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RESUMEN

Los extractos de plantas nativas son una alternativa potencial para el control de fitopatogenos
en cultivos horticolas. Con el objetivo de evaluar extractos acuosos de plantas nativas del
estado de Yucatan con actividad antifungica en el cultivo de Solanum lycopersicum y su
inocuidad contra organismos benéficos, se determind la efectividad in vitro e in vivo de 11
extractos acuosos contra hongos aislados de S. lycopersicum. En el primer caso, se evaluo la
inhibicién de crecimiento micelial, esporulacién y germinacion de conidios; en el segundo
caso, el control de Corynespora cassiicola en plantas de tomate en invernadero. Se estimo la
severidad de la enfermedad en tres evaluaciones durante 21 dias, con la ayuda de una escala
pictorica-diagramatica para C. cassiicola en el cultivo indicado. Los resultados in vitro
mostraron con el extracto de Croton chichenensis mayor efectividad contra los organismos
con rango 99.2-100% en la primera variable,100% en la segunda y 70.5-100% en la tercera,
superior que con Mosanona depressa (tallo y raiz) y Bonellia flammea (tallo) quienes
demostraron similar rango de inhibicion. Se aplic6 una dosis al 12% de extracto de C.
chichenensis a plantas de tomate en condiciones protegidas con la que se estimé menor

severidad de la enfermedad, respecto al testigo sin la aplicacion del extracto.



ABSTRACT

Native plant extracts are a potential alternative for the control of phytopathogens in
horticultural crops. In order to evaluate aqueous extracts of native plants from the state of
Yucatan with antifungal activity in Solanum lycopersicum and their safety against beneficial
organisms, the in vitro and in vivo effectiveness of 11 aqueous extracts against fungi isolated
from S. lycopersicum was determined. In the first case, the inhibition of mycelial growth,
sporulation and germination of conidia was evaluated; in the second case, the control of
Corynespora cassiicola on tomato plants in greenhouses was evaluated. Disease severity was
estimated in three evaluations during 21 days, with the help of a pictorial-diagrammatic scale
for C. cassiicola in the indicated crop. The in vitro results showed that Croton chichenensis
extract was more effective against the organisms with a range of 99.2-100% in the first
variable, 100% in the second and 70.5-100% in the third, higher than Mosanona depressa
(stem and root) and Bonellia flammea (stem), which showed a similar range of inhibition. A
12% dose of C. chichenensis extract was applied to tomato plants under protected conditions,
with which less severity of the disease was estimated, compared to the control without the

application of the extract.
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I. INTRODUCCION
Los sistemas agricolas son afectados por el abuso de agroquimicos al controlar el ataque de
maleza, plagas y enfermedades, lo que ha generado problemas en la salud humana y
ambientales como la reduccion de la biodiversidad y la pérdida en la salud del suelo (Gan'y

Wickings, 2017).

Nuevas alternativas de control biolégico se estan desarrollando, que incluyen estimulantes
de la defensa en las plantas, técnicas de control bioldgico y derivados de productos naturales,
a los que se les llaman bioinsumos (insecticidas, herbicidas, acaricidas, nematicidas y

fungicidas) (Sharma y Malik, 2012; Isman y Grieneisen, 2014; Ordanza, 2017).

Estas alternativas implican el uso de tecnologias con bajo impacto ambiental y que permiten
reducir significativamente la aplicacion de plaguicidas sintéticos. En un contexto de manejo
integrado, la utilizacion de extractos vegetales representa una alternativa para el control de

plagas y enfermedades en los cultivos (Batista et al., 2015).

En la peninsula de Yucatan, se ha llevado a cabo investigaciones de extractos de plantas
nativas, que reducen la presencia de plagas y enfermedades, entre ellas los de Eugenia
winserlingui; con efecto contra Myzus percisae y Bemisia tabaci y Meloidogyne incognita.
En otro estudio con 40 plantas nativas de Yucatan, en la inhibicion del crecimiento micelial
de Fusarium equiseti y F.oxysporum, tres resultaron eficaces: Mossanona depressa,
Parathesis cubana y Piper neesianum. También, el extracto acuoso de Bonellia flammea,
mostro actividad inhibitoria contra hongos fitopatégenos (Moo et al., 2014; Cruz et al., 2019;

Cruz et al., 2020).
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Il. OBJETIVOS

2.1 General

Evaluar extractos acuosos de plantas nativas del estado de Yucatan con actividad antifingica

en el cultivo de Solanum lycopersicum y su inocuidad contra organismos benéficos.

2.1 .1 Especificos

e Determinar la actividad antiflngica in vitro de extractos vegetales acuosos de la
peninsula de Yucatan

e Estimar el control de Corynespora cassiicola en el cultivo del Solanum lycopersicum
con la aplicacién de un extracto vegetal acuoso.

e Determinar in vitro la compatibilidad de los extractos vegetales acuosos con

Trichoderma asperellum y Bacillus subtilis.

14



. HIPOTESIS

Los extractos vegetales acuosos in vitro inhiben el crecimiento de hongos fitopatogenos de
S. lycopersicum y reducen la severidad causada por C. cassiicola en follaje, y son compatibles

con T. asperellum y B. subtilis.
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IV. FUNDAMENTO TEORICO

4.1. Plantas nativas con potencial biologico en México

México por su diversidad vegetal de 23, 314 especies, lo ubica en el cuarto lugar, después de
Brasil, China y Colombia, al menos el 50% de estas especies, son endémicas del pais
(Villasefior, 2016). Lo anterior conduce a la exploracion de alternativas naturales de control
de enfermedades, estas alternativas son el uso de extractos vegetales a partir de plantas
nativas; y con los que se ha obtenido resultados prometedores. Estos extractos, tienen las
ventajas de poseer un origen bioldgico, ser degradables y causar un minimo impacto negativo

sobre la salud humana y el ambiente (Bravo et al., 2000; Montes, 1996; Vazquez et al., 1996)

La familia con mayores reportes de actividad biol6gica es Piperaceae, lo que las convierte en
una de las familias con mayor exploracién de extractos o compuestos con aplicaciones en los
problemas fitosanitarios. Las plantas como parte de su metabolismo secundario producen
compuestos denominados metabolitos secundarios, los cuales tienen un papel como agentes
de control bioldgico; una aproximacion de identificacion de metabolitos de valor practico se
puede tener al identificar plantas que son resistentes al ataque de insectos y separar sus
principios activos. En Myrtaceae, Asteraceae y Piperaceae se estudiaron por los terpenoides
y grupos de amidas con efecto antialimentario, repelente e insecticida, o que inhiben el
desarrollo y el crecimiento de insectos del orden Lepidoptera (Baladrin et al., 1985 y

Srivastava et al., 2001).
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4.2 Evaluacion in vitro de extractos vegetales contra hongos fitopatdgenos

Las plantas sintetizan una variedad de compuestos de diversos grupos funcionales, llamados
metabolitos secundarios, los cuales se pueden producir de forma natural como mecanismos
de defensa, el proceso para obtenerlos es variable, se pueden obtener extractos acuosos
(Bautista et al., 2004) o utilizar disolventes para obtener compuestos, segun su polaridad
(Abou-Jawdah et al., 2002). Se considera que la mayoria de los compuestos obtenidos de las

plantas son biodegradables e inocuos.

En condiciones in vitro los extractos pueden inhibir el crecimiento micelial, la formacion y
la germinacion de esporas de hongos, de modo que ayudan al control de enfermedades
fangicas (Hernandez et al., 2007). A continuacion, se mencionan algunas de las evaluaciones

con extractos vegetales, los cuales mostraron el potencial contra hongos fitopatogenos.

Lopez et al. (2005) evaluaron el efecto inhibitorio de extractos acuosos de ajo (Allium
sativum L.), gobernadora (Larrea tridentata Sessé & Moc. ex DC.), clavo (Syzygium
aromaticum L.) y canela (Cinnamomum zeylanicum L.), en concentraciones de 5 y 10%,
sobre el crecimiento micelial de Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y Verticillium
dahliae; los extractos mostraron una tendencia a incrementar su efecto inhibitorio con el

aumento de la concentracion.

Con el extracto de tomillo (Thymus vulgaris L.) contra F. oxysporum, las evaluaciones in
vitro mostraron una inhibiciéon del crecimiento micelial en un 74% (Lizcano 2007). Asi
mismo, Barrera y Garcia (2008), evaluaron el aceite de T. vulgaris contra Fusarium spp. en
frutos de papaya (Carica papaya L.) y comprobaron que el aceite de tomillo ejercio total

inhibicion del crecimiento micelial a dosis de 200, 250 y 300 pg mL™.
17



En la Gltima década, los estudios sobre productos botanicos para el control de hongos
fitopatdgenos se han incrementado notablemente (Dellvalle et al., 2011; Gahukar 2012;
Talibi et al., 2012). Las Familias de plantas que han sido estudiadas por sus propiedades
antifungicas son Acanthaceae, Amaryllidaceae, Apocynaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae,

Lamiaceae y Meliaceae (Gahukar 2012; Ravikumar y Garampalli 2013; Zaker, 2013).

4.3 Extractos vegetales a partir de plantas nativas.

Estudios con extractos, son los realizados con 98 especies vegetales pertenecientes a 46
familias boténicas (7 monocotileddneas; 46 dicotileddneas; 1 conifera y 2 pteridofitas) para
determinar su posible efecto fungicida o bactericida. Nueve de los extractos (ajo, cebolla,
quebracho colorado, agrial, palo santo, chirca, guayaba, eucalipto y pino) demostraron
inhibicion de 100% crecimiento de la bacteria Xanthomonas campestris pv. campestris. La
inhibicion del crecimiento fungoso solo se obtuvo con extractos de ajo y cebolla (utilizados
como referencia), asi como con el extracto de mamon contra Colletotrichum sp. (Stauffer et
al., 2000). El extracto de ajo tuvo efecto inhibidor sobre seis hongos y un oomyceto
(Penicillium italicum, Aspergillus flavus, Fusarium sp., R. solani, Alternaria sp.,
Colletotrichum sp. y Pythium sp.). El efecto con cebolla fue menor en intensidad ya que solo
afectd a Fusarium sp., Alternaria sp., Colletotrichum sp. y Pythium sp. (Aquinos y Stauffer,

2000).

A partir de hojas de dos Euphorbiaceae (Croton rhamnifolius var. Caudatus y otra adn sin
identificar) y una Sterculiaceae (Waltheria sp.), se evaluaron contra F. oxysporum f. sp.

Lycopersici, causante de la marchitez del tomate; los resultados mostraron un potencial de

18



uso de estos extractos en un programa de control del patdgeno (Rodriguez et al., 2003 y

Garcia et al., 2006).

Con Bonellia flammea, evaluaron in vitro el extracto acuoso al 3% contra diez hongos
fitopatdgenos, y tuvo una actividad inhibitoria en Curvularia verruculosa, Curvularia
lunatus, Exserohilum rostratum, Bipolaris setariae, Corynespora cassiicola, Lasiodiplodia
parva, con un rango de inhibicion de 20-100% en el crecimiento micelial, 58-100% en la

esporulacion de conidios y 73-100% en la germinacion de conidios (Moo et al., 2014).

Por su parte, Caamal (2014) con raiz de Acalypha gaumeri, evalud in vitro el extracto acuoso
al 3% y etandlico a dosis de 2 mg mL contra 10 hongos fitopatdgenos; dos aislados de
Curvularia lunata, dos de Fusarium oxysporum, dos aislados de Fusarium equiseti, y uno de
Sethosphaeria rostrata, Nigrospora oryzae, Helminthosporium speciferum, Alternaria sp.
Los resultados mostraron una inhibicion en el crecimiento micelial de 11.04% y 18.60% en
C. lunata y H. speciferum aislados de la planta de Eustroma grandiflorum. Ademas, se
observé que promovié en el crecimiento micelial y en la produccién de esporas en algunos

hongos.

Otro trabajo in vitro con raiz de A. gaumeri fue el de Vargas (2014), quien evalu6 los
extractos etanolicos (75%) y acuosos (50%), también utilizaron el extracto acuoso (>50%)
de la corteza de B. flammea contra A. chrysanthemi. A. gaumeri inhibio el crecimiento
micelial de Curvularia sp. (ITC10) del 78.12%. Ademas, los extractos acuosos fueron
evaluados en cultivo de Crisantemo con una reduccion de la enfermedad hasta de un 67 y

49%.
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Hoil (2016) evalu0 el efecto antifungico in vitro e in vivo del extracto acuoso de B. flammea.
contra hongos postcosecha. Los hongos en estudio fueron Penicillium oxalicum y Curvularia
lunata (aislado de C. chinense); A. brasiicicola, C. capsici, C. truncatum y A. alternata
(aislado de C. annuum). La mayor efectividad in vitro del extracto se obtuvo en la variable
de inhibicion de la germinacién de esporas de P. oxalicum, C. lunata, A. brasiicicola y C.

capsici con intervalos de inhibicién 60-100%.

Pérez (2019) evalud los extractos etandlicos de Mosanona depressa, Calea jamaicensis,
Croton chichenensis y Acalypha gaumeri contra s Cladosporium sp., Penicillium sp.,
Aspergillus sp., F. equiseti y C. lunata provenientes de semillas de C. chinense. Los extractos
de C. jamaicensis, C. chichenensis, A. gaumeri y M. depressa (tallo), mostraron una efectividad
del 100% en la cepa de C. lunata (ITC C02), mientras que el de M. depressa (raiz) fue efectivo

en un 76%.

Otro estudio con los extractos etanolicos de M. depressa (hoja y raiz) contra A. alternata, A.
brassicicola, C. capsici, C. truncatum y P. oxalicum, mostr6 el potencial fungicida en el
control de fitopatdgenos poscosecha de Capsicum spp. especificamente contra P. oxalicum

(Godoy, 2019).

Cruz et al. (2020) evaluaron extractos etanolicos y acuosos, obtenidos de 40 plantas nativas
tropicales de Yucatan y de diferentes partes vegetativas. Los extractos se evaluaron contra F.
equiseti (FCHE) y Fusarium oxysporum (FCHJ) aislados de raices de plantulas chile
habanero (C. chinense Jacq.). En el estudio seis extractos fueron efectivos. El extracto
etanolico de M. depressa (corteza de tallos y raices), Parathesis cubana (raices) y Piper

neesianum (hojas) inhibieron el crecimiento micelial de los hongos.
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4.4 Hongos fitopatogenos en el cultivo de S. lycopersicum

Los hongos fitopatdgenos, anualmente destruyen un tercio de las cosechas producidas.
Especificamente en: arroz, trigo, maiz, papa y soya, que a nivel mundial son de los méas
importantes. Si estos cinco cultivos fueran infectados simultaneamente, a tal grado de que
toda la planta se perdiera, mas del 60% de la poblacién mundial no tendria qué comer. Dentro
de los géneros de hongos que atacan a estos cultivos se encuentran: Fusarium, Giberella,

Rhizoctonia, Verticillium, Alternaria, Botrytis, Curvularia y Corynespora entre otros.

Las enfermedades causadas por hongos causan una amplia variedad de sintomas, pueden
producir manchas cloréticas y necroticas, cribados, cancros, tizones, podredumbres himedas
0 secas, momias, agallas, abolladuras, costras, ahogamientos, marchitamientos y pustulas.
Entre las principales enfermedades que se presentan en el cultivo de tomate se encuentran las

causadas por hongos, virus y nematodos (Martin, 2015).

4.5 Mancha foliar del tomate (Corynespora cassiicola)

4.5.1 Sindrome

La enfermedad de la mancha foliar es inducida por C. cassiicola este se presenta como
pequefas lesiones necréticas con centros de color café claro y margenes oscuros. Los
sintomas suelen comenzar dentro del dosel de la planta, también puede presentarse como
manchas necroticas concéntricas con un estrecho halo amarillo. En los frutos maduros se
observan manchas redondas, hundidas, con los centros agrietados, cubiertas por una
vellosidad negra (conidios). Estas manchas pueden tener hasta 2 cm de didmetro. Por lo

general C. cassiicola es favorecida por temperaturas de 16-32°C. Ademas de que este
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patdgeno tiene una amplia gama de hospederos que incluyen: pepino, soya, papaya Yy

ornamentales (Martin, 2015).

La enfermedad se presenta con manchas en las hojas en forma de punto, eliptica o irregular
de color café en el centro produciendo una necrosis extensiva en haz y en el envés,
generalmente en los bordes de las hojas, con halos cloréticos frecuentemente alrededor de
las lesiones. Los sintomas mas frecuentes son observados en hojas, sin embargo, también
afecta tallos y frutos. Es una especie cosmopolita especialmente en trépicos puede atacar al
menos 530 especies pertenecientes a 380 géneros. Entre sus hospederos se encuentran: soya,
gramineas, chile, pepino, tomate, papaya, meldn, sandia, sorgo y una gran variedad de
cultivos de los tropicos y subtropicos (Jayasuriya y Thennakoon, 2007; Kurt, 2005;
Shimomoto et al., 2008). Los principales fungicidas utilizados para su control son:

azoxistrobin, carbendazim, cloratalonil y mancozeb (Thomson, 2004).

En medio de cultivo, el crecimiento micelial es gris o marrones olivaceos. Micelio sin
estroma, con conidiéforos de color marron, derechos o curvos, de 110-850 um de largo y de
4-11 pm de ancho. Conidios solitarios 0 muy variables en forma, obclavados o cilindricos,
rectos o curvos, de color olivo, gris con 4-20 pseudoseptas con 40-220 pum de largo y 9-22

um de ancho y 4-8 p de ancho en la base (Ellis, 1993).

4.6 Compatibilidad de extractos vegetales con organismos antagonistas de fitopatdgenos

La combinacidn de organismos antagonicos con extractos vegetales es efectiva en el manejo
integrado de plagas y enfermedades, por esta razon, es importante realizar evaluaciones de
compatibilidad in vitro. Estudios reportan la compatibilidad de especies de Trichoderma con

fungicidas y extractos vegetales, sin embargo, son pocos los estudios documentados (Sanchez
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et al., 2021). A continuacién, se mencionan evaluaciones de antagonismo y compatibilidad,

de especies de Trichoderma y Bacillus.

Gomez et al. (2003) realizaron evaluaciones in vitro del efecto toxico de extractos vegetales
acuosos de barbasco (Phyllantus sp), neem (Azadirachta indica) y cempazuchil (Tagetes
patula) sobre Trichoderma y Metarhizium utilizando diferentes concentraciones (0%, 10%,
15% y 20%). Los extractos de neem, barbasco y cempazuchil en un 15%, causaron
inhibiciones entre un 10-50% en Trichoderma; estos extractos a la misma concentracion con
Metarhzium indujeron un rango de inhibicion del 32-50%; por lo que ninguno extractos

afectd a estos hongos benéficos.

Con los extractos etandlicos de neem al 2.25% y orégano (Lippia origanoides) al 37 % y
75%, y la combinacion de ambos extractos al 75%, fueron evaluados en compatibilidad in
vitro con T. harzianum. Como resultado se obtuvo compatibilidad potencial de T. harzianum
con respecto a neem al 37%, y a la combinacion de ambos extractos al 75%, lo que sugiere
que los extractos vegetales y Trichoderma pueden ser utilizados en el manejo integrado de

enfermedades (Alvarado et al., 2011).

En condiciones in vitro se evalud el extracto de neem, pulsiana (Melia azederach Lin), salvia
(Salvia officinalis L) y T. harzianum frente a F. oxysporum aislado de Coffea arabica en
concentraciones de 0.6%, 1.25% y 1.9% de extractos vegetales y T. harzianum (2.5 x 10°
conidios-mL). Los porcentajes de inhibicion de crecimiento micelial fue mayor en el hongo
que en los extractos a la dosis mas alta. En T. harzianum el porcentaje fue del 70%; seguido
por las mayores concentraciones de pulsiana y salvia a una concentracion de 1.9% (Revilla

et al., 2020).
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Aislados de T. aggressivum f. europaeum previnieron la aparicion de sintomas foliares
causados por Botrytis cinerea, S. sclerotiorum y Mycosphaerella melonis en los cultivos de
pimiento y tomate, con 100, 100 y 93%, respectivamente. A la par fue comparado con
Cambiar (ciprodinil 37,5% y fludioxonil 25% (WG) p / p; a 600 ppm), este estudio por la
compatibilidad de T. aggressivum f. europaeum con fungicidas se recomendd uso en
combinacion como estrategia de manejo de diferentes enfermedades foliares (Sanchez et al.,

2021).

Bacterias del género Bacillus son clasificadas como promotores de crecimiento vegetal, su
evaluacion en compatibilidad con extractos vegetales constituye la base para su
implementacion en el manejo integrado de enfermedades. Estudios de extractos vegetales en
compatibilidad con Bacillus son los de Colivet y Genette (2006), quienes evaluaron el efecto
inhibitorio in vitro de extractos etanolicos, etéreos y acuosos de frutos de C. chinense sobre
el crecimiento de Escherichia coli y Bacillus sp. Los extractos tuvieron caracteristicas
bactericidas a partir de 50%; con frutos verdes secados a 100 °C tuvieron un efecto inhibidor
mayor en E. coli. Los extractos de frutos secos enteros fueron los que presentaron mayor

inhibicion en el crecimiento de Bacillus sp.

Otros estudios de extractos sin efecto sobre bacterias, son con extractos etanolicos de ruda
(Ruta graveolens) y neem (Azadirachta indica), en concentraciones de 0%, 5%, 15%, 20%,
25% y 30% sobre bacterias fitopatogenas del género Erwinia, aisladas de berenjena (S.
melongena), mango (Manguifera indica), papa, maiz y parchita (Passiflora edulis). Los
extractos tuvieron efecto directamente proporcional a la concentracion evaluada; el extracto

etandlico de ruda no evidencio efecto inhibitorio sobre ninguna de las bacterias fitopatogenas.
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Sin embargo, el neem (30%) present6 efecto inhibitorio sobre Erwinia sp. (Bricefio et al.,

2011).

Los extractos de coquito (Cyperus rotundus), moringa (Moringa oleifera), neem (A. indica)
a concentracion de 10 mL Ly lechosa (Euphorbia heterophylla) con 20 mL L sobre el
desarrollo de Bacillus thuringiensis var. Kurstaky y Aizawai. Los extractos de coquito y
lechosa no tuvieron efecto sobre las cepas de B. thuringiensis, solo extractos de moringa y

neem tuvieron efecto sobre la bacteria (Carpio, 2021).

Lo anterior demuestra que el efecto de los extractos sobre las bacterias depende del extracto,
asi como de la concentracion, por lo que en futuros estudios deben estar dirigidos a la
combinacién de extractos vegetales y las concentraciones minimas de los mismos sobre
organismos antagonistas en el manejo integrado de plagas y enfermedades en plantas

establecidas.
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V. DESARROLLO DEL PROYECTO

5.1 Recolecta del material vegetal

Las plantas nativas en el estudio se seleccionaron por los antecedentes previos con actividad
fangica contra fitopatdgenos. Las muestras se separaron en raices y parte area (hoja y tallo),
se secaron en una secadora con lamparas a aproximadamente 50-60 °C, hasta sequedad
total. Las hojas se trituraron en un molino y se almacenaron a 4 °C, para su posterior

utilizacion.

5.2 Organismos en estudio

Los hongos que se utilizaron para la determinacion de la actividad antiflngica, se obtuvieron
del cepario de Laboratorio de Fitopatologia, del Tecnol6gico Nacional de México/Campus

Conkal (Tabla 1), estos organismos fueron aislados de diferentes 6rganos de S. lycopersicum.

Tabla 1.

Fitopatdgenos en estudio aislados de S. lycopersicum

Hongo Clave Organo de donde se aisld
A. alternata ITC24 Hoja
C. cassiicola ITC23 Hoja
C. lunata ITC22 Hoja
F. equiseti ITC32 Fruto
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5.3 Obtencidén de extractos

5.3.1 Extractos acuosos

Para la elaboracion de los extractos acuosos y bioensayos in vitro, el material vegetal
(30 g-L) se depositd en 500 mL de agua destilada en ebullicion por 20 min.
Posteriormente, con el objetivo de esterilizar los extractos acuosos, se filtrd en una
membrana de 22 um (Millipore Merck), el filtrado se guardd en congelacion por 24 h a

4 °C hasta su utilizacion en los bioensayos.

5.4 Determinacion de actividad antifiingica in vitro de los extractos vegetales

Los extractos acuosos filtrados y esterilizados se evaluaron en dilucion en agar con medio
de cultivo PDA estéril a 50°C, a una concentracion final de 3% como dosis de partida
base. La mezcla obtenida se depositd en cajas petri, después de 24 horas se coloco en el
centro de la caja petri un disco de micelio de 5 mm de diametro de los hongos en estudio,
se sellaron las cajas y se conservaron a 28+ 2°C 12 h luz/12 h oscuridad, para su posterior

medicion cada 24 h (Moo-Koh et al., 2014).

Se midieron las siguientes variables: crecimiento micelial, esporulacion, germinacion de

conidios.

Crecimiento micelial: Se midié el didmetro del crecimiento del hongo de manera
longitudinal con un vernier cada 24 horas hasta que el testigo sin aplicacion del extracto
cubrio por completo la caja petri. Lo que permitié calcular la efectividad del extracto

sobre cada hongo, esta se estimd con la formula de Abbott (1925).
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Test — Trat
Test

E o) = ) (100)

E= Efectividad (%), Test= Crecimiento micelial del testigo (cm), Trat= Crecimiento

micelial del tratamiento (cm) y 100= Constante

Esporulacion: En las cajas donde no se observd el 100 % de crecimiento micelial a cada
caja petri con el hongo fitopatdgeno se agregaron 9 mL de agua estéril para la recoleccién
de las esporas. Con un portaobjetos se raspé el micelio y la solucion obtenida se filtr6 con
ayuda de gasas estériles, esta solucion (madre), se depositd en un tubo de ensayo.
Posteriormente, se tomaron 100 pL de la solucién madre y se depositd en un vial estéril,
con 900 pL de agua destilada estéril, dicha solucion se agit6 y transfirieron 9 pL de en la
camara de Neubauer. El nimero de esporas se determiné para cada hongo fitopatogeno

mediante la formula

NE = (%) (1000)(9)

NE: es el nimero de esporas (mL), X: promedio de esporas por los 4 campos de la camara,

0.1: profundidad de la cdmara, 1000: es una constante y 9: de la dilucién.

Germinacién de conidios: a las cajas petri con las colonias de los hongos se le agrego6 9
mL de agua destilada estéril, se realizo el raspado con un portaobjetos, el agua con el
micelio y esporas se filtrara a través de gasas estériles, la solucion restante se deposité en
un tubo de ensayo. Se tom6 100 pL de la solucién madre y se depositd en un vial estéril

y se adicionaron 900 uL de agua destilada estéril, se agité y se transfirieron 9 uL de la
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solucidn de esporas en cada cuadrante de una caja petri con medio de cultivo PDA y otra
con PDA maés extracto previamente preparado y las observaciones de las esporas se
realizaron cada hora. Las observaciones fueron a traves de un microscopio compuesto a
magnificacion de 10X considerando como conidios germinados la emision del tubo

germinativo

El disefio experimental fue un disefio completamente al azar, con cinco repeticiones por
tratamiento. Con los datos de porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial,
esporulacion y germinacion de esporas, se realizaron andlisis de varianza previa
transformacion de los datos mediante la formula: y=arsin (sqrt (y/100)); la separacion de
medias se realizd con el método de Tukey (P<0.05). Los analisis estadisticos se realizaron

con ayuda del paquete estadistico SAS Ver. 9.4. para Windows®.

5.5 Evaluacidn de fitoxicidad del extracto acuoso de C. chichenensis en S. lycopersicum

La toxicidad del extracto de C. chichenensis se evalué a dosis del 12%, sobre las hojas
de S. lycopersicum, se prepar6 el extracto acuoso (120 g-L) en agua destilada a
ebullicién por 20 min. Posteriormente, se realizé un solo filtrado con papel Whatman No.

1 para la eliminacion de residuos vegetales.

A partir de plantas de S. lycopersicum previamente establecido en el invernadero se
colectaron 10 hojas al azar. Las hojas fueron trasladadas al Laboratorio de Fitopatologia
donde se realizaron cortes de 2 cm?, cada corte fue desinfestado con cloro 2% por 2
minutos, y un doble lavado con agua destilada, después, se procedié a secarlas con la
ayuda de sanitas estériles, se colocaron en cajas petri provistas de agar-agar (previamente

preparado: 23 g-L) y se adicionaron 50 pL del extracto sobre la hoja, con la ayuda de una
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micropipeta, también se considerd un testigo con la aplicacion de solo 50 pL de agua

destilada estéril (Vargas et al., 2014).

Se realizaron tres repeticiones por tratamiento, se mantuvieron en observacion cada 24 h
por 15 dias, hasta observar la presencia de dafio con necrosis del material vegetal, o

tonalidades oscuras en el area donde se deposito el extracto.

5.6 Determinacion de compatibilidad in vitro del extracto acuoso de C. chichenensis con

organismos benéficos

Para estimar la compatibilidad del extracto de C. chichenensis se evalud la dosis més alta
probada en toxicidad en hojas de tomate (12%) sobre organismos con antecedentes de
promocion de crecimiento vegetal, ya que estos son utilizados por su plasticidad, biologia y
beneficios hacia las plantas; las especies evaluadas que fueron proporcionadas por los

Laboratorios de Microbiologia y Fitopatologia del Campus; indicado en la tabla 2.

Tabla 2.

Organismos promotores de crecimiento vegetal utilizados en el estudio de compatibilidad in
vitro.

Cepa Clave Origen
Bacillus subtilis CBCK47 19.12 N 89.09 W
Trichoderma asperellum Tal3-17 21°04'48.8"N 89°29'58.4"W

Para la evaluacion de compatibilidad in viro del extracto acuoso con Bacillus subtilis
(CBCKA47), el cultivo utilizado fue agar bacteriolégico (23 g L) el cual se mezclé con el

extracto acuoso previamente preparado al 12%. Primeramente, con la ayuda de un asa
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bacterioldgica y utilizando la técnica del estriado, se sembré B. subtilis como se muestra en
la figura 1; despueés se sellaron las cajas y se observo el desarrollo de las colonias bacterianas
por 10 dias, al final se cuantificd la cantidad de colonias bacterianas desarrolladas en cada
seccion de las cajas. También se considerd un tratamiento testigo el cual fue representado

por cajas de Petri sin extracto y con la presencia de colonias bacterianas.

Figura 1. Técnica del estriado utilizada para la siembra de B. subtillis
La metodologia utilizada para la compatibilidad in vitro del extracto acuoso con el hongo de
T. asperellum (Tal3-17), fue la descrita anteriormente para la actividad antifingica en la cual
estimo la efectividad del extracto (%) mediante la medicion del crecimiento micelial. Se
tomaron discos de micelio de 5 mm de didmetro de T. asperellum (Tal3-17) y se sembraron
en el centro de la caja de Petri, también se adiciond un testigo de referencia. Se midié el
diametro del crecimiento del hongo de manera longitudinal con la ayuda de un vernier, las
mediciones fueron cada 24 h hasta que el testigo sin aplicacion del extracto cubrid por
completo la caja de Petri. La compatibilidad del extracto con el hongo se estimo con la

formula de Abbott (1925).
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5.7 Elaboracion de escala pictorica-diagramatica de la mancha foliar en tomate

La severidad de C. cassiicola en el cultivo de tomate se midié con una escala logaritmica
diagramética elaborada para este estudio, a partir de 42 fotografias tomadas de hojas con
presencia la mancha foliar causada por C. cassiicola. Cada hoja dafiada se le midio el area
foliar total y dafiada con el programa de procesamiento de imagen (ImagenJ), con las areas
calculadas se procedio a la estimacion de la severidad (%), dividiendo el &rea enferma de la

hoja (AEH) entre el area total de la hoja (ATH) por 100 para expresarlo en porcentaje.

Para la elaboracion de la escala logaritmica diagramaética se utiliz6 el programa de computo
2LOG (Osada y Mora, 1997), y mediante el principio de Horsfall-Barrat (Campbell y
Madden, 1990). Con los datos de severidad calculados, se introdujo en el programa 2LOG el
valor mas alto en porcentaje, que representd el maximo valor de la escala y obtener las clases
dentro del rango observable de la intensidad de enfermedad. EI nimero de clases de
determind con respecto a la capacidad medible del evaluador y que en otros casos se ha

recomendado en 6 (figura 2).

32



1:2.30%

3:18.98% 4:42.51% 5:70 %

Figura 2. Escala logaritmica diagramatica para la evaluacion del patosistema C. cassiicola-

S. lycopersicum

5.8 Evaluacion del extracto acuoso de C. chichenensis con actividad antifingica en

condiciones protegidas

Para la determinacion de la actividad antifungica se procedio a establecer plantas de S.
lycopersicum en invernadero. En charolas de poliestireno de 200 cavidades se sembraron
semillas de tomate hibrido (DR8558), con sustrato Cosmopeat® mezclado previamente con
agrolita (1:1 v:v). Después de 15 dias de la siembra, se procedio al trasplante, en macetas de
9 pulgadas se depositaron en suelo tipo Luvisol rodico, las plantas se mantuvieron con riego

y fertilizacion constante (solucion recomendada para el cultivo), la sanidad del mismo se
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mantuvo utilizando insecticidas descritos en la tabla 3, para el control de arafia roja y

mosquita blanca.

5.8.1 Aplicacion de los extractos

Después de 30 dias del trasplante, se procedio a la aplicacion del extracto a dosis de 12%
mediante aspersion, la aplicacion fue hecha de manera foliar, se dej6 por 24 h y
posteriormente se inoculd por aspersion foliar esporas del hongo C. cassiicola (en solucién

de conidios previamente preparada aproximadamente 10° conidios-mL).

El porcentaje de area foliar afectado por la enfermedad se registr6 con la escala logaritmica
diagramatica elaborada descrita en la figura 2, se seleccion6 un total de 10 hojas por maceta
de cada tratamiento. Estas evaluaciones se iniciaron cuando se detectaron los primeros
sintomas de la enfermedad en el cultivo, y se continuaron de manera semanal durante tres

semanas.

Tabla 3.

Insecticidas utilizados en el mantenimiento del cultivo de tomate.

Nombre Ingrediente activo Cantidad
Cinnamix® Terpenos de naranja (Citrus sinensis) D-limoneno 5ml-L
Biodie® Argemonina 3.5% + Berberina 2.20% +Ricinina2.8% + 10 ml-L
Alfa-terthienil 3.50%
Confial® Imidacloprid 2ml-L
Murralla® Imidacloprid + Betacyflutrin 2ml-L
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Se utilizaron en total de 16 macetas distribuidas en dos filas, cada fila representd un

tratamiento, este contenia 8 macetas (figura 3).

00000000
00000000

Figura 3. Distribucion de los tratamientos en bloques. E= Extracto acuoso Croton chichenensis,

T= Testigo (agua).

5.9 Analisis de datos

Con los porcentajes de severidad de las evaluaciones se construyeron curvas del progreso de
la enfermedad (Campbell & Madden, 1990) y se estimaron los siguientes parametros

epidemioldgicos:

Yfinal. Estimacion del porcentaje la severidad de la enfermedad al final del cultivo.

Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE). Parametro estimado mediante

el método de integracion trapezoidal.

Efectividad del extracto. Medias obtenidas mediante la prueba Abbot, para determinar la

eficacia del extracto en campo.
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VI. RESULTADOS

6.1. Actividad extractos acuosos contra cuatro hongos fitopatégenos de S.

lycopersicum

Los extractos evaluados presentaron actividad estadisticamente significativa (p<0.01)
sobre los cuatro fitopatdgenos, los extractos con mayor porcentaje inhibicién en las tres
variables evaluadas fueron aquellos obtenidos de B. flammea (tallo), C. chichenensis

(raiz) y M. depresa (tallo y raiz).

En la variable inhibicién de crecimiento micelial, el rango de inhibicion de los organismos
fue de 1.2-100%, C. cassiicola, y F. equiseti fueron los méas sensibles al efecto de los
extractos acuosos en esta variable. En la inhibicion de la esporulacién de conidios el rango
fue de 10.5-100%, solo el extracto de P. cubana no presentd efecto sobre los cuatro
hongos. En la germinacién de conidios el rango de inhibicion fue de 11.3-100%, solo el
extracto de C. chichenensis tuvo actividad en A. alternata, los demas extractos no
afectaron la germinacion se los conidios, a diferencia de los demés hongos en donde la
actividad de los extractos fue variable incluso se observo una deformacion en los tubos

germinativos de los conidios de cada fitopatdégeno (Tabla 4, 5y 6).
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Tabla 4.

Inhibicion (%) del crecimiento micelial de hongos fitopatdgenos con extractos acuosos
de especies vegetales.

Planta A. alternata C. cassiicola C. lunata F. equiseti
A. gaumeri Oe 7.1h 1.2f Oe
B. flammea Oe 27.3d 93.7b 8.1lc
C. chichenensis Oe 100 a 99.2a 100 a
C. jamaicensis Oe 57h 0g Oe
Licaria sp (hoja) Oe 2.4 1 22.1cd 2.3d
Licaria sp (raiz) Oe 6.5h 49e Oe
Licaria sp (tallo) Oe 15.5 ef 48e Oe
M. depresa (raiz) 2.4d 12.4¢g 24.7 cd 79c
M. depresa (tallo) 359a 489 b 19.5d 446 b
P. cubana Oe 379c 78¢e 2.2d
P. neesianum 10.2 ¢ 13.8 fg 28.7¢ Oe
Control Oe 0j 0g Oe

Letras con misma literal entre columnas son estadisticamente iguales (Tukey, p<0.05).

El extracto de raiz de C. chichenensis mostré mayor actividad sobre los organismos en
las tres variables evaluadas con rango 99.2-100%. En la primera variable, 100% en la
segunda y 70.5-100%; seguido del extracto del tallo de M. depresa con rangos de
porcentaje del 44.6-48.9%, 98.1-100% y 50.7-100% en el mismo orden en las variables
evaluadas; el extracto de raiz de M. depresa también presentd mayores rangos de actividad
del 99.4-100% en la inhibicion de la esporulacion de conidios y del 52.8-100% en la
inhibicidn de la germinacion de conidios (Figura 5). Cabe mencionar que el extracto del
tallo de B. flammea también presento actividad en la variable de inhibicion de la

esporulacion con un rango del 83.4-100%, ver tabla 6.
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Tabla 5.

Inhibicion (%) de la esporulacion de conidios de hongos fitopatdgenos con extractos
acuosos de especies vegetales.

Planta A. alternata C. cassiicola C. lunata F. equiseti
A. gaumeri 100 a Oe 100 a 89.9c
B. flammea 100 a 834D 100 a 93.3b
C. chichenensis 100 a 100 a 100 a 100 c
C. jamaicensis 100 a 105d Oe 0g
Licaria sp (hoja) 100 a 99.5a Oe 495¢e
Licaria sp (raiz) 89.1b Oe 90.1c 0g
Licaria sp (tallo) 100.0 20.7c 96.8 b 100 a
M. depresa (raiz) 27.7¢C 21.7¢c 100 a 69.9d
M. depresa (tallo) 100 a Oe 100 a 0g

P. cubana od Oe Oe 0g

P. neesianum 27.7c¢ 21.7c 100 a 69.9d
Control od Oe O0a 0g

Letras con misma literal entre columnas son estadistica mente iguales (Tukey, p<0.05).
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Tabla 6.

Inhibicion (%) de la germinacion de conidios de hongos fitopatdgenos con extractos
acuosos de especies vegetales.

Planta A. alternata C. cassiicola C. lunata F. equiseti
A. gaumeri 0b of 100 a 100 a
B. flammea Ob 20.3d 98.9a 100 a
C. chichenensis 80.9a 100 a 100 a 70.5b
C. jamaicensis 0b 11.3e Oc Oc
Licaria sp (hoja) 0b 100 a Oc Oc
Licaria sp (raiz) 0b Of 85.2Db Oc
Licaria sp (tallo) 0b 19.9d 100 a 100 a
M. depresa (raiz) 0b 80.1c 100 a 61.3 b
M. depresa (tallo) 0b 83.7b 100 a Oc

P. cubana Ob of Oc Oc

P. neesianum Ob 80.1c 100 a 61.3b
Control Ob of Oc Oc

Letras con misma literal entre columnas son estadisticamente iguales (Tukey, p<0.05).
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Figura 4.

crecimiento micelial de hongos fitopatogenos de tomate (Izq.control/ der.

extracto).

El extracto de raiz de C. chichenensis mostré mayor actividad sobre los organismos en
las tres variables evaluadas con rangos 99.2-100% en la primera variable (Figura 4), 100%
en la segunda y 70.5-100%; seguido del extracto del tallo de M. depresa con rangos de
porcentaje del 44.6-48.9%, 98.1-100% y 50.7-100% en el mismo orden en las variables
evaluadas (Figura 5); el extracto de raiz de M. depresa también presenté mayores rangos
de actividad del 99.4-100% en la inhibicion de la esporulacion de conidios, y del 52.8-

100% en la inhibicion de la germinacién de conidios (Figura 7).
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M. depresa-Tallo

A. alternata ITC24

M. depresa-Raiz

C. cassiicola ITC23

C. lunata ITC22

F. equiseti ITC32

Figura 5. Efecto del extracto acuoso de M. depressa en la inhibicidn del crecimiento micelial

de cuatro hongos fitopatégenos de tomate (Izq. control/ der. extracto).
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55&. alternata ITC24

Figura 6. Efecto del extracto acuoso de B. flammea en la inhibicion del crecimiento micelial de

hongos fitopatogenos de tomate (Izq.control/ der. extracto)
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A. alternata ITC24

C. lunata ITC22

F equiseti ITC32

Figura 7. Efecto del extracto acuoso del tallo de M. depressa en los conidios de
hongos fitopatdgenos de tomate (lzg.control/der. extracto)
Los extractos de B. flammea, A. gaumeri, C. chichenenesis, han sido evaluados en otros
estudios con resultados potenciales, Canché (2013) evalud in vitro e in vivo extractos acuosos
de B. flammea, A. gaumeri, C. chichenenesis y T. vulgaris al 3%, contra cinco hongos
fitopatdgenos que afectan en postcosecha al fruto de papaya, el extracto de B. flammea tuvo

porcentajes de inhibicion de 25 -100%, A. gaumeri de 19-100%, C. chichenenesis de 11-
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100% y T. vulgaris de 100% siendo el méas efectivo de los cuatro evaluados, también la
mezcla aplicados en frutos de papaya control6 un 48% la afectacion de los hongos; asi mismo,
el extracto de B. flammea fue evaluado en 10 hongos foliares aislados de diferentes
hospederos con resultados de 20 a 100% en el crecimiento micelial, de 58 a 100% en la

esporulacion y de 73 a 100% en la germinacion de conidios (Moo-Koh et al., 2014).

Vargas et al. (2014) evaluaron el extracto de A. gaumeri y B. flammea contra A.
chrysanthemi, con efecto antifingico del 69 y 50% de inhibicidn respectivamente. También
evaluaron el efecto del extracto de C. chichenenesis sin efecto significativo, a diferencia del
presente estudio donde se obtuvo efecto en los hongos evaluados; que puede deberse a la
sensibilidad de los diferentes aislados fungicos y la actividad de los metabolitos producidos
por las plantas. Existen reportes de metabolitos identificados de los extractos crudos
evaluados, en B. flammea la actividad antifngica se atribuy6 al metabolito sakurososaponina

aislado de raiz, y que puede estar en el tallo (Sanchez et al., 2010).

Otros estudios con patdgenos de poscosecha fue el realizado con B. flammea para el control
de seis hongos fitopatdgenos que afectan a frutos de C. annuum y C. chinense, este causo la
inhibicion del 20 -100%, en frutos de C. chinense el extracto mostré una reduccién de la
severidad en un 77.7 % de P. oxalicum, mientras que contra C. lunata fue del 84.61% (Hoil,
2016), ante estos resultados, en algunos hongos la respuesta a los extractos es estimulatoria
en la esporulacion de los hongos como se observa en el presente estudio ya que los extractos

no inhibieron el crecimiento de los hongos (Moo-Koh et al., 2014).

Godoy (2019) evalu0 extractos acuosos Yy etanolicos de 15 especies, a partir de hojas, tallos

y raices, y encontré que los extractos acuosos y etandlicos de las diferentes partes vegetales
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de C. arboreus y C. itzaeus al 3% contra los fitopatdgenos: A. brassicicola y A. alternata, P.
oxalicum, C. capsici y C. truncatum sin efecto en el crecimiento micelial; a diferencia de los
extractos acuoso de hoja, tallo y raiz de M. depressa, el cual solo tuvo efecto sobre P.
oxalicum y C. truncatum; pero los extractos etanolicos de esta especie mostraron efectos del
50 a 100% de inhibicion de crecimiento micelial. En el presente estudio el efecto de M.
depressa fue variable en los cuatro fitopatdgenos evaluados, observando mayor inhibicion

con el extracto acuosos del tallo.

Otro estudio con los extractos acuosos al 3% de raices de A. gaumeri, C. chichenensis y P.
cubana, tallo y raiz de M. depressa y planta completa de C. jamaicenses sobre patdgenos de
semillas de Capsicum spp., los extractos acuosos no tuvieron efecto, pero los extractos
etandlicos mostraron mayor efecto sobre dos aislados de C. lunata (Pérez, 2019). La
actividad de los extractos etanodlicos en comparacion con los extractos acuosos, esta
relacionada con la presencia de metabolitos poco polares como flavonoides, taninos,
saponinas, alcaloides; el caso de M. depressa (tallo), un estudio mostr6 la presencia 1,2,3,4-
tetrametoxi-5-(2-propenil) benceno conocido como aliltetrametoxibenceno responsable de la
actividad antifangica contra T. mentagrophytes y F.oxysporum (Maneemegali y Naveen,

2010; Martinez et al., 2010).

6.2 Fitoxicidad de Croton chichenensis en Solanum lycopersicum

Al final de siete dias de observacion de las hojas de S. lycopersicum con el extracto C.
chichenensis al 12%, estas no presentaron dafio aparente en el haz, en las nervaduras y
margen de la hoja, no se observo necrosis ni efecto hipersensible por la aplicacion del extracto

(Figura 8).
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Los ensayos de toxicidad son empleados para evaluar el efecto de agentes quimicos o fisicos
en sistemas bioldgicos, esta herramienta tiene como objetivo de medir la afectacion que una
sustancia quimica produce en los organismos. Los ensayos son conocidos en las evaluaciones
de herbicidas comerciales y extractos vegetales de partes aéreas y semillas, también sobre

organismos benéfico incluso células de humanos (Kapanen e Itdvaara, 2001).

Figura 8. Efecto del extracto acuoso de C. chichenensis al

12% sobre hojas de Solanum lycopersicum después de siete

dias de aplicacion.
En un estudio se demostrd que el extracto acuoso obtenido a partir de material vegetal
senescente (no activo fotosintéticamente) tuvo la mas baja actividad fitotdxica, quizas por
carecer de concentraciones significativas de metabolitos secundarios debido a esta carencia
de actividad fotosintética. La actividad toxicoldgica de los extractos acuosos, se debe al
mismo proceso de extraccion con agua, considerado menos agresivo y con bajo poder de
extraccion de fitotoxicos (Oliveros et al., 2011). Autores reconocen las actividades

aleloquimicas porque ofrecen posibles usos benéficos en agricultura, incluyendo la
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disminucion de la dependencia de herbicidas sintéticos, insecticidas y nematicidas (Kobaisy

etal., 2001).

6.3 Determinacién de la compatibilidad del extracto de C. chichenensis al 12% contra

organismos benéficos

La dosis evaluada no present6 actividad estadisticamente significativa (p<0.05) sobre los
organismos promotores de crecimiento vegetal. El extracto acuoso C. chichenensis al 12%
no inhibi6 el crecimiento de T. asperellum (Ta 13-17) (figura 9) asi como la cepa de B.

subtillis.

Figura 9. Compatibilidad de T. asperellum (Ta 13-17) y B. subtillis con el extracto de C.

chichenensis al 12% (Extracto a y c, Testigo by d).

Estudios realizados con el efecto de los extractos vegetales sobre organismos benéficos,
muestran capacidad saprofita competitiva de los organismos antagdnicos como Trichoderma
y Bacillus, ademés de demostrar la compatibilidad entre estos organismos y los extractos
para su uso; por ejemplo, autores reportaron el efecto inhibitorio in vitro de extractos
etandlicos, etéreos y acuosos de frutos de C. chinense sobre el crecimiento de E. coli y
Bacillus sp., estos extractos tuvieron caracteristicas bactericidas a partir de la concentracion
del 50%, con extractos a partir de frutos verdes secados a 100°C tuvieron un efecto inhibidor
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mayor para E. coli y los extractos de frutos secos enteros fueron los que presentaron mayor
inhibicion en el crecimiento de Bacillus sp., en el presente estudio la concentraciéon del
extracto de C. chichenensis fue menor por lo que la bacteria no fue afectada y la hace

compatible con el extracto acuoso (Colivet y Genette, 2006).

Por otra parte, los extractos acuosos de barbasco (Phyllantus sp.), neem (Azadirachta indica)
y Cempazuchil (Tagetes patula) sobre Trichoderma y Metarhizium utilizando cinco
concentraciones (0%, 10%, 15% y 20%). Los extractos de neem, barbasco y Cempazuchil
en un 15%, causaron inhibiciones entre un 10-50% en Trichoderma; estos tres extractos a la
misma concentracién en Metarhzium indujeron un rango de inhibicién del 32-50%; por lo
tanto, ninguno de los extractos acuosos a concentraciones antes mencionadas afecta

severamente a estos hongos benéficos (Gomez et al., 2003).

Alvarado et al. (2011), evaluaron la compatibilidad in vitro de T. harzianum con los extractos
etandlicos de neem (A. indica) a una dosis del 2.25% y orégano (Lippia origanoides) al 37
% y 75%, asi como la combinacion de ambos extractos al 75%. El hongo T. harzianum fue
compatible con los extractos etandlicos evaluados excepto con la concentracion de L.
origanoides al 75% al no presentar crecimiento micelial. Sdnchez et al., (2021) evaluaron 19
fungicidas usando dosis minimas y maximas en T. aggresivum f. europaeum (TAET1), tres
fueron inocuos(kresoxim-metil, pencicuron y cimoxanil; inhibicion <30%) o compatibles,
son pocos los productos que tienen compatibilidad con organismos benéficos, en el presente
estudio se demostro que el extracto acuoso tiene compatibilidad con T. asperellum (Tal3-

17); por lo que es de suma importancia las evaluaciones que permitan determinar la
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compatibilidad entre organismos con el fin de combinar diferentes estrategias de manejo de

plagas y enfermedades.

6.4 Determinacion de la severidad de la mancha foliar en S. lycopersicum en condiciones

protegidas

Al final del experimento el analisis de la intensidad de la enfermedad en el cultivo de tomate
mostrd diferencias (P<0.01) entre el tratamiento con el extracto y el testigo, al final de las
mediciones con la escala de severidad, el ABCPE calculé el porcentaje mas bajo en el
tratamiento con extracto, este también obtuvo la menor Yrina. La tasa de infeccion aparente
1/b del modelo Weibull con el extracto de C. chichenensis mostrd la menor severidad causada
por C. cassiicola con respecto al tratamiento testigo sin la aplicacion del extracto. El

tratamiento con mayor intensidad de la enfermedad fue el testigo sin aplicacion (Tabla 7).

Tabla 7.

Efecto de tratamiento en la severidad final de la mancha foliar del tomate causada por C.
cassiicola

Weibull 2
ABCPE Yfinal 1
Tratamiento Tasa b .
(% por dia) %) A#}*j;‘zl‘f)e'
(unidad % por dia)
Extracto acuoso 64.56 b 10.43b 0.01901 b 0.98
Testigo 1057.01 a 67.59 a 0.03012 a 0.96

Medias con diferente literal entre columnas son estadisticamente diferentes (Tukey, P<0.05)
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Las hojas de las plantas del testigo presentaron un dafio considerable al final de los primeros
siete dias de la inoculacion de C. cassiicola, la enfermedad se presentd con manchas
concéntricas y clorosis mientras que el tratamiento con el extracto de C. chichenensis las
hojas presentaron una coloracion verdosa y sin signo alguno de C. cassiicola. Al final de 14
dias de la inoculacion del hongo, la mayor parte de las plantas del tratamiento testigo se
notaban afectadas por la enfermedad, la cual fue progresivo, sin embargo, las plantas con el

extracto al 12% de C. chichenensis continuaron sin presencia de la enfermedad (Figura 10).

Figura 10. Efectividad del extracto acuoso de C.
chichenensis (12%) en el biocontrol de la mancha
foliar en S. lycopersicum (Testigo a, Extracto b).

Extractos de C. chichenensis han sido utilizados en combinacion con los extractos de B.
flammea, Thymus vulgaris y A. gaumeri al 6%, esta combinacion resulté contraproducente

ya que se obtuvo un 52.16% de severidad en evaluacién en frutos de papaya, la mezcla no
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mostro capacidad para disminuir la severidad ocasionada por Fusarium sp., C. gloesporoides,

Curvularia sp., Penicillium sp. y Alternaria sp. (Canché, 2013).

En otro estudio, con la utilizacién de extractos acuosos y etandlicos de las raices de C.
chichenensis, A. gaumeri y corteza de B. flammea tuvieron mayor potencial fungicida in vitro
contra A. tagetica, C. gloeosporoides y F. oxysporum (Gamboa et al., 2008), posteriormente,
se evaluaron en condiciones protegidas los extractos de corteza de B. flammea y de raiz de
A. gaumeri, también, se consideraron dos controles a base de agua y el fungicida Captan
contra el hongo A. chrysanthemi en el cultivo de C. morifolium. La severidad observada en
el estudio fue menor con el extracto de raiz de A. gaumeri; el &rea bajo la curva del progreso
de la enfermedad con 165%, tasas de infeccion aparente con 0.017, severidad final y mayor
efectividad para controlar la enfermedad fue de 8 y 67%, seguido por el extracto de corteza
de B. flammea (186, 0.022, 13 y 50%, respectivamente), comparados con los controles
Captan (179, 0.023, 14 y 45%) y agua (369, 0.025, 25 y 0%, respectivamente) (Vargas et al.,
2022). Lo que demostro6 que los extractos vegetales tienen potencial en el manejo de tizones
foliares como sucedid en el presente estudio, al obtener valores menores de severidad de la

enfermedad con el extracto.

Por otra parte, estudios con la implementacion de escalas para la estimacion de enfermedades
permitieron determinar la viabilidad del uso de estas para calcular la severidad de
enfermedades fangicas. Ante esto se puede mencionar la escala diagramatica de Cercospora
sp. en hojas de chile, la precisiéon fue de 0.79 a 0.95 (Michereff et al., 2006). También, la
escala de patosistema Annona cherimola-Colletotrichum gloesporioides tuvo una precision

de 0.61-0.95 (Tovar et al., 2002), en el presente estudio se confirmd que se requiere de la
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familiarizacion de los evaluadores para incrementar los valores de precision y exactitud con

el uso de las escalas.

La escala diagramaética de severidad para el complejo mancha de asfalto del maiz (CMA)
empleada, tuvo una precision que fluctud en un rango de 0.81 a 0.92 (Hernandez y Sandoval,
2015), los valores de precision obtenidos en el presente estudio y los encontrados en escalas
reportadas demuestran que estas son herramientas fundamentales para la estimacion de

porcentajes de severidad de los patdgenos que se deseen controlar.
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VII. CONCLUSIONES

Los extractos acuosos de A. gaumeri, B. flammea y C. chichenensis al 3% afectaron el
desarrollo fangico in vitro, al causar inhibicion del crecimiento micelial, esporulacion y
germinacién de conidios en A. alternata (ITC24), C. cassiicola (ITC23), C. lunata (ITC22)
y F. equiseti (ITC33). El extracto acuoso de C. chichenensis al 12% no causa fitoxicidad
foliar en S. lycopersicum y el extracto es compatible con T. asperellum (Tal3-17) y B.
subtillis (CBCK47) y los hace potenciales para su incorporacion en un programa de manejo

integrado de enfermedades.

El extracto acuoso de C. chichenensis al 12% es una alternativa para disminuir la severidad

de la mancha foliar de tomate inducido por C. cassiicola bajo condiciones protegidas.

Se elaboré y validd una escala logaritmica diagramética para el patosistema Solanum

lycpersicum-Corinespora cassicola
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