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EXTRACTOS VEGETALES DE Opuntia ficus-indica, Phytolacca icosandra,
Arundo donax y Sida acuta PARA EL CONTROL IN VITRO DE
Colletotrichum gloeosporioides

PLANT EXTRACTS OF Opuntia ficus -indica, Phytolacca icosandra , Arundo
donax and Sida acuta FOR IN VITRO CONTROL OF Colletotrichum
gloeosporioides.

RESUMEN

En México se pierde en postcosecha entre 10 y 40
% del volumen producido en frutos (aguacate,
citricos, mango, papaya y guayaba), debido a la
alta incidencia de antracnosis y por dafios
mecanicos, ocasionando pérdidas econdémicas para
el productor. El hongo Colletotrichum
gleosporioides es el agente causal de antracnosis,
ataca hojas y frutos. Actualmente, los extractos
vegetales son una alternativa para el manejo
integrado de plagas y enfermedades, con menos
efectos negativos hacia el ambiente y el hombre, ya
gue son biodegradables e inocuos al ambiente. El
objetivo fue evaluar el efecto de los extractos
metandlicos de dos variedades de tuna (O ficus-
indica), asi como el extracto hexanico de
Phytolacca icosandra, y los extractos metandlicos
de Arundo donax y Sida acuta in vitro contra
Colletotrichum gleosporioides. El hongo se aisl6 de
un fruto enfermo. Las variables que se evaluaron
fueron: el porcentaje de inhibicién del crecimiento
del hongo y CLg, Se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA), comparacion de medias por diferencia
minima significativa (DMS P< 0,05) y analisis Probit
para el célculo de la CLso. EI mayor efecto de
inhibicién se encontré en el extracto hexanico de
Phytolacca icosandra (100% de inhibicién a la
concentracién de 50 %) debido a la presencia de
saponinas. En segundo lugar fue el caso del
extracto metandlico de O. ficus-indica var.
cristalina, que tuvo un porcentaje de inhibicién de
48% a una concentracién de 50%. La cepa rosa
(CR) y el micelio (M) fueron mas susceptibles a los
extractos.

Palabras claves: Extractos
Colletotrichum gleosporioides, inhibicion

vegetales,

ABSTRACT

In Mexico postharvest is lost between 10 and 40%
of the volume produced in fruits like (avocado,
citrus, mango, papaya and guava), due to the high
incidence of anthracnose and mechanical damage,
causing to the producer economic losses. The
fungus Colletotrichum gleosporioides is the causal
agent of anthracnose, it attacks leaves and fruits.
Currently, the plant extracts are an alternative for
the integrated management pest and disease
control, with less negative effects to the
environment and man, since they are
biodegradable and environmentally safe. The
objective was to evaluate the effect of methanol
extracts of two varieties of tuna (O ficus -indica) and
the hexane extract of Phytolacca icosandra, and
Arundo donax methanolic extracts of Sida acuta in
vitro vs. Colletotrichum gleosporioides. The fungus
was isolated from a diseased fruit. The evaluated
variables were: inhibition percentage of fungal
growth and LCso. A Variance analysis (ANOVA)
was done, comparison media by a minimum
significant difference (LSD P < 0.05) and Probit
analysis for calculating LCso, were performed. The
greatest inhibitory effect was found in the hexane
extract of Phytolacca icosandra (100% inhibition at
50% concentration) due to the presence of
saponins. Secondly, the methanol extract of O.
ficus -indica var. Crystal had an inhibition
percentage of 48 at 50% concentration. The pink
strain (PS) and mycelium (M) were more
susceptible to the extracts.

Keywords: Plant Extracts, Colletotrichum
gleosporioides inhibition
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EXTRACTOS VEGETALES DE Opuntia ficus-indica, Phytolacca icosandra,
Arundo donax y Sida acuta PARA EL CONTROL IN VITRO DE Colletotrichum
gloeosporioides

1. INTRODUCCION

En la actualidad el control quimico es el método de control de patbgenos mas
generalizado en la agricultura. Por décadas, el hombre ha hecho un uso
excesivo de estos productos con la finalidad de mantener sanidad en sus
cultivos e incrementar los rendimientos en sus cosechas; sin embargo el uso
indiscriminado de estos agroquimicos en los ultimos afios ha provocado
problemas como: contaminacion de mantos acuiferos, degradacion de suelos,
resistencia de los organismos plaga a los plaguicidas, y ain mas importante ha
generado enfermedades cronicas en la salud humana. Por ello, la conciencia
ecolégica se ha volcado hacia el uso de otras alternativas en el combate de
plagas agricolas como el control biologico, el cual se fundamenta en el uso de
enemigos naturales tales como hongos, bacterias y la aplicacion de extractos
vegetales. Los beneficios ecoldgicos del uso de extractos vegetales para el
combate de plagas en el proceso de produccion agricola son muchos, ya que
son biodegradables, por lo tanto, no permanecen en el suelo, no causan dafos

en los mantos acuiferos y sobre todo no son perjudiciales al ser humano.

Grainge y Ahmed (1998) mencionan que se conocen aproximadamente 2 400
especies vegetales con propiedades fungicidas, nematicidas, bactericidas e
insecticidas; de las cuales aproximadamente 400 presentan propiedad fungicida
contra 142 diferentes especies de hongos fitopatégenos. Sin embargo, las
familias con mayor potencial fungicida son: Apiaceae, Asteraceae, Cactaceae,
Brassicaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Ranunculaceaea y Rosaceae, entre
otras. Sin embargo, en la amplia biodiversidad de especies vegetales descrita,
existen otras que merecen ser valorados como productos fitosanitarios por sus
principios activos con accién antimicrobiana, entre ellas: Opuntia ficus-indica,

Phytolacca icosandra, Arundo donax y Sida acuta, es importante mencionar que



pocos estudios de sus efectos tOxicos contra organismos fitopatdgenos se han

realizado.

Entre los hongos fitopatdgenos con importancia econdmica por el dafio que
causan a diversos cultivos es el hongo Colletotrichum gloeosporioides, el cual
genera la enfermedad conocida como antracnosis. Se estima que entre el 10 y
40 % del volumen producido se pierde en postcosecha debido a la alta
incidencia de antracnosis en los frutos y por dafios mecanicos en su
manipulacion, con las consecuentes pérdidas econdmicas para el productor. La
enfermedad tiene distribucion mundial, especialmente en areas humedas y
calidas en donde bajo condiciones favorables para el crecimiento del hongo, los
tejidos afectados se cubren con masas de esporas de color rosado (Menezes y
Hanlin, 1996). La antracnosis se caracteriza por atacar los brotes y hojas
jovenes, asi como las flores y frutos pequefios ocasionando pérdidas hasta el
60 % en la produccion de fruta. Los sintomas de dafio son la aparicion de
manchas oscuras en la hojas, flores y pedunculos, aunque los frutos pueden ser
afectados en la etapa de cuajado, o con dafios antes de llegar a la madurez
(Arias y Carrizales, 2007).

El control de esta enfermedad pre y postcosecha se ha realizado mediante la
aplicacion de plaguicidas sintéticos que pueden ocasionar resistencia en el
patébgeno, asi como dafios a la salud y/o al ambiente, deteriorando en
ocasiones la calidad del producto con manchas, olores y sabores
desagradables. El control biolégico con microorganismos antagonistas y plantas
con propiedades antimicrobianas ha sido una opcién poco explorada (Bowers y
Locke, 2000). Actualmente, se considera el uso de extractos vegetales con
propiedades fungicidas o fungiestaticas son una alternativa para el control de
antracnosis debido a que éstos no generan resistencia, son biodegradables y
no contaminan (Regnault-Roger et al., 2004). Los estudios de la actividad
fungicida de los extractos vegetales y fitoquimicos se ha intensificado debido a
la demanda de alimentos organicos y a las exigencias actuales de la defensa

fitosanitaria de los productos horticolas (Regnault-Roger et al., 2004).



1.1. OBJETIVOS

1.1.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad fungicida de extractos de la cascara de tuna (Opuntia ficus-
indica), Phytolacca icosandra L., Arundo donax L. y Sida acuta Burma contra

Colletotrichum gloeosporioides in vitro.

1.1.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Aislar, identificar, purificar y propagar cultivo monospérico del hongo
Colletotrichum gloeosporioides Preparar los extractos organicos de la
cascara de Opuntia ficus indica

® Preparar el extracto metanodlico de Arundo donax y de Sida acuta

¢ Preparar el extracto hexanico de Phytolacca icosandra

e Evaluar in vitro la actividad de los extractos para control del desarrollo
del hongo C. gloeosporioides

1.2. HIPOTESIS

Los extractos Opuntia ficus-indica, Phytolacca icosandra, Arundo donax y Sida
acuta inhibiran el crecimiento del hongo Colletotrichum gloeosporioides in
vitro, pero debido a la diferente composicion quimica de sus extractos, algunas

especies tendran un efecto fugistatico.



2. MARCO TEORICO

En los primeros afios del Siglo XXI, las proyecciones sobre el incremento
poblacional indicaron que en las décadas venideras habria la necesidad de
producir mas y mejores alimentos para satisfacer la demanda mundial. Sin
embargo, este reto es amenazado por las plagas, que representan un serio
problema para los agricultores, reduciendo su rentabilidad y competitividad.
Actualmente existe evidencia de que el uso irracional de plaguicidas para
controlar las plagas puede generar serios problemas relacionados con el medio
ambiente o la salud de las personas. Por esta razon, instituciones realizan
trabajos de investigacion para encontrar métodos alternativos para el control de
plagas (Grainge y Ahmed, 1998).

Los pesticidas sintetizados quimicamente se han utilizado con mucho éxito para
el control de las enfermedades en plantas; sin embargo, en afos recientes la
excesiva contaminacion debido al uso irracional de estos compuestos ha traido
como consecuencia serios problemas ambientales y sociales (Wijesinghe et al.,
2011); a pesar de esto, el uso de plaguicidas y el control de plagas y
enfermedades son necesarios para mantener la produccion de alimentos
considerando que la poblacion en el mundo se incrementa a una tasa media de
1.1% cada afio (Wang y Liu, 2007), este crecimiento demanda un aumento en
la produccion de los cultivos; sin embargo, la superficie de suelo destinada a

estos es cada vez mas limitada (Wijesinghe et al., 2011).

Para mantener la productividad, fue necesario producir en el afio 2000, tres
millones de toneladas de ingredientes activos (Tilman et al., 2002). Brasil es el
tercer consumidor mas importante de plaguicidas a nivel mundial, tan solo en el
afno 2001 se aplicaron 300 millones de toneladas de productos formulados,
ocupando el octavo lugar a nivel mundial en uso de plaguicidas por hectarea
(Fairbanks, 2001). En este pais se reportan oficialmente 5 000 casos
anualmente de envenenamiento por exposicién a plaguicidas, siendo esta la
primera causa de muertes por intoxicaciones (SINITOX, 2004). La falta de un

sistema de regulacion efectiva, deficiencias en el etiquetado de los productos,
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analfabetismo e insuficiente conocimiento acerca de los riesgos asi como el alto
costo de los equipos de proteccion son las causas de las altas tasas de
exposicion a pesticidas en los paises en desarrollo (Maumbe y Swinton, 2003).

Con esta problemética de fondo se han desarrollado diversas alternativas de
control de enfermedades que reduzcan el riesgo a la salud humana,
contaminacion ambiental y que disminuyan el riesgo de residuos quimicos
peligrosos a lo largo de la cadena de produccién y comercializacion de
alimentos (Singh et al., 2007).

El control biolégico de enfermedades en frutos ha mostrado ser prometedor en
afos recientes. Los antagonistas han sido empleados en frutos de uva (Dubos,
1984), fresas (Guedez et al., 2009), pifia (Lim y Rohrbach, 1980), citricos
(Singh, 1980), manzanas, banano (Golam y llagh, 1999). Un organismo
ampliamente usado para el biocontrol de las enfermedades de las plantas es el
hongo del género Trichoderma que ha sido usado de manera comercial en
contra de patdgenos de plantas. Los mecanismos responsables de la actividad
antimicrobiana de Trichoderma son el parasitismo y competencia por espacio y
nutrientes (Sivakumar, 2002), adicionalmente este género de hongo es capaz
de sintetizar diferentes compuestos antagonistas como son proteinas, enzimas
y antibiéticos lo cual incrementa la capacidad de control de hongos

fitopatdégenos (Al-Taweil et al., 2009).

Una de las alternativas que se han estudiado con resultados prometedores, se
basa en el hecho que las plantas elaboran metabolitos secundarios, con la
finalidad de disminuir el ataque de parasitos y depredadores naturales. Estos
compuestos se caracterizan por ser inocuos para el humano y se consideran

como “fungicidas naturales” (Hopkins, 1999).

Los extractos y aceites esenciales de diversas especies de plantas tienen
propiedades antimicrobiales, afectando el desarrollo de hongos tanto in vitro

como in vivo de productos horticolas (Molina et al., 2010). Una de estas



especies es Thymus vulgaris L. (Lamiales: lamiaceae), cominmente conocida
como tomillo, cuyo aceite esencial tiene actividad antibacterial y antifangica
sobre varios microorganismos patdgenos (Yang y Clausen, 2007). Molina et al.
(2010) encontro que este aceite a 0.15 % y aceite esencial de limén mexicano a
0.14 % redujeron la enfermedad en un 50 %, comparado con el testigo que
presentd 100 % de infeccion cuando los frutos fueron inoculados después de la
aplicacion del tratamiento. Extractos de eucalipto y cocoite (Gliricidia sepium )
fueron probados exitosamente contra Colletotrichum spp. y R. solani (Loaiza y
Rivera, 2000).

Uno de los compuestos azufrados ampliamente estudiados son los sulfuros
organicos, los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en las especies
de Allium. En el caso del ajo, el sabor se debe a la presencia de estos
compuestos. Ellos son inmediatamente reconocidos por su olor pungente y sus
propiedades lacrimégenas. Probablemente se encuentran en los tejidos intactos
como aminoacidos sulfurados. Entre ellos se puede mencionar a la aliina y
alicina. Este ultimo ha sido aislado en estado puro como un liquido incoloro que
contiene aproximadamente un 4 % de azufre en su molécula. Se ha demostrado
también su actividad antibacteriana y antifingica (Cavallito y Bailey, 1994;
Bianchi et al., 1997; Montes et al., 1990; Bafos, 2004).

Otras especies vegetales producen metabolitos secundarios los cuales juegan
un papel importante en la introduccién de los mecanismos de defensa del
hospedero contra fitopatégenos (Mihaliak et al., 1991). Se ha demostrado que
los aceites esenciales y sus compuestos tienen un efecto fungicida (Meepagala
et al., 2002), son inocuos para el medio ambiente y para los consumidores, sin

embargo son efectivos para el control de enfermedades postcosecha.



2.1. Hongos Fitopatégenos

Entre los hongos fitopatdgenos con importancia econdmica por el dafio que
causan a diversos cultivos, se encuentran: Alternaria solani ocasiona la
descomposicion de hortalizas y frutos frescos antes y después de la cosecha,;
Fusarium oxysporum que perjudica a cultivos como sorgo (Sorghum bicolor L.
Moench), maiz (Zea mays L.), algodon (Gossypium hirsutum L.) y alfalfa
(Medicago sativa L.), asi como a arboles frutales y forestales; Penicillium spp.,
causa las pudriciones mas comunes y a menudo las mas destructivas en
postcosecha; Monilia fructicola que provoca la pudricion café de frutos con
semillas grandes; Botritys cinérea que ocasiona la pudriciéon en frutos como
fresa (Fragaria xananassa Duch) (lbarra et al.,, 2009); Botryodiplodia
theobromae es responsable de severas pudriciones en mamey, guayaba
(Psidium guava), mango (Mangifera indica), citricos (Citrus sp), litchi (Litchi
chinensis) y guanabana (Annona muricata); Trichoderma harzianum, hongo
oportunista cuya accion deriva en pérdidas en postcosecha y presenta
resistencia innata a muchos agroquimicos, como a los fungicidas (Martinez et
al., 2008).

En la mayoria de los paises productores de papaya la incidencia de las
enfermedades postcosecha presenta valores altos cuando se aplican medidas
de combate deficientes o nulas. Tal fue el caso de Brasil donde el 100 % de los
frutos presenté enfermedades fungosas, en comparacion con valores del 25 al
50 % en el caso de la fruta tratada con diversos productos fungicidas (Bolkan,
1976).

Colletotrichum gloeosporioides es un hongo fitopatdgeno de gran importancia
ya que infecta un amplio rango de hospedantes (Manners et al., 1992), entre
ellos mango (Mangifera indica L.), papaya (Carica papaya), banano (Musa
paradisiaca L.) Soja (Glycine max L.), chirimoya (Annonna cherimola Mill.),
flores como violetas (Viola odorata L.), orquideas (orchidaceae) de diferentes

géneros y especies, lluvia de oro (Cassia fistula L.), carambola (Averrhoa
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carambola L.), aguacate (Persea americana Mill.), Menta (Menta piperita L.),
gandul (Cajanus cajan L.), la fresa (Fragaria vesca L.), la manzana (Malus
domestica Borkh), la almendra (Prunus dulcis Mill.), la lenteja (Lens culinaris
Medik), el algodén (Gossipium hirsutum L.), el café (Coffea arabica L.), entre

otras plantas ( Lenné, 1992).

2.2.Colletotrichum gloeosporioides

Entre las especies mas agresivas pertenecientes a este género (Bailey y Jeger,
1992) se pueden destacar a C. gloeosporioides, éste es un patégeno de una
amplia variedad de frutas; C. acutatum Simmonds patégeno presente en
almendras, aguacates, mangos, melocotones citricos, uvas y fresas; C.
coccodes (Wallr.) Hughes, éste hongo ataca principalmente a pimientos,
patatas y tomates; C. kahawae Waller y Bridge es el agente causal de la
antracnosis de los bananos y platanos, asi como otras especies con multiples
especies como C. lindemuthianum (Sacc. y Mag.), C. capsici (Sidow) Butler et
Bisby, C. dematium (Pers.) Grove, C. graminicola (Ces,) Wils. y C. truncatum

(Schwein.) v. Arx.

2.2.1. Clasificaciéon taxonémica

C. gloeosporioides es el estado imperfecto de Glomerella cingulata (teleomorfo
Glomerella) (Sutton, 1992). Su clasificacién taxonémica segun Agrios (1995) es
la siguiente:

Reino: Mycetae o Fungi
Divisién: Eumycota
Subdivisién: Deuteromycotina
Clase: Coelomycetes
Orden: Melanconiales
Género: Colletotrichum
Especie: C. gloeosporioides



Los hongos del género Colletotrichum causantes de la antracnosis constituyen
un interesante campo de estudio, y su ambito mas frecuente en que encuentra
mayor riqueza, es el que tiene que ver con su papel de patégeno de plantas
(Correa et al., 2007). Este género es considerado como uno de los mas
importantes en la agricultura debido a la diversidad de especies vegetales que
pueden ser afectadas y la magnitud de los dafios ocasionados sobre las plantas
(Femenia, 2007).

Es uno de los hongos mas importantes causantes de pudriciones de los frutos
en postcosecha (Bolkan et al., 1976). Parte de su importancia radica en que
afecta flores, frutos tanto en arboles en desarrollo como en produccién, y los
frutos pueden ser afectados en cualquier etapa de crecimiento. Bolkan et al.
(1976) reportaron que C. gloeosporioides fue aislado de frutos de papaya
inmaduros y maduros, en porcentajes de 40 y 89 %, respectivamente,
demostrando que este microorganismo esté presente en las distintas etapas de
desarrollo del fruto y en porcentajes considerables. Desde el punto de vista
econdémico, este hongo causa elevadas pérdidas al sector agricola de todo el
mundo (Martinez y Estrada, 1994; Leroux, 2003).

2.2.2. Antracnosis

La antracnosis es una enfermedad que genera el hongo Colletotrichum
gloeosporioides, el microorganismo en la naturaleza vive de la materia, ataca
tejidos muy jovenes o tejidos muy viejos y fisicamente débiles de vegetales. Los
ataques mas severos a los frutos ocurren cuando coinciden el estado mas
susceptible de cultivo (floracion o fructificacion) con un tiempo lluvioso y dias de
permanente humedad relativa, mayor del 90 %. Las fuentes del in6culo se
encuentran en las hojas, ramas, inflorescencias, bracteas de las flores y en los

frutos, en términos generales en todo el arbol (Alarcon y Chavarriaga, 2007).

La antracnosis es una enfermedad comun y destructiva, tiene distribucion
mundial especialmente en areas humedas y calidas, en donde bajo condiciones

favorables, los tejidos afectados se cubren con masas de esporas de color
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rosado (Menezes-Morales y Hanlin, 1996). La mayor incidencia de la
enfermedad se presenta en las areas tropicales y subtropicales del planeta,
debido a las condiciones ambientales de estas regiones, con temperaturas que
van desde medias a altas, lluvias frecuentes y una humedad relativa
significativa, que favorecen la dispersion y el desarrollo del patdgeno (Menezes-
Morales y Hanlin, 1996).

El método mas empleado para el control de esta enfermedad es la aplicacion de
fungicidas sintéticos; sin embargo, el uso de quimicos en la fruticultura ha sido
restringido en muchos paises (Serrano et al., 2005; Dayan et al., 2009). Asi, los
paises consumidores demandan productos agricolas sin residuos de pesticidas
(Cutler y Cutler, 1999; Serrano et al., 2005). Ademas, los plaguicidas pueden
afectar las poblaciones de diversos organismos benéficos, y sus formas toxicas
pueden persistir en el suelo. Asimismo se puede incrementar la resistencia de

patdgenos hacia los quimicos sintéticos (Cakir et al., 2005).

2.2.3. Proceso de infeccion

El proceso de infeccion de C. gloeosporioides se inicia con el contacto del
hongo y el fruto, sin ser necesaria la presencia de una herida para facilitar la
entrada del hongo. El in6culo puede tener su origen en plantas enfermas (hojas
flores y frutos). Por medio de la lluvia (salpicadura) y el viento, las esporas son
transportadas hasta los frutos que se encuentren en desarrollo (Chau y Alvarez,
1983). Uno de los conidios se establece en la superficie del fruto y germinan si
la humedad relativa es cercana al 100 % y si la temperatura oscila entre 25 y 29
°C, entonces el hongo produce una enzima llamada cutinasa, la cual es
esencial en la penetracién del tejido verde del fruto de papaya. Después de
varias horas, el tubo germinativo se alarga y la punta se hincha para formar una
estructura conocida como apresorio, el cual mantiene al hongo firmemente
unido al fruto. El crecimiento flngico se detiene y posiblemente una hifa
subcuticular permanece temporalmente inactiva, hasta que el fruto madura

(Binyamini y Schiffmann-Nadel, 1971).
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Figura 1. Ciclo bioldgico de Antracnosis causada por Colletotrichum

gloeosporioides y Glomerella cingulata (Agrios, 2002).

Usualmente este microorganismo se adquiere cuando el fruto esta en la fase
inmadura, y permanece en forma quiescente o latente (inactivo por un tiempo,
pero con capacidad de reactivarse posteriormente unido a la epidermis por
medio del apresorio y de la hifa subcuticular) y la reactivacion se manifiesta
principalmente en la etapa de postcosecha, cuando el fruto ingresa en la etapa
climatérica o de maduracion, es decir, cuando las condiciones de temperatura,
humedad y nutrimentos son adecuadas para la germinacion de esporas y el
desarrollo micelial, ya que en esta etapa numerosas enzimas degradan los
carbohidratos presentes en el fruto, transformandolos en azlcares sencillos y
acidos organicos, necesarios para la nutricién y desarrollo del hongo. De tal
forma que las hifas subcuticulares que habian permanecido inactivas o
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quiescentes, vuelven a estimularse y se ramifican a través del tejido hospedero,
al que invade rapidamente, produciendo los sintomas tipicos de la antracnosis
(Verhoeff, 1974).

El desarrollo de la antracnosis se presenta también en el fruto en anaquel,
favorecido por el mal manejo que se le da a la fruta antes, durante y después de
la cosecha (Arauz y Mora, 1983).

2.2.4. Sintomatologia

C. gloeosporioides es un patdgeno de gran importancia ya que infecta un
amplio rango de hospedantes (Manners et al., 1992). La enfermedad causada
por las diferentes especies del género Colletotrichum se manifiesta por la
aparicion de manchas oscuras en hojas y frutos, con formas redondeadas u
ovaladas, con tamafios variables que pueden oscilar entre un diametro de 1 6 2
mm hasta 5 cm; en algunas ocasiones, las lesiones se presentan ligeramente

sumidas o poseen un contorno levemente elevado (Morales, 1997).

En general, las lesiones producidas por la antracnosis se presentan con
tonalidades negras 0 marrones; en otras ocasiones, la infeccion aparece con
coloracion que va del rojo ladrillo al parpura, y posteriormente cambian hacia
coloraciones pardas oscuras, hasta adquirir tonalidades muy negras. EI nombre
de antracnosis hace alusion al aspecto visual de las manchas necroticas
hundidas. Es muy comudn observar en los centros de las lesiones mas antiguas

algunas masas de esporas de color rosa o salmoén (Rivera, 1991).

En algunos vegetales, la enfermedad produce una disminucién significativa del
area foliar, que conlleva un debilitamiento de las plantas por reduccion de la
capacidad fotosintética. Los ataques a las inflorescencias y a los frutos en
formacion ocasionan su caida prematura, lo que conduce a una disminucién de
la productividad; los brotes tiernos y los tallos en formaciéon de las plantas
adultas y jovenes son afectados drasticamente. El ataque ocasiona, en muchos

casos, la muerte del huésped; este hecho es muy importante en los viveros,
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donde se presentan pérdidas significativas de las plantulas destinadas al
trasplante. Los efectos de la enfermedad se ven incrementados por la tendencia
del patébgeno a causar dafios en los frutos durante los procesos de
postcosecha; este estudio de la enfermedad afecta en gran medida a todos los
frutos destinados a la exportacion y aquéllos que son almacenados para su

posterior comercializacién o consumo (Castro y Restrepo, 2004).

2.2.5. Especies frutales afectadas con antracnosis

En cuanto a las especies frutales con reportes de infecciones quiescentes
causadas por Colletotrichum gloeosporioides se tiene: aguacate, citricos,
mango, papaya, maracuyad y guayaba. Este hongo que causa la antracnosis
ataca hojas y frutos formando en el follaje lesiones que se presentan como
manchas necroticas concéntricas de color negro a lo largo de las nervaduras
siendo més conspicuas en el envés; las lesiones en los frutos aparecen
ligeramente hundidas de color negro y bien definidas (Alarcon y Chavarriaga,
2007).

El papayo es uno de los frutales mas cultivados en los paises tropicales, debido
a que es una planta de produccién rapida y corto periodo de reembolso. Otro
aspecto que ha contribuido a la expansion de este cultivo en los ultimos afios,
ha sido el incremento de la demanda, motivada por su valor alimenticio (Ramos,
2002). Su produccion se ha extendido en diversos paises tropicales y
subtropicales del mundo, como son India, Brasil, Nigeria, Indonesia, México,
Filipinas, Tailandia, China y Congo. En 2011, México ocupé el primer lugar
como pais exportador, seguido por Belice y Guatemala, y quinto como
productor mundial (FAOSTAT, 2011). En general, en todos los paises donde se
cultiva la papaya existen elevadas pérdidas postcosecha debido al dafio por
numerosas enfermedades, o combinadas con manejo y empaque ineficiente de
los frutos. Desde 1978, la Academia Nacional de Ciencia de los Estados Unidos
estimo6 que el intervalo de pérdidas postcosecha de papaya en todo el mundo
era de 40-100 % (NAS, 1978). De acuerdo a algunos reportes, Hawaii ha
presentado pérdidas del 75 % (Paul et al., 1997), Brasil mas del 50 % (Bolkan et
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al., 1976), Pakistan 35 % (Pantastico, 1979), Costa Rica del 33 %, Filipinas del
20-26 %, y Taiwan 24 % (Paul et al., 1997).

El fruto es muy susceptible a diversas enfermedades ocasionadas por hongos,
entre ellos C. gloeosporioides, que provoca antracnosis en hojas y frutos,
ocasionando elevadas pérdidas econdmicas. A nivel internacional las pérdidas
postcosecha han sido reportadas desde un 1% hasta un 93%, dependiendo del
manejo que se le dé a los frutos y a los procedimientos de empaque y
comercializacion (Pantastico, 1979). En México no existen reportes sobre
pérdidas postcosecha de papaya ocasionada por microorganismos; sin
embargo, se sabe que en el Estado de Veracruz, especificamente en el
municipio de Alto Lucero, las pérdidas varian en relaciéon a la época del afio. En
los meses de febrero a mayo cuando la temperatura es elevada y las
precipitaciones bajas, las pérdidas postcosecha oscilan entre 10 y 15 %; por el
contrario, en los meses de junio a septiembre, cuando la temperatura y

precipitaciones son elevadas, las pérdidas son de hasta un 75 %.

2.2.6. Control de antracnosis

Una alternativa de control amigable con el ambiente es el uso de hongos
antagonistas debido a que su accidon puede ser aprovechada como una forma
de control biolégico de patégenos. Entre los microorganismos mas importantes
se encuentran los hongos de los géneros Penicillium oxalicum Corrie and Thom,
Gliocladium viride Matruchot, Gliocladium roseum Bainier, Trichoderma
harzianum Rifai y Cladosporium sp. (Ferndndez-Larrea, 2001).T. harzianum, es
el antagonista mas utilizado para el control de enfermedades producidos por
hongos fitopatdgenos como Phytophthora capsici (Leo.), Rhizoctonia solani
(Kihn), Sclerotium rolfsii (Sacc.), A. alternata, Fusarium oxysporum f.sp. gladioli
(Sacc.), Verticillium dahliae (Kleb) y F. oxysporum f.sp. lycopersici. Trichoderma
desplaza al hongo fitopatdgeno: por competencia directa, espacio 0 nutrientes,

parasitismo directo con metabolitos antifUngicos y enzimas hidroliticas a los que
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se atribuyen cambios estructurales a nivel celular, tales como la desintegracion

del citoplasma y lisis celular (Ezziyyani et al., 2005).

Entre las diversas alternativas el uso de productos de origen vegetal, el uso de
aceites esenciales que son biodegradables ha llamado la atencidn de cientificos
alrededor del mundo. Los productos de origen vegetal ademas de ser
econdmicos y seguros ambientalmente, han demostrado ser eficaces para el
control de enfermedades postcosecha, por lo que se consideran candidatos
ideales para su uso como agroquimicos (Macias et al., 1997). Recientemente se
encontré que los aceites esenciales de hierba de limon (Cymbopogon citratus
Stapf) y canela (Cinnamomum zeylanicum J. Presl) tienen propiedades
antifingicas en contra de Colletotrichum musae (Berk. et Curt.) en bananas
(Magbool et al., 2010).

El aceite esencial de limén (Citrus lemon) (L.) Burm. f. (pro. sp.) contiene
diversos compuestos, entre ellos el citral y el limoneno, compuestos que
pertenecen a la familia de los terpenos y se ha demostrado que tienen actividad
fungitoxica (Misra et al., 1988). Los extractos de hojas de limoén y papaya han
sido utilizados para el control de otros hongos postcosecha, como son Fusarium
spp., Alternaria spp., Pestalotiopsis spp. y Rhizopus spp. Bautista et al. (2002)
observaron que el extracto de hoja de limoén inhibi6 completamente el desarrollo
de C. gloeosporioides in vitro. Otro citrico utilizado para el control de este hongo
fue la toronja, de la cual se emplearon las semillas, demostrandose una
reduccion significativa de la infeccion en Passiflora mollisima (Bailey) (Caceres
et al., 1998).

La canela ha sido otras de las especies vegetales comprobadas con efecto
antimicrobial (Gofi et al., 2009). Nikos (2007) encontr6 que frutos de tomate
tratados con vapor de aceite de canela mantuvieron su firmeza durante la
exposicion, ademas los niveles de sélidos solubles totales fueron estimulados.
El mismo autor (2009) encontré que el aceite de canela logré reducir el

desarrollo de colonias de C. coccodes, B. cinerea, Cladosporium herbarum
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Pers., R. stolonifer y Aspergillus niger. La germinacion conidial y el crecimiento
micelial también fueron inhibidos completamente usando extracto de la misma
especie sobre C. musae, Fusarium sp. y Lasiodiplodia theobromae Pat. Griffon
y Maubl (Kyu et al., 2007).

Uno de los compuestos azufrados ampliamente estudiados son los sulfuros
organicos, los cuales se encuentran distribuidos en las especies de Allium,
entre ellos se puede mencionar a la alicina, este ha sido aislado en estado puro
como un liquido incoloro que contiene aproximadamente un 4 % de azufre en
su molécula. Se ha demostrado también su actividad antibacteriana y
antifangica (Cavallito y Bailey, 1994; Bianchi et al., 1997; Montes et al.,1990;
Reyes, 1996; Bafios et al., 2004).

En un estudio en donde se empleo extracto de ajo (Allium sativum L.) in vitro, se
encontré que este tuvo un amplio espectro de accion contra los 14 hongos que
se probaron. Asimismo, C. gloeosporioides fue controlado por este extracto,
manteniendo sanos hasta un 65.2 % de frutos de aguacate (Reyes, 1996). En
estudios realizados por Bafios et al. (2004) se evidencio que extractos de ajo y
eucalipto (Eucaliptus globulus Labill) redujeron la severidad de la antracnosis en
frutos de papaya en un 45 y 41.7% respectivamente. Bianchi et al. (1997)
observaron que los extractos de bulbo de ajo inhibieron en un 80 % el

crecimiento micelial de C. lindemuthianum (Sacc. y Mag.).

Los extractos de hojas de limén y papaya han sido utilizados para el control de
otros hongos postcosecha, como son Fusarium spp., Alternaria spp.,
Pestalotiopsis spp. Y Rhizopus spp. El extracto de hoja de C. papaya inhibio in
vitro completamente las pudriciones ocasionadas por C. gloeosporioides. En
Colombia se evalu6 el efecto fungicida de C. papaya sobre Mycosphaerella
fijiensis Morelet, utilizando como adherente el aceite de ricino, los autores

encontraron que hubo respuestas de sensibilidad al hongo (Marin et al., 2006).
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Al respecto, Regnault-Roger et al. (2004) sefialan que la importancia de la
bdsqueda de plaguicidas naturales es justificada, principalmente en aquellas
especies vegetales que han sido poco estudiadas o en aquellas que se
encuentran en peligro de extincion. Sin embargo, el cambio climatico ha
producido numerosos cambios en la distribucién y abundancia de las especies
vegetales y los escenarios futuros predicen, entre otras, el riesgo de la extincion
de algunas plantas (Thomas et al.,, 2004). Esto significa una pérdida del
potencial que representa el conocimiento de sus metabolitos con propiedades
insecticidas. Por lo que existe la necesidad de evaluar la actividad biolégica de
plantas con la finalidad de identificar los principios activos en beneficio del
hombre, particularmente sobre todo aquellas que no han sido estudiadas, entre
las que se podria considerar Opuntia ficus-indica, Phytolacca icosandra, Arundo
donax y Sida acuta. El extracto de la cédscara de tuna (Opuntia sp.) inhibio
significativamente el crecimiento de E. coli y Salmonella typhi. (Serrano-Rojero.,
2007) Los extractos de Phytolacca icosandra, Arundo donax y Sida acuta
presentaron efecto toxico contra mosquita (Angeles et al., 2011), sin embargo,
no ha sido evaluado el efecto en el control de C. gloeosporioides de los

extractos de estas especies.

2.3. Caracteristicas generales de Opuntia ficus-indica

2.3.1. Origen y clasificacion taxon6mica

Su distribucién se presenta desde Canada hasta Argentina, en México se
concentra una amplia diversidad genética, por lo que se ha considerado el
centro de origen y diversificacion mas importante del género Opuntia (Bravo,
1978; Bravo-Hollis y Scheinvar, 1999). Diferentes especies de nopal han
evolucionado particularmente en las zonas aridas de América donde el
aprovechamiento se realizaba por recoleccion, para luego establecer
plantaciones de tipos sobresalientes y seleccionando los ejemplares mas
sobresalientes favoreciendo el origen de hibridos (Granados y Castafieda,
1991; Griffith, 2004).

17



En México se encuentra la mayor riqueza de especies y cultivares de nopal
(Opuntia sp.) del mundo, debido a ello, México es considerado uno de los dos
centros de origen y dispersion del género, el otro estd en Sudamérica. Existen
evidencias de que los nopales tuneros fueron cultivados desde 500 (a. C.) en
Tehuacan, México. En nuestro pais es comun encontrarlo en las planicies
aridas del centro y norte del pais, creciendo en diferentes climas, suelos,
altitudes y tipos de vegetacion; también se ha reportado su existencia en climas
subtropicales y tropicales. Sin embargo, en las zonas semiaridas existe la
variacion mas amplia, por lo que algunos botanicos consideran las zonas

semiaridas como el centro de origen de los nopales (Ochoa y Guerrero, 2011).

En México, por nopales se identifican como plantas de la familia Cactaceae de
los subgéneros Opuntia y Nopalea; sin embargo, las especies de nopal tunero
de importancia econdmica se ubican dentro del primero, ya que dentro Nopalea
se cuenta Unicamente con diez especies, de las que s6lo una se utiliza como

verdura (Nopalea lutea) (Pimienta,1999).

De las especies de nopal tunero que son sujetas de cultivo, solamente un
namero reducido, se encuentran bien identificadas, tales como Opuntia
albicarpa, Opuntia ficus-indica y Opuntia megacantha. El nopal tunero fue
llevado por los colonizadores espafioles a Europa y de alli se introdujo a
distintas partes del mundo; ahora se le encuentra en condicion cultivada y
silvestre en Espafa, Portugal, Italia, Argelia, Marruecos, Tunez, Grecia, Israel,
Australia, Sudafrica, Brasil, Argentina, Colombia y Estados Unidos. En algunos
paises, como Australia, Colombia y Sudafrica, ha mostrado tan excelente

adaptacion que es considerada como maleza nociva (Pimienta, 1999).

A la fecha se reconocen 189 especies, de las cuales 83 se localizan en nuestro
pais; pero se han documentado alrededor de 144 variantes nuevas con
caracteristicas agrondémicamente apreciadas, pero que no se han clasificado

por falta de descriptores morfoldgicos distintivos (Reyes-Agulero et al., 2005).

18



La taxonomia del género se ha reportado complicada debido a que existe una
gran sinonimia y porque en la actualidad estas plantas continian cambiando y
por lo tanto en proceso de diferenciacion; esto repercute en la semejanza de
caracteres entre genotipos que interfieren en la separacion adecuada de las
especies (Bravo, 1978).

La clasificacion es la siguiente:

Reino:Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryophyllidae
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Subfamilia: Opuntioideae
Tribu: Opuntieae
Género: Opuntia
Subgénero: Opuntia

Especie: O. ficus-indica (L.) Miller

2.3.2. Distribucién en México

Actualmente, la produccion de tuna en nuestro pais ya no se restringe
Gnicamente a las zonas éaridas y semiaridas, sino que debido a la amplia
adaptacion que presenta este género se encuentra extensamente distribuido en
una gran variedad de zonas con condiciones edafolégicas y climaticas. Los
estados que producen tuna, se pueden agrupar en dos grandes regiones que
son templadas, en la regidbn centro norte (Zacatecas, San Luis Potosi,
Aguascalientes, Guanajuato, Querétaro y Jalisco) y la region centro-sur (Estado

de México, Puebla, Tlaxcala e Hidalgo). Ademas de estas zonas se tienen
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registradas plantaciones en diferentes estados como: Durango, Coahuila,
Nuevo Ledn, Oaxaca, Veracruz, Tamaulipas, Morelos, Michoacan, Baja
California Norte y Baja California Sur, entre otros (Granados y Castafieda, 1991,
Griffith, 2004).

2.3.3. Descripcion botanica

Planta arbustiva de la familia de las cactaceas. Como la mayoria de los
miembros de este género carece de hojas nomofilas, los segmentos o cladodios
en que se divide, son tallos capaces de ramificarse, emitiendo flores y frutos.
Estos tallos son planos, ovales y de color verde medio. Poseen dos clases de
espinas, reunidas en los gloquidios (especie de cojincillos) de las areolas, unas

largas y duras, y otras cortas y finas con aspecto velloso.

Las flores, en forma de corona, nacen de las areolas en los bordes de los
segmentos. Florece una vez al afio y tanto el fruto como la flor pueden ser de

diversos colores, desde el amarillo al rojo.

El fruto maduro (Tuna) varia en forma y fisiologia de acuerdo con la especie,
pero a amplios rasgos, es una baya unicolor polisperma, carnosa de forma
ovoide a esférica; sus dimensiones y coloraciones pueden variar segun la
especie, encontrandose frutos de 4 a 12 cm o mas de longitud, de color amarillo
canario, amrillo limén, anaranjado, rojo, guinda, rojo-morado, rosa, verde tierno,
blanco-verdoso, etc. Poseen gran numero de semillas lenticulares, con testa
clara y arillo ancho, embridén curvo, la piel se origina en el receptaculo y es
similar a la del cladodio (constituye del 30 al 50% del peso total del fruto), la
epidermis tiene areolas perfectas y cubierta por gloguideas o ahuates (es el
pequefio aguijén fino delgado que se presenta en grupos y en pontos bien
definidos); sin embargo, la hipodermis es delgada y la corteza es voluminosa.
Las tunas son frutos no climatéricos con bajas tasas de respiracion (Pimienta,
1996).
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La tuna se puede encontrar en una gama amplia de colores, que puede variar
desde el blanco, amarillo, naranja, rojo y purpura. La coloracion del fruto esta
determinada por la presencia de pigmentos, entre los cuales se encuentran las
betalainas. Las betalainas son pigmentos solubles en agua, e incluyen a las
betacianinas de color rojo-violeta y las betaxantinas de color amarillo; por lo
tanto, el color del fruto depende de la concentracion y tipo de las betalainas que

se encuentran presentes (Bolafios, et al; 2012).

2.3.4. Composicion quimica

La Tuna es un fruto que se consume en fresco y recientes estudios han
demostrado que la tuna contiene altos niveles de agentes antioxidantes tales
como &cido ascorbico, compuestos fendlicos y pigmentos betalainicos
(Tesoriere et al. 2005); asi como altas concentraciones de compuestos como
calcio, magnesio, prolina y taurina, que le confieren caracteristicas de un

alimento funcional (Galati et al. 2003).

Los principales compuestos fendlicos en la tuna son la isorhamnetin-3-
rutinésido y pequefias cantidades de isorhamnetin-3-glucésido, rutina y
kaempferol-3-rutindsido (Galati et al. 2003; Stintzing et al. 2001). Galati et al.
(2003) observaron valores de 74,6 mg de &cido galico 100 mL™ de jugo de tuna
entera variedad siciliana. Por otro lado, Stintzing et al. (2005) obtuvieron valores
de 24.2 + 13.4,24.7 £ 23.1, 33.5 + 19.3, 66 *+ 35.8 mg acido gélico 100 mL™? de
jugo de tuna verde, naranja, roja y morada, respectivamente. Stintzing et al.
(2005) y Carrasco y Encina (2008) concluyeron que el contenido de compuestos
fenolicos esta en funcion de la variedad de tuna y que estos son los principales
responsables de la actividad antioxidante. Piga et al. (2003) informaron que el
contenido de compuestos fendlicos disminuia en tuna minimamente procesada
almacenada en refrigeracion y era probablemente debido a que tenia un efecto

protector sobre la actividad antioxidante y el &cido ascorbico.

21



2.3.5. Usos

El nopal ha desempefiado un papel muy importante en el desarrollo de las
culturas prehispanicas de México, debido a los usos en los que se le ha
involucrado, considerando desde la alimentacién para consumo humano hasta

su utilidad en el @mbito religioso (Granados y Castafieda, 1991).

En la zona norte de México, el nopal se explota como forraje y en segundo
término como fruta; en el centro del pais se utiliza principalmente como fruta y
verdura. Del nopal es posible utilizar los frutos frescos directamente, como
alimento humano; la pulpa comestible constituye entre 60y 75 % del fruto y por
lo general contiene de 12 a 15 % de azlcar con base en peso fresco, con la
peculiaridad de que los azlcares presentes son considerados reductores,
predomina la glucosa (60 %) y la fructosa (40%). Cabe aclarar que la fructosa
es uno de los edulcorantes méas aceptados en el mundo, dado que actualmente

se esta usando como sustituto de sacarina (Cantwell, 1995).

Las semillas constituyen entre el 5 y el 10 % del volumen total del fruto; el
analisis de su composicién quimica reveld la presencia de aceite y proteinas
(Pimienta, 1990); los principales acidos grasos encontrados son linoleico, oleico
y palmitico; por lo que el aceite obtenido a partir de la semilla del fruto del nopal
es semejante en calidad a los aceites comestibles de soya y cartamo (Pimienta,
1988). Las semillas son, ademas, una fuerte de proteinas para alimentar aves y

cerdos, ya que estos ultimos pueden triturar la semilla.
El fruto es, ademas, la materia prima para la elaboracibn de mermeladas,
jaleas, miel, queso de tuna, vino, bebidas y néctares, entre otros (Odoux y

Dominguez, 1996).

Los brotes tiernos o cladodios inmaduros (nopalitos) de gran numero de

variantes silvestres y cultivadas, se utilizan para el consumo humano en el
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centro y norte del pais, y en algunos casos se exportan envasados a Estados

Unidos, Canadé y Japon (Flores y Olvera, 1994).

A pesar del bajo nivel nutritivo que aporta el nopal, en el norte de México y sur
de los Estados Unidos, el nopal es considerado como un forraje suplementario y
de emergencia para la alimentacion del ganado, sobre todos en las épocas de
sequia, algunos ganaderos chamuscan con sopletes portatiles el nopal y otros
lo pican en maquinas para procesarlo y hacer mas eficiente la alimentacion del

ganado (Hanselka y Falconer, 1993).

A partir de las pencas maduras o adultas, es posible elaborar productos
alimenticios, medicinales, de limpieza y aseo personal (Champus, enjuagues y
cremas entre otros. Ademas por sser un alimento con una gran cantidad de
fibra es un agente de control de peso, reduce los niveles de colesterol en la
sangre (Frati et al; 1983). Asimismo los frutos de Opuntia xoconostle en la dieta
de pacientes con diabetes mellitus tipo Il ayuda controlar los niveles de glucosa
en sangre, provocando un aumento satisfactorio en insulina sérica (Ramirez et
al; 1995). Una de los principales usos, es la utilizacién de las pencas como
sustrato en la produccién de un insecto que se conoce como cochinilla
(Dactylopius coccus), que produce el colorante llamado grana, constituyendo el
uso mas original histérico del nopal. Los subproductos provenientes de la
cochinilla son ampliamente usados en la industria alimentaria, textil,
farmacéutica y cosmetoldgica, dado su alto poder colorante y su inocuidad para
la salud Méndez, 1999).

2.3.6. Caracterizacion de la Produccion de Tuna en el Estado de Puebla
La regidén tunera del estado de Puebla, estd considerada como la mas
productiva a escala nacional, estd conformada por valles y lomerios, con

temperatura promedio que oscila entre los 15 y 17 °C y precipitacion pluvial
anual promedio de 600 a 800 mm. La tuna Poblana sale al mercado primero

23



qgue la de los otros estados productores, su cercania con el Distrito Federal, le

da ventajas importantes al mercado de la tuna.

El clima que presenta segun la clasificacion climatica de Képen modificador por
Enriqueta Garcia son de dos tipos: Templado sub-humedo (C (W) (W)), con
precipitacion media anual de 656 mm. con variaciones muy marcadas siendo
mayor en el norte y menor en el sur y con una temperatura media de 15.5°C y
Semi-seco-templado con lluvias en verano (Bs, Kw) (w) y se localiza en el sur
de la zona (DDR 07, Tecamachalco) con precipitaciones anuales de 413.4 mm
y temperatura media de 18°C con riesgo de heladas entre octubre a marzo
(SARH, 1993). La produccion en su mayoria es de temporal y en riego solo
unas cuantas hectareas. El tipo de riego que se utiliza es rodado (Delegacion
SAGARP; Consejo Poblano de Tuna-Nopal A.C., Comité del sistema Producto
nopal-tuna 2005).

2.3.7. Descripcién de latuna var. Cristalina

Es una variedad sobresaliente por el tamafio y la forma de los frutos. Por lo
atractivo de sus frutos se han establecido plantaciones en los estados de
Puebla, Aguascalientes, Guanajuato, San Luis Potosi y Jalisco. La produccion
gue se obtiene se destina principalmente a los mercados de Guadalajara,
Monterrey, Tampico, Puebla y esporadicamente al Estado de México y Distrito
Federal.

La forma del fruto es ovoide piriforme y en algunos casos pedunculado, como
en los frutos de la variedad “blanca burrona”. La cicatriz receptacular es de
tamafio mediano, ligeramente céncava. El color de la cascara es amarillo
verdoso y la pulpa es de color verde claro. Es uno de los frutos mas grandes; el
eso vari de 150 a 250 g, aunque en ocasiones se han encontrado frutos que
tienen mas de 300 g. El porcentaje de azlcares es cercano a 14 y de éste el
diez por ciento lo constituyen reductores. El contenido de vitamina C es de 21.4

mg/100 g. se considera como una variedad de maduracion intermedia, ya que la
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cosecha se lleva a cabo durante septiembre y octubre. Los frutos son
resistentes al manejo en postcosecha. La planta presenta habito de crecimiento
arbustivo: la forma de los cladodios es ovoide y son de color verde-amarillento.
La floracion es tardia, por lo que no ocurren dafos por heladas tardias en flores
en desarrollo. Otro aspecto sobresaliente es que presenta un mayor grado de
resistencia al dafio causado por la enfermedad de “engrosamiento de cladodios”
(Andrade, 1996).

2.3.8. Descripcién tunaroja var. San Martin

La Variedad Roja San Martin: es una variedad de tuna roja que se encuentra
establecida en mayor escala en la region de Las Piramides en el estado de
México, de donde probablemente es originaria, también se produce en Puebla.
Las pencas son medianamente espinosas, de forma ovoide, mas angostas en la
base, de color verde intenso. El fruto se caracteriza por el color verde rojizo de
su cascara al momento del corte, el cual se torna rojo oscuro (casi morado o
purpura) en madurez de consumo. Es de forma cilindrica, ligeramente alargado,
con el receptaculo circular y hundido cuando esta maduro. La pulpa es de color
plrpura, muy atractiva, la cascara es gruesa y fragil en la base del fruto, por lo
gue requiere el uso de navaja para realizar el corte con cuidado y evitar que se

rompa (Bolafios, et al; 2012).

2.4. Caracteristicas generales de Arundo donax

2.4.1. Origen y clasificacion taxonémica
Su origen se atribuye a Espafia y Portugal, Aunque, se dice que es originario
del mediterrdneo (Spatz et. al., 1997). Se conoce por varios hombres como:
carrizo, cafa gigante, falso bambu, junco gigante, etc. Segun (Wagner y Bladt,
1999), su clasificacion taxonémica pertenece al:
Reino: Plantae

Clase: Liliopsida

Orden: Poales
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Familia: Poaceae
Género: Arundo

Especie: A. donax

2.4.2. Distribucion en México

Se localiza en todo el pais, en lugares principalmente con alta humedad, a la
orilla de canales de riego. Se considera como una planta dafiina por ser
invasora de grandes areas de cultivo. En California se reporta como plaga y

existen estudios para su control biolégico (Boose, 2002).

2.4.3. Descripcion botanica

Es una planta que crece en grandes colonias, llega a alcanzar los 6 metros de
altura, tiene su tallo grueso y hueco. Las hojas son largas de 30 a 60 cmy de 5

a 7 cm de ancho, que cubren el tallo en forma de laminas verdes.

2.4.4. Composicidn quimica

Algunos estudios indican que los extractos de esta especie contiene un
componente activo que se llama triptamina. Ademas, se han encontrado
sustancias como la bufotenidina y gramina (Ghosal et al, 1999). Otros
investigadores encontraron que los tallos y las hojas contienen una variedad de
sustancias quimicas, como alcaloides, que protegen a la planta de los insectos
y herbivoros de vida silvestre (Miles et al, 1997).

2.4.5. Usos

Dentro de los estudios etnobotanicos se sefiala el uso comun de las raices de
A. donax por tener propiedades medicinales como diaforéticas. Diuréticas y
galactofagas; ademas los rizomas se usan también para tratamiento de cancer.
Los alcaloides aislados han demostrado el aumento de la presion sanguinea y

la contraccién del intestino y el Utero al realizar pruebas en laboratorio (Chopra
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et al, 1981). El consumo produce un aumento moderado en la produccion de
orina, favoreciendo la eliminacién de la urea, el acido Urico y otras sustancias
de desecho (Duke y Wain, 1981).

2.5. Caracteristicas generales de Sida acuta

2.5.1. Origen y clasificacion taxonomica
Su origen se atribuye a Centroamérica, se conoce como escobilla, escobilla
nega, malva, escoba de puerco, etc.
Esta especie taxondémica pertenece al:
Reino: Plantae
Clase: Dicotiledonea
Orden: Malvales
Familia: Malvacea
Género: Sida

Especie: S. acuta

2.5.2. Distribucion en México

Se encuentra distribuida en todas las zonas templadas. Se encuentra
generalmente asociada a los cultivos de maiz vy frijol.

Descripcién taxondmica.

2.5.3. Descripcion botéanica

Es una hierba de crecimiento erecto que llega a medir hasta un metro de altura.
La raiz primaria es fuerte. Los tallos y las ramas son aplanados en las
extremidades, es fibrosa, casi lefiosa. Sus hojas son altefias, delgadas,
lanceoladas, agudas, con los margenes dentados de 1.2 a 9 cm o mas largo, de
0.5 a 4 cm de ancho, con la parte inferior de la superficie lisa, con presencia de
pelos con venas prominentes, el peciolo de 3 a 6 m de largo, peludo, con un par

de estipulas. Flores de 1 a 2 cm de diametro, solitarias o en la axila
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densamente; los pedicelos delgados de 3 a 8 mm, articulados; caliz de cinco
I6bulos; sépalos de color verde palido, triangular de 6 mm aproximadamente.
Los frutos son una capsula de 3 a 4.5 mm de diametro, &spero, consta de 5 a 8
carpelos que rompen en la madurez. Las semillas son pequefias mas o menos
triangulares. Su distribucion es por semilla; esta mide 1.5 mm de largo, con una

depresion a cada lado, de color marron rojizo a negro.

2.5.3. Composicion quimica

En esta especie y otras del mismo género se han aislado diferentes
constituyentes: alcaloides, B-fenetilaminas, quinazolinas y triptamina
carboxilada en adicion a colina y betalaina. Las cantidades y su variacion de los
constituyentes alcaloidales de las raices y partes aéreas dependen de la etapa
de crecimiento. Presenta también estos compuestos: aminas simpatomiméticas
y vasicinona en esta especie, ya que se reporta que una buena combinacion de
éstos mejoraria su uso terapéutico en el sistema de medicina tradicional de la
India (Prakash et al., 1981).

Esta planta tiene propiedades farmacolégicas importantes, entre los principales
componentes de interés estan los alcaloides indolquinonas, los cuales tienen
una fuerte actividad antimicrobial. En el andlisis de GC-MS del extracto revelo la
presencia de dos principales alcaloides: critolepina y quindolina. Esta planta se
considera importante por las diferentes propiedades farmacoldgicas que
presenta (Damintoti et al., 2005).

2.5.5. Usos
Se usa contra la malaria, mediante la coccién de la planta. En la india, esta

especie es usada contra el dolor de cabeza, colocandose las hojas maceradas;

también se usa en heridas (Chellaiah et al., 2006).
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2.6. Caracteristicas generales de Phytolacca icosandra

2.6.1. Origen y clasificacion taxonémica

El origen de esta especie se atribuye a México, Antillas hasta Sudamérica, se
encuentra en lugares templados. Se conoce con varios nombres como:
mazorquilla, carricillo, namole, congueran (Michoacan), quelite (Veracruz;
Martinez, 1979), higuerila, jabonera, lavarropa, quelite y verbechina (Rzedowski
y Rzedowski, 2001).

Su clasificacion es la siguiente:
Reino: Plantae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Phytolaccaceae
Género: Phytolacca

Especie: P. icosandra

2.6.2. Distribucion en México

Se distribuye en todas las areas altas en Aguascalientes, Baja California Norte,
Baja California Sur, Campeche, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, colima, Distrito
Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México,
Michoacan, Morelos, Sonora, Sinaloa, Nayarit, Yucatan (Villasefior y Espinosa,
1998).

2.6.3. Descripcién botanica

Es una hierba anual o perenne, de vida corta, con frecuencia robusta, sin pelos
0 poco pubescente, algo suculenta; que alcanza casi los dos metros de altura.

La raiz es gruesa, carnosa Yy los tallos son ramificados, huecos y angulosos.
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Las hojas son alternas oblongo-lanceoladas de 7-20 c de largo por 2.5 a 9.5cm
de ancho, apice agudo, acuminado y a veces mucronato, con base atenuada,
acuminada; peciolos bien manifiestos, de 1 a 6 cm de largo (Rzedowski y
Rzedowski, 2001).

Las flores son sub sésiles o sobre pedicelos de 2 a 5 mm de largo, bracteas sub
ovaladas, sépalos verdosos, blancos o rojizos, elipticos a ovados de 2.5 a 3.2
mm de largo por 1.5 a 3 mm de ancho, persistente; los estambres varian de 8 a
20, ovario sub globoso, con 6 a 10 carpelos, estilos encorvados. El fruto se
integra en racimos pedunculados, numerosos, axilares y terminales de 8-1 cm o
mas de largo, en estad de fructificacion, raquis frecuentemente pubescente
(Turner y Szczawinski, 1999).

2.6.4. Composicion quimica

Del extracto acuoso de esta especie se aislaron saponinas, acidos serjanicos
monodesmosidicos y una saponina espergulagénico monodesosidico. Del
extracto metandlico de los frutos se obtuvo un complejo de tres glicosidos
acidos de los serjanicos bidesmosidicos. Las saponinas aisladas tienen
propiedades moluscicidas, espermicidas y propiedades hemoliticas (Treyvaud
et al., 2000).

2.6.5. Usos

La raiz de la planta se usa como diurético. El jugo de los frutos y las hojas se
emplea para curar la tifia. Phytolacca icosandra es utilizada también por
muchas personas infectadas para controlar problemas con VIH, Herpes zoster y
dafios en la piel (Daniel et al., 2007). En Etiopia se utiliza la infusion de las
raices y hojas, para ingerirla oralmente y en forma de pasta para controlar la
rabia (Tilahun et al., 2007). En la india las hojas frescas se usan para curar el

dolor de cuerpo y la diarrea (Bharat y Hernant, 2008).
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Por lo antes expuesto, se recomienda la necesidad de continuar con la
investigacion en cuanto a este tema se refiere, debido a que aun se desconoce
el efecto que otros extractos vegetales pudieran tener sobre el desarrollo del
hongo en estudio; asimismo, es de interés conocer los diferentes metabolitos
secundarios involucrados en el efecto antimicrobial, asi como la posible mezcla
con algun otro compuesto, y que tuviera un mayor efecto contra éste u otros

microorganismos fitopatdégenos.
3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Aislamiento de Colletotrichum gleosporioides

El hongo se aisl6 de la cascara de frutos de Carica papaya que presentaron
las lesiones caracteristicas de la enfermedad de antracnosis, caracterizada por
la presencia de manchas necroéticas, concéntricas bien definidas de color negro,
asi como manchas de color salmoén o rosa. Se trabajé en una camara de flujo
(Laminar Veco, México). Con la ayuda de un bisturi estéril se tomaron
fragmentos del tejido enfermo de aproximadamente 5 X 5 mm, tratando de
involucrar tejido infectado (20 %) y sano (80 %). Con la finalidad de eliminar
otros patdgenos no deseados, el tejido desinfesto con hipoclorito de sodio al 10
% por 2 min y después se enjuago con agua estéril para posteriormente
colocarlo en cajas de Petri con medio de cultivo de papa-dextrosa-agar (PDA).
Se realizaron dos repeticiones por fruto, colocando cuatro fragmentos de tejido
en la placa de agar (Cedefio et al., 1993; Dhingra et al., 1995), lo cual se realiz6
en una camara de flujo laminar (Veco, México). Las cajas sembradas se
incubaron a temperatura ambiente (x 24 °C), durante 7 d. Para la identificacion
de hongo se realizaron observaciones en un microscopio Optico (Olympus,
Opticas C.O., LTD).

3.1.1. Elaboracion del medio PDA

Para preparar el medio de cultivo PDA ya elaborado (Marca Difco), solo se
suspendieron 39 g del medio en un litro de agua purificada. Se calenté con

agitacibn suave hasta su completa disolucién. Para posteriormente, se
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esteriliz6 a presién (Marca Presto, México) a 121°C (15 libras de presion)
durante 15 min, posteriormente se enfri6 a una temperatura entre 45 - 50 °C
para poder vaciarlo en placas de Petri estériles dentro de un camara de flujo

laminar.
3.1.2. Identificacién de las cepas

La identificacion morfologica se basdé en cultivos monoconidiales; para
identificar a género se utilizaron las claves taxonémicas de Barnett y Hunter
(1998) y para la especie las referencias de Sutton (1992). Para la identificacion
del hongo, se colocd una asada del mismo en un portaobjeto y se tiid éste
adicionando una gota de azul de lactofenol al portaobjeto para ser observado en
un microscopio estereoscopico (Nikon, Japan) posteriormente, la muestra
también se observd en un microscopio optico (Olympus) utilizando el objetivo a
40 y 100 X. Para identificar sus caracteristicas morfolégicas se ocuparon las

técnicas con cinta pegante y montaje por diseccion (Contreras, 2006).

Se identific6 al hongo como C. gloeosporioides, en donde sus conidios
presentaron las siguientes caracteristicas: conidios rectos, cilindricos con
ambos extremos redondeados, con 13.4 uym de largo y 3.6 um de ancho,
observando la presencia de apresorios, encontrdndose dos tipos de cepas una
rosa (R) y una gris (G). EI Dr. Marcelo Acosta del Departamento de
Parasitologia de la Universidad Autbnoma Chapingo realizé la certificacion del

hongo C. gleosporioides.

A B

Figura 2: Conidios (A) y apresorios (B) presentes en las cepas de Colletotrichum
gloeosporioides.
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Figura 3: Cepas de Colletotrichum gloeosporioides aisladas de Carica papaya; A)
Cepa Gris, B) Conidios de la cepa gris, C) Cepa Rosa, D) Conidos de la cepa rosa.

3.1.3. Purificacion del hongo

Después de confirmar que la cepa pertenecia al hongo de estudio, se
realizaron cultivos monospéricos de la misma con la finalidad de obtener
colonias puras, para ello se siguié la metodologia modificada propuesta por
Wang y Wen (1997). Para este fin se debe que partir de una concentracion de
10° conidios, para lo cual se llenaron 10 tubos de ensayo de 6 x1.5 cm
previamente lavados y esterilizados con 10 ml de agua destilada estéril. Con un
asa estéril se tom6 una pequefia porcion de los conidios de cada uno de las
cepas: rosa (R) y gris (G) y se inocularon los tubos separadamente,

posteriormente con ayuda de un agitador vortex se homogeniz6 cada mezcla.

Para determinar la concentracién necesaria de 10° esporas ml™, se tomaron 10
ul de la mezcla anterior y se colocoé en una cadmara de Nuebauer (Anexo 2), se

contd el numero de conidios localizados en los 64 cuadros, para poder
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determinar su concentracion. Se realizaron las diluciones correspondientes en
los tubos con conidios y agua estéril hasta llegar a la concentracién deseada
(10° esporas ml™) (Manual de Procedimientos, 2001).

Figura 4: Proceso de aislamiento, propagacién del hongo C. gloeosporioides

Una vez obtenida la concentracién adecuada de conidios para propagar el
hongo, se sembrd 1ml de la solucién con conidios en cajas Petri con medio
PDA. Las placas con PDA fueron incubadas por 24 h a 27 °C en penumbra.

Transcurridas las 24 h se observé bajo el microscopio estereoscopico la
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superficie de la placa de agar agua buscando un anico conidio germinado, el
cual se resembro nuevamente en PDA y se incub6 a 27 °C en penumbra, con la
finalidad poder obtener la colonia pura de cada cepa rosa (R) y gris (G)
(CORPOICA, 2001).

B
Figura 6. A) Realizacion de heridas en el fruto; B) Inoculacién del hongo
3.1.4. Pruebas de Patogenicidad

Para conocer la capacidad patogénica de los diferentes cepas y estas ser
capaces de generar sintomas de la enfermedad sobre frutos sanos,
previamente desinfestados. Se seleccionaron dos frutos de papaya, uno por
cada cepa. Sobre la parte media y superior de cada uno de los frutos se inoculo
1ml de solucién a una concentracién de 10° conidios ml™* sobre 10 heridas
hechas previamente con un bisturi (Figura 3). Sobre los frutos usados como

controles se colocaron discos de agar estéril, luego de la inoculacion se
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colocaron en camaras hiumedas, éstas se mantuvieron a una temperatura de +

24 °C por un periodo de 10 d. Cada 24 h se revisaron para observar el

momento en que se evidenciaran los primeros sintomas de la enfermedad.

Obtencion de la cepa de
Colletotrichum gloeosporioides

Frutos enfermos de Carica papaya

Muestras de papaya (5 x5 mm de
cascara) Identificacion de la cepa

Cultivo del hongo en PDA
Crecimiento de diferentes cepas

(1998)

Claves Brannet y Hunter

Purificacion del hongo
mediante cultivos monospéricos

Figura 7. Metodologia para la obtencion de
gloeosporioides.

3.2. Recolecta del material vegetal

Cultivo Monosporico

A partir de la germinacién de
un solo conidio

Mantenimiento de la cepa

Inoculaciones concecutivas

las Cepas de

Colletotrichum

El material vegetal utilizado de Tuna se recolect6 el 13 de julio del 2013, San,

Sebastian Villanueva, Acatzingo, Puebla.

Cuadro 1. Coordenadas geograficas de los sitios de recolecta, tipo de tejido y

rendimiento del extracto metandlico de las especies de Opuntia.

Extracto
Especie Familia Lugar de Ubicacion Tejido metandlico
recolecta (9100 mg -
p.s.)
Opuntis ficus-indica ~ Cactaceae San Sebastian Villanueva, 18°5648"LN  cascara 42.73
var. Cristalina Acatzingo, Puebla 97°49°54" LO
Opuntia ficus-indica ~ Cactaceae San Sebastian Villanueva, 18°56°48"LN  cascara 40. 58
var. San Martin Acatzingo, Puebla 97°49'54" LO

p.S. = Peso seco.
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Cuadro 2. Coordenadas geograficas de los sitios de recolecta, tipo de tejido y
rendimiento del extracto de las especies de estudio.

Extracto

Especie Familia Lugar de Ubicacion Tejido para metandlico
recolecta estudio (g 100 mg -1
p.s.)
Arundo donax Poaceae Tepalcingo, 18°26' LN Raiz 32.0
Morelos 98°18'LO
Sida acuta Malvaceae Cuernavaca, 19°12’LN Toda la 18.0
Morelos 99°20' LO planta
Phytollacca icosandra Phytolaccaceae Cuernavaca, 19°12'LN Parte aérea 35.0
Morelos 99°20' LO

3.2.1. Identificacidn de las especies

La M. C. Ernestina Cedillo Portugal, encargada del Herbario del Departamento
de Preparatoria Agricola, identifico las especies: Arundo donax L. (Carrizo),

Phytolacca icosandra L. (Guaguaro) y Sida acuta B. (Malva ).
3.3. Preparacion de los extractos vegetales

Para la obtencion de los extractos de O. ficus- indica, P. icosandra, A. donax y
S. acuta se realiz6 el secado de material vegetal a 50 °C en una estufa a
temperatura constante de 50 °C durante 48 h; una vez deshidratado el material
se molié en un molino Thomas-Wiley Mill (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ,
USA) hasta obtener una harina. Esta harina se depositdé en cartuchos de papel
filtro, para ser colocados en un equipo soxhlet con 2 litros de hexano para
desengrasar, a una temperatura de 60 °C por 48 h. Posteriormente, se utilizo el
rotaevaporador marca Buchi para concentrar el extracto temperatura de 50 °C.
Los extractos metandlicos se prepararon mediante el tratamiento por reflujo con
metanol en un equipo soxhlet durante 48 h. Para posteriormente concentrar los
extractos por evaporacion del metanol a presion reducida en un rotaevaporador

Bichi (Garcia-Mateos et al., 2007). De cada extracto se preparé una solucion
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madre y después por dilucién se prepararon las concentraciones de 10, 20, 30,

40, 50y 100 % v/v para las prueba en laboratorio.

Material Vegetal
ascara de tuna previamente lavada

Secado del material
(50 °C por 48 h)

Molienda a particula fina

Preparacién del extracto Evaporacion del disolvente a
con Metanol en soxhlet presion reducida

por48 h

Figura 8. Metodologia para la elaboracion de los extractos con el material vegetal en

seco.
3.4. Evaluacioén de la actividad fungicida in vitro

Para establecer la inhibicion del hongo, se utiliz6 el método de difusién de
disco (Murray et al., 1995) para probar los extractos como agentes fungicidas,
se prepararon suspensiones acuosas con 10° esporas mL™* (Anexo 2) de C.
gleosporoides (dos cepas), se ajustd la concentracibn mediante una camara de
Neubauer, después se tom6 1mL de la suspension para inocular las cajas Petri
con el medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA). Después de 2 min se
colocaron tres discos de papel Whatman® No.1 de 6 mm de didmetro en cada
caja, que previamente fueron saturados con las soluciones que se ajustaron a
concentraciones del 10, 20, 30, 40, 50 y 100 %, mas el grupo control que solo

fue el disolvente de cada extracto, es decir sin la aplicacién de algin extracto.

38



Se utiliz6 como controles dos productos comerciales, uno quimico llamado
Switch® (Ciprodinil 37.5 %, Fludioxonil 25 %) a una concentracién de (0.05 g 50
mi* de agua) y como control organico extracto de Gobernadora marca
Ultraquimia® a una concentracién de (0.75 ml 50 ml* de agua), ambos se

prepararon a las concentraciones que indica el fabricante.

Se realizaron nueve repeticiones de cada tratamiento, en cada caja se pusieron
tres discos de la misma concentracion, teniendo al final tres cajas Petri para
cada tratamiento. Las cajas Petri se incubaron a 24 °C bajo iluminacion
continua por 7 d. Posteriormente, se midio la zona de inhibiciéon de crecimiento
del micelio a los 7 d, la cual incluyo el diametro del disco de papel (lbarra et al.,
2009).

Variables que se evaluaron fueron el Porcentaje de inhibicién del crecimiento
(PIC), asi como la Concentracién inhibitoria media (Clso), La primera se calculd
mediante la férmula utilizada por Fakhrunnisa et al. (2006) y Rondon et al.
(2006). PIC = (C;1-C,/C; ) 100; donde PIC = Porcentaje de inhibicion en el
crecimiento del micelio; C; = Crecimiento del patégeno sobre el lado opuesto de
la caja Petri (Testigo); C, = Crecimiento del patdégeno en enfrentamiento. La
Concentracion inhibitoria media (Clsp) se determiné mediante un Analisis Probit
(Finney, 1971).

3.5. Analisis estadistico

Se realiz6 un Analisis de Varianza (ANOVA) y una prueba de Comparacion de
Medias (Tukey, P < 0.05) con el porcentaje de inhibicibn mediante el programa
Statistical Analysis System (SAS), version 9.1.3.

Debido a que las variables estan reportadas en porcentaje, para proceder al
analisis de varianza se llevd a cabo la transformacién de los datos, con el
objetivo de manejarlos bajo una distribucién normal. La transformacion de Yates

se llevo a cabo con la siguiente propuesta:  XT = \/Arcoseno (x/100)

En donde: XT= Transformacion de la variable, X= Variable respuesta expresado
en porcentaje.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Actividad fungistéatica de las variedades de Opuntia ficus-indica

De la cascara de O. ficus-indica var. Cristalina se obtuvo un rendimiento de
extracto metandlico de 42.73 g 100 g'1 de p. s., mientras que de la variedad San
Martin se produjo 40.58 g 100 g de p. s.; ambos extractos se utilizaron para
evaluar la actividad fungicida de Colletotrichum gloeosporioides.

Por otro lado, durante la propagacion e identificacion del hongo C.
gloeosporioides se lograron identificar microscépicamente dos tipos de cepas
de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas: la cepa Gris (G) y la cepa Rosa
(R), asi como tres cepas de los géneros Alternaria sp., Fusarium sp. y

Cladosporium sp, las que no fueron consideradas en el presente estudio.
4.1.1. Analisis de varianza de la inhibicién de C. gloeosporioides

Se evaluaron seis concentraciones (tratamientos) del extracto metandlico de
cada variedad de Opuntia en los dos tipos de cepa (R) y (G), las cuales fueron
propagadas por micelio (M) y conidio (C), generando como consecuencia doce
tratamientos, mas dos controles representados por un producto quimico

(Switch) y un producto comercial organico (Gobernadora)

Cabe mencionar que para el analisis estadistico, fue necesario llevar a cabo
una transformacion de los valores de inhibicién debido a que fueron reportados
en porcentaje, de tal modo que dicha transformacion permiti6 manejarlos bajo
una distribucién normal, y por lo tanto someterlos al analisis de varianza y
comparaciones de medias. Los resultados del analisis de varianza mostraron
diferencia significativa por efecto de los extractos, la concentracion y su
interaccién, sobre el porcentaje de inhibicién de los diferentes tipos de cepa y
propagacion de C. gloeosporioides. Los coeficientes de variacion para las
cuatro variables presentaron valores inferiores a 3.0 %, lo que implica una

buena confiabilidad de los resultados obtenidos (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Cuadrados medios del andlisis de varianza de la inhibicién de dos
cepas del hongo Colletotrichum gloeosporioides por los extractos de Opuntia
ficus-indica a seis concentraciones en dos condiciones de propagacion.

Cuadrados Medios

F.V. GL GM GC RM RC
Extracto 4 6255.41** 13940.35** 9235.68** 15982.91**
Concentracion 8 317.65** 2074.37** 560.69** 2248.01**
Extracto*Concentracion 13  5.21* 98.50** 145.25%*  2248.01**
Error 112 0.16 0.11 0.11 0.13
Total 125
Media 32.22 11.27 34.41 16.20
C.V. 1.24 2.92 0.97 2.21

FV: fuente de variacion; GL: Grados de libertad; GM: Cepa gris/micelio; GC: Cepa gris/conidios;
RM: Cepa rosa/micelio; RC: Cepa rosa/conidios; CV: Coeficiente de Variacion; **significativo
(P<0.05); NS: No significativo.

4.1.2. Comparaciones de medias para el efecto de extracto

Como se indico previamente, los valores en porcentaje se transformaron para
ser debidamente analizados. En este contexto, en los cuadros de
comparaciones de medias se crearon dos columnas; la primera que reporta los
valores originales y la segunda que contiene los valores transformados con los

respectivos estadisticos de la prueba de Tukey.

Los resultados de la prueba de comparacion de medias de Tukey (Cuadro 4),
muestran un efecto positivo del extracto comercial Switch sobre el porcentaje de
inhibicién de la cepa Gris de C. gloeosporioides propagada por micelio (GM),
alcanzando una reduccién de 90.77 %; superando estadisticamente en 62.55 %
el efecto del control organico (comercial “Gobernadora”), en 66.01 % el extracto
de la variedad Cristalina y 82.04 % al extracto de la San Martin en el mismo tipo
de propagacion. En la cepa Gris propagada por conidio (GC), la mayor
inhibicion (89 %) fue causada por el testigo Switch, superando estadisticamente
en 63.93 % al control organico comercial (Gobernadora) y en 94.75y 97.7 %, a

los extractos de las variedades Cristalina y San Martin, respectivamente.
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Cuadro 4. Porcentaje de inhibicion de dos cepas del hongo Colletotrichum
gloeosporioides por los extractos de Opuntia ficus-indica en dos condiciones de
propagacion.

o oo
Extracto metandlico Inhibicion (%)
de cascara GM GC RM RC
Real YT1 Real YT2 Real YT3 Real YT4
Opuntia ficus- indica  30.86  33.64c' 4.68 533c 43.82 4143b  19.94 1944 ¢
var. Cristalina
Opuntia ficus- indica  16.31  23.54d 2.05 342d 13.19 20.26d 0.0 0.0d

var. San Martin

Producto comercial 90.77 7234a 89.00 7065a 92.44 T74.06a 91.77 73.36 a
Switch

Producto comercial 34.00 3566b 32.11 3451b 3711 37.53c 35.77 36.73b

organico Gobernadora

DMSH 0.37 030 0.31 0.33

Medias con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales con base en la prueba de Tukey
(p=<0.05); YT1: Y transformada por tipo de propagacion y tipo de cepa; GM: Cepa gris/micelio; GC: Cepa gris/conidio;
RM: Cepa rosa/micelio; RC: Cepa rosalconidio. DMSH: diferencia minima significativa honesta.

Con respecto a la cepa Rosa propagada por micelio (RM), el control quimico
(Switch) inhibié 92.44 % en crecimiento del hongo, mientras que el control
organico solo afect6 34 % el crecimiento, es decir 59.86 % menos que el
primero. Adicionalmente, los extractos de las variedades de Opuntia Cristalina y
San Martin, detuvieron el incremento del hongo en 30.86 y 16.13 %,
respectivamente, lo que implica 52.6 y 52.6 % menos que el mejor de los

tratamientos.

La cepa Rosa propagada por conidios (RC) tuvo una inhibicion por efecto del
control quimico (Switch) del 91.77 %, es decir 61.02 % mayor que el generado
por el producto organico Gobernadora y 78.27 % que el extracto de la variedad

Cristalina, los cuales inhibieron al hongo en 35.77 y 19.94 %, respectivamente.

Con base en los resultados anteriores, es evidente que el control quimico
mostrd la mejor inhibicién en todos los casos, mientras que el producto organico
superé ligeramente a los derivados de la Opuntia, entre los cuales el extracto de
la variedad Cristalina inhibié en mejor medida el crecimiento del hongo en todas

sus formas de propagacion. Cabe destacar que el efecto en la inhibicién del
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crecimiento del hongo dependié del tipo de cepa y modo de reproduccion,

siendo la cepa Rosa y la generacion por micelio los estados més susceptibles.

Esta variacion entre las formas de propagacion (M) y (C) podria explicarse
debido a la composicion bioquimica de los conidios, ya que estos poseen una
pared gruesa de quitina lo que dificulta la absorcidén de los extractos; asi mismo,
los conidios se adhieren al hospedero por medio de una capa mucilaginosa
compuesta de polisacaridos y glucoproteinas presente en el acérvulo. Las
manoproteinas son las responsables de la hidrofobicidad en la superficie celular
y controlan la adhesion de este patdgeno al hospedero, lo que muestra la falta
de compatibilidad del extracto polar metandélico con la hidrofobicidad de la
superficie de los conidios. Para el caso del micelio, la membrana celular esta
conformada por el conjunto de hifas compuestas de capas de polisacaridos,
como glucanos, manamos y polimeros de glucosamina; proteinas (permeasas);
lipidos (ergosterol, que es un esterol esencial) y componentes fibrilares como la
quitina (Prusky et al., 2001; Méndez, 2008), caracteristicas estructurales que

facilita la penetracion de los componentes del extracto.
4.1.3. Comparaciones de medias para el efecto de concentraciones

En el cuadro de comparaciéon de medias del efecto de la inhibicion del
crecimiento de dos cepas de C. gloeosporioides propagadas por conidio y
micelio por los extractos a diferentes concentraciones (Cuadro 5), se observa
que la cepa Gris propagada por micelio (GM) fue inhibida 90.7 % por el control
comercial quimico, el cual superé estadisticamente al testigo organico en 62.54
%, en virtud de que este Ultimo interrumpid el crecimiento del hongo en 34 %.
La mayor inhibicién por los extractos de Opuntia (30.36 %) se reporté en la
concentracion de 100 %; no obstante, su efecto fue 66.55 % menos eficiente
que el producto quimico (Switch). En relacion a las demas concentraciones, el
resultado en la inhibicion del crecimiento del hongo fue menor a medida que la
concentracion disminuyd, de tal modo que el valor mas bajo (14.5 %) se

observé con la menor concentracion (10 %), por lo que en dichas
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concentraciones el resultado fue 70 % menos efectivo que el mejor de los

tratamientos.

Cuadro 5. Porcentaje de inhibicion de dos cepas del hongo Colletotrichum
gloeosporioides por los extractos de Opuntia ficus-indica a seis concentraciones
en dos condiciones de propagacion.

Inhibicion (%)

Concentracion GM GC RM RC
(%) Real YT1 Real YT2 Real YT3 Real YT4
100 30.36 33.25¢ 20.23 26.29c 41.725 40.16b 29.21 24.92c
50 28.12 31.81d 0.0 0.0d 31.78 33.45d 19.26 19.18d
40 25.23 29.93e 0.0 0.0d 28.44 3097e 1135 14.23e
30 23.26  28.58f 0.0 0.0d 26.005 29.26f 0.0 0.0f
20 20.5 26.43 g 0.0 0.0d 23.315 27.20¢g 0.0 00f
10 14.05 21.54h 0.0 0.0d 19.8 24.03 h 0.0 00f
Producto 90.77 72.34a 89 70.65 a 924 74.06a 91.7 73.36a
comercial Switch
Producto 34 35.66 b 32.11 3451b 37.11 37.53c 3577 36.73b
comercial
organico
Gobernadora
DMSH 0.45 0.37 0.38 0.41

Medias con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales con base en la prueba de Tukey
(p=<0.05); YT1: Y transformada por tipo de propagacion y tipo de cepa; GM: Cepa gris/micelio; GC: Cepa gris/conidio;
RM: Cepa rosa/micelio; RC: Cepa rosal/conidio. DMSH: diferencia minima significativa honesta.

La mayor inhibicion (89.0 %) de la cepa Gris propagada por conidio (GC) fue
generada por la aplicacion del producto comercial (Switch), mientras que el
producto organico Gobernadora y el extracto al 100 % de concentracién, solo
detuvieron el crecimiento del hongo en 32.11 y 20.23 %, respectivamente, por lo
gue su efectividad con relacién al producto quimico fue 63.92 y 77.26 % menor.
Las cinco concentraciones restantes del extracto de Opuntia, no mostraron

efecto en la reproduccién del hongo.

Los resultados del efecto del producto quimico en la inhibiciéon del crecimiento
del Colletotrichum gloeosporioides de cepa Rosa propagado por micelio,
alcanzaron 92.4 %, en tanto que el mejor de los extractos de Opuntia inhibio
41.75 %. Las concentraciones de 50, 40, 30, 20 y 10 %, detuvieron la
propagacion del micelio por abajo del 31.7 %, siendo el valor mas pobre el
obtenido con 10 % de concentracion (19.8 %), de tal manera que el efecto de

los cinco tratamientos fue superado al menos 60 % por el producto Switch.
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Con respecto al Colletotrichum de cepa Rosa propagado por conidio (RC), se
encontro la mayor inhibicion promedio (91.7 %) como respuesta a la aplicacion
del control comercial quimico, cuya efectividad superdé en 60.99 % al resultado
obtenido por el producto organico y en 68.14 % al efecto de la mayor de las
concentraciones (100 %) del extracto de Opuntia; para las concentraciones
restantes, la inhibicion del crecimiento del hongo se logré solo hasta el 50 y 40
% de concentracién, sin embargo su efectividad estuvo 80 y 87.62 %,

respectivamente, inferior al mejor de los tratamientos.

Bajo estas circunstancias, ninguno de los tratamientos supero al testigo
comercial Switch, sin embargo, los extractos puros (100 %) de Opuntia, tienden
a competir con el extracto comercial organico Gobernadora, aunque la
eficiencia de ambos dificilmente alcanza, al menos el 50 % de la generada por
el producto quimico. Adicionalmente, cabe indicar que hay una tendencia de la
cepa de Collectotrichum Gris a resistir mas que la Rosa, mientras que en
ambos todos los casos la reproduccién por conidio hizo mas complicado el
efecto de la inhibicion del hongo por cualquiera de los tratamientos evaluados.

No se encuentra documentado el efecto de los extractos de Opuntia sobre el
hongo C. gloeosporioides, sin embargo, algunos estudios describen su actividad
en otros microorganismos. Al respecto, Serrano Rojero (2007) realizé un
estudio in vitro sobre el efecto de extracto acuoso de la cdscara de tuna Opuntia
sp. en el crecimiento de Escherichia coli y Salmonella typhi, encontrando que
las variedades Duraznillo Rosa, Charola, Blanca Azucar y Chavefia, inhibieron
significativamente el crecimiento de estos patégenos. Sin embargo, el pH de los
extractos de las variedades por la presencia de los &cidos ascorbico, citrico,
malico y succinico principalmente (Sanchez y Ortega, 1996), influyeron en la
actividad en estos microorganismos. Para el caso del extracto de cascara de la
variedad Duraznillo Rosa (Opuntia leucotricha) con un pH de 4.01, super6 en 14
% la inhibicién que presentd la ampicilina (testigo); en contraste, el extracto de
la variedad Cristalina presento un efecto menor de inhibiciéon a un pH de 5.02.
El autor concluye que existe una influencia directa del pH con la inhibicion del
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crecimiento de esas bacterias, es decir a mayor acidez menor crecimiento de
las mismas.

Asimismo, no se descarta la presencia de alguna otra sustancia quimica en el
extracto responsable del efecto inhibitorio, como algunos carbohidratos
(quitosan) debido a que una pelicula del 0.1 % (p/v) inhibi6 in vitro totalmente el
crecimiento Aspergillus niger (Sebti et al., 2005).

Por otro lado, existen estudios que reportan actividad inhibitoria del hongo por
extractos vegetales. En un estudio en donde se emple6 extracto de ajo (Allium
sativum L.) in vitro, se encontr6 que este tuvo un amplio espectro de accion
contra los 14 hongos que se probaron. Asimismo, C. gloeosporioides fue
controlado por este extracto, manteniendo sanos los frutos de aguacate hasta
un 65.2 % (Reyes, 1996). En estudios realizados por Bafos et al. (2004), se
evidencié que extractos de ajo y eucalipto (Eucaliptus globulus L.) redujeron la
severidad de la antracnosis en frutos de papaya en un 45 y 41.7 %,
respectivamente. Bianchi et al. (1997) observaron que los extractos de bulbo de
ajo inhibieron en un 80 % el crecimiento micelial de C. lindemuthianum (Sacc. y
Mag.).

4.1.4. Comparaciones de medias para la interaccion

Debido a que el andlisis de varianza presentdé efecto significativo en las
interacciones extractos por concentracidbn para los cuatro sistemas de C.
gloeosporioides evaluados (Cuadro 3), se llevé a cabo la comparacion de
medias para evaluar el efecto de dos extractos de O. ficus-indica a diferentes
concentraciones, sobre la inhibicion en el crecimiento de C. gloesporioides
generado de dos cepas y por dos estructuras de reproduccién (Cuadro 6). De
este modo, se observa que el control quimico produjo la mayor inhibicién
(90.77%) en el crecimiento de la cepa gris reproducida por micelio (GM). Cabe
mencionar que entre los extractos, los generados por la variedad Cristalina
tienden a presentar valores mas grandes de inhibicion que los de la variedad
San Martin. Bajo estas circunstancias, el extracto de Cristalina a concentracion

del 100 y 50 %, promovieron inhibiciones de 38.31 y 35.83 %, siendo superadas
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solamente por el producto quimico en un 57.79 y 61.02 %, respectivamente.
Simultdneamente, el testigo organico (Gobernadora), detuvo el crecimiento del
hongo en 34.00 %, siendo estadisticamente menor a los tres previamente
referidos con un 62.54 %. Esta situacion indica que los extractos de la variedad
Cristalina al 100 y 50 % pueden competir en el manejo del hongo cuando se
pretenda utilizar un producto organico. Paralelamente, la disminucion de la
concentracion de los extractos de la opuntia Cristalina fueron reduciendo su
efecto en el control del hongo; sin embargo, exceptuando la concentracion al 10
%, el resto de los tratamientos fueron estadisticamente superiores a las
concentraciones de los extractos de la variedad San Martin, lo que hace pensar
que desde el punto de vista quimico, ésta Ultima no posee la capacidad para

contrarrestar el crecimiento del patdgeno.

Cuadro 6. Comparacion de medias del efecto de dos extractos de Opuntia ficus-
indica a seis concentraciones, sobre el porcentaje de inhibicion de dos cepas

del hongo Colletotrichum gleosporioides propagado por micelio y conidios.

Inhibicién
Tratamiento Extractos Concentracion GM GC RM RC
ficusindica (¥ R R ) %
1 Cristalina 100 38.31b 28.14c 51.12 b 58.42 b
2 Cristalina 50 35.83¢ 0.00 e 48.82c 38.51c
3 Cristalina 40 3214 e 0.00 e 46.03 d 22.71e
4 Cristalina 30 30.17 f 0.00 e 4281 e 0.00 f
5 Cristalina 20 28.92¢g 0.00 e 39.51f 0.00 f
6 Cristalina 10 20.04 i 0.00 e 35.71h 0.00 f
7 San Martin 100 22.69 h 12.34d 33.33i 0.00 f
8 San Martin 50 2042 0.00 e 14.76 0.00 f
9 San Martin 40 18.32j 0.00 e 10.85 k 0.00 f
10 San Martin 30 16.35k 0.00 e 9.211 0.00 f
11 San Martin 20 12.08 | 0.00 e 7.14m 0.00f
12 San Martin 10 8.07m 0.00 e 3.89n 0.00 f
13 Switch Recomendada 90.78 a 89.00 a 92.44 a 91.78a
14 Gobernadora Recomendada 34.00d 32.11b 37.11¢ 35.78d
DMSH 0.88 0.68 0.67 0.71

Medias con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales con base en la prueba de Tukey
(p=<0.05); YT1: Y transformada por tipo de propagacion y tipo de cepa; GM: Cepa gris/micelio; GC: Cepa gris/conidio;
RM: Cepa rosa/micelio; RC: Cepa rosa/conidio. DMSH: diferencia minima significativa honesta.
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En relacidon al hongo de cepa gris reproducido por conidio (GC), se aprecia que
los controles, Switch y Gobernadora, tuvieron estadisticamente el mayor efecto
en la inhibicién del hongo; sin embargo, destaca el control quimico por haber
alcanzado 89 % de inhibicidén, mientras que el organico solo logré 32.11 %, es
decir 63.92 % menos eficiente que el mejor de los tratamientos. En relacion a
los extractos de las variedades San Martin y Cristalina, sélo las concentraciones
al 100 % pudieron inhibir al hongo en 28.14 y 12.34 %, respectivamente, por lo
que su eficiencia fue aun menor (86.13 y 68.4 %, respectivamente) que el
producto quimico, lo que hace suponer que no son un alternativa para el
manejo del hongo cuando es reproducido por conidios. Simultdneamente, se
observé de nuevo que la variedad Cristalina puede ser una mejor opcion que la
variedad San Martin, lo que implica diferencias genéticas y como consecuencia

guimicas entre ambas.

Los resultados para la cepa rosa reproducida por micelio (RM), indican una
mayor susceptibilidad de la misma a los diferentes tratamientos, de tal modo
que el producto quimico Switch, inhibi6é hasta 92.44 % el crecimiento del hongo;
simultaneamente, el extracto de la variedad Cristalina detuvo el crecimiento
desde 52.12 % en la maxima concentracion, hasta 35.71 % al 10 % de
concentracion, siendo ésta Ultima el Unico tratamiento que fue estadisticamente
superado por el producto organico. En relacion a los tratamientos derivados de
la variedad San Martin ninguno alcanz6 mas del 33.33 % de inhibicién del
hongo, de tal modo que nuevamente tuvo un menor comportamiento que el de
la variedad Cristalina. Si bien el manejo del hongo con los extractos de
Cristalina no representa valores por arriba del 52 %, es importante establecer
que una concentracién al 100 % de dicho extracto mostré una eficiencia de 44.
69 % con respecto al Switch, lo que pudiese ser considerado como una opcion,

particularmente cuando se pretenda establecer un manejo integral de patégeno.

Del mismo modo que en casos anteriores, la cepa rosa reproducida por
conidios (RC) resisti6 en mejor medida a los productos aplicados. En este
contexto el producto quimico redujo hasta 91.77 % el crecimiento del patégeno,

mientras que los extractos al 100, 50, y 40 % de la variedad Cristalina,
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inhibieron al hongo en 58.42, 38.51 y 22.71 %, respectivamente, siendo éste

ultimo superado por el control organico, que alcanzé 35.77 % de inhibicion.

Con base en los resultados anteriores, queda demostrado que hay un efecto de
interaccion de los factores evaluados, donde el producto comercial Switch
genera un efecto similar en cualquiera de las condiciones del hongo. En el caso
de los extractos, es evidente que el mayor efecto es generado por la variedad
Cristalina, lo que implica que genéticamente y por lo tanto quimicamente, puede
ser explotada para generar productos que inhiban el crecimiento de los hongos,
gue inclusive superen al del producto organico (Gobernadora) utilizado como
control en este experimento. Adicionalmente, la concentracion fue determinante,
pues se observd de manera paralela, una menor eficiencia a medida que la
concentracion disminuy6, ademas de que la cepa rosa es mas susceptible al

manejo particularmente cuando fue reproducida por micelio.

4.2. Actividad fungistéatica de extractos de Phytolacca icosandra, Arundo
donax y Sida acuta

Numéricamente, el rendimiento del extracto de Arundo donax fue mayor que del
obtenido en Phytolacca icosandra y Sida acuta, los cuales fueron relativamente

similares entre ellos (Cuadro 7).

Cuadro 7. Rendimiento de extractos vegetales de Phytolacca icosandra, Arundo
donax y Sida acuta

Planta Disolvente Rendimiento (g 100 g”' de p.
S.)
Phytolacca icosandra Hexano 28.36
Arundo donax Metanol 36.79
Sida acuta Metanol 26.38

4.2.1. Andlisis de varianza de la inhibicion de C. gloeosporioides

Los resultados del efecto seis concentraciones (tratamientos) del extracto
metandlico de Arundo donax y Sida acuta, asi como el hexanico de Phytolacca

icosandra sobre la inhibicion del crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides

49



generado de los dos tipos de cepa Rosa (R) y Gris (G) propagados por micelio
(M) y conidio (C), fueron sometidos a un andlisis de varianza (Cuadro 8). Los
resultados mostraron diferencia significativa de los extractos, la concentracion y
Su interaccion, sobre el porcentaje de inhibicion de los diferentes tipos de cepa
y propagacion (TC-TP) de C. gloeosporioides. Los coeficientes de variacion
para las cuatro variables presentaron valores inferiores a 1.5 %, lo que implica

una buena confiabilidad de los resultados obtenidos.

Cuadro 8. Cuadrados medios del analisis de varianza de la inhibicion de dos
cepas del hongo Colletotrichum gloeosporioides por los extractos de Phytolacca
icosandra, Arundo donax y Sida acuta en dos condiciones de propagacion.

Cuadrados Medios

F.V. GL GM GC RM RC
Extracto 4 39256.75** 31913.17* 39909.97* 31980.71*
Concentracion 5 4009.98* 6140.81* 4292.05* 6723.61*
Extracto*Concentracion 10 932.89* 2648.07* 819.06** 2551.79*
Error 160 0.09 0.08 0.08 0.098
Total 179

CV. 1.04 1.09 0.87 1.14

FV: fuente de variacion; GL: Grados d Libertad; GM: Cepa gris/micelio; GC: Cepa gris/conidios; RM: Cepa
rosa/micelio; RC: Cepa rosa/conidios; CV: Coeficiente de Variacion; ** significativo (P<0.05); NS: No significativo.

4.2.2. Comparaciones de medias para el efecto de extracto

Debido a que los valores de inhibicion se tomaron en porcentaje, fue necesaria
una transformaciéon de los mismos para poder ser manejados bajo una
distribucion normal. En este contexto en los cuadros de comparaciones de
medias se crearon dos columnas; la primera que reporta los valores originales y
la segunda que contiene los valores transformados con los respectivos

estadisticos de la prueba de Tukey.

Los resultados de la prueba de comparaciéon de medias de Tukey (Cuadro 9),
muestran un efecto positivo del producto comercial Switch sobre el porcentaje
de inhibicién de la cepa Gris de C. gloeosporioides propagada por micelio (GM),
alcanzando una reduccion hasta de 90.77 %; es decir 15.42 y 62.54 % mas que
la inhibicion promovida por el extracto de P. icosandra y por el testigo organico
(Gobernadora); adicionalmente, la influencia de los extractos de A. donax y S.

acuta fue poco significativa (2.8 y 1.84 %, respectivamente), particularmente si
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se compara con el mejor de los tratamientos (Switch) cuya eficiencia fue en

97.02 y 97.97 % mayor que estos dos.

Cuadro 9. Comparacion de medias del efecto de los extractos de Phytolacca
icosandra, Arundo donax y Sida acuta, sobre el porcentaje de inhibicién de dos
cepas del hongo Colletotrichum gleosporioides propagado por micelio y
conidios.

Inhibicion (%)

Extracto GM GC RM RC

Real YT1 Real YT2 Real YT3 Real YT4

P. icosandra 76.77 66.84b" 68.62 59.10b 8125 71.15b 70.83 60.66b

S. acuta 1.84 431e 1.71 412e 4.08 8.88d 3.28 6.56d
A. donax 2.7 5.60d 2.21 4.89d 3.72 7.73 e 2.66 591e

Producto 90.77 72.34a 89 70.65 a 92.44 74.06 a 91.77 73.36a
comercial Switch

Producto 34 35.66 ¢ 32.11 3451c 37.11 37.53¢c 35.77 36.73c

comercial

organico

Gobernadora
DMSH 0.27 0.25 0.25 0.28

Medias con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales con base en la prueba de Tukey
(p=0.05); YT1: Y transformada por tipo de propagacion y tipo de cepa; GM: Cepa gris/micelio; GC: Cepa gris/conidio;
RM: Cepa rosa/micelio; RC: Cepa rosal/conidio. DMSH: diferencia minima significativa honesta.

En el Cuadro 9, los resultados muestran para la cepa gris propagada por
conidio (GC), un 89 % de inhibicibn como consecuencia de la aplicacion de
Switch, superando estadisticamente en 22.89 % al efecto del extracto de P.
icosandra, y 63. 93 % al del control organico comercial (Gobernadora);
adicionalmente es mayor en 97.51 % el extracto de A. donax, y un 98.07 % el
extracto de S. acuta. Del mismo modo que en GM, los extractos de A. donax y
S. acuta fueron poco efectivos al no inhibir el crecimiento de C. gloeosporioides
por arriba de 2.1 %.

El producto quimico inhibié 92.44 % el crecimiento de C. gloeosporioides de
cepa Rosa propagada por micelio (RM), de tal modo que superd
estadisticamente en 12.10 % al resultado promovido por el extracto de P.
icosandra, el cual a su vez fue mayor que el efecto logrado por Gobernadora

(control comercial organico), cuyo comportamiento fue 40.14 % menor que
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Switch. Los extractos de A. donax y S. acuta nuevamente no reflejan una
influencia significativa en la reduccién del crecimiento del hongo al no superar el

3.72 y 4.08 % la inhibicién del patégeno.

Finalmente, el hongo de cepa Rosa propagada por conidios (RC) tuvo una
inhibicion con el control quimico (Swich) del 91.77 %, y supero estadisticamente
en 22.81 % a lo generado por el extracto de P. icosandra, asi como 61.02 % al
efecto del control organico (Gobernadora). La eficiencia de los extractos de A.
donax y S. acuta fueron 97.16 y en 96.42 % menores que el observado con el

producto comercial Switch.

Con base en los resultados anteriores, es evidente que el control quimico no
inhibe al 100 % el crecimiento del hongo; sin embargo, mostré la mayor
inhabilitacion del C. gloeosporioides en todas las cepas y modos de
reproduccion, donde adicionalmente la eficiencia de inhibicion del extracto de P.
icosandra fue de 12 a 22 % menor que el de Switch, lo que para algunos
investigadores puede ser considerada una buena alternativa para el manejo de
la enfermedad por ser organico. Por otra parte, el uso del producto comercial
organico (Gobernadora) y particularmente de los extractos A. donax y S. acuta
no son una buena alternativa para neutralizar el crecimiento del hongo por su

baja eficiencia de accion.

Cabe destacar que la inhibicion del crecimiento del hongo se vio afectada por el
tipo de cepa de origen; la rosa es mas susceptible que la gris con cualquiera de
los extractos. Asimismo, el tipo de reproduccion también tuvo un rol
determinante, debido a que las cepas reproducidas por micelio fueron mas

susceptibles que las generadas por conidio.

4.2.3. Comparaciones de medias para el efecto de concentraciones

Los resultados del cuadro de comparacion de medias de Tukey, referentes al
efecto de concentraciones de extractos de P. icosandra, A. donax y S. acuta
sobre la inhibicion en el crecimiento de dos razas de C. gloeosporioides
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propagadas por micelio y conidio (Cuadro 10), muestran que el producto
comercial Switch inhibié en 90.77 % al hongo de la cepa gris propagada por
micelio (GM), el cual superd estad siticamenteen 43.69 % a la mejor de las
concentraciones (100 %), con la cual se afectd 40.7 % el crecimiento del
patdogeno. La reduccion en la concentracion de los extractos manifestd un
incremento paralelo en la inhibicion en el crecimiento del hongo, de tal forma
que el control menos eficiente fue el que se obtuvo con la concentracién al 10
%. Cabe mencionar que el testigo organico (Gobernadora) fue superado por los
extractos aplicados al 100 y 50 %, por lo que éstos podrian ser considerados
para el manejo del fitopatdgeno cuando se pretenda excluir en el manejo el uso
de productos quimicos.

Cuadro 10. Comparacion de medias del efecto de los extractos a seis
concentraciones, sobre el porcentaje de inhibicion de dos cepas del hongo
Colletotrichum gleosporioides propagado por micelio y conidios.

Inhibicidn (%)

Concentracion GM GC RM RC
(%) Real YT1 Real YT2 Real YT3 Real YT4
100 40.73 42.91b" 39.15 41.45b 422 4415b 40.73 42.83b
50 35.57 35.93¢ 35.36 36.58c 37.03 39.07c 36.81 38.80c
40 30.48 2433 e 29.91 23.77e 3485 3427e 3112 27.29e
30 28.45 22.50f 25.06 20.04f 3291 29.36f 28.40 22.46f
20 17.74 15.24g 16.21 1439g 1951 16.22g 17.10 14.88
g
10 10.86 11.60h 0.0 0.0h 12.32 12.48h 0.0 0.0h
Producto 90.77 72.34a 89 70.65a 9244 7406a 9177 73.36a
comercial Switch
Prodlgcrwé‘;?gercia' 34 35.66d 32.11 3451d 37.11 37.53d 3577 36.73d
Gobgmadora
DMSH 0.30 0.28 0.28 0.32

Medias con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales con base en la prueba de Tukey
(p=<0.05); YT1: Y transformada por tipo de propagacion y tipo de cepa; GM: Cepa gris/micelio; GC: Cepa gris/conidio;
RM: Cepa rosa/micelio; RC: Cepa rosal/conidio. DMSH: diferencia minima significativa honesta.

La cepa gris propagada por conidio (GC) tuvo una inhibicién del 89 % por la
aplicacion del control comercial quimico, esto es 56 y 60.26 % mejor que el
efecto de las mejores concentraciones de los extractos (100 y 50 %,
respectivamente) y 63.92 % que el control organico Gobernadora. Una

reduccion de inhibicion del crecimiento del hongo se observé a medida que la
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concentracion de los extractos fue mas bajo, alcanzando un efecto nulo al 10 %

de concentracion.

La mayor inhibicion (92.44 %) en el crecimiento de la cepa Rosa propagada por
micelio (RM) fue promovida por la aplicacion de Switch, mientras que el mejor
de los extractos evaluados (al 100 % de concentracion) sélo inhibié 42.2 % al
patégeno, es decir 54.34 % menos que el producto quimico comercial. Los
extractos a concentraciones de 50 y 100 %, superaron estadisticamente el
producto organico comercial, no asi el resto de los tratamientos cuya eficiencia

fue menor conforme la concentraciéon descendid.

Para el caso de la cepa Rosa propagada por conidio (RC), se encontré una
inhibicion del hongo de 91.7 % por la aplicacion del tesigo quimico, el que a su
vez super0d estadisticamente al efecto de los extractos a concentraciones de
100 y 50 %, lo que representa 55.61 y 59.88 % menos eficiencia que el mejor
de los tratamientos; en el mismo contexto, el control organico (Gobernadora)
fue menor en 61.02 %, y el resto de las concentraciones no contrarrestaron el

crecimiento del patdgeno por arriba del 35 %.

Bajo estas circunstancias, la inhibicion del C. gloeosporioides en las cuatro
modalidades evaluadas, la aplicacion del producto quimico Switch fue la Unica
alternativa que permitié el control del patégeno por arriba de al menos 89 %, de
tal modo que queda abierta la busqueda de la alternativa que contrarreste
totalmente al hospedero. Adicionalmente, los extractos en concentraciones de
100 y 50 %, si bien tienen una eficiencia en el control del hongo menor al 50 %
con respecto Switch, superan estadisticamente al testigo organico
(Gobernadora), de tal modo que dichos productos pueden ser considerados
para el manejo del hospedero cuando se trate de un manejo organico, o bien
como parte de un programa integral. Los extractos a concentraciones menores
al 40 %, no pueden ser considerados como una buena alternativa para reducir
la inhibicion del C. gloeosporioides s, debido a que su eficiencia no fue mayor al

37 %, con respecto al mejor de los tratamientos (Switch).
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Cabe destacar que la efectividad del control quimico comercial Switch se debe
a que este se encuentra conformado de ciprodinil en un 37.5 % que posee un
caracter sistémico, debido a que altera la sintesis de algunos aminoacidos y de
fludioxonil en un 25 % el cual inhibe la germinacién de conidios y el crecimiento

del tubo germinativo y del micelio.
4.2.4. Comparaciones de medias para la interaccion

Debido a que el analisis de varianza se presentd efecto significativo de las
interacciones de extractos por concentracion para los cuatro sistemas de C.
gloeosporioides evaluados (Cuadro 8 ), se procedi6 a llevar a cabo una prueba
de comparacion de medias (Cuadro 11) donde se observa que la cepa gris
propagada por micelio (GM) fue inhibida al 100% por el extracto de P. icosandra
a concentraciones de 100 y 50 %, mientras que a 40 %, el efecto inhibitorio fue
de 91.46 %, superando inclusive a lo logrado por el control quimico Switch
(90.78 %); extracto de P. icosandra diluido al 30 fue 15 % menos eficiente que
el mejor de los tratamientos, mientras que las concentraciones restantes no
inhiben mas del 50 % del crecimiento. Los extractos de S. acuta y A.donax, no
mostraron buena eficiencia en el control del fitopatogeno al no detener el

crecimiento por arriba del 13.35 y 8.83 %, respectivamente.

El efecto de los extractos vegetales en la cepa gris propagada por conidios
(GC), promovieron un inhibicién total con el extracto de P. icosandra a
concentraciones del 100 y 50 %, mientras que el efecto de 40 % de
concentracion y el control quimico detuvieron el crecimiento del hongo en 89.75
y 89 %, respectivamente. Los extractos de P. icosandra al 40 y 30 %, superaron
el efecto del producto comercial organico, mientras que los mejores resultados
de los extractos de S. acuta y A.donax (8.4 y 9.13 %, respectivamente), se
lograron a 100 % de concentracion, de tal modo que nuevamente no fueron

eficaces para contrarrestar el crecimiento del hospedero.
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Cuadro 11. Comparacion de medias del efecto de los extractos de Phytolacca
icosandra, Arundo donax y Sida acuta a seis concentraciones, sobre el
porcentaje de inhibicion de dos cepas del hongo Colletotrichum gleosporioides
propagado por micelio y conidios.

Inhibicion
Tratamiento  Extractos Concentracion GM GC RM RC
(%) (%) (%) (%) (%)

1 P. icosandra 100 100 a 100 a 100 a 100 a
2 P. icosandra 50 100 a 100 a 100 a 100 a
3 P. icosandra 40 91.46 b 89.75b 98.41b 90.37 ¢
4 P. icosandra 30 85.38d 75.18d 95.73 ¢ 85.22d
5 P. icosandra 20 51.27 e 46.84 e 56.38 e 49.41e
6 P. icosandra 10 32.58¢ 0k 36.98 f Ok
7 S. acuta 100 8.83i 8.34h 9.96 h 7.62h
8 S. acuta 50 2.24 k 1.92] 5.52i 5.37i
9 S. acuta 40 0l 0k 3.87] 2.99]
10 S. acuta 30 ol 0Ok 3.02k ok
11 S. acuta 20 0l 0k om 0Ok
12 S. acuta 10 ol 0Ok om 0k
13 A.donax 100 13.35h 9.13¢g 16.64 g 14.61 g
14 A. donax g 4.47 ] 4.18i 5.57i 5.07i
15 A. donax 40 ol 0Ok 2.291 Ok
16 A. donax 30 0l 0k om Ok
17 A. donax 20 ol 0Ok oOm Ok
18 A. donax 10 0l 0k om Ok
19 Switch Recomendada 90.78 ¢ 89c 92.44d 91.78 b
20 Gobernadora Recomendada 34 f 32.11f 37.11f 35.78 f

DMSH 0.64 0.60 0.52 0.64

Medias con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales con base en la prueba de Tukey
(p=0.05); YT1: Y transformada por tipo de propagacion y tipo de cepa; GM: Cepa gris/micelio; GC: Cepa gris/conidio;
RM: Cepa rosa/micelio; RC: Cepa rosal/conidio. DMSH: diferencia minima significativa honesta.

Para el caso de la cepa rosa propagada por micelio (RM), el extracto de P.
icosandra inhibié en su totalidad al hongo en concentraciones del 100 y 50 %,
superando a la aplicacion al 40 % y 30 % de concentracion, asi como al testigo

quimico (Switch) en 1.5, 4.27 y 7.56 %, respectivamente, lo que implica que
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estos ultimos detuvieron el crecimiento por arriba del 92 %, siendo una buena
alternativa para el manejo de la enfermedad. El resto de las concentraciones de
P. icosandra no inhibieron mas alla del 50 % al hongo, en tanto que los mejores
de los extractos de Arundo donax y Sida acuta, logrados con 100 % de
concentracion, solo alcanzaron afectar en 16.64 y 9.96 % el incremento del

hospedero.

Una dindmica similar a las tres anteriores fue observada en la cepa rosa
propagada por conidio (RC) ya que el extracto de P. icosandra inhibio al 100%
el crecimiento del hongo a concentraciones del 100 y 50 %, superando al
quimico Switch en 8.22 % y a las concentraciones de 40, 30 y 20 % de P.
icosandra 9.63, 14.78, 50.59 %, con inhibiciones del 90.37, 85.22 y 49.41 %,
respectivamente. El testigo organico (Gobernadora) fue 64.22 % menos
eficiente que los mejores tratamientos, asi como los extractos al 100 % de
concentracion de S. acuta y A. donax las cuales solo alcanzaron a inhibir el

crecimiento de las colonias en 7.62 y 14.61 %.

El efecto del control quimico con Switch mantuvo porcentajes por arriba del 89
% de inhibicidén, no obstante, se puede establecer que el extracto vegetal de P.
icosandra al mostrar el mayor efecto para el manejo de C. gloeosporioides, a
concentraciones del 100, 50 y 40 %, puede ser una buena alternativa para el
control organico del patdgeno, no asi para los extractos de A. donax y S. acuta
debido a que resultaron ser poco eficientes para el manejo del hongo C.
gloeosporioides. Cabe destacar que el andlisis indicé que la cepa rosa fue mas
susceptible a los tratamientos que cepa gris, ademas que los extractos fueron

menos eficientes ante los hongos propagados por conidios.
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4.3. Concentracion Inhibitoria Media (Clso)

Los resultados de la Concentracion inhibitoria media (Clsg) determinada
mediante un analisis Probit, muestran que la Clso del extracto de P. icosandra,
es de 13.88 % en la condicion (RM); para la condicion (GM) se obtuvo de
15.82 %, mientras que para los hongos propagados por conidio, es
recomendable concentraciones de 20.58 y 21.42 % para las cepas Rosa y Gris,
respectivamente (Figura 9). El extracto de O. ficus-indica var. Cristalina se
necesita a concentraciones del 74.82 % en la condicion (RM) y una
concentracion del 76.35 % en condicion (RC). Los valores de Clsy coinciden con
los resultados anteriores, ya que confirman que el extracto metandlico de P.
icosandra presentd mayor efecto fungiestatico en el hongo que los extractos
restantes, debido a que con una menor concentracion (13.88 %) se logro6 la
inhibicion de 50 % del desarrollo del micelio de la cepa Rosa. Cabe destacar
que este hongo C. gloeosporioides es una especie de las mas agresivas
pertenecientes a este género, ya que es considerado uno de los hongos mas
exitosos en el ataque a vegetales (Nuiiez, 2012).

25

21.42 20.58

20
15.82
15 - 13.88
10
5 -
0 - T T T
GM RM GC RC

CM: Cepa Gris/micelio; RM: Cepa Rosa/micelio; GC: Cepa Gris/conidio; RC: Rosalconidio

Concentracion (%)

Figura 9. Concentracion Inhibitoria Media (Clsp) de los extractos de P. icosandra
en dos condiciones de propagacion y dos cepas de C. gloeosporioides.
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El efecto de los extractos para el caso de P. icosandra y de O. ficus-indica var.
Cristalina, se podrian explicar a varias razones: a) debido a la afectacion de
algunas las rutas metabdlicas del hongo evitando la correcta absorcién de
nutrientes(Drori et al., 2003; Prusky et al., 2001; Serrano-Rojero, 2007); b)
imposibilidad de activar las vias de transduccidén de sefales involucradas en la
diferenciacion y germinacion de conidios(Yakoby et al., 2000 y Prusky et al,.

2001); c) a la composicion quimica de los extractos de cada especie vegetal.

El efecto del extracto de P. icosandra se puede atribuir a la presencia reportada
de saponinas esteroidales formadas por triterpenoides tetraciclicos,
identificadas en extractos etandlicos de P. icosandra (Lopez-Fuentes, 2000).
Sparg et al. (2004) sefialan que diferentes especies del género Phytolacca
(Phytolaccaceae) contienen saponinas y muestran actividad fungicida, asi como
molusquicida (Treyvaud et al., 2000). En el estudio fitoquimico realizado por
Angeles-Martinez et al. (2011) identificaron cualitativamente la presencia
terpenoides en P. icosandra a lo que atribuyen en parte la actividad del extracto
contra Trialeurodes vaporariorum. Treyvaud et al. (2000), asi como, Sparg et al.
(2004) describen la presencia de saponinas (terpenoides) con efectos toxicos
(Abdel-Gawad et al., 1999) y efectos antimicGticos en los extractos de Solanum
chrysotrichum (Zamilpa et al., 2002). Al respecto, se ha utilizado el cultivo de
células de Solanum chrysotruchum como una alternativa para la produccion de
saponinas con actividad antimicética (Villareal et al., 1998). Cheeke (2000)
seflala que las saponinas de diferentes fuentes vegetales varian ampliamente
en su toxicidad y efectos farmacolégicos, como fisioldgicos relacionado a su
estructura quimicas. Este tipo de metabolitos se han reportado en plantas que

poseen actividad fungicida como Diascorea composita (Ousbourn, 1996).

En extractos de A. donax se reportan la presencia de alcaloides (Kruzhaev et
al., 2004; Zhalolov et al., 2000) y terpenoides (Miles et al., 1993). Smith (1977)
sefiala la toxicidad de A. donax por la presencia de derivados indolalquilaminas
(triptaminas) y S. acuta se reporta la presencia de alcaloides (Karou et al.,
2003 ; 2005; Banzouzi et al., 2004); flavonoides (Prakash et al., 1981 ; Angeles
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et al., 2011) y terpenoides (Karou et al., 2007; Angeles et al., 2011), sin
embargo no se describe la presencia de saponinas, lo cual podria explicar en
parte los resultados obtenidos en el presente estudio.

Las diferencias que existen entre las variaciones de la actividad por tipo de
cepa y forma de propagacion del hongo y tipo de extracto son marcadas,
ademas, se observl que existe una respuesta diferencial del hongo debido a la
composicidbn quimica de los extractos. Lo que podria explicar el efecto
fungistatico en mayor medida del extracto de P. icosandra seguido del extracto
de O. ficus-indica var. Cristalina.

8. CONCLUSIONES

El producto comercial Switch inhibié entre el 89 y 92 % el crecimiento de

Colletotrichum gloeosporioides

Entre los extractos de O. ficus indica, el de la variedad Cristalina mostré el
mejor efecto inhibitorio al 100 % de concentracion, aunque no redujo el

crecimiento del Colletotrichum gloeosporioides por arriba del 58 %.

Un porcentaje total de inhibicién de Colletotrichum gloeosporioides, fue logrado
por la aplicacion del extracto de Phytolacca icosandra al 50 % de concentraciéon

en cualquiera de las cepas y modos de reproduccion estudiados.

El uso de extractos de Arundo donax y Sida acuta, no son una alternativa para

el control de Colletotrichum gloeosporioides.

La cepa rosa de Colletotrichum gloeosporioides propagada por micelio, fue la
mas susceptible a la inhibicion de su crecimiento como respuesta a la aplicacion

de los tratamientos evaluados.
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Anexo 1

MEDIOS DE CULTIVO
MEDIO SOLIDO PDA (Potato Dextrosa Agar)

Para la elaboracién del medio PDA, el procedimiento es mucho méas sencillo
puesto que ya esta comercializado en polvo y so6lo es necesario disolverlo en

agua destilada (en las proporciones adecuadas) y agitar.

Para utilizar el PDA ya elaborado, solo se suspendié 39 g del medio en un litro
de agua purificada. Calent6é con agitacion suave hasta su completa disolucion.
Y se dejé hervir durante un minuto, para posteriormente esterilizar en autoclave
a 121°C (15 libras de presion) durante 15 minutos para después poner a enfriar

a una temperatura entre 45-50 °C y vaciar en placas de Petri estériles.

Simultdneamente podemos esterilizar papeles de filtro del didmetro de una
placa Petri (que pueden ser empleados para realizar una posterior inoculacién
vegetativa) y los introducimos dentro de una placa de vidrio (que resiste la T2

del autoclave) para su esterilizacion junto con el medio.

Una vez preparadas las disoluciones y antes de proceder a su utilizacion, es
necesario esterilizarlas en autoclave (15-20 minutos a 121° C).

La esterilizacion se realiza para asegurar que el medio preparado no contenga
microorganismos ni otros contaminantes. Podemos esterilizar el medio
directamente en el Erlenmeyer colocandole un algoddén hidrofobo y papel de
aluminio para taparlo.

Los medios esterilizados hay que mantenerlos en un bafio a 50-60 °C durante

unos 30 minutos para bajar la temperatura (French y Hebert, 1982).
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Anexo 2
CONTEO EN LA CAMARA DE NEUBAUER

Portaobjetos que tiene dos zonas ligeramente deprimidas y que en el fondo

tiene una cuadricula de dimensiones conocidas.

Particulas por pl=(particulas contadas)/(superficie contada (mm?)-profundidad

de la camara(mm)- dilucién)

ol M

002mm Q0 mm

Figura 10: Recuento de los 5 cuadros grandes de la camara de Neubauer

Célculo de la concentracion.
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Aplicamos la férmula del calculo de concentracion celular.

nomero de células
Conceniracion fcel / ml} = ——————
Valumen len mil)

El ndmero de células es la suma de todas las células contadas en todos los
cuadros. EIl volumen es el volumen total de todos los cuadros donde hemos
hecho el recuento. Como el volumen de 1 cuadro grande es : 0,1 cm x 0,1 cm =
0,01 cm2 de superficie 0,01 cm2 * 0,1 mm (profundidad) = 0,01 cm2 * 0,01 cm
= 0,0001 cm3 = 0,0001 ml. La férmula para recuento con cuadros grandes en

camara de Neubauer.

numero de celulas x 10.000

Concentracion =
nimero de cuadros
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Anexo 3

Tipo de inoculo

Concentracion %

Cepa gris

Extracto O. ficus- indica
Cristalina.

Hongo por micelio

10

20

30
Testigo

40
Control gobernadora

50

100
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Tipo de inoculo Concentracion %
Micelio 10
Ceoarosa
Extrcato O. ficus-indica
Var. Cristalina
20
30
Control Swich
40
50
100
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Tipo de inoculo

Concentracion %

Ceparosa
Extraco O. ficus-indica
San Martin

10

20
Contol Swicth
30
40
Control organico
Gobernadora
50
100
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Tipo de inoculo Concentracion %
Cepa gris 10
Extracto O. ficus-indica
San Martin
20
30
40
50
100
Tipo de inoculo Concentracién %
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Inéculo 105 10
Cepa rosa
Extracto O. ficus-indica
Cristalina
20
30
Control gobernadora
40
50
100
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Tipo de inoculo Concentracion %
Inéculo 10 5 10
Cepa rosa
O. ficus-indica San Martin
20
30
Control Gobernadora
40
50
100
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Tipo de inoculo Concentracion %
Inécilo 10
Cepa gris
Extracto O.puntia ficus-indica
Var. cristalina
20
30
40
50
100

79



Tipo de inoculo Concentracion %
Inécuo 10 5 10
Cepa gris
Extracto O. ficus-indica
Var. San Martin
20
30
40
50
100
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Tipo de inoculo Concentracion %
Micelio 10
Cepa gris
Phytolacca icosandra
20
30
40
50
100
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Tipo de inoculo Concentracion %
Micelio 10
Cepa rosa
Phytolacca icosandra
20
30
40
50
100
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Tipo de inoculo Concentracion %
Inéculo 10 5 10
Cepa rosa
Extracto Phytolacca icosanda
20
30
40
50
100
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Tipo de inoculo Concentracion %
Inoculo 10 5 10
Cepa rosa
Extracto Phytolacca icosandra
20
30
Control Gobernadora
40
50
100
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Tipo de inoculo Concentracion %
Inéculo 10 5 10
Cepa gris
Extracto Sida acuta
20
30
40
50
100
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Tipo de inoculo Concentracion %
Inéculo 10 5 10
Cepa rosa
Extracto Sida acuta
20
30
40
50
100
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Tipo de inoculo Concentracion %
Inéculo 105 10
Cepa gris
Extracto Arundo donax
20
30
40
50
100
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Tipo de inoculo Concentracion %
Inéculo 105 10
Cepa rosa
Extracto Arundo donax
20
30
40
50
100
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