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Resumen 

Se realizó el cultivo de Solanum pimpinellifolium “tomate silvestre” a diferentes concentraciones 

de estrés salino con cloruro de sodio (NaCl), los cuales fueron 0, 80, 120, y 160 mM, para luego 

obtener extractos vegetales a partir de las hojas, los cuales presentan como metabolito secundario 

el osmolito, y a partir del cual se midió su actividad antifúngica, aplicándose a las especies de 

Rhizopus sp y Aspergillus flavus, en ambos casos se estimó dos tiempos de incubación que fueron 

24 y 48 h, donde se determinó que la mayor actividad antifúngica se presentó en el tiempo de 

incubación de 24 h entre las concentraciones de 80 mM y 120 mM, a comparación de las relaciones 

de concentraciones de 0, 80, y 160 mM de NaCl. La especie que presentó mayor porcentaje de 

inhibición fue la Rhizopus sp a comparación con el Aspergillus flavus. 

Palabras clave: estrés salino, antifúngico, osmolito, Solanum, metabolito secundario 
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Abstract  

A solanum pimpinellifolium culture was donde for a different concentrations os salin stress of 

sodium clorure, which was 0 mM, 80 mM, 120 mM and 160 mM, after that its have an vegetal 

extract from the leafs, and from which its measured its antifungical activity and applied to the 

species Rhizopus sp and Aspergillus flavus, in both cases its estimated two incubation time those 

was 24 h and 48 h, where its estimades that the greater antifungal activity its presented at the 24 h 

of incubation time for the concentrations beetwen 80 mM and 120 mM, in comparation of the 

concentrations between 0 mM and 80 mM and 120 mM and 160 mM of saline solution. 

The specie that presented a higher percentage of inhibition was the rhizopus sp in comparation 

with Aspergillus sp.  

Key words: strees saline, antifungal, osmolite, solanum, secundary metabolite 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Descripción y formulación del problema 

La contaminación de los productos alimenticios puede provenir de cinco fuentes 

principales como: componentes de la materia prima, superficies, personas, animales, y ambiente 

(Enríquez, 2010; Garcinuño, 2019; Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y 

la Agricultura, 2016). La contaminación se genera debido a la participación de bacterias, hongos 

filamentosos y levaduras. Los hongos filamentosos, también llamados mohos, causan la 

descomposición de alimentos, invadiendo con rapidez cualquier sustrato y modifican las 

características físicas y químicas de los alimentos, debido a que poseen una rica carga enzimática 

(Navas y Morales, 2016). 

La importancia de la contaminación fúngica de un alimento radica en su acción deteriorante 

de materias primas y productos manufacturados; además, por la capacidad de algunos hongos para 

sintetizar una gran variedad de micotoxinas provocando infecciones o reacciones alérgicas a los 

antígenos fúngicos (Antón y Lizaso, 2001; Martínez Padrón et al., 2013; Serrano-Coll y Cardona-

Castro, 2015). 

Para contrarrestar la contaminación microbiana y fúngica de los alimentos, se utilizan 

métodos de prevención que incluyen el uso de agentes antimicrobianos, tales como el uso de 

sorbatos, propionatos y parabenos, usados como preservantes durante la preparación de los panes, 

así como el uso de agentes naturales, como aceites esenciales, y productos con actividad 

antifúngica (Alfaro, 2018; Baroni y Segura, 2019; Pérez, 2017; Rodríguez, 2011). 

Una alternativa para el tratamiento antimicrobiano es el uso de extractos de plantas en la 

cual existan moléculas con esta actividad, como es el caso de la osmotina, cuya expresión genética 
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se incrementa también como respuesta al estrés salino e hídrico (Valpuesta et al., 1992).  Esta 

proteína mayormente es aislada a partir de tejidos vegetales principalmente de solanáceas y que 

tiene reconocida actividad antifúngica contra especies de Phytophtora infestans, Candida 

albicans, Neurospora crassa y Trichoderma reesei (Carreño et al., 2007; Mizubuti y Hora-Júnior, 

2015; Moreno, 2015). 

El tomate silvestre Solanum pimpinellifolium es una planta muy cercana al tomate 

comercial (S. lycopersicum) y la única que presenta frutos rojos, por lo que ha sido utilizada para 

generar híbridos con el tomate comercial para incrementar diversos rasgos, como el contenido de 

sólidos solubles en fruto (Wang et al., 2020), incremento de resistencia a diversos patógenos, 

incluyendo hongos como Cladosporium fulvum (Iriti et al., 2007). Diaz y Salas (2007) 

demostraron que esta especie de tomate silvestre presenta una gran resistencia al estrés salino, 

desarrollándose en presencia de concentraciones de sales altas como los 205 mM gracias a la 

acumulación de diversos osmolitos, como prolina y azúcares reductores. 

Por lo tanto, la presente Tesis intentará responder la siguiente pregunta:  

¿Existe actividad antifúngica sobre Aspergillus flavus y Rhizopus sp. de los extractos acuosos de 

hojas de Solanum pimpinellifolium “tomate silvestre” sometido a estrés salino? 
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1.2 Antecedentes 

Es muy escasa la investigación e información sobre la actividad antifúngica en extractos 

acuosos de Solanum pimpinellifolium “tomate silvestre”, la cual presenta un porcentaje de 

germinación de 98% y, al ser de un crecimiento rápido por presentar hojas verdaderas entre la 

tercera y cuarta semana de germinación, se considera como un sistema más ideal para demostrar 

la actividad antifúngica de sus extractos al someterse a estrés salino (Ortega, 2024). 

Históricamente, desde 1984 hasta la actualidad se han publicado diversos trabajos sobre la 

respuesta de las plantas a diferentes factores físicos y químicos que causan un estrés ambiental, 

dichos cambios ambientales inducen en la expresión de genes que pueden reflejarse en la síntesis 

de proteínas nuevas o en la actividad de enzimas, las cuales pueden ser específicas para un tipo de 

estrés en particular. 

Okigbo y Emoghene (2004), realizaron ensayos in vivo e in vitro sobre los conidios de 

Mycosphaerella fijiensis, con extractos acuosos de las especies Vernonia amigdalina, Ocinum 

gratissimum y Azadirachta indica, y reportaron actividad antifúngica sobre el hongo. 

Lizcano-González (2007), demostró que el extracto de Thymus vulgaris (tomillo) inhibe el 

74% de crecimiento in vitro de Fusarium oxysporum luego de un periodo de 7 días de incubación. 

Moreno-Limón et al. (2011), evaluaron la actividad fungicida de extractos alcohólicos de 

Larrea tridentata sobre el crecimiento de Aspergillus flavus y Penicillium sp., y observaron 

inhibiciones de hasta el 100% para ambas cepas de hongos. 

Por otro lado, Ruiz-Quiroz (2013), evaluó extractos etanólico, metanólico e 

hidroalcohólico de las hojas de Terminalia catappa (castañilla), las cuales mostraron muy buena 

actividad inhibitoria (Concentración Mínima Inhibitoria: CMI ≤ 100 μg/mL) contra las especies 
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de Candida albicans y Microsporum canis, pero no se observó actividad en contra Aspergillus 

niger. 

En trabajos realizados anteriormente, por Hurkman y Tanaka (1987), Singh y Anwar 

(1985), Ramagopal (1986), y por Singh et al. (1987), se logró comprobar que la salinidad 

promueve la síntesis de proteínas específicas de estrés por salinidad (SSS) como la osmotina. 

Posteriormente, en el trabajo realizado por Woloshuk et al. (1991), se demostró la actividad 

antifúngica de la proteína osmotina de tabaco (osmotina II) y de tomate (NP24/AP24). Dichas 

proteínas causaron la lísis de esporangios de Phytophthora infestans e inhibieron el crecimiento 

de la hifa. Asimismo, en el trabajo realizado por Vigers et al. (1992), se reportó que la osmotina 

de tabaco inhibió el crecimiento de Candida albicans, Neurospora crassa y Trichoderma reesei. 

Subramanyam et al. (2012), demostraron que la osmotina secretada en la matriz 

extracelular de las plantas de Glycine max generaron una resistencia significativa a patógenos 

fúngicos como: Microsphaera difusa, Septoria glicinas, y Phakopsora pachyrhizi. 

Por último, Menéndez et al. (2020) indicaron que, las proteínas relacionadas con la 

patogenicidad (Proteínas PR) como la osmotina pueden desarrollarse como respuesta en diversas 

especies de plantas que se encuentran afectadas por patógenos u otros agentes químicos. Estas 

proteínas fueron clasificadas en cinco grupos: PR-1, PR-2, PR-3, PR-4 y PR-5, tomando en cuenta 

su funcionalidad y reacción inmunoserológica. 
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1.3 Objetivos 

1.3.1 Objetivo General 

Evaluar la actividad antifúngica sobre Aspergillus flavus y Rhizopus sp. de extractos 

acuosos de hojas de Solanum pimpinellifolium “tomate silvestre” inducido por estrés salino. 

1.3.2 Objetivos Específicos 

a) Obtener plantas de Solanum pimpinellifolium “tomate silvestre” expuestas a diferentes 

concentraciones de salinidad (0, 80, 120, y 160 mM) de concentración de cloruro de sodio disuelto 

en solución hidropónica. 

b) Evaluar la actividad antifúngica de extractos acuosos de hojas de los cultivos de 

Solanum pimpinellifolium “tomate silvestre” utilizando los métodos de difusión en pozo. 

 

1.4 Justificación 

Los hongos contaminantes de alimentos no sólo alteran la calidad, consistencia y aspecto 

de los productos alimenticios mayormente consumidos por la población, sino también son 

patógenos activos o potenciales para el ser humano (Gómez, 2010), dado que sintetizan una gran 

variedad de micotoxinas, provocan infecciones o reacciones alérgicas en personas hipersensibles 

a los antígenos fúngicos; además, el género Aspergillus es considerado como uno de los principales 

hongos productores de micotoxinas y generador de problemas de salud. Las micotoxinas son 

metabolitos secundarios producidos y secretados durante el proceso de degradación de la materia 

orgánica, utilizadas como mecanismo de defensa frente a otros microorganismos (Santos et al., 

2011). 

El Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (Midagri) informó de un crecimiento del 17% 

en las agroexportaciones durante los ocho primeros meses del año 2021 en comparación al 2020, 

llegando a la suma de US$ 4,982 millones en ventas, mientras que en el caso de exportaciones no 
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tradicionales existió un aumento del 19% y una suma en ventas de US$ 259 millones FOB (FOB: 

valor de la mercadería puesta a bordo de un transporte marítimo). Entre los diez principales países 

compradores de nuestros productos se encuentran: Estados Unidos con 27%, Holanda con 18%, 

España con 7%, Chile con 5%, Ecuador con 4% al igual que China e Inglaterra, Hong Kong con 

3% al igual que Corea del Sur y México con 2%, los cuales concentran el 79% del total del valor 

FOB. Los productos que tuvieron mayor demanda fueron paltas, uvas frescas, mango fresco, 

espárrago y preparaciones para la alimentación de animales, entre otros alimentos.  Estos 

productos, para su exportación, necesitan contar con regulaciones técnicas y estándares con 

garantía de inocuidad y calidad, mediante el cumplimiento y la certificación del protocolo privado 

de Buenas Prácticas Agrícolas GlobalGap (Global G.A.P., 2017), el cual, por ejemplo no permite 

el ingreso a diversos países debido a la contaminación de alimentos por hongos, lo cual genera 

pérdidas aproximadas de hasta 31 millones de soles. Por ello, es muy importante encontrar 

alternativas para controlar y detener la acción de patógenos activos o potenciales en la 

contaminación de alimentos sin hacer uso de sustancias químicas. 

 

1.5 Hipótesis 

Existe actividad antifúngica sobre Aspergillus flavus y Rhizopus sp. de extractos acuosos 

de hojas de Solanum pimpinellifolium “tomate silvestre” sometido a estrés salino. 
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II. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Bases teóricas sobre el tema de investigación 

2.1.1 Generalidades sobre hongos 

Los hongos son organismos microscópicos y macroscópicos compuestos por células 

eucarióticas con paredes celulares, carentes de clorofila, y su nutrición es heterótrofa obligada 

(Casas, 1989). 

Los hongos están constituidos por filamentos llamados hifas que se extienden y ramifican 

formando redes, que reciben el nombre de micelio. Pueden reproducirse tanto sexual como 

asexualmente, de las cuales la última forma es más común y en la cual se producen esporas que al 

encontrar un medio propicio, germinan formando una hifa y posteriormente micelio (Garcés de 

Granada et al., 2003). 

El desarrollo y crecimiento en redes filamentosas es un mecanismo que permite al hongo 

un mayor aprovechamiento de los nutrientes necesarios para su supervivencia y proliferación 

(Ferreira, 2003). 

El crecimiento del micelio se debe a la combinación del crecimiento apical de las hifas, 

que permite la exploración en busca de nutrientes, y la ramificación que es la invasión de las áreas 

exploradas por las hifas (Bartnicki-Garcia et al., 2000). Este crecimiento permite que el micelio se 

expanda simétrica y radialmente (Edelstein, 1982). El crecimiento del radio de la colonia depende 

de la extensión y ramificación de las hifas, el micelio adopta rápidamente una forma circular cuyo 

radio aumenta al inicio de manera exponencial, seguido de un crecimiento lineal (Prosser, 1995). 

El proceso de ramificación y extensión de las hifas que caracterizan el crecimiento del 

micelio puede ser bastante complejo (Bezzi, 2004). La morfología de una colonia, depende de la 
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elongación y de la ramificación de las hifas. Estos dos procesos son esencialmente distintos, uno 

es el crecimiento apical continuo y el otro es un evento discreto (Davidson et al., 1996). 

Los hongos presentan reproducción sexual y asexual por medio de esporas, en el caso de 

la reproducción asexual se realiza mediante fragmentación de las hifas y cada fragmento forma 

una nueva colonia. Los hongos poseen varios tipos de esporas sexuales originadas a partir de la 

fusión de los núcleos de dos hifas o dos levaduras y la posterior meiosis. La morfología de dichas 

esporas permite la identificación fúngica. Tomando en cuenta ello, los Zygomycota producen 

cigosporas, los Ascomycota producen ascosporas ubicadas en el interior de una estructura llamda 

asca, y los Basidiomycota producen basidiosporas en el exterior de la estructura llamada basidio 

(Figura 2) (San Emeterio, 2022). Además, presentan esporas asexuales que se originan en hifas 

especializadas que reciben diferente nombre deacuerdo a su morfología, en el caso de los 

Zygomycota producen esporangiosporas en el interior de un saco llamado esporangio. Los 

Ascomycota y en Basidiomycota producen conidios dentro de la estructura conidióforo (Figura 2) 

(San Emeterio, 2002; Martínez et al., 2013). 
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Figura 1 

Las esporas de hongos 

 

Nota. Las esporas de los hongos. A: cigospora. B: asca con ascosporas. C: basidio con 

basidiosporas. D: esporangio con esporangiosporas. E: artroconidios. F: clamidoconidio. G: 

conidióforo con conidios. H: macro y microconidio. 

 

La clase Zigomycota se reproduce sexual y asexualmente, las zigosporas son 

hipnosporas sexuadas que se forman por isogamia (Figura 2).  
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Figura 2 

Reproducción de la zigospora y sus fases  

  

Nota. En reproducción sexual, dos micelios haploides compatibles se identifican entre sí. Donde 

se encuentran los dos micelios, se forman gametangios, cada uno con núcleos haploides. La pared 

entre las gametangias se disuelve y se produce plasmogamia. Los núcleos se fusionan para formar 

cigoesporas diploides dentro del cigosporangio. Un esporangio germina del zigosporanigum y 

produce esporas haploides vía meiosis. Estas esporas haploides pueden germinar y crecer hasta 

convertirse en micelios nuevos. En la reproducción asexual, las mitosporangias producen esporas 

haploides por mitosis. Las mitosporangias no emergen de un cigosporangio. En cambio, tienen 

una red de hifas (rizoides) que parecen raíces y conexiones laterales (estolones) a racimos de otras 

mitosporangias. Tomado del trabajo realizado por Nikki Harris, CC BY con etiquetas agregadas 

por Maria Morrow. 
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2.1.1.1 Género Rhizopus 

a) Taxonomía 

Reino: Fungi 

Clase: Zygomycetes 

Orden: Mucorales 

Familia: Mucoraceae 

Género: Rhizopus 

 

b) Características microscópicas 

Presenta un micelio macrosifonado (5-10µm), hialino, cenocítico, en los puntos en 

donde se conectan los esporangióforos y los estolones que presentan, se forman rizoides 

(esta es una diferencia del género Absidia, en el cual se desarrollan internodales).  

Los esporangióforos son largos y no se ramifican (a diferencia de Mucor spp.), y 

culminan en esporangios de gran tamaño (40-275µm) (Figura 2), con esporangiosporas 

hialinas o ligeramente cafés (Figura 3 y 4) (Bonifaz, 2000; Larone y Larone, 1987) 
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Figura 3 

Características microscópicas para el género Rhizopus 

 

Nota. Tomado del trabajo realizado por Ana Ríos-López 2023. 

 

Figura 4 

Esporangios de zigomiceto 

 

Nota. Se observan los esporangios del zigomiceto, así como algunos rizoides, en la base de los 

esporangióforos que no se ramifican. Tinción azul de algodón Lactofenol. Tomado del trabajo 

realizado por Bonifaz, 2000.  
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c) Características macroscópicas 

Son colonias de rápido crecimiento y pueden llegar a ocupar toda una placa Petri 

en 4 días, las especies patógenas tienden a crecer mejor a 37°C, su crecimiento se inhibe 

con Cicloheximidas (Larone, 2011).  Son de tamaño ilimitado (llegan a cubrir todo el medio 

de cultivo), son colonias blancas, al alcanzar la madurez (cuarto día) comienzan a adquirir 

una tonalidad gris oscura (la tonalidad se debe al desarrollo de las estructuras de 

reproducción asexual, las endosporas), Son vellosas algodonosas y secas (Figura 5) 

(Bonifaz, 2000). 

 

Figura 5 

Fotografía de colonia cultivada de Rhizopus  

 

 

Nota. Colonias algodonosas laxas, de color blanco que se torna gris con puntos negros que 

corresponden a las esporangias. Cultivo propio para el trabajo de tesis.  
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El ciclo de vida del género Rhizopus inicia cuando las esporas asexuales son 

liberadas por el esporangio y son transportadas por el aire. La reproducción sexual ocurre 

cuando las hifas de diferentes tipos se unen formando un gametangio, el cual da lugar al 

cigoto; este cigoto sufre meioisis y germina produciendo un nuevo esporangio (Figura 6) 

(Casas, 1989; Vazhacharickal, 2015) 

 

Figura 6 

Esquema del ciclo de vida del género Rhizopus 

 

Nota. Tomado del trabajo realizado por la Universidad Nacional de la Patagonia, Argentina 

 

 

2.1.1.2 Género Aspergillus 
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a) Taxonomía 

Reino: Fungi 

Filo: Ascomycota 

Clase: Eurotiomycetes 

Orden: Eurotiales 

Familia: Trichocomaceae 

Género: Aspergillus 

b) Características microscópicas 

Presenta conidióforos incoloros de aproximadamente 400 a 800 μm de largo, con 

una vesícula globosa o subglobosa de donde parte una o dos hileras de conidios; es decir, 

monoseriados o biseriados (Figura 7). 

Figura 7 

Fotografía de conidióforo de Aspergillus flavus 

 

Nota. Observación microscópica del conidióforo de Aspergillus flavus teñido con azul de 

lactofenol, presenta hifas hialinas septadas, aumento 100X. Cultivo propio para el trabajo de tesis. 

c) Características macroscópicas 
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Aspergillus flavus presentan colonias de rápido crecimiento que pueden alcanzar su 

madurez a partir del tercer día posterior a su siembra. Son de color blanquecino que 

adquieren una tonalidad verde a grisácea al alcanzar su madurez; además, presentan una 

textura granulosa a pulverulenta (Figura 8) (Bonifaz, 2000; Larone y Larone, 1987). 

Figura 8 

Colonias de Aspergillus flavus 

 

Nota. Se observa colonias cultivadas de Aspergillus flavus para el trabajo de tesis con superficie 

granulosa blanquecina.  

 

El género Aspergillus es considerado como uno de los principales productores de 

micotoxinas, los cuales son usados para degradar materia orgánica y como mecanismo de 

defensa. Las especies que conforman esta familia se diferencian según tamaño de colonia, 

tasa de crecimiento, textura y coloración, y pueden presentar reproducción sexual y asexual 

mediante ascosporas y de conidios respectivamente. 

2.1.2 Actividad antifúngica en plantas 
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Los metabolitos secundarios no están presentes en todas las plantas, son producto de 

intermediarios biosintéticos obtenidos de la fotosíntesis; entre ellos, podemos encontrar a 

hidroxibenzoicos o hidroxicinámicos que presentan propiedades fungicidas, además de cumarinas 

con propiedades antifúngicas y antibacterianas. Mientras que, los conjugados de fenilpropanoides 

con aminas, tienen la capacidad de incorporarse a la pared celular para hacerla rígida e impedir la 

entrada de patógenos. Por último, las fitoalexinas se sintetizan después de la infección e inhibe a 

los patógenos, siendo la pisatina la primera aislada y caracterizada (Gil, 2002). 

Los metabolitos secundarios no sólo actúan destruyendo patógenos o restringiendo su 

invasión a otras zonas de la planta, y también, producen compuestos oxidantes como: superóxido 

(O2
-), radical hidróxido (OH-), y peróxido de hidrógeno (H2O2), como respuesta temprana de 

defensa ante dichos patógenos (Sepúlveda-Jiménez et al., 2003). 

En el trabajo realizado por Parihar et al., 2021, se evaluó la actividad antibacteriana y 

antifúngica del extracto de las hojas de Maesa indica contra varios microorganismos, siendo el 

extracto de éter de petróleo el que mostró la máxima zona de inhibición para ambos.  
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2.1.3 Generalidades sobre osmotina como posible agente antifúngico 

La proteína osmotina y otras similares (OLP) pertenecen a la familia PR-5 y se caracterizan 

por presentar funciones osmoprotectoras y antifúngicas (Chowdhury et al., 2017). La 

presencia de la osmotina se debe a diversos factores bióticos y abióticos al que pueden estar 

sometidas las plantas y está relacionada con la tolerancia que estas presentan a la salinidad, 

es decir que su expresión está inducida por el estrés salino, entre ellas tenemos a varias 

especies como: Nicotiana tabacum “tabaco” (LaRosa et al., 1989; Takeda et al., 1991),  

Atriplex nummularia “tiple” (Casas et al., 1992), Mesembryanthemum crystallinum 

“anémona de tierra” (Thomas y Bohnert, 1993), Withania somnifera “ginseng indio” (Kaur 

et al., 2020), Glycine max “soja” (Onishi et al., 2006), Anthemis nobilis “manzanilla” 

(Siahsar et al., 2011), Solanum tuberosum “papa” (Evers et al., 1999), Fragaria ananassa 

“fresa” (Husaini y Abdin, 2008), Solanum lycopersicum “tomate” (Goel et al., 2010), 

Morus indica “mora” (Das et al., 2011), y Capsicum annum “ají” (Subramanyam et al., 

2011). 

El modelo de la acción antifúngica de la osmotina (Figura 9), consiste en su acumulación 

en las plantas como respuesta a muchos tipos de estrés biótico y abiótico. Las hifas del hongo 

liberan toxinas, lo cual causa la disrupción de la membrana; causando la fuga de nutrientes que el 

hongo utiliza. La célula pierde su rigidez y elasticidad, lo cual promueve la acumulación de la 

proteína osmotina. Posteriormente, la proteína sale de la célula y entra en contacto con el receptor 

fúngico de la membrana y facilita la formación de poros en la membrana del hongo, restituyendo 

su permeabilidad. Esta pérdida de integridad inhibe el crecimiento de la hifa y puede provocar la 

eliminación del patógeno. 
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Figura 9 

Mecanismo de acción de la osmotina contra los hongos. 

 

 

Nota. Tomada del trabajo realizado por Viktorova, 2012. 

(1) La célula fúngica libera toxinas que rompen la membrana de la planta e inducen la señalización 

a través de moléculas como el ácido abscísico, las citoquininas y otras. (2) Estas moléculas inducen 

la transcripción del gen de la osmotina. (3) El ARNm se traduce en secuencia de proteína. (4) La 

proteína osmotina se transfiere a la vacuola. (5) la osmotina se almacena en la vacuola hasta que 

se descompone y se libera al medio ambiente. La osmotina se une al receptor fúngico y provoca la 

ruptura de la membrana y la apoptosis 
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III. MÉTODO 

3.1 Tipo de investigación 

El presente trabajo es cuantitativo y experimental. 

 

3.2 Ámbito temporal y espacial 

El trabajo experimental se realizó en las instalaciones del Laboratorio de Biotecnología de 

la Facultad de Ciencias Naturales y Matemática de la Universidad Nacional Federico Villarreal, 

ubicada en el distrito de El Agustino. Los cultivos de tomate silvestre se mantuvieron en dicho 

laboratorio por un periodo de 30 días. 

 

3.3 Variables 

3.3.1 Variable dependiente 

Actividad antifúngica, medida a través del porcentaje de inhibición del crecimiento de la 

colonia de hongos. La variable es numérica continua 

3.3.2 Variable independiente 

Niveles de salinidad en la solución hidropónica, medidos a través de la concentración de 

cloruro de sodio (NaCl2). Se aplicaron 3 tipos de concentración (80, 120, y 160 mM) y un control 

(0 mM). 

3.3.3 Otras variables 

Se consideraron las siguientes variables: 

3.3.3.1 Especie de hongo. Se utilizaron cepas de Rhizopus sp. y Aspergillus flavus 

3.3.3.2 Tiempo de incubación: Tiempo de evaluación del crecimiento de la colonia ante 

el extracto utilizado. Para este estudio se utilizaron los tiempos de 24 y 48 horas. 
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3.3.3.3 Volumen del extracto: Representa el volumen de Solanum pimpinelifolium que 

fue sometido al estrés salino. Para este estudio se evaluaron los volúmenes de 0,15 y 0,20 

ml 

3.3.3.4 Distancia a la colonia: Representa la distancia que existe entre el pocillo del 

extracto y el lugar de siembra de la colonia. Para este estudio se evaluaron las distancias 

de 1,5 y 2 cm. 

3.4 Población y muestra 

Se trabajó con un total de 100 plantas, distribuidas en 4 tratamientos: Tratamiento 1:……., 

25 plantas por tratamiento de Solanum pimpinellifolium “tomate silvestre”, durante 3 semanas. 

- Control: 25 plantas control con riego de solución hidropónica. 

- Tratamiento 1. 25 plantas con solución hidropónica a una concentración de 80 mM de cloruro de 

sodio (4,6752 g/L). 

- T2: 25 plantas con solución hidropónica a una concentración de 120 mM de cloruro de sodio 

(9,0128 g/L). 

- T3: 25 plantas con solución hidropónica a una concentración de 160 mM de cloruro de sodio 

(9,3504 g/L). 

 

3.5 Instrumentos 

- Balanza analítica marca AND modelo GR 200 

- Potenciómetro 

- Conductímetro 

- Estufa  

- Incubadora microbiológica 
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- Micropipetas de 0.1 mL y 0.5 mL 

- Microscopio compuesto (óptico) 45 y 100x 

 

3.6 Procedimientos 

3.6.1 Preparación del medio de cultivo: 

Se usó agar papa dextrosa (PDA), el cual es un medio apto para cultivo de hongos, en el 

cual la infusión de papa es la fuente de almidones y la dextrosa son la base para el crecimiento de 

hongos y levaduras. El bajo pH (3.5) evita el crecimiento de las bacterias. 

Se preparó 1500 ml de PDA disolviendo 58.5 g en 1 litro de agua destilada y calentando 

con agitación frecuente hasta que llegue a su punto de ebullición durante 1 minuto para disolverlo 

por completo. Se procedió a esterilizar la preparación del PDA y las 96 placas Petri en autoclave 

a 121ºC durante 15 minutos, se dejó enfriar aproximadamente a 45ºC y se procedió a vaciarlo en 

las placas Petri estériles, para luego dejar reposar hasta su total enfriamiento. 

3.6.2 Macrocultivo: 

Se realizó la siembra por picadura de Aspergillus flavus y Rhizopus sp. y se incubaron las 

placas durante 5-7 días a 20-25 ºC (temperatura ambiente). 

Las cepas fueron obtenidas del Instituto de Medicina Tropical “Daniel Alcides Carrión” de 

la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Lima (Béjar, 

2022). 

3.6.3 Microcultivo (según Riddell, 1950): 

Se procedió a cortar un cuadrado de agar papa dextrosa (PDA) del tamaño de una lámina 

cubreobjetos, este cuadrado se colocó en una lámina portaobjetos y se cubrió por una lámina 

cubreobjetos. 



23 
 

Partiendo del macrocultivo realizado y utilizando un asa de picadura, se sembró por 

punción una pequeña cantidad de micelio (vegetativa) al sistema preparado procurando no dañar 

las estructuras del hongo de Aspergillus flavus y Rhizopus sp. Luego se incubó por 24 horas a 

temperatura ambiente.  Terminando la incubación se procedió a retirar el cuadrado de PDA y se 

añadió una gota de azul de lactofenol en las láminas portaobjetos y cubreobjetos, obteniendo 2 

muestras por microcultivo. Se usó papel filtro para retirar el exceso de azul de lactofenol.  

Finalmente, se observó al microscopio a 400X para ubicar y 1000X para el reconocimiento, 

haciendo uso del aceite de inmersión.  

3.6.4 Preparación del extracto acuoso de hojas de Solanum pimpinellifolium “tomate 

silvestre” 

Se colocó 3.5 gr. hojas de diferentes plantas por tratamiento con 10 ml de agua destilada y 

con ayuda del mortero y pilón, triturando hasta obtener un líquido homogenizado de extracto de 

hojas de Solanum pimpinellifolium “tomate silvestre”. 

3.6.5 Inhibición del crecimiento de colonias de hongos por el método de pozos de difusión en 

placa (Araujo y Salas, 2009) para análisis de actividad antifúngica de extractos 

acuosos de S. pimpinellifolium “tomate silvestre”: 

Mediante una división en 4 cuadrantes de 96 placas Petri con PDA se creó un pozo de 1 

cm de diámetro al centro de un cuadrante y a 1.5 y 2 cm, se procedió a sembrar hifas de Aspergillus 

flavus y Rhizopus sp. hongos por puntura por separado. Una vez realizado el sembrado, se 

colocaron en los pozos 0,15 y 0,20 ml de extracto acuoso de hojas de Solanum pimpinellifolium 

“tomate silvestre” mantenidas en diferentes concentraciones de estrés salino (0mM, 80 mM, 120 

mM y 160 mM de cloruro de sodio). Las placas fueron incubadas a temperatura ambiente y 

observadas a 24 y 48 horas, midiéndose el área de inhibición de crecimiento de micelio. 
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Figura 10 

Fotografías de colonias cultivadas de Aspergillus flavus y Rhizopus sp. 

 

 

Nota. Características de macrocultivo (A y C) y de microcultivo (B y D) de aislados de Aspergillus 

flavus y Rhizopus sp, respectivamente. Microcultivo con tinción con azul de lactofenol y observado 

a 100x con aceite de inmersión. Cultivo propio para el trabajo de tesis.  
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3.6.6 Cálculo del porcentaje de inhibición del crecimiento de colonias por difusión en pozo 

En el centro de cada placa Petri con agar PDA, se creó un pozo de 1 cm de diámetro y se 

procedió a sembrar por puntura hifas de aislados propios de Rhizopus sp. y Aspergillus flavus 

(Figura 8) a 1.5 o 2 cm del pozo central.  

Una vez realizado el sembrado, se colocaron en los pozos 0.15 o 0.2 mL del extracto 

acuoso de hojas de S. pimpinellifolium y las placas fueron incubadas a temperatura ambiente y 

observadas 24 o 48 horas después. El porcentaje de inhibición radial se obtuvo mediante la 

siguiente fórmula (Figura 9): 𝑎 − 𝑏𝑎 𝑥100% 

Donde: 

a: Distancia del crecimiento de la colonia desde el lugar de sembrado por puntura en 

dirección al extremo de la placa. 

b: Distancia del crecimiento inhibido desde el lugar de sembrado por puntura hacia el 

centro donde se realizó el pozo (P). 

 

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado y los gráficos presentados presentan el 

valor promedio y la desviación estándar en cada caso.  La significancia estadística se calculó con 

la prueba exacta de Fisher-Freeman-Halton. 
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Figura 11 

Medidas tomadas para hallar el porcentaje de inhibición 

 

Nota. Fotografía tomada para el trabajo de tesis. 

 

3.7 Análisis de datos 

Los datos recolectados son representados como el área de inhibición del crecimiento de 

colonias de hongos de Aspergillus flavus y Rhizopus sp.  Estos datos fueron obtenidos por 

triplicado para cada especie de hongo, por distancia entre el pozo y el lugar de siembra y el 

volumen de extracto colocado, así como para cada concentración de NaCl, y serán presentados en 

Tablas y Gráficos utilizando el programa Stata 14. Las variables recolectadas fueron procesadas 

en el programa Microsoft Excel 2010 (Microsoft, USA) antes de realizar los análisis. Se 

describieron los datos usando medidas descriptivas como promedios y desviaciones estándar. Para 

la evaluación de la inhibición, se realizaron análisis de ANOVA de dos y tres vías, considerando 
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como variable de respuesta al porcentaje de inhibición y como covariables de modificación la 

distancia, el volumen, el tiempo de incubación y finalmente la especie de hongo. Los valores 

fueron mostrados a través de gráficos de comparación de promedios y se consideró un valor de 

significancia de 5% para las comparaciones realizadas. Finalmente, dentro del modelo de ANOVA 

se evaluó la interacción entre todas las covariables para encontrar diferencias en el efecto que 

pudieran tener en el porcentaje de inhibición. 
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IV. RESULTADOS 

Se realizó un análisis de varianza de dos vías (Two way ANOVA), donde se consideró al 

porcentaje de inhibición como la variable dependiente y como variables independientes a la 

especie de hongo, tiempo de incubación, volumen del extracto colocado, distancia del pocillo al 

lugar de siembra de la colonia y concentración de NaCl para el estrés salino del tratamiento de las 

plantas. También se evaluó la interacción entre tiempo de incubación, volumen del extracto 

colocado y la distancia del pocillo al lugar de siembra de la colonia, pero debido a que no se 

encontró significancia (p=0.90), es que no se está considerando dicho modelo. 

Los resultados se pueden ver en la Tabla 2. El modelo de ANOVA realizado fue 

estadísticamente significativo (p<0.05). De todas las variables evaluadas en el modelo se puede 

observar que el tratamiento y el tiempo de incubación tuvieron un efecto significativo (p<0.05). 
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Tabla 1 

Resultados del análisis ANOVA de dos vías 

Variable F valor p 

Modelo 30.5 0.001 

Tratamiento 59.7 0.001 

Hongo 1.4 0.240 

Tiempo 60.5 0.001 

Distancia 0.7 0.415 

Volumen 0.8 0.377 

     

Tratamiento: concentración de NaCl para el estrés 

salino 

Tiempo: Tiempo de incubación  

Distancia: Distancia del pocillo al punto de siembra 

Volumen: Volumen del extracto en pocillo 

  

Por lo tanto, las diferencias se muestran por especie de hongo en las Figuras 12 y 13. 
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Figura 12 

Porcentaje de inhibición en Aspergillus flavus considerando tratamiento y tiempo de 

incubación. 
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Figura 13 

Porcentaje de inhibición en Rhizopus sp. considerando tratamiento y tiempo de 

incubación. 

 

 

 

En las dos especies de hongo se observa que los porcentajes de inhibición son mayores en 

una mayor concentración de NaCl y durante el tiempo de incubación de 24 horas. Las dos especies 

presentaron una variación mínima en el porcentaje de inhibición entre el tratamiento 0 y 80 mM 

de NaCl, así como entre 120 y 160 mM. Mientras que, el porcentaje de inhibición entre 80 y 120 

mM de NaCl mejora considerablemente a casi el doble tanto para 24 y 48 horas. La especie 

Rhizopus sp. presenta un mayor porcentaje de inhibición en comparación con Aspergillus flavus, 

pero esta diferencia es mínima. 

Evaluando por cada variable independiente podemos observar los siguientes resultados: 
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Efecto del volumen del extracto: Se realizó el ensayo colocando el extracto a una 

distancia de 2 cm del centro de la colonia, utilizándose 0,15 o 0,2 mL del extracto fresco de hojas. 

Las placas fueron incubadas por 24 horas a temperatura ambiente. La Figura 12 muestra que con 

0,2 mL de extracto se obtuvo un mayor porcentaje de inhibición en el caso de Aspergillus flavus, 

mientras que para el caso de Rhizopus sp., el mayor valor de inhibición se obtuvo al usar 0,15 mL 

de extracto, mostrándose diferencias significativas entre los valores obtenidos comparando los dos 

volúmenes utilizados del extracto (P=0,993). 

 

Figura 14 

Efecto del volumen de extracto de hojas de tomate silvestre sobre el porcentaje de 

inhibición del crecimiento de Rhizopus sp. y Aspergillus flavus. 
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Efecto de la distancia del extracto: El ensayo fue realizado colocando el pozo a 1,5 y 2 

cm del centro de la colonia y utilizando 0,2 mL del extracto. Se incubaron las placas por 24 horas 

a temperatura ambiente.  La Figura 13 muestra que para los ensayos con Rhizopus sp., se obtuvo 

un mayor porcentaje de inhibición cuando el extracto fue colocado a 2 cm de la colonia, mientras 

que para Aspergillus flavus hubo un mayor porcentaje de inhibición cuando el extracto fue 

colocado a 1.5 cm de la colonia.  Estos resultados mostraron significancia estadística en ambos 

casos respecto al porcentaje de inhibición obtenido según la distancia del extracto (P=0,677). 

 

Figura 15 

Efecto de la distancia del extracto de hojas de tomate silvestre sobre el porcentaje de 

inhibición del crecimiento de Rhizopus sp. y Aspergillus flavus. 
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Efecto del tiempo de incubación: Se realizó el ensayo colocando el pozo a 2 cm del centro 

de la colonia y se utilizaron 0.2 mL del extracto. Se incubaron las placas por 24 y 48 horas a 

temperatura ambiente. En el caso que la incubación fue de 48 horas, a la mitad del periodo se le 

agregó el mismo volumen de extracto en cada caso a fin de evitar pérdida por deshidratación.  Los 

resultados se muestran en la Figura 14, en la cual se observa que el porcentaje de inhibición 

aumenta con el tiempo de incubación tanto para Rhizopus sp. y Aspergillus flavus, los valores no 

mostraron significancia estadística entre el porcentaje de inhibición con respecto al tiempo de 

inhibición (P=0,044). 

En las dos evaluaciones, el análisis estadístico mostró que el porcentaje de inhibición es 

independiente del género de hongo utilizado (P>0,05). 

 

Figura 16 

Efecto del tiempo de incubación sobre el porcentaje de inhibición del crecimiento de 

Rhizopus sp. y Aspergillus flavus, expuestos a un extracto acuoso de hojas de tomate silvestre. 
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V. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Al evaluar el porcentaje de inhibición, en el presente estudio se observó la inhibición del 

crecimiento de las colonias de las especies: Aspergillus flavus y Rhizopus sp., mediante el uso de 

extracto acuoso de las hojas de Solanum pimpinellifolium sometidas a estrés salino. Cruz y Rivero 

(2009) encontraron, entre otras especies de plantas con efecto antifúngico, que el extracto de aceite 

de semilla de Azadirachta indica “nim” inhibió el crecimiento de los micelios e impidió el 

desarrollo de las distintas fases evolutivas de los hongos patógenos del arroz. Tequida-Meneses et 

al. (2002), hallaron que los extractos alcohólicos de varias plantas silvestres, entre ellas Solanum 

rostratum, mostraron un efecto fungicida sobre Aspergillus flavus y Aspergillus niger, así como 

sobre otros hongos de interés como Penicillium chrysogenum, Penicillium expansum, Fusarium 

poae y Fusarium moniliforme. 

Se ha investigado cómo los cambios celulares y la presencia de compuestos fenólicos 

promueven la actividad antifúngica de Solanum pimpinellifolium y otros tipos de tomates. Panthee 

y Chen (2010) relatan en una extensa revisión que la resistencia en condiciones de estrés se asocia 

a la activación de la vía del fenilpropanoide. A esto se atribuye también la presencia de compuestos 

en especies salvajes de tomates como la metilcetona (Fridman et al., 2005). En particular, se ha 

observado que componentes similares a la osmotina ejercen acción protectora contra hongos 

patógenos. Zhang et al. (2014) observaron que la proteína CC-NBS-LRR confiere resistencia 

contra múltiples cepas de Phytophthora infestans, microorganismo responsable del tizón tardío, el 

cual afecta de forma importante a cultivos de papa y tomate. Por su parte, Kaya et al. (2020) 

demostraron que el estrés osmótico también causa la síntesis de la fitohormona ácido abscísico, un 

importante promotor y regulador de las vías de señalización celular, la cual resalta por su rol 

protector en entornos abióticos hostiles. 
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Por otro lado, el uso de otros hongos como fungicidas han servido en el control de hongos 

patógenos de plantas, como en los resultados del estudio realizado por Guédez et al. (2009), el cual 

mostró en plantas de fresa (Fragaria spp.) que Trichoderma harzianum ejerce un efecto de 

biocontrol sobre Rhyzopus stolonifer, Mucor spp., Penicillium digitatum, Rhizoctonia solani, 

Aspergillus niger y Pythium spp. Incluso, investigaciones como la de Mendes et al. (2011) han 

profundizado en la importancia de la microbiota del suelo en la supresión de enfermedades 

fúngicas, principalmente por la presencia de proteobacterias productoras de sintetasas no 

ribosómicas. Asimismo, en la actualidad, se mantiene el interés en cómo la familia de genes 

dominantes Ph actúan en la resistencia a hongos, derivando en procesos de clonación para el 

mejoramiento de la planta en el campo agrícola (Zhang, 2014; Panthee y Chen, 2010). 

Si evaluamos la concentración de NaCl2, las concentraciones de NaCl en el presente estudio 

[NaCl] = 120 mM y [NaCl] = 160 mM fueron menores que las utilizadas por Díaz y Salas (2007) 

[NaCl] = 205 mM, cuyo estudio mostró que la capacidad de tolerancia se debía a la acumulación 

de osmolitos de Solanum pimpinellifolium. 

Según Qi et al. (2016), demostraron la función reguladora de la ligasa E3 (SpRing) en 

medios salinos, producto de la adaptación de un gen inducible al estrés y cuya expresión se localiza 

en el retículo endoplasmático de las células de Solanum pimpinellifolium. 

Además, el estudio genómico de Razali et al. (2018) muestra que, en comparación con 

Solanum lycopersicum, Solanum pimpinellifolium posee un mayor número de copias genéticas de 

inositol-3-fosfato sintasa y fosfatasa, lo cual es atribuido a la producción de tolerancia salina dentro 

de las características de resistencia de estrés abiótico y biótico del tomate silvestre. Por su parte, 

Kruijt et al. (2004) evidenciaron el papel del gen 9DC de Solanum pimpinellifolium en la 

resistencia a cepas de Cladosporium fulvum que secretan la proteína Avr9. 
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Por último, si evaluamos el tiempo de incubación, se observó que el porcentaje de 

inhibición fue mayor en un tiempo de incubación de 24 horas, tanto para Aspergillus flavus y 

Rhizopus sp. Además, esta diferencia fue independiente de la concentración de [NaCl]. A las 24 

horas se observó actividad antifúngica que se hizo más evidente a las 48 horas. Esto probablemente 

se debe a que los hongos crecieron más y en forma desproporcionada. A 24 horas se observó el 

inicio de la expansión del extracto, con máxima expansión a las 48 horas. Sin embargo, a las 48 

horas se evidencia una menor efectividad, lo que se atribuye a un menor tiempo de vida de la 

osmotina asociada a una menor actividad enzimática. 

Manobanda (2020) halló en extractos de Synapsis alba “mostaza caliente” actividad 

antifúngica sobre Fusarium oxysporum que se atribuyó a la presencia de glucosilonato. Se observó 

que a partir de las 96 horas de incubación la eficacia de este extracto disminuyó. Por otro lado, 

Campa (2016) demostró que el quitosano en combinación con otros agentes antifúngicos 

generadores de estrés osmótico retrasó en forma sinérgica la germinación de esporas de Aspergillus 

niger y Aspergillus parasiticus. Dicho efecto aumentaba en función del tiempo de incubación. 

 

Limitaciones y fortalezas 

La fortaleza del estudio radica en que Solanum pimpinellifolium es una planta endémica, 

cuyo extracto puede ser una alternativa en la protección de alimentos u otras plantas en el sector 

industrial. Además, el procedimiento de extracción está estandarizado en temperatura, 

concentración y distancia a la colonia. 
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VI. CONCLUSIONES 

- Se lograron obtener plantas de Solanum pimpinellifolium expuestas a estrés salino 

con cloruro de sodio al 80, 120 , y 160 mM. 

- Se evaluó la actividad antifúngica de los extractos de Solamun pimpinellifolium, 

dónde las concentraciones de 80 y 120 mM, presentaron mayor cantidad de inhibición para las 

especies Rhizopus sp. y Aspergillus flavus. 
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VII. RECOMENDACIONES 

Se recomienda revistar y aumentar la investigación sobre los metabolitos secundarios, tales 

como el osmotina, los cuales presentan buena actividad antifúngica.  
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