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RESUMEN

En la actualidad el monocultivo ha incrementado el uso indiscriminado de
productos quimicos para la produccién de alimentos, hoy en dia la poblacién
demanda productos sanos, libre de pesticidas. La Estimacion del Efecto Inhibitorio
de Alternaria solani Y Aspergillus flavus con Cinco Extractos Vegetales, presenta
una alternativa como en la produccion organica, este estudio se llevé a cabo en el
laboratorio Patosistemas Agricolas del departamento de Fitomejoramiento de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), Saltillo, México. Donde se

obtuvieron cada concentracion de los extractos correspondientes.

Los materiales utilizados en este experimento bajo condiciones In vitro que se
evaluaron, Allium sativum (Ajo), Larrea tridentata (Gobernadora), Syzygium
aromaticum (Clavo), Rosmarinus officinalis (Romero), Cinnamomum zeylannicum
(Canela), Tecto 60 (Tiabendazol), PDA como medio de cultivo, cada una de los
extractos fueron a concentraciones de 1, 3, 6y 9 %, las lecturas a 6 dias después de
la incubacion, los resultados que se obtuvieron como mejores concentraciones son a
partir de la segunda concentracion comparados con el testigo tecto 60. Se demostro
gue tres de los extractos obtuvieron los mejores resultados para el control del
crecimiento micelial de Alternaria solani y Aspergillus flavus y la relacion que existe al

variar la concentracion entre estos.

Palabras claves: Alternaria solani, Aspergillus flavus, Extractos vegetales.
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INTRODUCCION

Desde los afos cuarenta, el uso de plaguicidas ha aumentado de una manera
continua, llegando a cinco millones de toneladas en 1995 a escala mundial. Se ha
establecido que soélo un 0.1 por ciento de la cantidad de plaguicidas aplicado llega a
la plaga, mientras que el restante circula por el medio ambiente, contaminando
posiblemente el suelo, agua y la biota; por lo tanto, es necesario conocer el destino
final y la toxicidad no prevista de estos plaguicidas para evaluar con certeza el riesgo
asociado a su uso (Carvalho et al, 1998).

La agricultura moderna (basada en mecanismos modernos, conservacion y
mejoramiento de sistemas de informacion, vinculada al sistema capitalista), el
monocultivo, ha provocado el uso intensivo e indiscriminado principalmente de
pesticidas, fertilizantes quimicos y maquinaria, dando como resultado el desarrollo
de la resistencia de los patdégenos a los agroquimicos sintéticos, es de esta manera
gue en la actualidad la liberacién de la economia y el funcionamiento del campo
mediante técnicas modernas nos ha vendado los ojos, hemos impulsado un modelo
de crecimiento carente de sustentabilidad, esto conlleva a una mayor
contaminacioén ambiental, productos agricolas y mas problemas de salud para los

humanos.

La tendencia de la actividad agricola mundial, de reducir la dependencia de
guimicos sintéticos y el tamafio de las areas dedicadas a la agricultura, sin que esto
afecte el volumen y calidad de la produccion de alimentos, lo anterior ha impulsado a
los investigadores a generar alternativas que permitan hacer mas eficiente la

produccidon con menor uso de agroquimicos.

Las actividades agricolas sustentables que utilizan técnicas y productos
amigables con el ambiente, asi como los alimentos organicos producidos sin

pesticidas ni agroquimicos de sintesis resultan en productos sanos para el
1



consumidor y con grandes beneficios al medio ambiente, antes, durante y después
de su produccion, es lo que actualmente esta siendo demandado en todo el mundo,
ya que los sistemas de produccion ecolégicos y organicos, permiten la conservacion
y mejoramiento de los recursos naturales, tales como agua, suelo, aire, en fin la

biodiversidad.

La informacion que circula en medios electrénicos o impresos para el control
de patdgenos estan enfocados con el uso de pesticidas para su empleo en la
produccién de cultivos, se enfocan en el tema de agroquimicos sintéticos, los cuales
se empezaron a utilizar abundantemente en los afios posteriores a la segunda
guerra mundial; en muy pocos casos la literatura sobre fitosanidad trata sobre
aspectos relacionados con los ingredientes activos de las plantas, asi como los
extractos y aceites esenciales que de ellas se obtienen para ser empleados como
pesticidas organicos. Los extractos de plantas con propiedades fungicidas 6
fungistaticas, han venido recibiendo una renovada atencién en los ultimos afios
debido a las presiones sociales de grupos ambientalistas, de gobiernos de paises
desarrollados, y mas recientemente de organismos no gubernamentales que
demandan el uso de productos que promuevan una agricultura sustentable para

beneficio de humanos, animales y los ecosistemas, (Lira-Saldivar., 2007).

Existen mas de 2 000 especies de plantas con propiedades insecticidas que
han sido caracterizadas mundialmente (Grainge and Ahmed, 1988), en México
Montes-Belmont et al, (2000) sefialan que se han probado méas de 200 especies de
plantas contra la actividad de unas 26 especies de hongos fitopatdgenos, tanto en
pruebas de laboratorio, invernadero y campo. La formulacién de productos vegetales
utilizados han sido: extractos acuosos, metanolicos, etandlicos y hexanicos; polvos,

aceites esenciales y metabolitos secundarios antifingicos.



Historicamente los productos de la herbolaria han sido usados mucho antes
que cualquier otra clase de pesticidas sintéticos. En la antigliedad los chinos,
griegos y romanos usaron extractos de plantas mezclados con azufre y arsénico
(NAS, 1969; Tschirley, 1979). En los trépicos de la India, el uso del arbol de neem
(Azdirachta indica), ha sido reportado en antiguos manuscritos que datan desde
hace méas de 4,000 afios (Larson, 1989).

En los extractos vegetales, las plantas sintetizan una gran variedad de
metabolitos secundarios para defenderse del ataque de patégenos y depredadores
(Hopkins, 1999). La obtencion de extractos vegetales conteniendo estos metabolitos
se ha realizado en agua o en otros disolventes dependiendo de su polaridad y en
forma de polvos (Bautista-Bafios et al., 2002a; Stange et al., 2001; Abou-Jawdah et
al., 2002; Bautista-Bafos et al., 2003a).

Su actividad antimicrobiana ha sido relacionada con la actividad biol6gica de
los mismos. Si consideramos que los compuestos obtenidos de las plantas en su
mayoria son biodegrables e inocuos y que en Meéxico se encuentran
aproximadamente el 10% de las especies de plantas superiores del mundo y mas
del 50% de ellas son habitantes exclusivas de nuestro pais (CONABIO, 2006),
resultaria muy interesante explorar el potencial de empleo de los extractos vegetales

para controlar las enfermedades de postcosecha.

Diversos productos obtenidos de las plantas presentan caracter
antimicrobiano, dentro de los principales compuestos derivados de las mismas,
destacan los flavonoides, fenoles, terpenos y aceites esenciales, alcaloides y
lectinas y polipéptidos. Se conoce que los mecanismos a través de los cuales estos
compuestos actian son variables, por ejemplo, la inhibicion enzimética (fenoles),
probable rompimiento de la membrana través de compuestos lipofilicos (terpenos y
aceites esenciales), intercalacion con el DNA (alcaloides) y por ultimo se conoce que

pueden formar canales idénicos en la membrana microbiana o causar inhibicién



competitiva por la adhesion de proteinas microbianas a los receptores
(polisacéaridos) del hospedero como lectinas y polipéptidos (Cowan, 1999). Sus
propiedades fungistaticas o fungicidas varian de acuerdo a la época del afio y al

organo de la planta empleado (semilla, raiz, hojas, etc.) (Bautista y Barrera, 2001).

Es importante desarrollar investigaciones que permitan el aislamiento de
diferentes compuestos activos presentes en las plantas y valorar de forma individual
el potencial que tienen los mismos al ser empleados en el control de diferentes
patégenos, los andlisis deben tener dos enfoques primordiales, el efecto directo
sobre el patdgeno y el que causan sobre los vegetales estudiados (Hernandez-
Lauzardo et al., 2007b). Asi mismo, se debe considerar el aprovechamiento

controlado de las plantas sin afectar los ecosistemas (Lira-Saldivar, 2003).

Se dispone de un amplio nimero de especies vegetales con potencial
antimicrobiano, las investigaciones desarrolladas son escasas y los resultados
obtenidos en algunos casos son promisorios para controlar diversas enfermedades

de postcosecha.

Los estudios sobre la tendencia de los extractos para el control de las enfermedades
de postcosecha son escasos, considerando que son una alternativa para controlar
este problema. Hasta hace pocos afios, se ha comenzado a evaluar (in vitro) la
actividad antifGngica de compuestos activos aislados de diferentes extractos. A partir
de Cestrum nocturnum (huele de noche), se obtuvieron 16 compuestos acetonicos y
dos acuosos, que inhibieron la germinacién de las esporas de Fusarium spp.
provenientes de papaya y ciruela (Portillo-Herrera et al., 2005). Asimismo, estudios
in vitro realizados con polvos y extractos de guamuchil, mostraron inhibicion (50 - 78
%) del crecimiento micelial en B. cinerea, dependiendo del 6rgano de la planta y de

la época de cosecha (Bautista-Bafios et al., 2003a).



Los fungicidas quimicos sintéticos han sido empleados durante mucho tiempo
para controlar de forma efectiva las enfermedades postcosecha, se ha comprobado
su eficacia y certeza sobre diferentes pudriciones en frutos y vegetales. Sin
embargo, Ultimamente se han realizado diversos estudios que demuestran el efecto

residual y nocivo del empleo de estos productos quimicos.

Ante esta preocupacion generalizada, se ha incursionado en la busqueda de
nuevos fungicidas sintéticos que no sean nocivos para la salud humana y que no
causen problemas de contaminacion al medio ambiente. De igual forma, diversos
grupos de investigacion han encaminado sus estudios hacia la valoracion de
diferentes compuestos naturales, no toxicos y biodegradables que puedan
emplearse para controlar los patégenos, la disyuntiva ha sido, que ninguna de las
estrategias empleadas hasta el momento, logra por si sola suplir la eficacia de los

guimicos sintéticos.

De acuerdo a datos de la Comision Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso
de Plaguicidas y Sustancias Toxicas (CICOPLAFEST), se tienen registrados 125
pesticidas y de ellos 13 son de origen microbiano, los cuales pueden consultarse en
la pagina Web que existe para estos fines (SAGARPA, 2010). (http://www.

sagarpa.gob.mx .)

Justificacion del trabajo

Los extractos vegetales evaluados hasta el momento son escasos, Si
consideramos la gran diversidad vegetal que existe en el mundo y los estudios
previos que evidencian el potencial antimicrobiano de los polvos y extractos
obtenidos de las plantas. En este sentido, es importante continuar desarrollando
investigaciones que permitan conocer los efectos antifingicos y posteriormente
contribuir a dilucidar su efecto bioldgico y las posibilidades de su empleo, la riqueza

vegetal de que disponemos debe ser utilizada, maxime si tenemos en cuenta la


http://www/

naturaleza biodegradable y no téxica de sus compuestos. De esta manera y con
relacién al empleo de otros compuestos naturales como es el caso del quitosano,
debemos aprovechar las ventajas de su inocuidad que han sido demostradas hasta
el momento y su capacidad de inducir resistencia en los frutos y de causar un efecto
antifungico directo sobre diversos patdégenos de interés.

Es importante que los estudios a desarrollarse comprendan un enfoque
multidisciplinario, diferentes especialistas deben unir sus esfuerzos y aportar su
conocimiento buscando el fin comin. De forma integral, se debe considerar la
proteccién de los productos agricolas sin dafiar al ambiente y a la salud humana,
aspectos fundamentales en el desarrollo sustentable de los paises que afrontan esta

problematica.

Objetivos

Identificar y evaluar el efecto inhibitorio en medio de cultivo de cinco extractos

vegetales sobre el crecimiento micelial de en Alternaria solani y Aspergillus flavus.

Hipotesis

Ho: Todos los extractos vegetales tienen capacidad inhibitoria sobre Alternaria solani

y Aspergillus flavus.

Ha: Al menos un extracto vegetal tiene capacidad estimulante.



REVISION DE LITERATURA

Las plantas han evolucionado simultineamente con otros organismos,
insectos, hongos, bacterias, entre otros, que las parasitan y se alimentan de ellas,
por lo que hoy se tiene una relacion cercana entre ciertas especies vegetales e
insectos. De acuerdo con Pitman y Jorgensen (2002), se estima que en el mundo
existen entre 310 000 y 422 000 especies de plantas, encontrandose en los bosques
tropicales cerca de 125 000 especies (Mendelsohn y Balick, 1995). Dentro de esta
vasta diversidad, existen especies vegetales con propiedades de interés para la
investigacion y el descubrimiento de nuevos productos. Sin embargo, se calcula que
menos del 10 % de las plantas han sido evaluadas en la busqueda de actividad
biol6gica (Harvey, 2000).

Durante 12 afos de investigaciones sobre plantas con propiedades
antifangicas se han evaluado un total de 206 especies de plantas contra la actividad
de 26 especies de hongos fitopatégenos, incluyendo pruebas de germinacién de
esporas, desarrollo micelial, esporulacion y pruebas de invernadero y campo. La
formulacion de productos vegetales utilizados han sido: extractos acuosos Yy

hexanicos, polvos, aceites esenciales y metabolitos secundarios antifangicos.

Los resultados han indicado que entre 32 y 51% de las plantas evaluadas
interactian con los hongos y la respuesta de los patdgenos varia desde la
estimulacion biolégica hasta su total inhibicion. Como parte de su metabolismo, las
plantas producen una diversidad de compuestos organicos, de los cuales la mayoria
no parece tener participacion directa en su crecimiento y desarrollo. A estos
componentes se les conoce como metabolitos secundarios y sus propiedades
guimicas se han investigado ampliamente desde mediados del siglo XIX. El
reconocimiento de las propiedades de los metabolitos secundarios ha conducido a la
busqueda de nuevos farmacos, antibiéticos, insecticidas y herbicidas (Croteau et al.,

2000). Ejemplos de agroquimicos derivados de productos naturales son los



piretroides sintéticos (Kurihara et al., 1997; Reigart y Roberts, 1999), la azadiractina,
la nicotina, la rotenona, la sabadilla y la ryania (Reigart y Roberts, 1999; Buss y
Park-Brown, 2002). Por su lado, la industria farmacéutica muestra un éxito notable
en el descubrimiento de medicamentos originados a partir de productos naturales,
entre otros la aspirina, la digoxina, la morfina, la quinina y el taxol (Heinrich et al.,
2004).

Nicotina y otros alcaloides. En el siglo XIX algunos compuestos de origen
vegetal fueron identificados y frecuentemente utilizados como repelentes o toxinas,
incluyendo alcaloides extraidos de varias plantas relacionadas con el tabaco
(Nicotiana tabacum, N. rustica y N. glauca). La nicotina es un alcaloide muy estable
gue actua en el sistema cardiaco y nervioso. Solo el isomero de la nicotina natural
tiene efectos insecticidas. Su volatilidad lo hace un fumigante excelente cuando es
estabilizado como sal, en la forma de sulfato, oleato o estearato, mejorando sus
propiedades insecticidas cuando es ingerido (Regnault-Roger et al., 2005). En la
actualidad este biocompuesto es utilizado principalmente en mezclas como sulfato
en soluciones alcalinas, o con jabones como fumigante o como aerosoles de

contacto para su uso en invernaderos (Weinzeirl, 1998).

La anabasina extraida por primera vez de plantas del género
Chenopodiaceae era vendida en Europa y América bajo el nombre de “Nicotina
rusa”. Este es un isdbmero de la nicotina, por lo cual es mas toxica que la nicotina
para el afido Aphis rumicis. Existe otro producto llamado Veratina extraido de
Veratrum album que también posee una accion insecticida de contacto contra
diversos afidos. Otro insecticida alcaloide derivado de Ryania spp (Liliacea) nativa de
algunas regiones del Caribe y de la cuenca del Amazonas, el cual es llamado
rianodine ha sido comercializado desde mediados del siglo pasado en los EUA. Su
principio activo es 20 veces mas toxico a mamiferos que a los insectos y su toxicidad

contra el perforador del maiz (Ostrinia nubilalis) es similar al DDT.



Rotenona y Rotenoides. La rotenona es un producto natural de un gran
interés para ser utilizado en la produccién agricola. Desde mediados del siglo XVII,
pobladores de Sudamérica observaron que raices molidas de algunas plantas
leguminosas les permitian capturar peces de agua dulce; en 1848 esos extractos
fueron adicionados a compuestos con propiedades insecticidas por primera vez, los
cuales habian sido aislados de Lonchocarpus nicou una planta del género

Papilionaceae, que actualmente se le ha dado el nombre comercial de rotenona.

Diversos pesticidas en esta familia fueron usados ampliamente como
insecticidas comerciales hasta mediados de la década de 1940. La produccion
organica de cultivos ha mostrado un renovado interés en utilizar la rotenona

asociada con piretroides, asi como con compuestos conteniendo cobre y/o azufre.

Piretroides. Durante el siglo XIX comenzaron a aparecer los reportes de que
pobladores de Europa del este, estaban utilizando insecticidas botanicos obtenidos

de flores molidas de diversas especies de Chrysanthemum.

Durante las guerras Napoleodnicas las formulaciones de esta flor fueron
utilizadas contra los piojos (Ware, 1991). Las piretrinas son aisladas de plantas de la
familia Asteraceae que se cultivan comercialmente en Japdn, Yugoslavia, Kenya,
Tanzania y Ecuador. La actividad insecticida de las piretrinas se deben
principalmente al compuesto denominado piretrum, término que se aplica a una
mezcla de esteres como piretrina, cinerina y jasmolina. Debido a su baja toxicidad en
mamiferos y su rapido efecto de knockout, los piretroides tienen un enorme éxito el
cual se ha incrementado por la incorporacion se sinergistas de origen vegetal o de
ciertos antioxidantes que reducen su inestabilidad. Estos compuestos naturales
alteran la transmisién del sistema nervioso al disminuir y cerrar los canales de Na+

de las membranas celulares, afectado asi la capacidad de las neuronas.



Consecuentemente los insectos intoxicados muestran una hiperactividad seguida de

convulsiones, y posteriormente la muerte (Regnault- Roger et al., 2005).

Azadiractina. A nivel mundial existe un gran interés por redescubrir las
propiedades insecticidas y antimicrobianas de los extractos del arbol de neem
(Azadirachta indica) por los cientificos occidentales. Como antes se sefalo este es
un insecticida que tradicionalmente se ha venido empleando en la India desde
tiempo inmemoriales. Desde 1959 el trabajo de Schmutterer ha generado un
considerable interés por este arbol de la familia Meliaceae. Miles de articulos
cientificos han sido publicados sobre el neem y varias conferencias internacionales

se han organizado entorno a este tema.

El neem se encuentra comercialmente disponible a nivel mundial bajo
diferentes marcas comerciales como: Azatin®, Turplex®, Align®, Neemex®,
Margosan-o® y muchos mas. Los ingredientes activos que le confieren las
propiedades insecticidas y antimicrobiales del neem son debido a la alta
concentracion de fitoquimicos como limonoides y principalmente azaridactina y en
menor medida a salanina, nimbini y sus analogos. Esos compuestos tiene diferentes
actividades: las salaninas y las nimbinas inhiben el proceso alimenticio de los

insectos.

Los pesticidas derivados de esta planta tienen baja persistencia en el
ambiente (vida media de 20 horas en el follaje después de ser aplicado), ademas, se
degradan facilmente por los microorganismos del suelo (vida media de 20 dias). Por
ultimo, los insecticidas de patente formulados a base de neem, han sido aprobados
por la EPA (E.U.) para varios usos y estan siendo producidos en forma comercial en
algunos paises. Existen tres tipos de formulaciones en América Latina: a) semilla o

pasta molida, b) aceite formulado, y c) extractos formulados.
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Las formulaciones sofisticadas incluyen granulos, polvos humectables, y
concentrados emulsificables, entre otras, donde la adicion de adyuvantes como el
aceite de ajonjoli, lecitina, y &cido paramino-benzoico-PABA, aumentan su

estabilidad e inhibicion de la degradacion por efectos de los rayos ultravioleta.

La Dihidroazadiractina, un compuesto obtenido por hidrogenacion del
fragmento hidroxifluran de la azadiractina, actualmente se muestra como un

prometedor compuesto estable y persistente en el campo (Tovar, 2000).

Importancia de los extractos vegetales

A lo largo de muchos afos las plantas han sido utilizadas en la industria
alimentaria, farmacéutica, cosmetéloga y de construccion. Sin embargo, a pesar no
s6lo de la gran biodiversidad vegetal existente y de los antecedentes citados y
experiencias empiricas sobre las propiedades micocidas o fungicidas en humanos y
plantas, pocos estudios se han enfocado a conocer el potencial biofungicida de las
plantas en el control de microorganismos. En general las plantas poseen
caracteristicas fungistaticas o fungicidas las cuales varian de acuerdo a la época del

afo y al érgano de la planta (semilla, raiz, hojas, etc.).

Existen alternativas en la utilizacion de plantas y sus frutos para la obtencién
de plaguicidas naturales. De extractos de plantas silvestres se han aislado
compuestos del tipo de las oximas y pinolidinas que tienen actividad insecticida a
concentracion de 10 ppm determinada sobre Oncopeltus fasciatus. Asi como
terpenos, flavonoides metoxilados y cumarinas que tienen actividad fungicida a
concentraciones de 50 ppm sobre hongos fitopatogenos como Alternaria solani,
Penicillium italicum, Trichoderma viride. En extractos etanolicos y cloroformicos del
desierto Sonorense se encontrd actividad fungistatica y antiaflatoxigenica contra A.

flavus, A. parasiticus, hongos contaminantes de granos y cereales. Actividad
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funguicida contra Botrytis cinerea y Alternaria solani, fitopatbgenos que afectan la

calidad y productividad de la uva y papa (Vargas —Arispuro).

En México, en los ultimos afios se ha dado mayor atencion a la investigacion
de extractos vegetales como una alternativa al control quimico de enfermedades en
plantas de importancia econémica compatible con el medio ambiente. Grainge et al.,
(1985), seiala la existencia de aproximadamente 1600 sp de plantas con
propiedades pesticidas, de estas, 94 presentan caracteristicas fungicidas; por su
parte Rice (1979), indica que las hojas parecen ser la mas consistente fuente de
inhibidores, por lo cual muchos investigadores han evaluado a estas. Sharma et al.,
(1981), menciona que el factor lagrimal de la cebolla roja, representa propiedades

inhibitorias sobre A. flavus.

Métodos para la elaboracion de extractos vegetales

Decoccion: Se remojan las hiervas frescas o secas en agua por un dia, luego se
ponen a hervir a fuego lento por 20 a 30 minutos y se deja enfriar el liquido en la

misma olla, estando tapada.

Infusién: En un recipiente colocar 2 libras de plantas mas agua hirviendo. Tapar el
recipiente y dejar en reposo por 12 a 24 horas para luego filtrar el liquido antes de

aplicar.

Zumo: Se obtiene machacando, moliendo o licuando las partes frescas de las

plantas, posteriormente se exprime para obtener el jugo o liquido.

Maceracion: Se coloca en un recipiente las partes de las plantas, luego se le afiade
agua fria 'y se lo deja por espacio de 1 a 2 dias, transcurrido este tiempo se filtra y se

usa.
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Purin fermentado: En un recipiente de ceramica o madera se colocan las plantas
frescas con agua y se lo tapa de tal manera que entre aire. Se debe remover
diariamente por dos semanas aproximadamente hasta que se oscurezca y cese de

espumar, sefal de que esta listo para ser usado.

Hidrolatos: En un recipiente se coloca 1 kg de la planta picada, se adicionan 10 litros
de agua, se tapa la olla y se coloca al fuego por 30 minutos, luego se deja enfriar sin
retirar la tapa y reposar durante 3 dias.

Extracto de hierbas en proceso de fermentacion: Se toman las partes de la planta
gue se va a usar y se las deja remojar en agua lluvia por 3 a 4 dias. Se han utilizado
para tratamiento de semillas los extractos de manzanilla y valeriana y el ajo en
enfermedades bacterianas y fungosas.

(http://lwww.darwinnet.org/docs/guia_contol_organico_plagas.pdf)

Caracteristicas deseables en una especie vegetal para explorar su potencial

biofungicida o bioinsecticida

Es conveniente no utilizar plantas que estén en vias de extincion, dificiles de

encontrar. Las caracteristicas que debe tener la planta biofungicida ideal son:

* Ser perenne.

+ Estar ampliamente distribuida y en grandes cantidades en la naturaleza, o
bien qué se pueda cultivar.

» El 6rgano aprovechable de la planta debe ser renovable, como hojas, flores o
frutos.

* No ser destruida cada vez que se necesite recolectar (evitar el uso de raices y

cortezas).
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* Requerir poco espacio, manejo, agua Y fertilizacion.
* No debe tener un alto valor econdmico.
» Efectiva a bajas dosis. (INIA, 2009)

Ventajas del uso de los extractos naturales

e Por ser biodegradables no producen desequilibrios en el ecosistema, al ser de
origen vegetal estos bioinsecticidas provocan un impacto minimo sobre la
fauna benéfica, son efectivos contra enfermedades y no tienen restricciones
toxicologicas.

e Son conocidos por el agricultor ya que generalmente se encuentran en su
medio.

e La mayoria de los extractos tiene diversos usos, como lo es el caso de
aquellos empleados por sus propiedades terapéuticas y efectos repelentes,
entre otros.

e Su rapida degradacion disminuye el riesgo residual en los alimentos.

e Algunos pueden ser usados poco tiempo antes de la cosecha.

e Muchos de estos compuestos no causan fitotoxicidad.

e Desarrollan resistencia mas lentamente que los insecticidas sintéticos. (INIA,
2009).
(http://sian.inia.gob.ve/repositorio/revistas_tec/inia_divulga/numerol4/id14 _chi

rinos_j.pdf)

Descripcidon de Alternaria solani

Agrios (1988), menciona que el patégeno Alternaria sp presenta un micelio de

color obscuro y en los tejidos viejos infectados produce conidioforos cortos, simples
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y erectos que portan cadenas simples o ramificados de conidios. Los conidios son
grandes, alargados y obscuros, o bien multicelulares y en forma de pera, presentan

septos tanto transversales como longitudinales.

Walker (1973), dijo que el micelio es tabicado y ramificado, presentando
coloraciones obscuras al envejecer. Los conidiéforos, relativamente cortos y de color
obscuro, aparecen sobre las lesiones mas antiguas de los tejidos de la planta
huésped, los conidios (de 12 a 20 por 120 a 296 micras) son picudos, muriformes,
insertos aisladamente o en cadenas de dos. Se forman a partir de una especie de
yema, que aparece en la célula terminal del conidiéforo. EI hongo se cultiva
facilmente en medios artificiales, produciendo a menudo un abundante pigmento de
coloracion amarillenta a rojiza que se difunde a través del sustrato. Se ha observado
una considerable variacion en cuanto a virulencia, desarrollo y esporulacion, en

cultivos puros procedentes de distintos aislamientos.

Clasificacion taxondmica de Alternaria solani

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Dothideomycetes
Orden: Pleosporales
Familia: Pleosporaceae
Geénero: Alternaria

Especie: Alternaria solani
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Importancia econémica de Alternaria solani

Los dafios ocasionados por Alternaria solani, dependen de la susceptibilidad
de la planta y de las condiciones de humedad del ambiente, algunas veces a llegado
a ocasionar pérdidas hasta de un 30%, en condiciones propicias para el desarrollo
de la enfermedad es mucho mas grave en época de fructificacion.

El ataque al follaje puede afectar el rendimiento hasta mas de un 50%, en
papa almacenada alcanza niveles de hasta 80% de los tubérculos (Ramos, 1991).
Algunos reportes indican que en la india, la defoliacion asciende desde un 25%
hasta un 100% por el tizon temprano, causando pérdidas en rendimiento de un 6

hasta un 40% (CMI, 1995), ocasiona defoliacion total si no se controla.

El tizon temprano causado Alternaria solani, es después del tizon tardio, la
enfermedad foliar fungosa mas importante del cultivo de papa, se presenta con
mayor incidencia en las zonas paperas ubicadas en regiones humedas y célidas de
paises. Las pérdidas se estiman entre 10 a 50% de los rendimientos (Martin y
Thurston, 1989). En el cultivo de tomate es una de las enfermedades mas
importantes, debido a que puede afectarlo en cualquier etapa de su desarrollo y es
capaz de infectar cualquier 6rgano aéreo de la planta, desde la base del tallo,
peciolos, hojas, flores y frutos; ademas se encuentra bien establecida que su
presencia y peligro potencial se puede manifestar practicamente durante casi todo el
ciclo vegetativo.  (http://www.funprover.org/formatos/manualTomate/Manejo%20
de%20Enfermedades%20del%20Tomate.pdf).

Distribucién geogréfica

Alternaria solani se encuentra muy extendido en los trOpicos y zonas

templadas (CMI, 1975). En la Republica Mexicana, se ha encontrado en Morelos,
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Sinaloa, Michoacéan, Guanajuato, Estado de México, Coahuila, Nuevo Leo6n y otras
pequefas areas donde se cultivan tomate y papa.

Sintomas de la enfermedad

Manchas foliares.- Manchas necréticas de 1 a 2 mm de didmetro que se
presentan en las hojas basales a partir de los 45 dias después de la siembra. A
medida que desarrolla la enfermedad, las manchas se rodean de un halo clorético y
forman lesiones necroéticas con anillos concéntricos de color marrén claro en todo el
area foliar. La mancha puede llegar a medir aproximadamente hasta 2 cm de

diametro, pero su crecimiento esta restringido por las nervaduras de los foliolos.

Las manchas se unen y forman areas muy grandes que abarcan gran parte
de los foliolos. Cuando esto ocurre, se produce defoliacion y muerte temprana de la
planta. El tamafio de las manchas varia de acuerdo al periodo vegetativo de la
variedad de papa; las manchas son grandes en variedades de papa precoces y son

pequefias en variedades de papas tardias.

Lesiones necroticas en tallos.- Los tallos afectados muestran lesiones
necrdticas de 0.5 a 1.5 cm de diametro observables con mayor claridad en los

cultivares susceptibles.

Lesiones necroéticas en tubérculos.- Los tubérculos afectados muestran
lesiones ligeramente hundidas, circulares o de forma irregular. Estas lesiones son
oscuras con bordes de un tenue color morado que pueden incrementarse en

condiciones de almacén (Weingartner 1981).
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Ciclo de la Enfermedad

El hongo permanece en residuos de tejidos de hojas infectadas que se
encuentran en el suelo, en tubérculos infectados y en otras solanaceas
hospedantes. Los conidios del hongo germinan e ingresan directamente a las hojas
de la planta a través de la epidermis, la infeccién se inicia en las hojas del tercio
inferior de la planta y ocurre (Torres et al., CIP), a partir de los 45 dias después de la
siembra. En el campo, a veces se presenta solo en la etapa de senescencia. Los
tubérculos en desarrollo son susceptibles pero los tubérculos maduros son
resistentes. El hongo ingresa a los tubérculos, generalmente a través de las heridas

y aberturas naturales.

Epidemiologia

El desarrollo maximo del micelio de Alternaria se produce a la temperatura de
27°C, mientras que los conidiéforos y conidios requieren de una temperatura optima
entre 19 a 23° C para su desarrollo. En el medio de cultivo, los conidios se
desarrollan cuando estan bajo una luz constante, pero la mayor esporulacion ocurre
cuando las colonias del hongo son expuestas a 18°C, alternadamente en un
ambiente con 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, durante 12 dias. Debido a
esta alternancia de luz, se forman anillos en las colonias desarrolladas, similares a
los anillos caracteristicos que se producen en las manchas de las hojas infectadas
en el camp (http://www.cipotato.org/training/Materials/HTorres/HTorres
TTem.pdf)
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Control

Una de las medidas mas importantes es la rotacién de cultivos, pero debido a
la diseminacion natural de los conidios por el viento Gnicamente puede conseguirse

un retraso en la aparicion de la enfermedad (Walker, 1973).

El uso de las variedades resistentes y la utilizacion de semilla sana de alta calidad,
desinfectar con calor o fumigar el suelo de los alméacigos, y no trasplantar plantulas

enfermas. En campo se debe efectuar una rotacién de cultivos al menos tres afos.

Se recomienda hacer aspersiones de clorotalonil, anilazina, captan, captafol,
maneb, zineb, mancozeb y hidroxido de fentina. Las aplicaciones deben iniciarse
antes de la floracion y repetirse cada semana si las condiciones son favorables. (De
la Garza 1996; Agrios 1988), y deben destruirse todos los residuos de cosecha,

pues el hongo puede invernar en dichos restos (Urquijo, 1971).

Descripcion de Aspergillus flavus

Aspergillus flavus es un patdgeno oportunista de los cultivos agricolas,
especialmente los que contienen aceite cultivos como el maiz, mani y semilla de
algodon.

El hongo A. flavus es un hongo que contamina semillas y esquilmos agricolas
0 bien se presenta bajo condiciones de almacén transportados por insectos, puede
desarrollarse como parasitos de residuos de cosecha. ElI hongo permanece en el
ambiente, esto permite que cuando el maiz esta en etapa de floracién facilmente
contamina las flores, también contamina las flores del algodén y nogal. Requiere
condiciones favorables de temperatura y humedad relativa de 65 — 90 % (Diener et
al., 1987; De la Garza, 1996).
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Moreno (1988), menciondé que la especies de este grupo requieren para
crecer humedad relativas de 80 — 85 % (actividad de agua 0.80 —0.85), en cereales
con contenidos de humedad de 16.5 — 18.0%, y en cacahuate de 8.0 — 10.5 %. Su

desarrollo contribuye al calentamiento de los granos.

Clasificacién taxondmica de Aspergillus flavus

Con base en el trabajo de Alexopoulos y Mims (1979), ellos clasifican a A.

flavus en la siguiente Ubicacién Taxondmica.

Reino........ccccvveeeen. Mycetae
Division.................. Amastigomycota
Subdivision............. Deuteromycotina
Clase.......cccccee.. Deuteromycetes
Subclase................ Hiphomycetidae
Orden........ccccvvvveeee. Moniliales
Familia................... Moniliaceae
Genero..... c.ccoueee.. Aspergillus
Especie......ccceeu.... Aspergillus flavus Link

Epidemiologia

El hongo A. flavus es un hongo que contamina las semillas y esquilmos
agricolas o bien se presenta bajo condiciones de almacén transportados por
insectos, puede desarrollarse como parasitos de residuos de cosecha. El hongo
permanece en el ambiente, esto permite que cuando el maiz esta en etapa de
floracién facilmente contamina flores, también contamina las flores de algodén y
nogal. Requiere condiciones favorables de temperatura y humedad relativa de 65-90
% (Diener et al., 1987; De la Garza, 1996).
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Moreno (1988), menciond que las especies de este grupo requieren para
crecer de 80 - 85 % de humedad relativa (actividad de agua 0.8 — 0.85), en cereales
con contenidos de humedad de 16.5 — 18.0 %, y en cacahuate de 8.0 — 10.5 %. Su
desarrollo contribuye al calentamiento de los granos.

Control

Los dafos por A. flavus pueden reducirse mediante el manejo cuidadoso del
producto durante la cosecha, si se evitan heridas que propician la infeccion. Los
granos han de almacenarse con un contenido de humedad tan bajo como 13%. Por
otra parte se ha observado que ciertos fungicidas, como maneb, ferbam y tecto-60
controlan eficazmente el ataque de A. flavus (Romero, 1988).
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MATERIALES Y METODOS
Localizacion del estudio
El estudio de investigacion realizado se llevd a cabo en el Laboratorio de
Patosistemas Agricolas del departamento de Fitomejoramiento de la Universidad
Autébnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), en Buenavista, Saltillo, Coahuila;
México., sus coordenadas geogréficas son 25° 21" de latitud norte y 101° de longitud
oeste, con una altitud de 1973 msnm, donde se obtuvieron cada concentracion de

los extractos correspondientes.

Materiales biolégicos

Las especies objeto de estudio fueron Allium sativum (Ajo), Larrea tridentata
(Seesé y Moc. Ex D.C.) Coville (Gobernadora), Syzygium aromaticum (L.) Merr. y
L.M. Perry (Clavo), Cinnamomum zeylanicum Blume (Canela), Rosmarinus officinalis
(Romero), El fungicida Tecto 60 (Tiabendazole) se incluydé como testigol y el medio
de cultivo PDA como testigo 2. Estas especies de plantas que se utilizaron para la
elaboracidn de los extractos se determinaron con base a antecedentes bibliograficos

sobre inhibicion sobre otros patégenos (Almanza-pecina, 2004).

Cuadro 1. Especies de plantas y partes vegetativas utilizadas para la elaboracion de

los extractos. Buenavista, Enero. 2011

Nombre cientifico Nombre comun Parte vegetativa usada
Allium sativum Ajo Bulbos

Cinnamomum zeylanicum | Canela Corteza

Syzygium aromaticum Clavo Boton floral

Larrea tridentata Gobernadora Hojas

Rosmarinus officinalis Romero Hojas

Tiabendazole (Testigo 1) | Tecto 60 i.a

PDA (Testigo 2)
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Descripcion de las especies utilizadas para la obtencion de los extractos

Rosmarinus officinalis (romero)
Las hojas de esta especie fueron obtenidos en el mercado local de la ciudad

de Saltillo, Coahuila.

Clasificacion Taxonémica de Rosmarinus officinalis

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiaceae
Subfamilia: Nepetoideae
Tribu: Mentheae
Género: Rosmarinus

Especie: Rosmarinus officinalis

Nombres comunes: Romero, romero de llano, romerillo.
El romero, es una especie del género Rosmarinus cuyo habitat natural es la region
mediterranea del sur de Europa, norte de Africa y también en Asia Menor. Es un
arbusto lefioso de hojas perennes muy ramificado, puede llegar a medir 2 metros de
altura. Las hojas pequefias y muy ramificadas, presentan forma linear. Son
opuestas, sésiles, enteras, con los bordes hace abajo y de un color verde oscuro,
mientras que por envés presentan un color blanquecino y estan cubiertas de

vellosidad. En la zona de union de la hoja con el tallo nacen los ramilletes floriferos.
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Componentes quimicos

De acuerdo a los efectos medicinales buscados, varia la forma en que deben
ser ingeridos, ya que el ajo posee diferentes propiedades crudo o cocido. Cuando el
ajo crudo es cortado o machacado, se produce la combinacion de la alina con la
alinasa, lo que produce una sustancia denominada alicina. Esta tiene varios efectos
benéficos, en cambio si el ajo es cocinado, este compuesto se destruye. En el
proceso de coccion se liberan compuestos diferentes, como la adenosina y el
ajoeno, que poseen cualidades anticoagulantes y se supone que reduce el nivel de
colesterol.

La alicina tiene como principal compuesto el sulfuro de hidrogeno el cual facilita la
presibn  sanguinea, favoreciendo la circulacion y el transporte de oxigeno.

(http://es.wikipedia.org/wiki/Rosmarinus_officinalis)

Usos

En la edad media este arbusto fue reverenciado, al utilizarse para fumigar las
habitaciones de los enfermos y las salas de los hospitales, dado su gran poder
antiséptico. Esta practica se llevo a cabo hasta nuestra época.

(http://lwww.matiasgonzalez.com/productos/aromaterapia/104-romero.pdf)

Larrea tridentata (Gobernadora)

Las plantas utilizadas fueron obtenidas de aéreas cercanas a la UAAAN.
Clasificacion taxondmica de Larrea tridentata (Gobernadora)

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Zygophyllales

Familia: Zygophyllaceae

Género: Larrea
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Especie: Larrea tridentata

Nombres comunes: Gobernadora (Estados del norte de México); Guamis,
Hediondilla, Huamis, Haaxat, Jarilla (Rep. Mex.). Nombre en Ingles: Creosote bush,

greasewood.

La gobernadora es una de las especies mas importantes en la vegetacion de
los desiertos mexicanos. Pero, también habita sitios perturbados y muchos potreros
de estas zonas aridas. Su hébito y forma de vida son un arbusto siempre verde,
aromatico con olor a creosote (especialmente cuando himedo), llega a alcanzar una
altura de hasta 4 m. Su tallo es muy ramificado desde cerca de la base (sin un tronco

bien definido).

Sus hojas son opuestas, cortamente pecioladas a casi sésiles, compuestas de
2 hojitas (llamadas foliolos) asimétricas unidas entre si hacia la base, puntiagudas,
correosas, lustrosas, de color verde oscuro a verde-amarillento, resinosas, de hasta
1 cm de largo, con pelillos. Flores solitarias de alrededor de 2.5 cm de diametro;

sépalos 5, desiguales, de 5 a 8 mm de largo.

Composicion quimica

Constituyentes fitoquimicos. Los compuestos en la resina de L. tridentata que
han sido reportados en la literatura por un lado destacan por su mayor contenido en
base al peso seco del follaje los lignanos fendlicos, seguidos por las saponinas,
flavonoides, aminoacidos y minerales. EI compuesto mas importante que se
encuentra en la resina de las células es el acido nordihidroguaiarético (NDGA).
Quimicamente se le ha descrito como beta, gamadimetil-alfa, delta-bis (3,4-
dihidroxifenil) butano, se ha determinado que este acido tiene propiedades como
antioxidante, antiinflamatorio, citotoxica, antimicrobial e inhibidor de enzimas (Mabry
et al., 1977; Fernandez, 1979; Brinker, 1993).
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Propiedades antifingicas in vitro de L. tridentata. Uno de los primeros trabajos
sobre el efecto fungicida y/o fungistatico de la resina de gobernadora reporta que al
utilizar extractos crudos de cloroformo y etanol los hongos Rhizoctonia solani;
Pythium sp. y Rhizopus nigricans fueron controlados in vitro, tanto con el extracto
metandlico como con el cloroférmico; no fue el caso de Fusarium oxysporum, ya que
con 1000 ppm de cada extracto, este hongo solamente se logré controlar en un 76 y

93%, respectivamente (Fernandez et al., 1979).

Los resultados obtenidos por Velasquez (1981), indican que el extracto de
gobernadora que mejor efecto manifestd en estudios in vitro fue la fraccion etandlica

a dosis de 2,000 ppm.

Uso y toxicidad

La Creosota Bush (designado chaparral cuando esta utilizando como un
remedio herbario) es ampliamente utilizada como un suplemento herbario y fue
utilizada por los nativos americanos en el suroeste como una proteccién solar eficaz
y antioxidante potente para el tratamiento del envenenamiento de la sangre y de las
enfermedades hepaticas.

Los estudios clinicos de los compuestos en esta planta han verificado ambos
la eficacia de las plantas en tratar estos desordenes, asi como su toxicidad a las

células de higado humanas. (http://es.wikipedia.org/wiki/Larrea_tridentata)

Habitat

La gobernadora vive en las zonas aridas de México y suroeste de los Estados
Unidos, las areas del semidesierto representan un gran potencial, guardan una
rigueza basada en su especializacion biolégica, Un caso tipico de estas condiciones
lo representa la gobernadora Larrea tridentata de la familia Zygophyllaceae. Esta
especie perenne es la mas mas ampliamente distribuida en las zonas aridas de los

desiertos Chihuahuense, Sonorense y Mojave (Barbour, 1969).
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Distribucion geografica de la gobernadora. L. tridentata domina
aproximadamente 17.5 millones de hectareas desde el oeste de Texas hasta el sur
de California en los Estados Unidos (Duisberg, 1952).

Cinnamomum zeylannicum (Canela)

Clasificacion Taxonomica de Cinnamomum zeylanicum

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Laurale

Familia: Lauraceae
Género: Cinnamomum

Especie: Cinnamomum zeylanicum

Nombres comunes: Cinamomo, Arbol de la canela, Canelero de Ceilan,

Canelo, Canelera, Centriun.

Es originaria de Ceilan (Sri Lanka). El arbol de la canela es un pequefio arbol
o arbusto perennifolio con corteza papiracea. Puede alcanzar 10 m de altura en su
estado silvestre, pero se poda en arboles mas pequefios y densos para facilitar su
cultivo. Las hojas son perennes, casi opuestas, con 3 venas prominentes, simples,
coridceas, largas y aroméaticas. Flores en paniculas, hermafroditas, muy

inconspicuas.

La especia es la corteza interna que se extrae pelando y frotando las ramas y

gue una vez desprendida, es a su vez separada y vuelta a pelar.
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Componentes quimicos

El aceite esencial que contiene es hasta un 4% en la corteza. Este aceite
consiste en cinamaldehido, cinamil, cuminaldehido, eugenol en cantidades variables.
El aceite de las hojas contiene una cantidad mayor de eugenol (hasta un 80%). Los
taninos que consisten en tetrahidroxiflavandioles poliméricos. Cinzelanina, cinzelanol

y fenol que inhibe las bacterias responsables de la putrefaccion de la carne.

Usos

En la cocina se emplea fundamentalmente en postres (arroz con leche,
natillas etc.) y acompafiando a frutas en los rellenos de carnes y aves. Las bebidas
calientes como el chocolate y el café estan deliciosas con su complemento.

(http://es.wikipedia.org/wiki/Cinnamomum_verum)

Syzygium aromaticum (Clavo)

Clasificacion Taxondémica de Syzygium aromaticum

Reino: Plantae
Division: Angiospermas
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Subfamilia: Myrtoideae
Tribu: Syzygieae
Género: Syzygium

Especie: Syzygium aromaticum

Nombres comunes: Castellano; Clavo, Clavo de olor, Clavo aromatico, Clavo de

especias.
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Es originario de las islas Banda, china. El &rbol de clavo o clavero es un arbol
perenne que llega a medir hasta 20 m de altura, aunque habitualmente, cuando es
cultivado no supera los 10 m, su tallo es erecto, de corteza gris. Destacan sus hojas
de hasta 12 cm de longitud, puntiagudos, ovaladas, oval-lanceolado, simples, muy

aromaticos, verdes lustrosas y coriaceas, semejantes a las del Laurel.

Composicion quimica

Eugenol comprende 72-90% de los aceites esenciales extraidos de clavo de
olor, y es el compuesto méas responsable del aroma del clavo. Otros componentes
importantes incluyen acetil eugenol, beta- cariofileno y vainillina, acido crategolic,
taninos, acido gallotannic, salicilato de metilo (analgésico), el flavonoides eugenin,
kaempferol, rhamnetin y eugenitin; tri terpenoides como el acido oleandlico,

estigmasterol y campesterol.

Usos

Se pueden utilizar en la cocina ya sea enteros o molido, los dientes han sido
historicamente utilizados en la cocina india (tanto del norte de India y sur de la India).
El aceite de clavo es un magnifico remedio natural contra el dolor de muelas e
igualmente, para aliviar la inflamacién del oido, llagas, Ulceras dérmicas y para
limpiar las heridas y favorecer su cicatrizacion, en la actualidad como una de los
principales recursos naturales para combatir enfermedades infecciosas como la
malaria, la tuberculosis o el colera. Otras enfermedades de la piel producidas por
hongos o] por heridas son tratadas con esta especia.

(http://es.wikipedia.org/wiki/Syzygium_aromaticum)
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Allium sativum (Ajo)

Clasificacion Taxonémica de Allium sativum

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Asparagales
Familia: Alliaceae
Género: Allium

Especie: Allium sativum

Las partes de las plantas utilizadas fueron los gajos del bulbo cominmente
llamados dientes y fueron obtenidas en el mercado local de la ciudad de Saltillo,
Coauila.

Nombres comunes: Castellano; aja, ajo, ajo andaluz, ajo blanco,ajo
castafiuelo, ajo castellano, ajo comun, hortense que se come, ajo diego, ajo

sanjuanero, ajo silvestre, ajos porros, rocambola. Nombre en ingles: Garlic.

El ajo es una planta perenne, las hojas son planas y delgadas, de hasta 30
cm de longitud, las raices alcanzan facilmente profundidades de 50 cm o mas, el
bulbo, de piel blanca, forma una cabeza dividida en gajos comunmente llamados

dientes, cada cabeza puede contener de 6 a 12 dientes.
En la actualidad, el ajo es una medicina naturista y tiene una amplia utilidad

farmacologica. Es eficaz como antibiético, combatiendo numerosos hongos,

bacterias y virus.
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Componentes quimicos

De acuerdo a los efectos medicinales buscados, varia la forma en que deben ser
ingeridos, ya que el ajo posee diferentes propiedades crudo o cocido. Cuando el ajo
crudo es cortado o machacado, se produce la combinacion de la alina con la alinasa,

lo que produce una sustancia denominada alicina.

Esta tiene varios efectos benéficos, en cambio si el ajo es cocinado, este compuesto
se destruye. En el proceso de coccion se liberan compuestos diferentes, como la
adenosina y el ajoeno, que poseen cualidades anticoagulantes y se supone que

reduce el nivel de colesterol.

La alicina tiene como principal compuesto el sulfuro de hidrégeno el cual facilita la
presibn  sanguinea, favoreciendo la circulacion y el transporte de oxigeno.

(http://es.wikipedia.org/wiki/Allium_sativum)

Obtencion de la cepa del hongo utilizada

La cepa del hongo Alternaria solani fue obtenida de hojas de plantas de
tomate cultivadas en invernadero con sintomas de la enfermedad y la cepa de
Aspergillus flavus se aisl6 de granos de maiz con sintomas de pudricion de la
mazorca En ambos casos estos aislamientos se subcultivaron e identificaron como
Alternaria solani y Aspergillus flavus mediante las claves de identificacion de hongos

imperfectos (Barnett, 1969)
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Procedimiento experimental
Trabajo en laboratorio

Preparacién de extractos

Obtenidas las especies vegetales de estudio, se procedié a lavarlas con agua
comun para evitar ser contaminadas con cualquier material extrafio a estos, como la
tierra y polvo que pudieran traer consigo. Asi mismo, se separaron cada planta
segun la parte de interés (tallo, hoja, bulbo etc.) antes de ser procesadas,
posteriormente se lavaron con agua destilada de acuerdo a Montes y Peralta (1993)
y LOpez et al. (2005), se secaron a la sombra. Se deshidrataron colocandolas en una
incubadora de conveccion por gravedad (Precision Scientific Modelo J1755-1A), a
una temperatura de 60 £ 2° C hasta obtener su peso constante. Posteriormente se
licuaron con una licuadora (Osterizer Modelo 465-43 m. 440 Watts), hasta obtener
un polvo fino que se paso por una malla (Alsa) del nimero 20 con orificios de 0.84

mm de diametro.

Los extractos se prepararon en concentraciones de 1, 3, 6 y 9 %, para lo cual
se pesaron cantidades de 1, 3, 6 y 9 gramos de polvo de cada especie y se
colocaron en vasos de precipitado Pyrex de 250 ml de capacidad, conteniendo el
primero 99 ml de agua desionizada y 1 g de polvo para la solucién al 1 % y 97 ml de
agua desionizada mas 3 g de polvo para la solucion de 3%, 6 g de polvo mas 94 mi
de agua desionizada para la concentracion de 6% y finalmente 9 g de polvo con 91
ml de agua desionizada para el 9%, se agitaron por 15 min. En un agitador de
laboratorio de plato caliente (Corning modelo PC-620) y se dejaron luego en
refrigeracidn a una temperatura de 4 = 2° C por 24 hrs., con la finalidad de extraer al

maximo el ingrediente activo de cada especie de extracto.
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Cada extracto se paso por el papel filtro Watman WL No 1 para eliminar
residuos de ejido vegetal que pasaron a través de la malla utilizada. Estas
soluciones asi obtenidas, fueron utilizadas para preparar con ellas los medios de
cultivo donde se sembré el hongo para evaluar su crecimiento. Se incluyé como
testigo 1 al fungicida Tecto 60 en dosis de 0.5 g (0.3 g dei.a) de producto comercial
por litro de agua, y como testigo 2 solo en el medio de cultivo PDA sin extracto ni
fungicida (Almanza-pecina, 2004).

Obtenidos los extractos en sus respectivas concentraciones, en un matraz se
tomaron 80 ml en cada uno para disolver 3.0 g de PDA, seguido de la esterilizacién
en autoclave a 15 libras de presion durante 15 min a una temperatura de 120° C y
enfriados a 45° C aproximadamente para preparar 5 cajas Petri con 15 ml de cada

uno de los medios de cultivo mas extracto.

Una vez preparadas las cajas Petri con el medio de cultivo mas extracto, se
sembro un disco de 4 mm de diametro del cultivo de Alternaria solani y Aspergillus
flavus en el centro de cada una de ellas, por cada una de las cuatro concentraciones

de los extractos, con cinco repeticiones y se dejaron incubar a 28 + 1° C.

Fungicida Tecto 60 (Tiabendazol)

El Tecto 60 es un fungicida agricola de contacto y sistémico. Es altamente
efectivo contra un amplio rango de hongos fitopatdgenos entre los que se
encuentran Alternaria solani y Aspergillus flavus controla enfermedades de plantas
con una accién preventiva y curativa, puede aplicarse como aspersion foliar antes de
la cosecha o en tratamientos post-cosecha. Su ingrediente activo es Tiabendazol

(Merck Sharp and Dohme Internacional, 1986).

El criterio de evaluacion para determinar el efecto inhibitorio de los extractos

vegetales sobre los hongos Alternaria solani y Aspergillus flavus fue, el crecimiento
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micelial a las 144 hrs después de la siembra con respecto a los testigo 1 (fungicida
Tecto 60) y 2 testigo 2 (PDA sin extracto ni fungicida) transformado a porcentaje.

Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio Completamente al Azar con Arreglo Factorial, donde el
factor A fue extractos y el factor B la concentracion. La prueba de medias fue la de
Tukey al 0.05. El experimento tuvo en un total de 28 tratamientos, con cinco

repeticiones, se considera a cada caja Petri como una repeticion.

Modelo estadistico

Yik=H+ai+ B + (aB); + ik
Donde: i = Extractos

j = Concentracion

k = Repeticiones

Andlisis de Varianza
Cuadro 2. Analisis de varianza para el disefio Completamente al Azar con arreglo

factorial 7 x 4 para estimar el efecto inhibitorio de los extractos vegetales sobre el

crecimiento micelial de Alternaria solani y Aspergillus flavus.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El crecimiento del micelio de Alternaria solani en el medio de cultivo PDA
(testigo 2), se consider6 como 100 %, respecto del cual se calculé el efecto
inhibitorio de los extractos vegetales sobre Alternaria solani. El cuadro 3 presenta los
cuadrados medios del andlisis de varianza para el efecto inhibitorio de los extractos
utilizados, el testigo fungicida (testigo 1) y el testigo PDA sobre Alternaria solani. Se
observan diferencias altamente significativas (p<0.01) entre los extractos, entre
concentraciones y para la interacciobn extracto por concentracion. Esto sugiere
diferentes efectos inhibitorios de los extracto sobre el crecimiento micelial del hongo,
la interaccién altamente significativa (p<0.01) entre extractos y concentraciones
indica que a medida que varia la concentracion de los extractos el efecto inhibitorios

de estos sobre el crecimiento del hongo también varia.

Cuadro 3.Cuadrados medios del andlisis de varianza para los efectos inhibitorios de
cinco extractos vegetales sobre el crecimiento micelial de Alternaria solani después
de 144 hrs de incubacion en medio de cultivo.

F.v GL S.C. C.M. F
Rep. 4 993 248.2 3.15 **
Extracto (A) 6 145146.5 24191 306.6 **
Concentracion (B) 3 16809.1 5603 71 **
A*B 18 38195.94 2121.9 26.9 **
Error 108 8520.5 78.89
Total 139 209665.2

CV 13% ** Valores altamente significativos

El efecto demostrado por gobernadora (cuadro 4) fue estadisticamente superior
al resto de los extractos (p<0.01), lo cual se puede comparar con trabajos donde tal
efecto se demostré por la gobernadora (Lara et al.,1997) en frijol Canario 107 en
suelo contaminado previamente con Alternaria solani y tratado con una

concentracion al 2 % p/p donde se observo la muerte preemergente mas alta (80 a
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100%) en los tratamientos inoculados con el patdégeno, excepto en aquellos
adicionados con gobernadora donde el porcentaje de germinacion fue de 100%.
Este efecto inhibitorio de Alternaria solani por gobernadora (Lépez et al., 2005)
sefiald un fuerte efecto inhibitorio del extracto de gobernadora sobre Fusarium,

Rhizoctonia y Verticillium

Cuadro 4. Efecto inhibitorio promedio de cinco extractos vegetales sobre el
crecimiento micelial de Alternaria solani en medio de cultivo PDA.

% de Concentracion Extractos
Extractos 1 3 6 9
1. Ajo 0.4 38.2 50 100 47.15D
2. Canela 36 51 85 100 68 C
3. Clavo 55 100 100 100 88.75 B
4. Gobernadora 89 100 100 100 97.25 A
5. Romero 75.6 72.8 84.4 71.2 76 C
6. Fungicida 84.2 84.2 84.2 68.8 80.35B
7. Testigo PDA 0 0 0 0 0.0E
Concentraciones las 486 C |63.7B |719A |771A

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes al 0.01

El extracto de clavo y el testigo 1 (Tiabendazole) fueron estadisticamente
iguales (cuadro 4) para este ultimo segun (Merck Sharp and Dohme Internacional.
1986) inhibe el crecimiento micelial de Alternaria solani al 100 % en campo, contrario
a lo que se esperaba no inhibi6 por completo el crecimiento micelial en este
experimento, en este sentido la evaluacion in vitro pudo haber sido afectado por
alguna variacion genética del hongo, mientras que el extracto de clavo inhibié por
completo a partir de la segunda concentracion (3%), (L6pez et al. 2005) demostraron
la inhibiciobn por completo en crecimiento micelial de Fusarium oxysporum
Schlechtend. f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder y Hansen, Rhizoctonia solani Kihn y
verticillium dahliae Kleb después de 72 h de incubacion en dos concentraciones y
después de 144 h se mantuvo el efecto en Rhizoctonia solani, este mismo efecto

antifangico del extracto de clavo fue observado en especies de hongos como
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Botrytis cinérea Pers (Antonov et al 1997; Wilson et al., 1997), Aspergillus flavus
(Montes-Belmont, 1997)

Los extractos de canela y romero fueron estadisticamente iguales, el primero de
estos tuvo un mejor comportamiento a medida que aumenta la concentracion
(Viveros-Folleco J.,Castafio-Zapata J. 2006) mencionan el crecimiento inhibitorio de
Mycosphaerella fijiensis al 25, 50, 75 y 100 % de concentracion siendo acentuado
en la tercera y cuarta concentracién, caso contrario en romero lo cual se mantuvo

casi constate.

La Figura 1 muestra que los extractos de ajo y canela incrementaron su efecto
inhibitorio al incrementar su concentracion de 3 al 9 % observandose que al 1 % el
efecto de la concentracion del ajo fue practicamente nulo. Es de notarse que el
efecto inhibidor del fungicida fue superado significativamente por los extractos de
clavo, gobernadora en sus cuatro concentraciones.

Figura 1. Efecto de cinco extractos vegetales y el fungicida Thiabendazol sobre el
crecimiento del micelio de Rhizoctonia solani en medio de cultivo PDA después de
144 hs de incubacion
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Respecto a la inhibicibn de estos extractos vegetales sobre el crecimiento
micelial de Aspergillus flavus en medio de cultivo PDA, se consideré también el
crecimiento del micelio del hongo en el medio de cultivo PDA (testigo 2) como 100
%, respecto del cual se calculo el efecto inhibitorio de los extractos vegetales sobre
Aspergillus flavus de la misma manera que para Alternaria solani. El efecto inhibitorio
de testigo fungicida, al igual que el que mostrd sobre Alternaria solani, tampoco lo
inhibié por completo.

El cuadro 5 presenta los cuadrados medios del andlisis de varianza para el
efecto inhibitorio de los extractos utilizados, del testigo fungicida (testigo 1) y del
testigo PDA (testigo 2) sobre el crecimiento del micelio de Aspergillus flavus en
medio de cultivo PDA. Se observan diferencias altamente significativas entre los
extractos y para la interaccion extracto por concentracion (p<0.01) pero no para las
concentraciones (cuadro 6). Aqui se observa que para este hongo, fue mas
importante el efecto inhibitorio de los diferentes extractos que la concentracion de

estos.

Cuadro 5.Cuadrados medios del andlisis de varianza para los efectos inhibitorios de
cinco extractos vegetales sobre el crecimiento micelial de Aspergillus flavus

después de 144 hrs de incubacion en medio de cultivo.

F.V GL S.C. C.M. F
Rep. 4 1170.69 292.6 0.92 NS
Extracto (A) 6 112514 18752.36 59.1 **
Concentracién (B) 3 1281 427.3 1.3 NS
A*B 18 30043 1669 5.2 **
Error 108 34230.9 316.9
Total 139 179241

CV 37% ** Valores altamente significativos

La interaccion extractos por concentracion (cuadro 3), su respuesta presenta mayor
o menor inhibicién al variar la concentracion, teniendo como resultado un efecto

notable entre estos, debido a que no todos los extractos tienen un poder inhibitorio
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en la misma concentracion sino que su poder inhibitorio en algunos casos es mejor
al aumentar de dosis. Como la comparacion de testigo 1 su poder inhibitorio es casi
constante mientras que gobernadora desde la primera concentracion tiene un efecto
notable siendo mayor en el resto de las concentraciones, caso contrario al ajo donde

Su crecimiento es gradual.

Cuadro 6. Efecto inhibitorio promedio de cinco extractos vegetales sobre el
crecimiento micelial de Aspergillus flavus en medio de cultivo PDA.

% de Concentracion Extractos

Extracto 1 3 6 9

Ajo 33.67 38.73 36.2 64.56 43.0B
Canela 42.78 20.75 1.77 7.85 18.0C
Clavo 14.43 76.96 100 87.34 69.6 A
Gobernadora 75.19 84.05 86.33 81.27 81.7 A
Romero 42.78 42.53 42.78 30.38 39.6B
Fungicida 83.29 76.46 66.58 75.19 75.0 A
Testigo PDA 0 0 0 0 0.0 D
Concentraciones | 41.7 A 485 A 476 A 495 A

El mayor efecto inhibitorio se observo en el extracto de gobernadora, que
aunque superdo al fungicida, junto con el extracto de clavo resultaron
estadisticamente igual al (p<0.01) de significancia. (Merck Sharp and Dohme
Internacional. 1986) fabricante del fungicida utilizado como testigo, en su catalogo de
hongos controlados por el Fungicida Tecto 60 (Tiabendazol) indica que es efectivo
para controlar en campo tanto a Alternaria solani como a Aspergillus flavus, sin
embargo el efecto inhibitorio de este producto en medio de cultivo a la dosis
recomendada sobre estos patégenos no mostré inhibicion completa del desarrollo
del micelio. Es probable que a la fecha existan variantes de estos hongos que ya
hayan desarrollado algin grado de resistencia al fungicida. Vargas-Arispuro et al.,
(1997) sefialan que para hongos de almacén productores de aflatoxinas, como es el
caso de Aspergillus flavus y A. parasiticus encontraron que el extracto de

gobernadora tuvo los mejores resultados a 500 ppm ya que inhibié el 92 y 86 %
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respectivamente el crecimiento de estos hongos. El extracto de clavo demostro tener
el mismo poder inhibitorio al ser estadisticamente igual a los mencionados, (Lépez et
al., 2005) sefiala que a la concentracion de 10% de concentracion inhibe al 100 % a
Verticillium, Fusarium y Alternaria a las 72 h manteniéndose hasta las 144 h de

incubacion.

La figura 2. Muestra un efecto inhibitorio de los extractos sobre el crecimiento
micelial de Aspergillus flavus mas heterogéneo que para Rhizoctonia solani, para
este hongo, el extracto de ajo si mostr6 un efecto moderado, sin embargo el extracto
de canela, mostré un menor efecto que para Rhizoctonia solani, particularmente las
concentraciones de 6 y 9 %, lo cual puede atribuirse al hecho de que a las 144hs de
incubacion, el medio de cultivo conteniendo el extracto, pudo haber comenzado a
Descomponer las sustancias responsables de la inhibicion. Al igual que en Alternaria
solani, los extractos que mostraron mayor efectividad en la inhibicion fueron los de
clavo y gobernadora

Figura 2. Efecto de cinco extractos vegetales y el fungicida Thiabendazol sobre el
crecimiento del micelio de Aspergillus flavus en medio de cultivo PDA después de

144 hs de incubacion
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El extracto de ajo y romero fueron estadisticamente iguales, el ajo por su
parte fue inferior a la gobernadora, (Lopez et al 2005) menciona que este tuvo un

efecto inhibitorio importante aunque significativamente inferior a la gobernadora.

CONCLUSIONES

El testigo Tecto 60 (Thiabendazol) utilizado como testigol, no mostré un efecto

inhibitorio completo sobre los hongos Alternaria solani y Aspergillus flavus.

Todos los extractos mostraron efectos inhibitorios sobre  Alternaria solani y

Aspergillus flavus.

En la interaccion extracto por concentracion el ajo, canela, clavo y gobernadora a la
concentracion de 9% tuvieron un efecto similar mientras que al variar este ultimo su

respuesta varia en algunos casos.

El extracto de Gobernadora mostré6 mayor efecto inhibitorio sobre Alternaria solani,
fue estadisticamente superior al fungicida y al resto de los extractos.

El extracto de clavo fue estadisticamente igual al testigo 1, siendo este ultimo
superior a romero y canela en A. solani.
No hubo efecto notable en cuanto a extractos de clavo, gobernadora y testigol al ser

estadisticamente iguales, el extracto de ajo y romero fueron estadisticamente
iguales pero inferiores a los antes mencionados en A. favus.
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