pseudomona cichorii.

ANOVA de un factor
Suma de Media .
cuadrados 9l cuadratica F Sig.
Inter-grupos 175,185 8 21,898 16,424 000
Intra-grupos 24,000 18 1,333
Total 199,185 26

En la tabla 5.26, muestra, para cada grupo y para el total muestral, el nimero de
casos, la media, la desviacion tipica, el error tipico de la media, los limites del

intervalo de confianza para la media al 95% y los valores minimo y maximo.
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TABLA 5.26.
Tabla de estadisticos descriptivos del procedimiento ANOVA de un factor en funcién
de tres concentraciones de los extractos de cascaras de Averrhoa carambola
“carambola”sobre Pseudomona cichori.

Descriptivos

Intervalo de confianza

N | Media Des.vi_acién I?rror parar I.a media _é? 9?% ' Minimo | Maximo
tipica tipico Limite Limite

inferior superior
Etanol10% 3| 4,33 1,528 882 .54 8,13 3 6
Etanol30% 31 -8,67 577 333 7,23 10,10 8 9
Etanol50% 31 10,67 1,155 667 7.80| 1354 10 12
Acetona10% 3| 567 1,528 882 1,87 9,46 4 7
Acetona30% 3| 867 577 333 7,231 . 10,10 8 9
Acetona50% | 3| 9,33 577 333 7.90| 10,77 9 10
Cloroformo10% | 3| 3,67 . 577 333 2,23 5,10 3 4
Cloroformo30% | 3| 7,33 + 1,528 882 3,54 “11,13 X 6 9
Cloroformo50% | 3] 11,33 1,528 882 7,54 15,13 10 13
Total 271 7,74 2,768 533 6,65 8,84 3 13

Por su parte el Grafico 7 y 8 observamos la medida de diametro de los halos de

inhibicién en mm en funcidén de tres concentraciones de los extractos de céscaras de

Averrhoa carambola “caramhbola”scbre Pseudomona cichorii.

GRAFICO 7. Medida de didmetro de los halos de inhibicibn en mm en funcién de tres
concentraciones de los extractos de céascaras de Averrhoa carambola “carambola” sobre
Pseudomona cichorii,
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GRAFICO 8. Graficos de caja. Describiendo la distribuciéon de 1a medida de diametro de los
halos de inhibicién en mm en funcion de tres concentraciones de los extractos de cascaras de
cascaras de Averrhoa carambola “carambola”sobre Pseudomona cichorii.
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Por dltimo en la tabla 5.27, se muestra la prueba de comparaciéon de medias de
Tukey entre extractos; concluyendo que los extractos de cdscaras de carambola los
cuales se probaron que los tratamientos de extractos etandlicos y los extractos

cloroférmicos presentan tamafnos de halo progresivamente superiores,

TABLA 5.27.
Prueba de Tukey de acuerdo al diametro del halo inhibitorio en funcion de tres
concentraciones de los extractos de cascaras de Averrhoa carambola “carambola”
sobre Pseudomona cichorii. '
Pruebas post hoc

HSD de Tukey
. Intervalo de confianza
(1) Disolventes | (J) Disolventes 3;“:23?:: Error sig al 95%

Orgéanicos Organicos (1)) tl!):co Limite Limite
! inferior superior
Etanoi30% -4,333 943 005 -7.64 -1.03
Etanol50% -6,333 943 ,000 -9,64 -3,03
Acetona10% -1,333 943 878 -4,64 1,97
Acetonad0% -4,333' 943 ,005 -7.64 -1,03
Etanol10% Acetona50% -5,000° 943 ,001 -8,30 -1,70
Cloroformo10% 667 943 ,998 -2,64 3,97
Cloroformo30% -3,000 943 092 6,30 .30

Li?

Cloroformo50% -7,000° 943 000 -10,30 3,70
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Intervalo de confianza
(1) Disolventes | (J) Disolventes 2;';";::’;: Eror | o | al9s%
Organicos Organicos (1) tipico Limite Limite
inferior | superior
Etanol10% 4,333 943 005 1,03 7.64
Etanol50% -2,000 943 490 -5,30 1,30
Acetona10% 3,000 943 092 T .30 6,30
Etanol30% Acetona30% ,000 943 1,000 -3,30 3,30
Acetona50% -667 943 998 --3,97 264
Cioroformo10% 5,000° 943 ,001 1,70 8,30
Cloroformo30% 1,333 943 ,878 -1,97 4,64
Cloroformo50% -2,667 ,943 174 -5,87 64
Etanol10% 6,333 ,943 ,000 - 3,03 9,64
Etanol30% 2,000} 943 490 -1,30 + 530
Acetona10% 5,000 ,943 001 1,70 8,30
Etanol50% Acetona30% 2,000 943 480 . --1,30 5,30
' Acetona50% 1,333+ 943 .B78 41,97 4,64
Cloroformo10% . 7,000° 943 000 < 370 10,30
Cloroformo30% , 3,333 ,943 047 ¢ 03 6,64
Cloroformo50% - 667 943 998 v -3,97 2,64
Etanol10% 1,333 943 878 - -1,97 4,64
Etanol30% -3,000 943 ,092 ' 6,30 ' 30
Etanol50% -5,000" . ,943 001 . -8,30 -1,70
Acetona10% Acetona30% -3,000 943 092 . 6,30 30
Acetona50% -3,667 943 ,023 © 1897 -,36
Cloroformo10% 2,000 843 480 -1,30 5,30
Cloroformo30% 1,667 943 701 - 4,97 1,64
Cloroformo50% -5,667" 943 ,000 -8,97 -2,36
Etanot10% 4,333 943 ,005 . 1,03 7,64
Etanol30% . ,000 ,843 1,000 . -3,30 3,30
Etanol50% -2,000 943 490 -5,30 1,30
Acetona30t Acetonal10% 3,000 ,943 092 -,30 6,30
AcetonaS0% -,667 ,843 998 -3,97 2,64
Cloroformo10% 5,000 ,943 001 1,70 8,30
Cloroformo30% 1,333 043 878 -1,97 4,64
Cloroformo50% -2,667 843 174 -5,97 ,64
Etanol10% 5,000° ,943 001 1,70 8,30
Etanol30% 667 ,943 098 -2,64 3,97
Etanol50% -1,333 943 878 -4,64 1.97
Acetona50% Acetona10% 3,667 843 023 36 6,97
Acetona3d0% 667 943 998 *-284 . 3,97
Cloroformo10% 5,667 943 ,000 2,36 . 8,97
Cloroformo30% 2,000 943 490 -1,30 5,30
Cloroformo50% -2,000 943 490 -5,30 1,30
Etanol10% -,667 943 ,998 -3,97 2,64
Cloroformo10% Etanol30% -5,000° 943 001 -8,30 -1,70
Etanol50% -7,000° 943 ,000 -10,30 -3,70
Acetona10% -2,000 943 ,490 -5,30 1,30
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. Intervalo de confianza
H Disol\fentes (J) Disol\_rentes 2:‘:22?;2 gn_for sig. al 95%
Organicos Organicos ) tipico Limite Limite
inferior superior
Acetona30% -5,000" 943 ,001 -8,30 -1,70
Cloroformo10% Acetona50% -5,667" 943 ,000 -8,97 -2,36
Cloroformo30% -3,667° ,943 ,023 -6,97 -, 36
Cloroformo50% -7,667° 943 ,000 -10,97 -4.35
Etanol10% 3,000 ,943 092 -30 6,30
Etanol30% -1,333 943 878 4,64 1,97
Etancl50% -3,333° 943 ,047 -6,64 -,03
Cloroformo30% Acetonal10% 1,667 843 701 -1,64 4,97
Acetona3t% -1,333 943 878 -4 64 1,97
Acetona5S0% -2,000 943 490 -5,30 1,30
Cloroformo10% 3,667 943 023 ,36 6,97
Cloroformo50% -4,000' 943 011 -7,30 -70
Etanol10% 7,000° 943 ,000 3,70 10,30
Etanol30% 2,667 943 174 -64 5,97
Etanol50% 667 943 998 -2,64 3,97
Cloroformo50% Acetonal0% 5,667 943 ,000 2,36 8,97
Acetona30% 2,667 943 174 -64 5,97
Acetona50% 2,000 043 490 -1,30 5,30
Cloroformo10% " 7,667 943 ,000 4,36 10,07
Cloroformo30% 4,000 ,043 01 70 7,30

*. La diferencia de medias es significativa a! nivel 0.05.

En ocasiones el detalle pormenorizado (comparacion a comparacion) puede resultar

complejo de interpretar y por ello resulta mas cémoda de interpretar la salida de la

Tabla 5.28, donde se obtiene un cuadro resumen de los subgrupos de medias

homogeneos.

98



TABLA 5.28.
Tabla de Subgrupos Homogéneos del procedimiento ANOVA de un factor en funcion
de tres concentraciones de los extractos de cascaras de Averrhoa carambola
“carambola’sobre Pseudomona cichorii. Segun Test de Tukey.

HSD de Tukey

Disolventes Subconjunto para alfa = 0.05

Organicos N 1 2 3 4 5
Cloroformo10% 3 3,67 )
Etanoi10% 3 4,33 4,33
Acetonal0% 3 567 567 5,67
Cloroformo30% 3 7,33 7,33 7,331,
Etanol30% 3 8,67 8,67 8,67
Acetonal0% 3 8,67 8,67 8,67
Acetona50% 3 9,33 9,33
Etanol50% 3 ' 10,67
Cloroformo50% 3 . 11,33
| Sig. ,490 ,092 ,092 490 |- 174

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.
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CAPITULO VI
DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Contrastacion de hipotesis con los resultados

De lo hasta aqui desarrollado a lo largo de la presente investigaciéon, con la
informacion expuesta en los capitulos anteriores y la data estadistica presentada;
hemos podido demostrar la hipotesis planteada al inicio del presente trabajo como

respuesta tentativa a esta investigacion.

El analisis y contrastacion de las variables independientes y dependientes
correspondientes a la hip6tesis objeto de la presente tesis, nos permitio determinar
lo siguiente:

Los extractos polifenolicos a partir de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu” y
Averrhoa carambola "carambola” inhibieron el crecimiento de las bacterias Erwinia
carotovora subsp carotovora y Pseudomona cichorii. Por lo tanto existe una

asociacion entre el extracto y el crecimiento bacteriano.
6.2 Contrastacion de resultados con otros estudios similares

Para explicar mejor el poder inhibitorio de los extractos polifendlicos de Myrciaria
dubia “camu camu” y Averrhoa carambola “carambola” a base de cascaras frente a
las cepas es su concentracion moderada o alta de polifenoles, en comparacion con

otros frutos o plantas.

En ese sentido Myrciaria dubia "camu camu” no presenta antecedentes de efecto
inhibitorio sobre bacterias fitopatégenas, sin embargo Castillo. C (2013), report6
que los polifencles del Myrciaria dubia “camu camu” tuvieron éfecto inhibitorio con
bacterias de alimentos y esto se tomé como base para probar sobre las diferéntes
bacterias que se evaluaron ya que contiene un gran cantidad de polifenoles.
Demostrando su potencial para aplicaciones alimentarias y de salud humana debido
a sus propiedades funcionales ricos bicactivos vinculados con alta actividad
antioxidante (3'Fujita y otros, 2015; ''Baldeon y otros, 2015).
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lgualmente la Averrhoa carambola “carambola”, segun %Avinash y otros, 2012;
BGheewala y otros, 2012; %Manda y otros, 2012, reportaron que los polifenoles en
Averrhoa carambola “carambola’ se encontraban entre los mas altos en el grupo de
estudio a ser una fuente sustancial de antioxidantes fenélicos, por lo que puede
presentar beneficios de salud potentes (*Abadie. R y otros, 2014); tomando en
consideracion para probar sobre las diferentes bacterias que se evaluaron ya que

contiene un gran cantidad de polifenoles.
Por otra parte la actividad antibactericida ha sido reconocida por otros autores como:

%2Stefanova. M y otros (2005) probaron el efecto de varios extractos, entre ellos de la
Bixa orellana, y comprobaron que el desarrollo de las colonias del agente causal de

la bacteriosis de la cebolla (Xanthomonas sp.) fue inhibido entre 90 y 100%.

0Peralta-Bello (2006) reporta que hay inhibicién del crecimiento de las bacterias
Pseudomana cichorii, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli y Erwinia carotovora pv
atroseptica, con disolventes de diferente polaridad; hexano, éter, etanol, a partir de
las hojas frescas de Flourensia cernua D.C.

860sorio. E (2007) observd que el extracto inhibidor fue la gobernadora siendo las
cepas mas susceptibles la Pseudomona cichorri y Xanthomonas campestres pv.
Vesicatoria con diferentes concentraciones al 10%, 5%, 2.5%, 0.25 y el Testigo.

Seguido del extracto de la nuez y la granada inhibiendo en menor grado.

“4Aguitar y otros (2013), utilizaron extracto de nuez y granada obteniendo resultados
positivos, se observa que ha mayor concentracion es mayor la inhibicion frente a
Pectobacterium carotovora subsp. Carotovora, Xanthomonas axonopodis pv.
Phaseoli, Xanthomonas axonopodis pv. Vesicatoria y Pseudomonas cichorii.
Extractos de plantas con altos contenido de taninos como la corteza de mimosa han
reportado tener una gran actividad antibactericida.
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En trabajos similares realizado por "*Bricefio y otros (2012), se evaluo el efecto de
extractos etanélicos provenientes de las plantas de Nim, utilizadas para el control de
bacterias fitopatdgenas del género Erwinia sp., logrando un control efectivo frente a
Emwinia sp., aistada del cultivo de berenjena. Los autores constataron la inhibicion

del microorganismo con una concentracion del 30% del extracto.

2Acero y otros (2001). Encontré que las bacterias sapréfitas como Erwinia carotovora
son inhibidas por los extractos de Chile (capsicum sp.). En ese mismo sentido
15Chirinos y otros (2007) asegura que el poder de inhibicién de cada extracto esta

relacionado con la especie de bacteria que afecta un determinado cultivo.

Otro estudio de ®Ramirez y Marin (2009) evallan la actividad bacteriana realizando
estudios donde se someten varias cepas bacterianas frente a diferentes extractos
etanolicos y aceitees esenciales provenientes de diferentes plantas, utilizando el

método de dilucion en pozo.

Todo parece indicar que las concentraciones tienen un efecto marcado en el
crecimiento de las colonias de Erwinia carotovora subsp carotovora y Pseudomona
cichorii. Por ello se presume por 'Viveros y Castafio (2006) que la accion de los
extractos sobre los patdgenos a estudiar depende directamente de la cantidad y tipo
de metabolitos secundarios que pueda poseer el extracto.

Estos interfieren en el crecimiento microbiano por privacién del substrato o por
destruccion de la membrana celular (la membrana del microorganismo). Siendo mas
especificos segin 2°Domingo y Lépez-Brea (2003); nos menciona que los fenoles
simples actuan en la inhibicién enzimatica de compuestos oxidados; las quinonas
actuan formando complejos con los aminodacidos hidrofilicos de las proteinas, lo que
genera una inactivacion de estd biomolécula. Las cumarinas presentan su actividad
antimicrobiana a través de la interaccién con el DNA eucariota. Por ultimo se tiene
alcaloides, que actuan mediante intercalacion entre la pared celular y el DNA del

microorganismo.
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Bajo estas circunstancias la Myrciaria dubia “‘camu camu’ se han reportado
compuestos fendlicos en la semilla y la cascara significativamente mas abundantes
que otras frutas tropicales (¢®Myoda y Otros, 2010). Entre ellos como flavonoides,
antocianinas, pro-antocianinas, elagitaninos y derivados del acido eléagico y galico
con actividad bactericida (“®Fracassetti y Otros, 2013).

De igual manera la Averrhoa carambola “carambola” demostro una fuente potencial
antioxidantes polifenélicos primarios y secundarios tales como alcaloides,
flavonoides, saponinas y taninos (*Avinash y otros, 2012; 38Gheewala y otros, 2012)

con actividad antimicrobiana.
Por ende pueden ser utilizados exitosamente en el control o inhibicién de bacterias

fitopatoégenos, ademas de constituirse en una herramienta para integrar un manejo

agroecolégico del cultivo.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

Con base en los resultados que se obtuvieron en el analisis de varianza con
un factor (ANOVA) y con la prueba de comparaciones multiples o métodos
Post Hoc de diferencia significativa honesta (DSH) de Tukey, se observaron
diferencias significativas entre los extractos utilizados como tratamientos.

Las concentraciones de 50% del extracto aceténico, etanolico y cloroformico
de cascaras de Myrciaria dubia “camu camu” tienen un mayor efecto
significativo del crecimiento de Erwinia carotovora subsp carotovora,
observando unos diametros de halo promedic entre 15 y 19 mm que
representan una zona Activa segun lo parametros sugeridos por Alves y
Otros (2000).

Los extractos etandlico, acetonico y cloroférmico de cascaras de Myrciaria
dubia *camu camu’ tuvo un efecto inhibitorio del crecimiento de Pseudomona
cfchorfi a las concentraciones del 50%, mostrando halos de inhibicion
promedio entre 18 y 20 mm de didmetro representando una zona Muy Activa
segun lo parametros sugeridos por ’Alves y Otros (2000).

Para la Averrhoa carambola “carambola” se mostré que los extractos
acetdnicos (30% y 50%) manifestaron el mayor efecto de inhibicién sobre
Erwinia carofovora subsp carotovora representando halos de inhibicion entre

15 y 20 mm de diametro, significando una zona Activa.

Para las pruebas de actividad bactericida empleando la fitobacteria
Pseudomona cichorii mediante el método de difusién de discos en agar
permitid establecer que los extractos etandlico y cloroférmico de cascaras de
Averrhoa carambola "carambola” a las concentraciones del 50% obtuvieron
halos de inhibicion entre 8 y 12 mm de diametro representando una zona
Parcialmente activa.
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» La aplicacién de los extractos polifenélicos a base de cascaras de Myrciaria
dubia “camu camu” y Averrhoa carambola "carambola” como agentes de
control, proponén una alternativa para el manejo de la agricultura organica
que garantice la sustentabilidad del suelo y seguridad ambiental. Siendo una
excelente opcidn, debido a su facil degradacion, no generan residuos; y sobre
todo compuestos de origen natural no perjudiciales para la salud humana y

ambiente.
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CAPITULO VIII
RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar otros estudios para ampliar el espectro de actividad
antibactericida de Myrciaria dubia “camu camu” y Averrhoa carambola
“carambola” con el objetivo de utilzar los extractos obtenidos en la formulacion

de nuevos productos con potencial bactericida.

Se recomienda realizar otros tipos de extractos de Myrciaria dubia “camu
camu” y Averrhoa carambola “carambola’ para comparar los resultados y

determinar su efectividad antibactericida.

Se recomienda continuar con los ensayos realizados, utilizando otros frutos o
plantas, para incrementar el conocimiento sobre la actividad antibactericida en

cultivos de importancia agricola.

Se recomienda realizar pruebas in situ para valorar la efectividad que pueden
proporcionar los componentes de Myrciaria dubia ‘camu camu” y Averrhoa
carambola ‘caramboia” con la finalidad de determinar la estabilidad de los
extractos obtenidos frente a agentes fisicos y quimicos que puedan interferir

en la actividad antimicrobiana descrita en el presente trabajo.

Se recomienda extender los estudios expuestos en esta tesis a fin de calcular
la dosis optima de los extractos para mejorar el rendimiento de las cosechas,
la calidad del suelo y la salud de las personas y animales. Lo cual permitira

minimizar el uso indiscrimado de agroquimicos en la actualidad.

106



CAPITULO IX
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

. Abadie, R., Medina, R., Ruiz, L., Tresierra, A. Actividad antibacteriana de
extractos vegetales frente a cepas intrahospitalarias, lquitos-Pert. Revista
ECI-Peru. CIRNA-UNAP. 2014; 11(1):31-38.

2. Acero, C., Dorantes, L., Hernandez, H y Jaramillo, M. Efecto.de un extracto
isopropanotlico de chile (capsicum sp.) sobre diversos microorganismos de
importancia en alimentos. Veracruz, En: IX Congreso Nacional de
Biotecnologia y Bioingenieria. XlIll Congreso Nacional de Ingenieria
Bioguimica. || Congreso Internacional de Ingenieria Bioquimica. México. 2001.
P. 1-120.

3. Agrios, G. (2005). fitopatologia. Mexico: Palma. Aquino Bolafios, T., Ruiz
Vega, J., Giron, P. S., Pérez Pacheco, R., Martinez, T. S., & Silva Rivera, M.
(2011). Interrelationships Of The Agave Weevil Scyphophorus acupunctatus
(Gyllenhal), Erwinia carotovora {(Dye), Entomopathogenic Agents And
Agrochemicals. African Journal Of Biotechnology, 10 (68), 15402-15406.

4 Aguilar,C., Osorio-Hernandez, E., Ventura-Sobrevilla, J., Flores-Davila, M.,
Lara, F., Rodriguez-Herrera y Hemandez-Castillo. Efectividad biologica de
extractos polifendlicos contra bacterias fitopatogenas. Coahuila, México. 2013.
En:Polibotanica.P. 200-298.

5 Akter, M., Oh, S., Eun, J., & Ahmed, M. (2011). Nutritional compositions and
health promoting phytochemicals of camu-camu (Myrciaria dubia) fruit: A
review. Food Research International, 44, 1728-1732.

6. Alcazar, M.D.: J. E. Belda.; P. Barranco & T. Cabello. 2000. Lucha integrada
en cultivos horticolas bajo plastico en Almeria. Vida Rural 118: 51-55.

7. Alves, TM.A., Silva, A.F., Brandao, M., Grandi, T.S.M., Smania, E.F.A,,
Smania Jr., A., Zani, C.L., 2000. Biological screening of Brazilian medicinal
plants. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz 95, 367-373.

8. ANDRADE, R.A.; MARTINS, A B.G. Aspectos morfolégicos de folhas na
diferenciacéo de variedades de carambola. Revista Brasileira de Fruticultura,
v.29, n.2, p.386-388. 2007.

107



9 Avinash, P., Swapneel, K., Anita, P., 2012. A comprehensive review of an
important medicinal plant — Averrhoa carambola L. Pharmacog. Commun. 2,
26-39

10. Bala, A., Kar, B., Haldar, P.K., Mazumder, U.K,, Bera, S., 2010. Evaluation
of anticancer activity of Cleome gynandra on Ehrlich’s ascites carcinoma

_treated mice. J. Ethnopharmacol. 129, 131-134.

1. Baldedn, E.; Alcaiiz, M.; Masot, R.; Fuentes, E.; Barat, J.; Grau, R. 2015,
Voltammetry pulse array developed to determine the antioxidant activity of
camu—camu (Myrciaria dubia H.B.K. McVaug) and tumbo (Passiflora mollisima

 (Kunth) L.H. Bailey) juices employing voltammetric electronic tongues. Food -

Control 54: 181-187.

2. Bauer AW, Kirby WM, Sherris JC, Turck M. Antibiotic susceptibility testing:
by a standardized single disk method. Am J Clin Pathol. 1966 Apr;45(4):493—
496.

'3 Bricefio. G; Garcia. J; Masell. A y Rosales. L. Efecto de extractos K
etandlicos de ruda y neem sobre el control de bacterias fitopatdgenas del
género Erwinia. Maracay 2012. En: Agronomia Trop. Vol.61, n°2. P.141-148.
14. Castillo, C. 2013. “Efecto inhibitorio in vitro de Myrciaria dubia “camu-camu’
sobre Staphylococcus aureus y Candida albicans”. Tesis para optar el grado
de Bachiller en Medicina, Universidad Nacional de Trujillo. |
15. Chirinos. J; Leon. Y; y Vallenilla. Y;. Evaluacién de malojillo, verdolaga,
nim, manzanilla y orégano como extractos acuosos en el control de
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, Erwinia carotovora pv. carotovora,
Pseudomonas sp. y Xanthomonas spp. que ocasionan dafios en yuca,
pimentén, perejil y firjol. En XX Congreso Venezolano de Fitopatologia. San
Felipe, Venezuela. Memorias. Universidad de Yaracuy. 2007. 130p.

8. Chirinos, R., Galarza, J., Betalleluz-Pallardel, 1., Pedreschi, R., & Campos,
D. (20‘1 0). Antioxidant compounds and antioxidant capacity of Peruvian camu-
camu ‘(Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh) fruit at different maturity stages.
Food Chemistry, 120, 1019-1024.

108



7. Cafizares A., Bonafine O., & Vargas A. (2012). Frutales no tradicionales.
Aprovechamiento industrial del tamarindo estrella o carambola. INIA Divulga.
Revista de Difusion de Tecnologia Agricola, pecuaria, pesquera y acuicola,
23, 2-9.

8. Castilla, N. 2007. Invernaderoes de- Plastico. Tecnologias y manejo.
Madrid: Editorial Aedos, s.a. Recuperado el 06 de Abril de 2013.

18. Contreras - Calderon, J., L. Calderon, E. Guerra y B. Garcia, Antioxidant
capacity, phenolic content and vitamin C in pulp, peel and seed from 24 exotic
fruits from Colombia, Food Research International: 44 (7), 2047-2053 (2010).
20. Cortes, J. (2008). Evaluacion del efecto de extractos etanélicos de propolis
sobre el control Alternaria solani en cultivo ecolégico ‘de tomate, (Solanum
lycopersicum.) (tesis de pregrado). Universidad Politécnica de Cataluia,
Barcelona, Espaia.

21. D'Archivio, M., Filesi, C., Di Benedetto, R., Gargiulo, R., Giovannint, C., &
Masella, R. (2007). Polyphenols, dietary sources and bioavailability. Annali
dellistituto Superiore di Sanita, 43, 348-361.

22. Das, 2012. Antimicrobial and antioxidant activities of green and ripe fruits
of Averrhoa carambola Linn. and Zizyphus mauritiana Lam. Asian J. Pharm.
Clin. Res., 5 (2012), pp. 102-105

23. De Souza, M., Raga, A., & Zucchi, A. (2000). Incidencia de Anastrepha
obliqua (Macquart) y Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) en
carambola (Averrhoa carambola L.) en ocho localidades del estado de Sao
Paulo, Brasil. Anales de la Sociedad de Entomolia. Brasil, 29(2), 367-371.
<http://www.fao.org/waicent/faocinfo/sustdev/iRTdirect/RTre0009.htm>.

24. De OQliveira.,, L.J. Ward., V.Duarte., S.H. De Boer. Characterization of
atypical Erwinia carotovora strains causing blackleg of potato in Brazil. The

Society for Applied Microbiology, Journal of Applied Microbiology 2003, 86,
535-545.

25. Domingo, D., & Lépez-Brea, M. (2003). Plantas con Accién Antimicrobiana.
Rev Esp Quimioterap, 16(4), 385-393.

109



26. FAO/OMS. 2002. Principles and guidelines for incorporating microbiological
risk assessment in the development of food safety standards, guidelines and
related texts. Informe de una reunion Consulta mixta FAOQ/OMS. Kiel
(Alemania), 18-22 de marzo de 2002 (disponible en
ftp://ftp.fao.org/docrep/fao/006/y4302e/y4302e00.pdf)

27. FAQ, 2012 (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la

Agricultura); HCA (Instituto Interamericano  de Cooperacion para Ila

Agricultura). Perspectivas de la agricultura y del desarrollo rural en las

Américas: una mirada hacia América Latina y el Caribe 2013. Santiago, CL. .
Disponible en http://bit.ly/Z12hN"1 .

28. Fracassetti, D., Costa, C., Moulay, L., & Tomas-Barberan, F. (2013). Ellagic
acid derivatives, ellégic tannins, proanthocyanidins and other phenolics,

vitamin C and antioxidant capacity of two powder products from camu-camu

~ fruit (Myrciaria dubia), Food Chemistry, 139, 578-588.

28. Franco, Yuliet; Marusia Stefanova; Maria F. Coronado: «Patogenicidad y -
virulencia de éislamientos de Erwinia sp. de semillas de papa :de
importacion», Fitosanidad 8(4):45-47, 2004

3. Fujita, A., Borges, K., Correia, R., Franco, B., & Genovese, M. (2013).
Impact of spouted bed drying on bioactive compounds, antimicrobial and
antioxidant activities of commercial frozen pulp of camu-camu (Myrciaria dubia
Mc. Vaugh). Food Research International, 54, 495-500.

31 Fujita, A.; Sarkar, D.; Wu, S.; Kennelly, E.; Shetty, K.; Genovese, M. 2015.
Evaluation of phenolic-linked bioactives of camu-camu (Myrciaria dubia Mc.
Vaugh (Myrtaceae)} for antihyperglycemia, antihypertension, antimicrobial
properties and cellular rejuvenation. Food Research International 77(2): 194-
203.

32. Garcia-Estrada, R. S., C. Juarez-Reyes, J. A. Carrillo-Fasio, R. Allende-
Molar, I. Marquez-Zequera y M. D. Muy-Rangel. 2000. Marchitez bacteriana
en chile bell causada por Erwinia carotovora subsp carotovora Rev. Mex.
Fitopatol. 18: 120-124

110



33. GARRITY, GM; STALEY, JT, BOONE, DR; BRENNER, DJ; VOS, P,
GOODFELLOW, M; KRIEG, NR; RAINEY, FA; SCHLEIFER, KH. 2005.
Proteobacteria. In: BRENNER, DJ; KRIEG, NR; STALEY, JT. Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology. New York: Michigan State University.
p.575-623.

34. Gaspar, J. (2008). Actividad antimicrobiana de extractos de orégano (Lippia
graveolens) contra microorganismos fitopatdgenos (tesis de pregrado).
Universidad Autdnoma de Querétaro, México.

35. Genovese, M., Pinto, M., Gongalves, A., & Lajolo, F. (2008). Bioactive
compounds and antioxidant capacity of exotic fruits and commercial frozen
pulps from Brazil. Food Science and Technology International, 14, 207-214,

6. Gomez, A. 2000. Agricultura Organica en el Codex Alimentarius. Seminario
Proteccion del Consumidor desde las ONG's y el Codex Alimentarius.
CEADU. Montevideo.

3. Gongalves, A., Lajolo, F., & Genovese, M. (2010). Chemical composition
and antioxidant/antidiabetic potential of Brazilian native fruits and comrﬁercial
frozen pulps. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 58, 4666—4674.

38. Gheewala, P., Kalaria, P., Chakraborty, M., Kamath, J.V., 2012
Phytochemical and pharmacological profile of Averrhoa carambola Linn.. an
overview. Int. Res. J. Pﬁarm. 3, 88-92.

39 Guevara, Y., Maselli, A. y M. Sanchez. 2000. Efecto de extractos vegetales
sobre bacterias fitopatégenas. Manejo Integrado de Plagas 56:38-44.

40. Guevara, Y., Maselli, A., Mireles, M., Figueroa, R., Marcano, M., & Rondén,
A. (2002). Evaluacion De Cuatro Productos Para El Control De La Bacteriosis
(Erwinia spp.) En Frutos De Mango (Mangifera indica L.). Revista Mexicana
De Fitopatologia., 20 (1), 110-113

41 Hii, C.L. y J.F. Ogugo. 2014, Effect of pre-treatment on the drying kinetics
and product quality of star fruit slices. J. Eng. Sci. Technol. 9(1), 122-134.

42 Iman, S.: Bravo, L.; Sotero, V.; Oliva, C., 2011. Contenido de vitamina C en

frutos de camu camu Myrciaria dubia (H.B.K) Mc Vaugh, en cuatro estados de

111



maduracion, procedentes de la Coleccion de Germoplasma del INIA Loreto,
Per(. Scientia Agropecuaria 2(2011) 123 — 130.

43. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES DE LA AMAZONIA PERUANA (lIAP).
.2006. Diagnostico de los productores de camu camu pertenecientes a
ADIPROCAY. Pucallpa.

44. |sabelle, M., Lee, B.L., Lim, M.T., Koh, W.-P_, Huang, D., Ong, C.N., 2010.
Antibxidantactivity and profiles of common fruits in Singapore. Food Chem.
123 (1), 77-84.

45. Janick, J y R. Paull. 2008. The encyclopedia of fruit and nuts. CABI
Pubiishing, Wallingford, UK.

4. Jones, P., Vogt, T., 2001. Glycosyltransferases in secondary plant
metabolism: tranquilizers and stimulant controllers. Planta 213, 164-174.

47. Khanam Z, Ching C. H., Zakaria N. H. B. M., Sam K H., Bhat L.U.H.
Phytochemical analyses and DNA cleavage activity of Citrus maxima fruit.
International Conference on Chemistry and Environmental Sciences Research
(ICCESR), 17-18 September, 2015. organised by Chemistry unit, Department
of Applied Sciences, Universiti Technology Mara Pulau Pinang, 13500
Permatang Pauh, Penang, Malaysia. o

48. Khattak, K. F., Simpson, T. J., & lhasnullah (2008). Effect of gamma
irradiation on the extraction yield, total phenolic content and free radical- |
scavenging activity of Nigella sativa seed. Food Chemistry, 110, 867-972.

49. Koduru S, Grierson D S y Alfolayan, A J. 2006. Antimicrobial Activity
of Solanum aculeastrum. Pharmaceutical Biology. 44(4): 283-286.

0. Kunstmann Porcile, Juan P. Determinacion de subespecies de Erwinia
carotovora {Dye) Hall como agentes causales de “pudricion blanda” en cala
(Zantedeschia spp.), Tesis para optar el grado de licenciado, Universidad
Austral de Chile, Valdivia 2004. |

51 Kuppusamy S, Thavamani P, Megharaj M, Naidu R. Bioremediation
potential of natural polyphenol rich green wastes: A review of current research
and recommendations for future directions. Environmental Technology &
Innovation (2015).

112



52. Leong, L.P., Shui, G., 2002. An investigation of antioxidant capacity of fruits
inSingapore markets. Food Chem. 76 (1), 69-75.

53. Lopera, Y.E., Fantinelli, J., Gonzalez-Arbeldez, L.F., Rojano, B., Rios, J.L.,
Schinella, G. y S. Moscam Antioxidant Activity and Cardioprotective Effect of a
Non-Alcoholic Extract of Vaccinium meridionale Swartz During Ischemia-
Reperfusion in Rat. Evid Based Compl Alt: 2013, 1 — 10 (2013)

54. LOPEZ A. 2006. Perfil del PIP: Asistencia Técnica en el establecimiento y
manejo sostenible de camu camu injerto (Myrciaria dubia H.B.K\) en las
provincias de Coronel Portillo y Padre Abad. Pucallpa. 76 pp.

55. Manach, C., Scalbert, A., Morand, C., Re'me’sy, C., Jime'nez, L., 2004.
Polyphenols: food sources and bioavailability. Am. J. Clin. Nutr. 79, 727-747.
5. Manda H, Vyas K, Pandya A, Singhal G. 2012. A complete review on:
Averrhoa carambola. World J Pharm Pharmac Sci 1: 17 - 33.

57. Maria del Pliar Guauque, Castafio J. & Gomez M. (2010); Deteccién de
metabolitos secundarios en Ambrosia peruviana Willd y determinacién de la
actividad antibacteriana y antihelmintica; Infect. Vol.14.n°3 Bogota July/Sept.
2010.

8. Maselli, A., L. C. Rosales y Y. Guevara. 2006. Uso de extractos vegetales
sobre Xanthomonas pha;eoli, causante de la quemazdén en Phaseolus
wulgaris L. Revista Digital CENIAP HOY N° 12, Maracay,
Venezuela.Consultado el: 05/02/2008

5. Maselli, A., R. Méndez, J. Garcia, G. Bricefio, A. Solano, L. Aleman, L.C.
Rosales y L. Velazquez. 2008. Evaluacién de extractos vegetales para el
control de Bacterias fitopatdgenas de los géneros Xanthomonas y Erwinia.
Fitosanidad 12(3).164.

80. Myoda, T., Fujimura, S., Park, B., Nagashima, T., Nakagawa, T., &
Nishizawa, M. (2010). Antioxidative and antimicrobial potential of residues of
camu-camu juice production. International Journal of Food, Agricultufe and
Environment, 8, 304-307. '

113



81. Molina, N. (2001). Uso De Extractos Botanicos En Control De Plagas Y
Enfermedades. Manejo Integrado De Plagas. Avances En El Fomento De
Productos Fitosanitarios No-Sintéticos. (589), 76-77.

2. Mondino, P. 2001. Control biolégico de enfermedades de plantas. En Perfil
Ambiental del Uruguay 2001, Ana Dominguez y Rubén Prieto (coordinadores)
199-206.

83. Montgomery, D.R., 2007, Soil erosion and agricultural sustainability:
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, v. 104, p. 13,268-13,272

84. Nghlala, A. R., Chitindingu, K., Mupure, C., Murenje, T., Ndhlala, F.,
Benhura, A. M., et al. (2008). Antioxidant properties of methanolic extracts
from Diospyros mespiliformis (jackal berry), Flacourtia indica (Batoka plum),
Uapaca kirkiana (wild loquat) and Ziziphus mauritiana (yellow berry) fruits.
International Journal of Food Science and Technology, 43, 284-288.

85. Qliveira, G. (2014). Capacidad antioxidante de Averrhoa carambola L.
(carambola) frente a sistema generadores de radicales libres. (tesis de
maestria). Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru.

86. QOsorio, E. (2007). Actividad Antifungica y Antibacteriana de Extractos
Polifenolicos Contra Microorganismos Fitopatégenos (tesis de pregrado).
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, Coahuila, México.

67. PANDEY, A., MITTAL, A, GUPTA, A.& SARDANA, S. (2012).
Antimicrobial activity of leaves of Cassia occidentalis. Linn. (Caesalpiniaceae)
Intripharmsci, 3(1): 27-28.

8. PENN, J. 2006. Estudio del potencial e impactos de la agro-industria del
camu-camu en las regiones de Loreto y Ucayali. Facultad dg Geografia y
Planificacion Grand Valley State Uninversity. Allendale,, :Michigan.
Conferencia en |IAP. 38 p. :

69 Pérez, M.H., y Vazquez, V. (2004}. Carambolo (Averroha éarémbo[a L.} su
cultivo y produccion en Nayarit. Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias. Santiago Ixcuintla, Nayarit, México: Centro
de Investigacién Regional del Pacifico Centro.

114



0. Peralta-Bello, J E. 2006. Evaluacién de la actividad de extractos de'hojas
en Flourensia cemuaD.C.in vifroen el control de las bacterias
fitopatbgenas; Xanthomonas campestres pv. phaseoli (Smith) Dye., Erwinja
carotovora pv. atroseptica (Van may) Dye y Pseudomonas cichorii (Swingle)
Stapp. Tesis de licenciatura. Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro.
55-62 pp. ,

. Pino, O., F. J. Lazo, Y. Sanchez, A. Iglesias, L. Garcia y B. P. Khambag.
2008. La flora cubana como fuente de bioplaguicidas. Fitosanidad 12(3):163.
2. Pinedo, M., Armas, M. El camu camu y sus usos populares como planta
medicinal. En LEISA revista de agroecologia, diciembre 2007.

3. PUENTE Isidrén, Mayra; ALLAERT, Kathleen; HERRERA Isla, Lidcay;
SUAREZ, Norma; TORRES, Sinesio; PE- REZ, Carlos; RODRIGUEZ, Mireya
(2003). Determinacion de la actividad alelopatica de extractos vegetales sobre
algunos hongos fitopatoégenos del suelo. Centro Agricola. Cuba, Vol 30: 64-68
4. Quiroga., |, 2012. M.sC. Impactos del cambio climatico en la incidencia de
plagas y enfermedades de los cultivos. Fisiologia de cultivos. Universidad
Nacional de Colombia

5. Rahman M.M., Ali M.E., Khan A.A., Akanda A.M., Uddin M.K., Hashim U.,
Abd Hamid S.B. Isolation, characterization, and identification of biolog'ical
control agent for potato soft rot in bangladesh. Scientific World Journal. 2012:
723-293.

6. Ramirez. L y Marin. D. Metodologias para evaluar in vitro la actividad
antibacteriana de compuestos de origen vegetal. Pereira. Agosto 2009. Vol.
15, n®42. P. ISSN 0122-1701 263.

7*Rengifo, Elsa., 2009: Monografia: Camu camu- Myrciaria dubia (H.B.K) Mc
Vaugh. Perubiodiverso. Lima, Peru. | , i

8. Reynertoson, K. A., Yang, H., Jiang, B., Basile, M. J., & Kennelly, E. J.
(2008). Quantitative analysis of antiradical phenolic constituents from fourteen
edible myrtaceae fruits. Food Chemistry, 109, 883-890. |

9. Rincon, A.; Vasquez, M.; Padilta, F. Composicién quimica y compuestos

bioactivos de las harinas de cascaras de naranja (Citrus sinensis), mandarina

115



(Citrus reticulata) y toronja (Citrus paradisi) cultivadas en Venezuela. Archivos
Latinoamericanos de Nutricién, v. 55, p. 305-310, 2005.

80. Rodriguez, D. y M. Sanabria, 2005. Efecto del extracto de tres plantas
silvestres sobre la rizoctoniosis, la manchasurena del maiz y los patégenos
que las causan. INC!. 30(12).739-744.

81. Rodriguez, F.; M. Stefanova: «Control biolégico del tizon temprano
(Alternaria solani) en el cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) en
condiciones de campos», Fitosanidad 9 (4):35-37, 2005.

8. Rodrigues R., Papagiannopoulos M., Maia J., Yuyama K, Marx
F. Antioxidant capacity of camu-camu [Myrciaria dubia (H. B. K)) McVaugh]
pulp. Ernahrung/Nutrition 2006;30:357-362

83. Rosas R., Antonio. (2003). Agricultura Organica Practica. Alternativas
Tecnol6gicas para la agricultura del futuro. Bogota: Ediciones Aristides
Gomez S. 285p.

84. Rufino, M., Alves, R., Brito, E., Pérez-Jiménez, J., Saura-Calixto, F. &
Mancini Filho, J. (2010). Bioactive compounds and antioxidant capacities of 18
non-traditional tropical fruits from Brazil. Food Chemistry, 121, 996—-1002.

8. Ruiz, F., Betancourt, G., (2014). EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
BACTERICIDA DE FRACCIONES ENRIQUECIDAS EN FLAVONOQIDES A
PARTIR DE: Psidium guajava L. (GUAYABA), Célendula officinalis L.
(CALENDULA), L. (ROMERO) Y Matricaria chamomilla L. (MANZANILLA)
SOBRE: Erwinia carotovora (Dye) (tesis de pregrado). Universidad del Tolima,
Ibagué, Colombia.

8. Ruiz Giraldo Martha C, Susunaga Susunaga Clara M. 2000. Actividad
antimicrobiana presente en partes aéreas de las especies Bursera simaoruba
y Bursera graveolens (BURSERACEAS), frente a microorganismos como:
Agrobacterium tumefaciens, Erwinia carotovora, Fusarium oxysporum,
Trichoderma viride y Botrytis cinérea. Carrea Microbiologia Industrial. Facultad
de Ciencias. Departamento Microbiologia. Pontificia Universidad Javeriana.
Trabajo Pregrada. Bogota D.C, Pag.40

116



87. Shui, G., Leong, L.P., 2004. Analysis of polyphenolic antioxidants in star
fruit using liquid chromatography and mass spectrometry. J. Chromatogr. A
1022, 67-75.

8. Shui, G., Leong, L.P., 2006. Residue from star fruit as valuable source for
functional food ingredients and antioxidant nutraceuticals. Food Chem. 97,
277-284 .

89. Shofian, N.M., Hamid, A.A., Osman, A., Saari, N., Anwar, F., Pak Dek,
M.S., Hairuddin,M.R., 2011. Effect of freeze-drying on the antioxidant
compounds and antioxi-dant activity of selected tropical fruits. Int. J. Mol. Sci.
12 (7), 4678—4692.

9. Soplano., M.T, 2010. Aislamiento, caracterizacion e identificacién de
bacterias causantes de pudricidn blanda en malanga (Colocasia esculenta
Schott). Tesis para optar Licenciatura en Biologia en la Universidad
Veracruzana. México.

9. Stauffer, B. A.,, A. Orrego y A. Aguino. 2000. Seleccion de extractos
vegetales con efecto fungicida y/o bactericida. Revista de Ciencia y
Tecnologia 1(2):29-33

92. Stefanova Nalimova, M; Rizo Pefa,SG; Coronado lzquierdo, MF. 2005.
Efectoin vitro de extractos de plantas sobre especies bacterianas del
généro Xanthomonas.Fitosanidad S (3): 49 - 51.

93. Toledo, D. B. (2004). Evaluacién in vitro del efecto de cepas nativas de la
bacteria Bacillus sp. en el biocontrol de la bacteria Erwinia carotovora
(memoria de titulo). Universidad de Talca, Facultad de Ciencias Agrarias,
Escuela de Agronomia, Chile.

9. Toth LK., Bell K.S., Holeva M.C., Birch P.R. Soft rot erwiniae: from genes to
genomes. Mol. Plant Pathol. 2003. 4: 17-30

9. TRANTAS, EA; SARRIS, PF; MPALANTINAKI, EE; PENTARI, MG;
VERVERIDIS, FN; GOUMAS, DE. 2013. A new genomovar of Pseudomonas
cichorii, a causal agent of tomato pith necrosis. European Journal of Plant
Pathology 137: 477-493.

117



9. VVasconcelos, C., Araujo, M., Silva, B., & Conde-Garcia, E. (2005). Negative
inotropic and chronotropic effects on the guinea pig atrium of extracts obtaines
from Averrhoa carambola L. leaves. Brazilian Journal of Medical and
Biological Research, 38(7), 1113-1122.

7. Vasconcelos, L., Gondim, S., Cruz, S., Mafra, A, Silva, A.., & Conde-
Garcia, A. (2008). Agueous leaf extract of Averrhoa carambola L.
(Oxalidaceae) reduces both the inotropic effect of BAY K 8644 on the guinea
pig atrium and the calcium current on GH3 cells. Revista Brasileira de
Farmacognosia, 18(4), 539-543.

9. \azquez, L. 2007. Adopcion de practicas agroecologicas para el manejo de
plagas por los agriculiores cubanos. Revista de Agricultura Organica.
Asociacién Cubana de Técnicos Agricolas y Forestales (ACTAF) 2, 37-40.

%. Ventura, G. (2007). Identificacién de bacterias fitopatégenas en cultivos de
papaya (carica papaya) en las fincas El Pantanal y El Subin,:ubicadas en el
Departamento de El Petén, Guatemala (informe de tesis). Universidad de San
Carlos de Guatemala, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Guatemala
100- Vidaber, A. M. (2002). Uses Of Antimicrobials In Plant Agriculture. Papers
In Plant Pathology, 34 (3), 106-110.

101. Viveros, J; Castafio, J. 2006. Evaluacién in vitro de extractos vegetales
sobre Mycosphaerella fijiensis Morelet. Agronomia. '

102. Vidaver, A. K. y Lambrecht, P. A. (2004). Las bacterias como patégenos
vegetales. En A. M. Romero (Trad.), The plant health instructor.

103. YU, SM. 2012. First report of Pseudomonas cichorii associated with leaf
spot on soybean in South Korea. Plant Disease 96: 142.

104. Zainudin, M.A.M., Hamid, A.A., Anwar, F., Osman, A., Saari, N., 2013.
Variation ofbioactive compounds and antioxidant activity among three cuitivars
(B2 B10 andB17) of carambola (Averrhoa carambola L.) fruits. Agrochimica 57
(3), 264-278.

105 Zhou Y., Choi Y.L., Sun M., Yu Z. Novel roles of Bacillus thuringiensis to
control plant diseases. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2008. 80: 563-572. '

118



ANEXOS
MATRIZ DE CONSISTENCIA

Titulo: INHIBICION DE BACTERIAS FITOPATOGENAS A PARTIR DE EXTRACTOS POLIFENOLICOS DE CASCARAS DE CAMU CAMU Y
CARAMBOLA PARA I.A AGRICULTURA ORGANICA

Problema I C e . : . .
General Objetivo General Hipotesis General Variables Indicadores Metodologia
Evaluar Ia inhibicién del crecimiento Variable Inhibicién de bacterias fitopatdégenas. Tipo de investigacion:
bacteriano de Erwinia carotovora Independiente _ ) ]
subsp carotovora y Pseudomona ependien I1: Inhibicion con extracte polifenolico El Qresente tralbajo es de
cichorii  producida por las X= Variable al 10% de Etanoi. caracter experimental
concentraciones de los extractos Independiente, fend
polffendlicos de  cascaras  de P l2: Inhibicién con extracto polifenclico | Disefio de la -
S ducira ‘Myrciana dubia (camu camu) vy X=Concentracién de | al 30% de Etanol. . investigacion:
(o€ producira | Averrhoa carambola (carambola). los extractos ; et ;
inhibicién de o : Is: Inhibicién con extracto polifenclico | L@ investigacién es de tipo

crecimiento bacteriano
de Erwinia carotovora
subsp carotovora 'y

Objetivos Especificos

Pseudomona  cichorii
por las
concentraciones de los
extractos polifendlicos
de cascaras de
Myrciaria dubia (camu
camu} y Averrhoa
carambola
{carambola)? _

Determinar la  concentracion del

-extracto de polifendlico de cascaras

de Myrciaria dubia (camu camu),
para inhibir el crecimiento de
Erwinia carotovora subsp
carofovoray Pseudomona cichoni

Determinar la  concentracion def
extracto de polifenolico de las
cascaras de Averrhoa carambola
{carambola), para inhibir el
crecimiento de Erwinia carotovora
subsp carotovora y  Pseudomona
cichorii.

Las concentraciones de
extractos polifendlicos
utilizando cascaras de

Myrciaria dubia (camu

camu) y Averrhioa
carambola (carambola)
presentan un efecto

.inhibitorio sobre Erwinia

carotovora subsp
carotovora y
Pseudomona cichorii.

polifendlicos de
cascaras de Myrciaria
dubia (camu camu} vy
Averrhoa carambola

‘(carambolay .- ~-

Variable Dependiente
Y= Variable

. Dependiente,

Y= Inhibicion de
Erwinia carotovora
subsp carotovora y
Pseudomona cichorii

i I

al 50% de Etanol.

la; Inhibicidn con extracto polifenclico
al 10% de Acetona.

Is: Inhibicidn con extracto polifenclico
al 30% de Acetona.

ls: Inhibicion con extracto polifenclico
al 50% de Acetona.

I7: Inhibicién con extracto polifenclico
al 10% de Cloroformo. .,

ls: Inhibicién con exiracto polifenolico
al 30% de Cloroformo.

ls: Inhibicién con extracto polifenoclico
al 50% de Cloroformo.

correlacional negativa,
determinandose la
varianza con el método de
ANOVA, incluyendo la
prueba de la diferencia
significativa honesta (DSH)
de Tukey. '

Poblacién y muestra:

La poblacién lo constituye
una gran diversidad de
bacterias fitopatégenas.

La muestra esta
constituida por las
especies fitopatbgenas
(Erwinia carotovora subsp
carofovoray Pseudomona
cichorii)
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s ESQUEMA TENTATIVO DE LA TESIS

Cascara de Myrciaria dubia (camu camu) y Averrhoa carambola (carambola).
+ Solventes: Acetona, Cloroformo y Etanol.
« Bacterias Fitopatégenas: Erwinia carotovora subsp carotovora y Pseduomona

cichorii
Obtencion de cascaras Preparacion de Metodo de Kirby-Bauer o difusion
los solventes en agar
| | /\
Secado y Pulverizado de Solventes: Acetona, Recorte de papel filtro Reactivacion y estadarizacion de
cascara de Myrciaria dubia Cloraformo y Etanol en circulos de 6mm de microorganismos (Estandar McFarland
(camu camu) y Averrhoa al 100% diametro, 3 por cada
carambola {carambola) placa y un blanco v
y Sembrado Erwinia
' Dilucién carotovora subsp
Obtencidn de polvo seco [y : carotovora y Pseduomona
"_ cichorii en medio King B o
Sumergir los Agar nutritivo (AN)
h 4 | discos en los
Mezcla del polvo seco y Solventes extractos l
(acetona, cloroformo v etanol) polifendlices Colocar los discos empapados
» en extracto de polifendles en las

4

| lesti
Obtencidn del Extracto placas de io lestireno

!
Incubar a 30°C por 48 horas

!

Observar: ;Hubo inhibicién?

Filtracion del extracto por Papel Whatman -

Y

Eliminacidon del solvente utilizando el rotaevaporador

y

Obteci6n del extracto bruto de cada fruto —a| Difucion SI. Medir el ! NO: Realizar
¥ ' halo de nuevamente el

Obtencion del extracto a diferentes

inhibicién ] bioensayo N
concentraciones (10%, 30% y 50%) T S -
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