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RESUMEN

Bajo condiciones In Vitro, se evalud el efecto inhibitorio de los extractos
vegetales de: Allium sativum (ajo), Larrea tridentata (gobernadora), Syzygium
aromaticum (clavo), Melia azedarach (lila), Rosmarinus officinalis (romero),
Zingiber officinale (jengibre), Solanum torvum. (sosa), se utilizo agar bacteriolégico y
un ingrediente quimico Metalaxil, sobre el crecimiento micelial de Phytophthora
capsici In Vitro, el fungicida Metalaxil inhibié el crecimiento en la primera y segunda
evaluacion al 100 %, ya que en la tercera evaluacion disminuy6é un 2 % dando un
resultado de 98.21 %, a lo contrario de los extractos de clavo y jengibre que en sus
tres periodos de evaluacion inhibieron el crecimiento micelial al 100 %, comparado al
de gobernadora que en su primera evaluacion inhibio el crecimiento al 100 %, y tuvo
disminucién en la segunda y tercera evaluacion en la concentracion del 3 %, el
testigo no mostré ninguna inhibicion al ser comparados con los extractos, los otros
extractos como la sosa y la semilla y hoja de lila solo fueron buenos inhibidores en

su concentracion del 9 % y los demés fueron insignificativos.

Se demostrd In Vivo, se demostré que cuatro extractos vegetales arrojaron
excelentes resultados practicando el procedimiento del Area Bajo la Curva de
Progreso de Enfermedad (ABCPE) demostraron que la severidad de P. capsici
fueron menores al ser comparados con el testigo Agua Destilada y el fungicida
Metalaxil, que mediante el ABCPE la severidad a la enfermedad fueron muy altas.
Dando como resultado final que las concentraciones del 0.5%, 1.0% y 2.0% en sus
diferentes etapas de evaluacion en lo que se refiere a la severidad de la enfermedad
mostraron que los extractos vegetales resultaron ser superiores al dafio causado

por P. capsici ser comparados con el testigo Agua Destilada y el fungicida Metalaxil.

Palabras claves: Phytophthora capsici, Capsicum annuum, extractos vegetales,

Concentraciones.



I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

En la agricultura moderna, se le ha dado poco interés a la sostenibilidad de la
productividad. El uso de agroquimicos ha permitido obtener alta productividad en el
campo, pero con ello se presentan también nuevos problemas que ponen en riesgo
la sostenibilidad de la agricultura.

En general los movimientos de agricultura alternativa buscan volver a la
agricultura natural orientando la produccién hacia un sistema diversificado, que no
por ser natural es menos complejo o requiere menos desarrollos tecnolégicos y
cientificos.

El Consejo Nacional de investigacion en Agricultura de la Academia de
Ciencias de Estados Unidos, determind que los agroquimicos constituyen el 60 % de
los pesticidas usados en la produccion de alimentos con riesgos oncogénicos por lo
que su uso debe ser restringido. (Wilson y Wisniewski1992)

La industria de los pesticidas agricolas tuvo como base en su inicio la
utilizacién de extractos de plantas como el tabaco, el crisantemo y el timbd. A pesar
del limitado desarrollo de las investigaciones realizadas en esta area, Grainge y
Ahmed (1988), demostraron que existen alrededor de 2,400 especies de plantas
con propiedades contra plagas agricolas incluyendo desde malezas y roedores
hasta acaros, insectos, nematodos, hongos, bacterias. El control de fitopatégenos
del suelo es dificil de lograr, incluso tiene un costo elevado, ya que implica el
desarrollo de nuevos pesticidas. (Zavaleta 1987).

Antéon et al. (1987), mencionan que se han investigado una gran cantidad de
familias de compuestos quimicos, cada uno con su casi infinita variedad de
constituyentes; sin embargo, solo se conoce la actividad biol6gica potencial de una
pequefia parte de ellos y eso referido Unicamente a sus propiedades farmacoldgicas,
siendo mas dramatico el desconocimiento en cuanto a su uso agricola. Por lo
anterior, es necesario conocer los efectos que los extractos producen sobre

fitopatégenos del suelo.



Por eso, es prioritaria la busqueda de alternativas de manejo de plagas y
enfermedades de menor costo y menor impacto ambiental, pero con la misma
efectividad. (Montes-Belmont 1996).

Los residuos y extractos vegetales con propiedades antimicrobianas pueden
tener un papel importante en un sistema ecoldgico integrado de produccion agricola
para el control de enfermedades, o bien, pueden ser parte complementaria en la
agricultura convencional. (Campos et al. 1994; Garcia y Montes-Belmont 1992;
Montes-Belmont y Sandoval-Garcia 1990; Zavaleta-Mejia 1999)

1.2 Importancia del estudio

Los extractos vegetales son de suma importancia para el sector agricola y
gue han jugado un papel importante como proveedores de bienes y servicios para la
poblacién rural para solventar las necesidades que se tienen en la agricultura que
esta caracterizada por los mas profundos niveles de marginacion social y
economica.

Es de gran importancia llevar a cabo este tipo de estudios sobre la idoneidad
de los extractos vegetales como alternativas de control de fitoparasitos, asi como
probar nuevos experimentos que puedan servir para este fin, ademas de tratar de
minimizar dafios ecologicos al obtenerlos y asi tener los mejores resultados en
nuestros planes, es prioridad la busqueda de alternativas de manejo de plagas y
enfermedades de menor costo y menor impacto ambiental, pero con la misma
efectividad. (Montes-Belmont 1996)

Actualmente México continla observando una estrategia de desarrollo basado
en el fortalecimiento de la industria del petrdleo de otras industrias como el acero,
maquinaria pesada, cemento, etc. Sin tomar en cuenta el vasto potencial de
recursos naturales que le permitiria promover una industria manufacturera y de
bienes de consumo basico. En este grupo destacan por su importancia y valor

econdmico los recursos naturales. (Serrano 1983)



Es por esta razdén que se viene reconociendo cada vez mas a los recursos
naturales, ya que cumplen una funcion protectora y restauradora de la tierra, asi
mismo, proveen de una gran cantidad de bienes y servicios que nuestra sociedad
demanda. (FAO 1976)

Por otra parte existen varios problemas en el contexto de los recursos
naturales y uno de los mas importantes son las plagas y enfermedades, la cual es
causada por varios factores como la necesidad de los campesinos por abrir terrenos
para dedicarlos a la agricultura y a la ganaderia.

1.3 Planteamiento del problema

El chile (Capsicum annuum) es uno de los cultivos con mayor tradicién en
Mesoameérica, ya que constituye un elemento basico dentro de la dieta de la
poblacién. Sin embargo, los rendimientos en México son bajos, debido en gran parte
al ataque por agentes fitopatégenos, siendo Phytophthora capsici uno de los méas
importantes, ocasionando pérdidas entre 60-100% por la enfermedad conocida
como “marchites del chile”. (Bustamante, 1993).
(http://members.tripod.com/~sociedad/resumen22.html).

De acuerdo con diferentes autores como Campos et al. (1994); Garcia y
Montes-Belmont (1992); Montes-Belmont y Sandoval-Garcia (1990); Zavala-Mejia
(1999), aseguran que la utilizacion de alternativas de control de enfermedades no
contaminantes es de suma importancia para lograr una eficiente produccion agricola
sin el deterioro ambiental, con productos agricolas y alimentos mas saludables, sin
afectar la productividad y la calidad de los mismos. Los residuos y extractos
vegetales con propiedades antimicrobianas pueden tener un papel importante en un
sistema ecoldgico integrado de produccion agricola para el control de enfermedades,
0 bien, pueden ser parte complementaria en la agricultura convencional, ya que las
plantas son una fuente potencial de productos quimicos naturales, algunos con

funcidén fungicida, y que pueden explotarse con éxito. (Campos et al. 1994)



Ante tal situacion se planteod el presente trabajo con los siguientes propdsitos:

1.4 Objetivos

Objetivo general:

Coadyuvar a la evaluacion de extractos vegetales para el control potencial de la
pudricion del chile causada por el hongo Phytophthora capsici.

Objetivos especificos:
1. Determinar el efecto de ocho extractos vegetales sobre el crecimiento micelial
del hongo Phytophthora capsici bajo condiciones de In Vitro.
2. Determinar el efecto preventivo de los extractos sobre plantulas de chile
inoculadas con el hongo.

1.5 Hipotesis

Ho: Todos los extractos vegetales tienen la misma capacidad de inhibir el
crecimiento micelial radial del hongo Phytophthora capsici.

Ha: Al menos un extracto vegetal es diferente.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Descripcion del hongo Phytophthora capsici

Phytophthora capsici es un hongo habitante del suelo que puede sobrevivir
como saprofito, pero se vuelve parasitico en presencia de hospedantes susceptibles.
En tejidos infectados en descomposicién lenta o en el suelo aparece en forma de
estructuras de resistencia. Es un patégeno altamente devastador de los cultivos de
chile, pero causa serios dafios en un amplio nimero de especies horticolas. (Avelar
y Marban 1989).

El desarrollo de la enfermedad depende de las condiciones ambientales y de
la cantidad de inéculo presente en el suelo. La época seca, con tiempo soleado e
irrigacion por surcos, que genere un nivel freatico alto favorece la produccién de
esporangios y su posterior invasion de las plantas.

En cultivos bajo riego, el factor mas importante para el desarrollo de la
enfermedad es la humedad en el area cercana a la base el tallo. La produccion de
esporangios en tejidos infectados ocurre en suelos cuyos contenidos de humedad
varian entre la capacidad de campo y el punto de saturacion. El riego se considera
uno de los principales medios de diseminacién, porque facilita la diseminacion de las
zoosporas. (Redondo 1974).

La interaccion entre las especies C. annuum y P. capsici es muy compleja

complicando el mejoramiento genético para resistencia.

2.2 Importancia Econdmica del hongo Phytophthora capsici

En general las solanaceas son sensibles a Phytophthora capsici. Este
patdgeno puede causar graves dafios a los campos sobre todo si ataca a nivel de
raices porque puede perderse toda la plantacion.

En condiciones favorables puede causar pérdidas econdmicas devastadoras
al afectar del 60 al 100% de la superficie cultivada. Actualmente existen en México
regiones en donde se tienen perdidas hasta del 80% y Estados como
Aguascalientes y San Luis Potosi donde la superficie de siembra de chile se ha

reducido un 60% por causa de este problema. (Pérez et al.1990)



2.3 Sintomas de la enfermedad

Phytophthora capsici ataca las hojas, cuello, raices, tallos y frutos. Primero se
observa un marchitamiento de las hojas sin cambios en su color, las cuales
finalmente quedan colgadas de los peciolos. En la base del tallo aparece una
mancha marrén verdusca, que se ennegrece de acuerdo con el grado de necrosis de
los tejidos vy lignificacion de la planta. Las raices y tallos afectados muestran una
pudricidn suave, acuosa e inodora. Los frutos anticipan su cambio a color rojo y se
arrugan.

La enfermedad es mas severa en suelos arcillosos y poco en suelos
arenosos, afecta principalmente las raices y la base del tallo de la planta, aunque
también puede atacar las partes aéreas. Los tallos contindan erguidos con las hojas
colgantes y los frutos secos y arrugados. El sindrome se origina por la obstruccion
de los haces vasculares en el cultivo de chile, la incidencia de la enfermedad
marchite del chile causada por el hongo oomyceto Phytophthora capsici, constituye
a nivel nacional, uno de los principales problemas que afectan la productividad del
cultivo en campo, ademas de estos sintomas se puede observar en el mismo lote
manchones de plantas con amarillamiento, defoliacion, caida de flores y finalmente

muerte de la planta. (Avelar y Marban 1989).

2.4 Ciclo de la Enfermedad

Las oosporas y clamidosporas son las estructuras de conservacion que se
encuentran en los rastrojos y malezas. Las oosporas con humedad germinan y
forman zoosporangios y esas zoosporas son las que causan el problema en la
planta. Phytophthora no necesita de heridas para ingresar a las células de la planta
(penetra directamente), una vez dentro de ellas causa pudriciones en el tejido y
forman micelios, estos micelios son las estructuras vegetativas que van a dar origen

a la formacion de zoosporangios y oosporas.



Clasificacion taxonémica de P. capsici

Reino: Protista

(Sin clasif.) Chromista Z0OSPORES SPORANGIUM
indiract
Filo: Heterokontophyta germination
-
Clase: Oomycetes
ancyiimant
Orden: Peronosporales o _
Familia: Pythiaceae @ Al
Género: Phytophthora hatarthalic
CHLAMYDOSPORE A2

Especie: capsici MYCELIUM

Figura 1. Estadios de Phytophthora capsici.

Etiologia

El hongo produce esporas limoniformes llamadas esporangios en la superficie
de las raices, de coronas, y de la fruta de plantas infectadas.

Los esporangios se pueden desalojar de las plantas infectadas por el agua de
irrigacion, el agua del drenaje, o la lluvia. Los esporangios pueden germinar y causar
directamente la infeccion.

En agua, los esporangios bajo condiciones adecuadas de temperatura liberan
muchas esporas con flagelos mas pequefias llamadas zoosporas que son atraidas
por los exudados de la raiz de las plantas para iniciar el proceso de infeccion en las
plantas susceptibles.

El ciclo de la infeccién de la planta y de la produccién de la zoospora puede
ocurrir muchas veces dentro de una sola estacion de crecimiento. Asi, los niveles
bajos de la infeccién temprano en el ciclo del cultivo pueden dar lugar a una fuerte
epidemia en el cultivo, si no se utlizan algunas estrategias de control de la

enfermedad. (http://webl.msue.msu.edu/vegetable/Resources/phytophthora.htm)



2.5 Distribucién geografica de Phytophthora capsici

Esta enfermedad se encuentra presente en todo el mundo. En México se le
considera la enfermedad mas importante de este cultivo causada por hongos, se ha
reportado su presencia en todos los estados productores de chile donde las
condiciones ambientales favorecen su desarrollo, particularmente en los estados de
Aguascalientes, Guanajuato, San Luis Potosi, Zacatecas, Durango, Sinaloa, Sonora
Chihuahua, Querétaro, Hidalgo y Michoacan. (Redondo y Garcia et al. 2000; 1974;
Guigon y Gonzéalez 2001)

Epidemiologia y estrategias de control

Se puede trasmitir con el agua de riego y lluvias. Phytophthora capsici
requiere de alta humedad y altas temperaturas. Le favorecen un mal drenaje del
suelo y la temperatura Optima es de 26-30°C. El desarrollo de la enfermedad
depende de las condiciones ambientales y de la cantidad de inoculo presente en el
suelo. La época seca, con tiempo soleado e irrigacidbn por surcos, que genere un
nivel freatico alto favorece la produccion de esporangios y su posterior invasion de
las plantas.

En cultivos bajo riego, el factor mas importante para el desarrollo de la
enfermedad es la humedad en el area cercana a la base el tallo. La produccion de
esporangios en tejidos infectados ocurre en suelos cuyos contenidos de humedad
varian entre la capacidad de campo y el punto de saturacion. El riego se considera
uno de los principales medios de diseminacion de la enfermedad, porque facilita la
diseminacién de las zoosporas. En areas dedicadas al cultivo del chile en Costa
Rica, a pesar de que existen condiciones de temperaturas altas, la enfermedad

afecta sélo la base del tallo y no se manifiesta en el follaje. (FAOSTAT 2006).



Medidas de control

Control preventivo cultural:
a. Buena preparacion de terreno
b. Eliminacién de rastrojos de cosechas anteriores
c. Nivelacion del terreno
d. Aplicaciéon de materia organica al suelo para mejorar su estructura
e. Menor longitud de surco para reducir los problemas de Phytophthora
f. Rotacion de cultivos
g. Eleccion de semilla sana

h. Aporques

Control preventivo quimico: Aplicaciones de
a. Propamocarb
b. Fosetyl-al
c. Metalaxil

(http://www.bayercropscience.com.pe/web/index.aspx?articulo=339)

Control genético:
a. Uso de variedades resistentes
b. Uso de variedades resistentes como estrategia complementaria de

control

Se han demostrado que los extractos vegetales pueden ser de gran utilidad
para el control de fitoparasitos en la agricultura moderna, sin los problemas de

contaminacion que generan las metodologias convencionales.



2.6 Importancia del cultivo de chile en México

México destaca a nivel mundial por tener la mayor variabilidad genética de
Capsicum annuum, que ha dado origen a un gran namero de variedades o tipos de
chiles, entre los que destacan el serrano, jalapefio, ancho, pasilla, guajillo y de arbol.

En algunos estados del pais se destinan superficies al cultivo del chile para
deshidratado, principalmente, y en otros se destinan principalmente para producto
fresco y encurtido.

(http://www.inforural.com.mx/producto.php?&id_rubrique=17&id_article=7381)

México es, también, uno de los principales productores de chiles en el mundo,
el consumo de chiles por persona es mayor al consumo de arroz y de papa. En 2001
se registro un consumo Per Capita de 8.7 kilogramos; esto representa un incremento
del 17.6% de 1980 a la fecha. El chile verde sigue siendo, junto con el maiz y el frijol,
una importante fuente de alimentacion para la poblacion.

El cultivo del chile se ha extendido a todo el territorio nacional, ubicandose las
regiones desde altitudes a nivel del mar hasta aquellas que se cultivan a una altura
de 2500 msnm, sin embargo, ha sido esta gran diversidad de variedades, regiones,
productores, etc., lo que ha imposibilitado que se pueda contar hoy en dia, con
estadistica por variedad de chile.

(http://www.conaproch.org/ch_estadisticas_produccion.htm#mundial)
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2.7 Estudios afines

Lopez et al. (2005), evaluaron el efecto inhibitorio de los extractos acuosos de
ajo (Allium sativum), gobernadora (Larrea tridentata), hojasen (Flourencia cernua),
clavo (Syzygium aromaticum), canela (Cinnamomum zeylanicum) y mango
(Mangifera indica), sobre Fusarium sp. Lycopersici, Rhyzoctonia solani y Verticilllium
dahliae y observaron que el fungicida Tiabendazol utilizado como testigo a una
concentracion de 600 ppm, inhibi6 por completo el crecimiento de Fusarium
oxysporum lycopersici (F.o.l), Rhizoctonia solani; en Verticilium dahliae la inhibicion
vario de 80.7 % a 90 % con 144 y 72 h de incubacién, respectivamente, y fue
superado por los extractos de clavo en sus dos concentraciones (5y 10 %).

El extracto de clavo en sus dos concentraciones inhibi6 el 100 % del
crecimiento de los tres hongos después de 72 h de incubacion. Excepto V. dahliae
con 144 h de incubacion, todos los extractos mostraron la tendencia a incrementar
su efecto inhibitorio con el aumento de la concentracién dentro del mismo periodo de
incubacion, y a reducirlo al incrementar el periodo de incubacion dentro de la misma
concentracion. Los extractos con el mayor efecto inhibitorio sobre las tres especies

de hongos fueron el Clavo, Ajo y Gobernadora.

Gamboa et al. (2003), extrajeron la resina de Flourensia cernua, Origanum
majorana y Bouvardia ternifolia con metanol mediante el método de Soxhlet, para
evaluar su efecto en el crecimiento micelial de Rhizoctonia solani y Phytophthora
infestans In Vitro. El solvente del extracto se prepard usando un rotavapor y se seco
la resina a temperatura ambiente. Luego, las resinas de cada extracto se disolvieron
en medio de cultivo papa-dextrosa-agar, preparandose cinco dosis. Para cada
patdgeno, se incluyo el respectivo testigo quimico en la dosis recomendada
(tolclofos-metil y metalaxil). Después de depositar el inoculo a manera de explantes,
las cajas petri se incubaron durante 96 h a 25° C en ausencia de luz; las lecturas se
realizaron a las 48 h y 96 h usando un vernier. Los resultados expresados en
porcentaje de inhibicién fueron aceptables para los tres extractos sobre R. solani,
mostrando un efecto fungistatico hasta la dosis de 20,000 ppm. Para el caso de P.
infestans se obtuvieron valores altamente significativos al obtenerse que el extracto

de O. majorana presento un efecto fungicida desde la dosis de 8,000 ppm; mientras
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gue los extractos F. cernua y B. ternifolia mostraron un ligero efecto fungistatico a

dosis altas.

Montes R. et al. (1990), probaron extractos acuosos de 74 especies de
plantas (hortalizas, ornamentales, frutales, medicinales, forestales y arvenses) para
determinar su posible influencia en su germinacion de urediosporas de Uromyces
phaseoli var. Typica Arth. Veinticuatro de las especies vegetales inhibieron entre 70
y 100% la germinacion de las urediosporas; de estas plantas se seleccionaron 14
para determinar el espectro de accién inhibidora de sus extractos sobre la
germinacion de las esporas de 14 hongos fitopatégenos de diferentes grupos
taxonomicos y hospederos. Los resultados mostraron una diversidad de respuestas
de los fitopatdgenos: Alternaria cucumerina, Erysiphe polygoni, Fusarium sp. Y
Puccinia sorghi la germinacion fue inhibida por la mayoria de los extractos; en
cambio en Peicillium sp. Hubo estimulacion en su germinacién por casi todos los
vegetales: Stemphylium sp. No respondié a los extractos con excepcion del Ajo que
lo inhibidé y el resto de los hongos presento una respuesta intermedia. De todos los
extractos el Ajo inhibid a todos los fitopatdgenos probados y el resto de los extractos

actlo contra varias especies de hongos.

Vargas et al. (1998), evaluaron la presencia de aflatoxinas en alimentos
elaborados a partir de granos y cereales, ya que es uno de los mas serios problemas
de calidad para los productores de alimentos y representa un riesgo para la salud.
La actividad fungicida y antiaflatoxigenica de extractos obtenidos de cinco plantas
colectadas en el Noroeste de Sonora, se estudiaros contra Aspergillus flavus y
Aspergillus parasiticus, hongos productores de aflatoxinas que tienen un alto
potencial para contaminar granos y cereales. La actividad fungicida de los extractos
fue evaluada sobre agar papa dextrosa (PDA). La actividad antiaflatoxigenica se
evallo sobre medio liquido, sacarosa magnesio, potasio extracto de levadura
(SMKY). De los diez extractos estudiados destaca el efecto del extracto obtenido con
diclorometano de Gobernadora (Larrea tridentata) que inhibi6 en 92% y 86% el
crecimiento de A. flavus y A. parasiticus, respectivamente. Los extractos metandlicos
tuvieron poco efecto sobre el crecimiento de ambos hongos. El extracto de Epazote
rojo (Chenopodium ambrosiodes) obtenido con diclorometano eliminé en 100% la

produccion de aflatoxinas de A. parasiticus. La actividad fungistica vy
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antiaflatoxigenica que presentaron los extractos de L. tridentata y Ch. ambrosiodes
en este estudio, indica que el uso de material vegetal es un medio adecuado para la

bdsqueda de nuevos compuestos fungicidas naturales.

Montes et al. (1996), hicieron un analisis bibliografico de la importancia de las
plantas como fuente de productos metabdlicos para el combate de fitopatbgenos. Se
describen algunos conceptos generados de los avances de investigacion logrados y
se mencionan aspectos metodolégicos para el estudio de las plantas con uso
potencial contra fitopatdbgenos como: seleccion de las especies de plantas, la
produccion de principios activos, el procesamiento de las plantas, los bioensayos y

el manejo de los extractos vegetales.
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. MATERIALES Y METODOS
3.1 Materiales bioldgicos
3.1.1 Descripcion de las especies utilizadas para la obtencion de los extractos

Melia azedarach (Lila) Tanto las hojas como las semillas fueron obtenidas de
plantas silvestres que crecen en los alrededores de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro.

Clasificacion cientifica de Melia azedarach (lila)

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia: Meliaceae

Género: Melia

Especie: M. azedarach

Figura 2. Arbol de Melia azedarach.

Nombre comunes en espariol: Lila, paraiso sombrilla, Arbol del paraiso, Cinamomo,
Melia, Arbol Santo, Mirabobo, etc. Nombres en ingles: chinaberry tree, persian lilac,
bead tree. Esta especie es nativa del sureste asiatico, se difundid a mediados del
siglo XIX como ornamental en Sudafrica y América.

Es un arbol mediano, de 8 a 15 m de altura, con el fuste recto; la copa
alcanza los 4 a 8 m de didmetro, de forma globosa. Las hojas son caducas, alternas,
compuestas, con peciolos largos, imparipinnadas, de 25 a 80 cm de longitud; los
foliolos son ovales, acuminados, de 2 a 5 cm de largo, de color verde oscuro por el
haz y mas claro en el envés, con el margen aserrado; amarillean y caen a

comienzos del otofio.
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Uso de Melia azedarach

Su valor en jardineria debe compensarse con especial atencién a su fruta,
gue es sumamente toxica para el humano y otros mamiferos, aunque las aves la
resisten (de hecho, constituye parte esencial de la dieta de la catita). Contiene
neurotoxinas, en especial tetranortriterpeno; 0,66 g de fruta por kg pueden matar a
un mamifero adulto. Los frutos, flores, hojas, y corteza poseen propiedades
insecticidas por la presencia de dos alcaloides, paraisina y azadiractina; productos
gue se han estado utilizando para el control de plagas en los granos almacenados.
Los animales que ingieran algunos frutos pueden morir en un lapso de 24 horas. La
semilla madura es de forma ovalada y de color negro, de unos 7 mm de largo. Para
obtener nuevas plantas se pueden macerar los frutos y extraer las semillas para
hacer siembra directa o plantar los frutos enteros.

El fruto es una drupa globosa de color amarillo, de 1-1,5 cm de diametro,
pueden verse durante todo el invierno en el arbol, cuando éste no tiene hojas, son
venenosos para las personas y algunos animales, excepto para las aves.

(Wikipedia, 2009) (http://es.wikipedia.org/wiki/Melia_bot%C3%Alnica)
(http://es.wikipedia.org/wiki/Melia_azedarach)

Figura 3.Semilla de Melia azedarach.
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Rosmarinus officinalis (romero) Las hojas y tallos de esta especie fueron

obtenidos de uno de los mercados que lo comercializa en la ciudad de Saltillo.

Clasificacion cientifica de Rosmarinus officinalis (romero)

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta.
Divisién: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Subclase: Asteridae.
Orden: Lamiales.

Familia: Lamiaceae.

Subfamilia: Nepetoideae.
Tribu: Mentheae. Figura 4. Planta de Rosmarinus officinalis
Género: Rosmarinus.

Especie: officinalis.

Nombres comunes: Romero, romero del 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 abundantes, presentan forma linear. Son
opuestas, sésiles, enteras, con los bordes hacia abajo y de un color verde oscuro,
mientras que por el envés presentan un color blanquecino y estan cubiertas de

vellosidad. En la zona de unién de la hoja con el tallo nacen los ramilletes floriferos.
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Composicion quimica

Acidos fendlicos (caefeico, clorogénico, rosmarinico), Flavonoides (derivados
del luteol y del epigenol), Aceite esencial (pineno, canfeno, borneol, cineol, alcanfor,
limoneno) 1,2 a 2%, Diterpenos (carnosol, rosmanol, rosmadial), Acidos triterpénicos
(acido ursdlico) 2 a 4%, Alcoholes triterpénicos (alfa y beta-amirina, betuldsido).
(Wikipedia, 2009) (http://es.wikipedia.org/wiki/Romero)

Solanum torvum (sosa) Se utilizaron especialmente las hojas de esta especie,
fueron obtenidas de plantas silvestres que crecen en algunas regiones del Municipio

de Venustiano Carranza, Chiapas, México.

Clasificacion cientifica de Solanum torvum (sosa)

Reino: Plantae.

Division: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Orden: Solanales.
Familia: Solanaceae.
Subfamilia: Solanoideae.
Tribu: Solaneae.

Género: Solanum.

Especie: torvum.
Figura 5. Planta de Solanum torvum.

Nombres comunes: sosa, Berenjena cimarrona, Berenjena de gallina,
Berenjena silvestre, Tabacén, Pendejera, Tomatillo, Friega platos. Nombres en

inglés: Devil's fig, turkeyberry, prickly solanum, Thai eggplant.
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La hierba sosa o pendejera (Solanum torvum) Es un Arbusto, generalmente
con un tallo en la base, que luego se ramifica. Puede alcanzar un tamafio de hasta
2.5 m de alto. Es una planta perenne usada en horticultura como rizoma para la
berenjena. La planta injertada es mas vigorosa y es inmune a las enfermedades de
la raiz. El arbusto tiene una altura de 2-3 metros y generalmente un solo tallo a nivel
del suelo. Las ramas son gris-verde con pelusas. Las hojas estan enfrentadas y son
lobuladas. Las flores son blancas agrupadas en corimbos. Los frutos son bayas de
color amarillo cuando maduran y contienen numerosas semillas. Aunque muchos
campesinos también la utilizaban como afrodisiaco.

Las ramas jovenes estan cubiertas de pelos ramificados (estrellados),
horizontales, sésiles o estipitados; ademas las ramas que portan las inflorescencias
pueden presentar algunas espinas gruesas, rectas o recurvadas, de hasta 1 cm de
largo; corteza gris.

Las hojas son alternas, generalmente en pares desiguales (la pequeia de la
mitad o menos de la longitud de la grande), ampliamente ovadas, de hasta 20 cm de
largo y hasta 15 cm de ancho, mas o menos puntiagudas, margenes raramente

enteros.

Componentes quimicos y toxicidad

Contiene solanina, un esteroide y saponina, clorogenina y colecalciferol, un
veneno usado para roedores (fuente). Las raices contienen un alcaloide como la
jurubina.

(Wikipedia, 2009) (http://es.wikipedia.org/wiki/Solanum_torvum)

Allium sativum (ajo) De ésta especie las partes de la planta utilizadas fueron los
“dientes“obtenidos de comercios en la ciudad de Saltillo.

18



Clasificacion cientifica de Allium sativum (ajo)

Reino: Plantae.
Divisién: Magnoliophyta.
Clase: Liliopsida.

Orden: Asparagales.

Familia: Alliaceae.

Género: Allium.

Especie: sativum.

Figura 6. Planta de Allium sativum

Nombres comunes: Castellano: aja, ajo, ajo andaluz, ajo blanco, ajo
castafiuelo, ajo castellano, ajo comun, ajo comun y hortense que se come, ajo
cultivado, ajo diego, ajo doméstico, ajo morado, ajos, ajo sanjuanero, ajo silvestre,
ajos porros, rocambola. Nombre en inglés: Garlic.

El ajo es una planta perenne de la familia de la cebolla. 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 utilizaciéon
farmacoldgica. Es eficaz como antibidtico, combatiendo numerosos hongos,

bacterias y virus.

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 combinacién de la alina con la

alinasa, lo que produce una sustancia denominada alicina.
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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
gue reducen el nivel de colesterol.

La alicina tiene como principal compuesto el sulfuro de hidrogeno el cual
facilita la distensién de las membranas celulares vasculares disminuyendo de este
modo la presidén sanguinea y favoreciendo la circulacion y el transporte de oxigeno.
(Wikipedia, 2009) (http://es.wikipedia.org/wiki/Ajo)

Zingiber officinale (jengibre). Las partes de esta especie utilizadas fueron los

rizomas obtenidos de establecimientos comerciales en la ciudad de Saltillo.

Clasificacion cientifica del Zingiber officinale (jengibre)

Reino: Plantae.

Division: Magnoliophyta.
Clase: Liliopsida.

Orden: Zingiberales.
Familia: Zingiberaceae.
Subfamilia: Zingiberoideae.
Tribu: Zingibereae.
Género: Zingiber.

Especie: officinale.

Figura 7. Planta de Zingiber officinale.

Nombres comunes en espafol: cafiacoros, jengibre, Kion; Valenciano:
Gingebre; Gallego: xenxibre; Vasco: Zingiber; Nombres en Inglés: Ginger.

El jengibre es una planta de la familia de las zingiberaceas, cuya raiz esta
formada por rizomas horizontales muy apreciados por su aroma y sabor picante. La
planta llega a 90 cm de altura, con largas hojas de 20 cm. Crece en todas las

regiones tropicales del mundo. Las variedades mas caras y de mayor calidad
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generalmente proceden de Australia, India y Jamaica, mientras que las mas
comercializadas se cultivan en China.
Su nombre viene del sanscrito sinabera, que significa «formado como un

cuerno».

Usos terapéuticos

En investigaciones médicas se ha comprobado que la raiz de jengibre es un
efectivo tratamiento contra las nauseas causadas por los mareos en medios de
transporte, asi como las padecidas por las mujeres embarazadas. No se le conoce
efecto teratogénico por eso es segura en embarazos. El jengibre contiene
propiedades antioxidantes que comunmente usan los quimicos antioxidantes. "El
jengibre en un sin numero de estudios es calificado de poseer un indice inhibidor-
radical libre quiza mucho mas grande que los preservativos antioxidantes
comerciales BHA y BHT.

(Wikipedia, 2009)

(http:www.es.wikipedia.org/wiki/Cafiacoros35es.wikipedia.org/wiki/Cafiacoros - 35k)

Syzygium aromaticum (clavo). Las partes de las plantas de esta especie que se
utilizaron fueron los botones florales secos y se obtuvieron de establecimientos

comerciales que lo expenden en Saltillo.

Clasificacion Cientifica de Syzygium aromaticum (clavo)

Reino: Plantae.
Division: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Orden: Myrtales.
Familia: Myrtaceae.

Género: Syzygium.

Especie: aromaticum. Figura 8. Planta de Syzygium aromaticum.
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Nombres comunes: clavo de olor, Arbol del clavo, clavo de especia. Nombre
en inglés: Clove.

El clavo de olor son los brotes secos aromaticos de las flores del arbol del
clavo de esta especie perteneciente a la familia Myrtaceae. Es nativo de Indonesia y
es usado como especia en las cocinas de todo en mundo. El nombre deriva de la
palabra francesa "Clou"(clavo) ya que los brotes guardan un parecido con los objetos
-usados en carpinteria para unir madera- llamados asi. Los clavos son cosechados
principalmente en Indonesia y en Madagascar, también crece en Zanzibar, India, y

en Sri Lanka.

Usos

Los clavos son usados en la cocina enteros o molidos pero, como son
extremadamente fuertes, se usan en poca cantidad. Se han identificado compuestos
activos como el eugenol responsable del aroma en el aceite esencial y su contenido
varia de 72-90%. EI Eugenol tiene pronunciadas propiedades antisépticas y
anestésicas. (Wikipedia, 2009) (http://es.wikipedia.org/wiki/Clavo)

Larrea tridentata (gobernadora) Las partes de esta especie de planta fueron las
hojas. Se obtuvieron de poblaciones de plantas silvestres que crecen en los

alrededores de la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio Narro.

Clasificacion Cientifica de Larrea tridentata (gobernadora)

Reino: Plantae.

Division: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Orden: Zygophyllales.
Familia: Zygophyllaceae.
Genero: Larrea.

Especie: tridentata.

Figura 9. Planta de Larrea tridentata.
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Nombres comunes en espafiol: Gobernadora, (Estados del Noreste de
México); Guamis, Hediondilla, Huamis, Haaxat, Haajat, Jarilla (Rep. Mex.). Nombre
en ingles: Creosote bush, greasewood.

La gobernadora es una de las especies mas importantes en la vegetacion
natural de los desiertos mexicanos. Pero, también habita sitios perturbados y
muchos potreros de estas zonas aridas. Su habito 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.

Habitat

Es una especie dominante en la vegetaciéon de desiertos y zonas aridas,
incluyendo sitios perturbados, comunidades y plantas o animales asociadas.

Es una planta nodriza y de sombra importante para muchos animales y
plantas en el desierto. Su propagacion, dispersion y germinacion se reproduce por

semillas (evento raro) y vegetativamente.

Uso y Toxicidad

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

enfermedades hepaticas.

23



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.

(Wikipedia, 2009).
(http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/zygophyllaceae/larrea-
tridentata/fichas/ficha.htm).

Metalaxil M. Fungicida utilizado como testigo, fue preparado de acuerdo a las
indicaciones de 1gr por litro y se mantuvo en un frasco de 1000 ml.

Nombres comunes: Fungicida Ridomil bravo.

(Wikipedia, 2009)
(http://www.bayercropscience.com.pe/web/index.aspx?articulo=339)
(http://www.ine.gob.mx/dgicurg/plaguicidas/pdf/metalaxil.pdf)

Capsicum annuum (planta de chile) esta planta fue sembrada en el invernadero,

sirvi6 como hospedante para inocular al hongo P. capsici.

Clasificacion cientifica de la especie hospedante chile (Capsicum annuum)

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae

Género: Capsicum

Especie: annuum

Figura 10. Planta de Capsicum annuum.
Nombres popularmente conocido en México: Ajis, bixo, bolas, chil, chile

(fruto), chiles, chili del pico, coralé, guinda, guinda de tomatillo. Nombres en ingles:
Chile Pepper.
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El Chile Capsicum annuum puede ser anual, bianual, o vivir varios afos.
Mientras que la especie puede tolerar la mayoria de los climas, es especialmente
productiva en zonas calidas y climas secos.

La planta, de tallo lefioso, forma normalmente un arbusto de hasta 15 dm de
altura; algunas variedades alcanzan tamafios superiores.

Las flores son blancas o verdosas en la mayoria de las variedades, salvo en
el C. pubescens, en que tienen un color violaceo. El fruto —técnicamente una
baya— varia en coloracién y tamafio de acuerdo a la variedad; puede ser cubico,
conico o esfeérico.

(Wikipedia, 2009) (http://es.wikipedia.org/wiki/Capsicum_annuum)

3.2 Procedimientos experimentales

Este experimento se realizé en dos etapas, la primera de laboratorio donde se
hicieron las evaluaciones de los extractos In Vitro, y la segunda en invernadero para
realizar las evaluaciones In Vivo.

Los aislamientos se purificaron e identificaron con base a la morfologia caracteristica
de de los esporangios de Phytophthora y se preservaron en arena estéril para
mantener su patogenicidad. Previo a su utilizacion, fueron incrementadas en medios

de cultivo Agar V8.

3.2.1 Etapa de laboratorio (Efecto de los extractos sobre el crecimiento

micelial)
La primera etapa se realizdé en el laboratorio de patosistemas agricolas del

Departamento de Fitomejoramiento de La Universidad Autbnoma Agraria “Antonio

Narro” (UAAAN). Ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.
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3.2.2 Preparacién de los extractos y medios de cultivo

Las especies objeto de estudio fueron: Allium sativum (ajo), Larrea tridentata
(gobernadora), Syzygium aromaticum (clavo), Melia azedarach (lila), Rosmarinus
officinalis (romero), Zingiber officinale (jengibre), Solanum torvum (sosa), se utilizo
Agar Bacteriologico y un ingrediente quimico Metalaxil.

La preparacion de los extractos se hicieron en agua desionizada de acuerdo a
Montes y Peralta (1993) y Lopez et al. (2005), para lo cual se lavaron las plantas en
agua corriente y agua destilada; después, se secaron a la sombra y se separaron las
partes de las plantas a utilizar. Estas se limpiaron y 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 pasé por una malla (Alsa) del nimero 20 con orificios
de 0.84 mm de diametro.

Los extractos se prepararon en concentraciones de 3,6 y 9%, para lo cual se
pesaron cantidades de 3 ,6 y 9 grs. de polvo de cada especie y se colocaron en
vasos de precipitado Pyrex de 250 ml de capacidad, conteniendo el primero 91 ml de
agua desionizada y 9 grs. de polvo para la solucion de 9 %, 94 ml de agua
desionizada y 6 grs. de polvo para la solucion al 6%, y 97 ml de agua desionizada
mas 3 grs. de polvo para la solucion al 3 %, se agitaron por 15 min. En un agitador
de laboratorio de plato caliente (Corning modelo PC-620) y se dejaron luego en
refrigeracion 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 (esto se realizo con las 8
especies vegetales, excepto el noveno que es el Metalaxil que es el producto

quimico).

Cada extracto se pasO por papel filtro Watman WL No. 1 para eliminar
residuos de tejido vegetal que pasaron a través de la malla utilizada. Los extractos
obtenidos en sus tres concentraciones, se utilizaron directamente para preparar el
medio de cultivo Agar V8 en los que se sembro un disco del hongo Phytophthora
capsici, por lo que no fue necesario esterilizarlos previamente. Como testigos se
incluyeron el fungicida Metalaxil en una concentracion de 600 ppm y el medio de

cultivo Agar V8 sin extracto ni fungicida.
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3.2.3 Preparacion de los medios de cultivo Agar V8 mas Extracto Vegetal

Se preparé el Agar Nutritivo marca BD Bioxon, luego se le agrego jugo de verduras
V8, posteriormente se obtuvo 80 ml de extracto vegetal. Este procedimiento se llevo
a cabo para cada extracto vegetal, para después mezclarlos y meterlos al Autoclave
con 15 milibares de presion durante 15 minutos, de este resultado obtenido se paso
a cajas pertri obteniendo cuatro repeticiones por cada extracto vegetal, el testigo
solo se tomo como una repeticion, asi como de igual forma para el fungicida
Metalaxil, después de 24 h. se le agregd a estos medios de cultivo el hongo

Phytophthora capsici. (Cuadro 1)

Cuadro 1. Orden de los tratamientos, con respecto a concentraciones, muestreos y
repeticiones.

SEGUNDA TERCERA
PRIMERA EVALUCION EVALUCION EVALUCION

CONCENTRACION CONCENTRACION CONCENTRACION

Extractos| 3% 6% 9% 3% 6% 9% 3% 6% 9%

Gobern. | 4rep. | 4rep. | 4rep. |4rep. | 4rep. | 4rep. | 4rep. |4 rep. | 4rep.
Clavo 4drep. | 4rep. | 4rep. |4rep. | 4rep. |4rep. | 4rep. |4 rep. | 4rep.

Jengibre | 4rep. | 4rep. | 4rep. |4rep. | 4rep. |4rep. | 4rep. |4rep. | 4rep.
Sosa drep. | 4rep. | 4rep. |4rep. | 4rep. |4rep. | 4rep. |4 rep. | 4rep.

Sem. Lila| 4rep. | 4rep. | 4rep. |4rep. | 4rep. |4drep. | 4rep. |4rep. | 4rep.

Romero | 4rep. | 4rep. | 4rep. |4rep. | 4rep. |4rep. | 4rep. |4 rep. | 4rep.

Hoja Lila | 4rep. | 4rep. | 4rep. |4rep. | 4rep. | 4rep. | 4rep. |4 rep. | 4rep.

Ajo drep. | 4rep. | 4rep. |[4rep. | 4rep. |[4rep. | 4rep. |[4rep. |4 rep.
Metalaxil | 1rep. | 1rep. | 1rep. | 1rep.| 1rep. | 1rep. | 1rep. |lrep.|1rep.

Testigo
Agarv8 | lrep. | 1rep. | 1rep. |1rep.| 1rep. |1rep. | 1rep. |lrep. | 1lrep.

Origen de la cepa del hongo utilizada

La especie de fitopatdgeno que se utilizé fue Phytophthora capsici, se aislo de
plantas de chile con sintomas caracteristicos de la enfermedad conocida como
“Marchites del chile”. Las plantas fueron obtenidas de lotes comerciales productores
en el estado de Aguascalientes. El hongo se aisl6 sembrando pequefias secciones
del tejido infectado de las plantas de chile en cajas de petri conteniendo Agar V8.
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3.2.4 Parametro a evaluar

Las evaluaciones se realizaron midiendo en centimetros con una regla
graduada, se evaluo el crecimiento radial del micelio de Phytophthora capsici en
cada medio de cultivo mas extracto, agar V8 y el fungicida Metalaxil. Para esto, en el
fondo de la caja petri se trazaron una linea horizontal y otra vertical, sobre las cuales
se mididé cada 48 h el crecimiento radial del micelio del hongo. Este crecimiento se
transformd a porcentaje con respecto al crecimiento en el testigo constituido por el

medio de cultivo Agar V8 sin extracto y sin fungicida.

3.2.5 Disefio experimental

El presente trabajo se realizé bajo un disefio experimental completamente al
azar con un arreglo factorial de 8x3 para cada Concentracion de los extractos, donde
el factor A estuvo constituido por los extractos, testigo y el fungicida Metalaxil, y el
factor B por las concentraciones, se realizaron cuatro repeticiones por cada
concentracion y cada tratamiento y los dos testigos; la de Agar V8 y el fungicida
Metalaxil.

Donde

Yijkl = Respuesta obtenida de la I-ésima repeticion del i-ésima tratamiento de la j-
ésima concentracion de la k-ésima evaluacion.

Ti= Al efecto del i-ésimo tratamiento.

Dj= Al efecto de la j-ésima concentracion.

Ek= Al efecto de la k-ésima evaluacion.

TDij= Al efecto atribuido de la interaccion entre el i-ésimo tratamiento y el la j-ésima
concentracion.

TEik= Al efecto atribuido de la interaccion entre el i-esimo tratamiento y la k-ésima
evaluacion.

EEijkl= Error Experimental.

El modelo estadistico de este experimento fue el programa de SAS

(Statistical Analysis Systems)
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Figura 11. Evaluacion del diametro del desarrollo micelial de Phytophthora capsici.

3.3 Etapa de invernadero (Efecto de los extractos In Vivo)

3.3.1 Localizacion del area de estudio

El presente trabajo se llevo a cabo en las instalaciones de la Universidad Autbnoma
Agraria “Antonio Narro” ubicada a 7 Km. al sur de la ciudad de Saltillo, el
invernadero utilizado fue el No. 7 correspondiente al Departamento de
Fitomejoramiento, en Buenavista, Saltillo, Coahuila, cuyas coordenadas geograficas
son de 25° 22" Latitud Norte y 101° 01” Longitud Oeste del Meridiano de Greenwich,

con una altura de 1743 m.s.n.m. (Figura 12)

Figura 12. Vista interior del Invernadero del Departamento de Fitomejoramiento.
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Condiciones de Invernadero

El invernadero cuenta con un total de 24 camas con las medidas de 3 m. de
largo por 1.2 m de ancho cada una. Tiene una orientacion de Norte a Sur y cuenta
con un disefio en forma de capilla, cobertura con material conocido como fibra de
vidrio. En este experimento solo se utilizo una cama, ubicada a un extremo derecho

del invernadero.

3.3.2 Material bioldgico utilizado

Para esta parte del experimento se utilizé la variedad susceptible de chile
jalapefio 15.M.E.T. del campo Experimental de Ebano, S.L.P.

Se sembraron en una charola de unicel de aprox. 200 cavidades para poder
germinar y ser facil su manejo, se dieron mantenimiento como es la fertilizacion,
riego semanal, aplicaciéon de agroquimicos para no tener plagas y enfermedades, o

agentes que pudieran provocar dafio al cultivo.

3.3.3 Descripcidon de los sustratos

Peat moss: El “musgo sphagnum” es el componente basico del material a
utilizarse en los recipientes para el cultivo de especies forestales u horticolas. El
“peat moss” o turba es un término general o global para muchos componentes
separados, incluyendo turba natural de juncio, turba tipo humus y muchas otras

mezclas de que se dispone comercialmente.

Perlita: La perlita es otro agente de volumen de ligerisimo peso usualmente
granular, que se obtiene del calentamiento de la lava triturada. Se obtienen granulos
estériles similares a esponjas que retienen de 3 a 4 veces su peso en agua y tienen
un valor de P.H. de 6.0 a 8.0.
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3.3.4 Fertilizantes utilizados

Los fertilizantes, fungicidas, insecticidas y foliares utilizados que se ocuparon para la

conservacion de las plantas y su debida manipulacién contra cualquier organismo

gue produjera algun dafio a nuestro cultivo de Capsicum annuum se presenta en el

siguiente Cuadro 2.

Cuadro 2. Formulas de los Fertilizantes, Fungicidas, Insecticidas y Foliares utilizados

en el experimento.

Fertilizantes

Dosis Recomendada.

Quelato de Fierro 28 gr.
Urea 14 ar.

Fosfato de Amonio 28 gr.
Sulfato de Potasio 84 gr.
Sulfato de Magnesio 84 gr.
Sulfato de Amonio 28 gr.
Sulfato de Manganeso 28 gr.
Nitrato de Calcio 280 gr.

Pizca de Boérax

(Lo que agarre en los tres dedos).

Estos componentes quimicos son para

preparar 200 Litros de Agua.

Fungicidas
Ridomil 3 gr./1 Lt De Agua.
Tecto 1 gr./1 Lt De Agua.
Insecticidas
Confidor 1 cm’/1 Lt. De Agua.
Karate 1 cm®/1 Lt. De Agua.
Cazador 1.5 cm*/1 Lt. De Agua.

Adherente: Pegodol

1 cm®/1 Lt. De Agua.

Foliares

Agrofol

6 gr. /1 Lt De Agua.
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Todas estas actividades se llevaron a cabo en el proceso para la obtencién de
las plantas en Invernadero, para poder llevarse a cabo las inoculaciones del hongo
Phytophthora capsici y poder manipular su enfermedad.

Especie de Hongo a utilizar

Para este experimento obtendremos indculos ya preparados para ser llevados
al invernadero, posteriormente ser inocular alas plantasy en este caso se utilizé el

hongo Phytophthora capsici.

3.3.5 Desarrollo del experimento

Preparaciéon de camas

La preparacion de las camas consistié en lavar con agua, jab6n y cloro las
camas de cemento con el propdsito de desinfectarlas eliminando agentes patdgenos
gue se pueden encontrar en ese momento, posteriormente inocular las plantas de P.
capsici y no encontrar otros patégenos que nos causen dafos posteriores, ya que el
objetivo principal es tener presente el hongo que se desea estudiar. Estas camas
tienen aproximadamente 3 m. de largo y 1.2 m. de ancho, y se localizan en el
invernadero No. 7 correspondiente a Investigaciones del Departamento de

Fitomejoramiento de la “UAAAN".
Establecimiento del experimento
Este experimento se llevo a cabo colocando las macetas en las camas,

guedando 5 hileras, con espacio de 10 cm. por cada maceta y 15 cm. entre hileras.
(Figura 13)
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Figura 13.Establecimiento del experimento.
3.3.6 Preparacion de los tratamientos
Colecta de plantas utilizadas como extractos

Larrea tridentata (gobernadora), fue recolectada alrededor de la reforestacion
de la “UAAAN", Allium sativum (ajo), Syzygium aromaticum (clavo), fueron
compradas en supermercados de la ciudad de Saltillo, ya que es una especie que
no se tienen su procedencia original, y Solanum torvum (sosa), esta planta fue
recolectada en el Municipio de Venustiano Carranza, Chiapas, el fungicida Metalaxil
fue adquirida en la misma bodega donde se prepararon los mismos extractos y el

testigo Agua Destilada.
Preparacién de los extractos

Este procedimiento ya esta explicado en el apartado.

3.2.2 Preparacion de los extractos y medios de cultivo, donde se explica de cdmo se
obtuvieron los tratamientos para poder llevar a cabo en el invernadero.

Cabe mencionar que en este apartado se menciona que se prepar6 para las
diferentes concentraciones del 3 %, 6 % y 9 %, pero que en nuestro primer
experimento no funciond, por lo que se procedié a bajar la concentracion quedando
de la siguiente manera 0.5 %, 1.0 % y 2 %, nada mas se procedié6 a bajar la

concentracion hasta obtener la deseada como se menciona anteriormente.
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Preparacion del fungicida Metalaxil

Este tratamiento fue fundamental para poder ser comparado con los demas
tratamientos, tanto este fungicida como los extractos vegetales se observaron su
posible efecto sobre el hongo Phytophthora capsici.

El fungicida Metalaxil fue preparado de acuerdo a las indicaciones que se establecen
en las instrucciones del mismo producto, donde se especifica que la solucion es 250
gr. para 100 Its de agua, por lo que necesitabamos para 1 litro, entonces se tuvo
gue convertir estos 250 gr. Y dandonos un resultado de: 0.025 gr. De Metalaxil por 1

litro de agua.

Preparacion del Inoculo

La preparacion del inoculo se llevo a cabo en el laboratorio mediante la
metodologia de acuerdo a Ristaino et al. (1990), se dio el mantenimiento para poder
prepararlo y posteriormente se llevo al invernadero donde estas fueron inoculadas a
las plantas.

El hongo que se utilizo fue P. capsici se cultivo en Agar V8, en cajas de petri
de 9 cm didmetro durante 5 dias. Después de aparecer los micelios, los cuales
fueron colocados en 20 ml de agua destilada en una caja petri agregandoles 10
discos de hongo de Phytophthora capsici y se dejo reposar 72 h. al Incubador
Automatico con CO, y Humedad Controlada, a una temperatura de 25 °C para
inducir la formaciéon de esporangios, luego se transfirio al refrigerador a una
temperatura de = 10 °C durante un periodo de 60 Minutos, y posteriormente se
regreso al Incubador Automatico con CO, y Humedad Controlada, a una temperatura
25 °C durante 90 minutos para la liberacion de zoosporas.

Al realizarse estos pasos, se obtuvieron indculos listos para poder llevarlos al
invernadero y posteriormente ser inocularlos a las plantas de Capsicum annuum.
(Figura 14)
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Figura 14. Preparacion del Inoculo en Laboratorio.

3.3.7 Inoculacion del hongo P. capsici en las plantas

Al tener preparado el hongo en las cajas petri, se obtuvieron 12 cajas petri y
se mezclaron en un litro de agua, después se procedié a que las plantas se sacaron
de las macetas para hacerse un corte en la raiz, esto para poder facilitar la entrada
del hongo, poder manifestarse y dafar a la planta, y posteriormente volverlos a
colocar en las macetas y con el mismo sobrante de esa solucion del hongo se
procedid a regarlas para asi obtener una buena contaminacion de las macetas,
después de realizarse este procedimiento con todos los tratamientos se procedio a
agregarles los extractos vegetales a cada concentracion correspondientes, a cada
tratamiento y con su respectiva repeticion, para el tratamiento del fungicida Metalaxil
solo se procedid a agregar la concentracion recomendada en la etiqueta del mismo
producto comercial del Metalaxil.

Después de haberse inoculadas las plantas, se procedié a agregar 50 ml de extracto
vegetal para cada concentracion, tratamiento y repeticion, tanto los extractos
vegetales, como el Testigo Agua Destilada y el Metalaxil fueron agregados a las
plantas a cada 2 dias.

Las evaluaciones se hicieron cada 48 horas, tomando 4 lecturas mediante la escala
de 0 a 5 cuando empiezan a aparecer los sintomas de Phytophthora capsici (Cuadro
4), propuesta por Glosier et al. (2007), (Figura 15).
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Figura 15. Inoculacion del hongo Phytophthora capsici en las plantas de Capsicum
annuum.

Considerando que las concentraciones de 3 %, 6 %, y 9 % resultaron ser
fitotoxicas, ya que si se pudo observar a simple vista que las plantas fueron dafiadas
por la concentracion de los extractos vegetales y no por el hongo de P. capsici, el
experimento se repitid utilizando ahora solo los extractos de Allium sativum (ajo),
Larrea tridentata (gobernadora), Syzygium aromaticum (clavo), y Solanum torvum
(sosa) que mostraron menor efecto fitotéxico. Como testigos se utilizaron el fungicida

Metalaxil y agua Destilada.
3.3.8 Arreglo de los tratamientos

Estos tratamientos se llevaron a cabo en macetas de 250 cm?®, fueron
llenados con Peat moss aproximadamente 190 grs. y 30 grs. de Perlita, después se
sembraron las plantas inoculadas de Phytophthora capsici.

Por lo tanto quedaron de la siguiente manera (cuadro 3)

Cuadro 3. Distribucion de los tratamientos y con la concentracion respectiva.

Concent. | Concent. | Concent.
Tratamientos| Extractos 0.5% 1.0% 2.0%
Tl= Ajo 4 rep 4 rep 4 rep
T2= Clavo 4 rep 4 rep 4 rep
T3= Gobernadora| 4rep 4 rep 4 rep
T4= Sosa 4 rep 4 rep 4 rep
T5= Testigo AD. 4 rep 4 rep 4 rep
T6= Metalaxil 4 rep 4 rep 4 rep
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Por lo tanto, si es un Nivel (0.5, 1.0 y 2.0 %); son 4 extractos vegetales y 2
Testigos, y 4 repeticiones y cada repeticion es representada por 1 planta para cada
tratamiento, se tiene un total de 18 macetas, y con un total de 72 plantas utilizadas.

3.3.9 Aplicacion de Extractos Vegetales y Fungicida Metalaxil

Se prepararon las concentraciones correspondientes a cada tratamiento (0.5,
1.0 y 2.0 %), incluyendo a los dos testigos (el fungicida Metalaxil y el testigo Agua
Destilada que no tiene ningun producto que pueda controlar al hongo), todos los
tratamientos se conservaron en refrigeracion para no que no tuvieran problemas de
descomposicion por parte de los extractos vegetales hasta antes de la primera
aplicacion. Después se sacaron por un rato a temperatura ambiente para que al
momento de la aplicacién no afectara la frialdad sobre el hongo y sobre todo a las
plantas; al tener preparado las macetas con sus materiales de Peat moss y Perlita
se procedié a inocular las plantas como se menciona anteriormente y plantarlos en
las macetas con sus respectivos tratamientos y repeticiones, después se procedio la
aplicacion de los extractos vegetales a cada tratamiento con su respectiva
repeticion, luego se aplicaron 50 ml. De cada extracto y cada tratamiento con sus
respectivas repeticiones, este procedimiento se hizo después de haberse inoculado
las plantas.

Para determinar el efecto de los extractos vegetales sobre el control de
Phytophthora capsici se hizo lo siguiente:

La segunda aplicacion se efectio a los dos dias de haberse inoculado, se
tomo la primera evaluacion mediante la escala propuesta por Glosier, et al. (2007),
después se hicieron las aplicaciones siguientes a cada dos dias y se tomaron dos
evaluaciones mas, la cantidad que se aplicaron a cada uno de los tratamientos
(incluyendo al fungicida), fue de 50 ml. Utilizando vasos de precipitado de 250 ml;
esta cantidad es la misma para cada una de las concentraciones de los extractos
vegetales, asi como también para los dos testigos Metalaxil y Agua Destilada se
aplicaron también como los extractos a cada 48 horas, esto se tenia planteado
hacerse semanalmente dichas aplicaciones, pero al verse que la severidad del
hongo era muy agresivo se realizaron a cada 48 horas como ya se planteo

anteriormente. (Figura 16)
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Figura 16. Aplicacion del extracto vegetal del Ajo a la concentracion del 1%.

3.4 Disefio experimental

El presente trabajo se realizé bajo un disefio experimental completamente al
azar con un arreglo factorial de 4x3 para cada concentracion de los extractos, donde
el factor A estuvo constituido por los extractos, testigo Agua Destilada y el fungicida
Metalaxil, y el factor B por las concentraciones, se realizaron cuatro repeticiones por
cada concentracion de los 4 extractos y uno para el testigo Agua Destilada y el
fungicida Metalaxil.

Donde

Yijkl = Respuesta obtenida de la I-ésima repeticion del i-ésima tratamiento de la j-
ésima concentracion de la k-ésima evaluacion.

Ti= Al efecto del i-ésimo tratamiento.

Dj= Al efecto de la j-ésima concentracion.

Ek= Al efecto de la k-ésima evaluacion.

TDij= Al efecto atribuido de la interaccién entre el i-ésimo tratamiento y el la j-ésima
concentracion.

TEik= Al efecto atribuido de la interaccion entre el i-esimo tratamiento y la k-ésima
evaluacion.

EEijkl= Error Experimental.

El modelo estadistico de este experimento fue el programa de SAS

(Statistical Analysis Systems)
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3.5 Variables a medir

Las variables que se evaluaron fueron conforme a la misma escala propuesta
por Glosier et al., (2007). (Cuadro 4)

Cuadro 4. Escala de evaluacion de enfermedad de Glosier et al. (2007),
transformada y multiplicado al 20%.

0 Planta sana sin sintomas de la enfermedad

20 | Amarillamiento de las hojas sin necrosis de tallo

40 | Ligera necrosis del tallo

60 | Moderada necrosis del tallo y ligero marchitamiento

80 | Severa necrosis del tallo y severo marchitamiento, plantas aun vivas

100 | Plantas muertas
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa I. Laboratorio (In Vitro)

El andlisis de varianza para el efecto de los extractos vegetales sobre el
crecimiento del micelio de P. capsici In Vitro, indicé diferencias estadisticas
altamente significativas (P<0.01), para extractos, concentraciones y periodos de
incubacion; asi como para la interaccion extractos por concentraciones, extractos
por periodos de incubacidon y extractos por concentraciones por periodos de

evaluacion. (Cuadro 5)

Cuadro 5. Analisis de Varianza para el desarrollo micelial de Phytophthora capsici In

Vitro.

F.V. GL S.C. C.M. F
Extractos 9 863.574 | 95.952 560.08**
Concentraciones 2 72.412 |36.2061| 211.34**
Periodos Incubacion 2 172.375 | 86.187 503.08**
Extractos X
concentracion 14 53.872 | 3.8480 22.46**
Extractos x Periodo x
Evaluacioén 18 124.432 | 6.9128 40.35**
Extr. x concent. X
periodo x eval. 32 18.223 | 0.5694 3.32**
E.E. 234 40.088 0.171
Total 311 | 1344.979

** Altamente significativo a 0.01.

Todos los extractos tuvieron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento del
micelio del hongo en el medio de cultivo Agar V8 (Cuadro 5), con excepciéon del
periodo de incubacién de 144 h, el Metalaxil, como era de esperarse, el Metalaxil-M
inhibié en un 100 % el crecimiento del micelio del hongo, en tanto que el testigo Agar
V8 no lo inhibid en lo absoluto.

Los extractos de clavo, gobernadora y jengibre presentaron un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento del micelio de Phytophthora capsici estadisticamente
igual (p<0.01) al del Testigo Agar V8 y Metalaxil-M en las tres concentraciones y

durante los tres periodos de incubacién del hongo.
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El efecto inhibitorio de los extractos de gobernadora ha sido demostrado en
mayor 0 menor grado sobre un amplio espectro de fitopatdgenos, entre las que se
encuentran Fusarium oxysporum, Verticillium dhaliae y R. solani con un rango de
inhibicion variable. Sin embargo, en el presente trabajo su efecto sobre P. capsici
fue estadisticamente igual (p< 0.01) al fungicida Metalaxil-M. Los extractos de
gobernadora. (L6pez et al. 2005)

El extracto de Syzygium aromaticum al igual que el extracto de Zingiber
officinale, también mostré una inhibicion de 100 % en todos los tratamientos, Los
extractos de los rizomas de esta planta han mostrado una alta actividad
antimicrobial contra Salmonelas y moderada actividad contra Listeria
monocytogenes, asi como una importante actividad contra R. solani. (Manjree-
Agarwal et al., 2001). El extracto de Syzygium aromaticum mostré el mayor efecto
inhibitorio sobre P. capsici en las tres concentraciones y durante los tres periodos de
incubacion. Esta alta efectividad de los extractos de clavo ha sido observada
también en una diversidad de especies de hongos como Botrytis cinérea, Aspergillus
flavus, A. niger y Eurotium repens. (LOpez et al., 2005). El resto de los extractos
mostraron un importante efecto inhibitorio sobre el desarrollo del micelio de P.
capsici, el cual fue significativamente inferior a los tratamientos anteriores, pero fue
influenciado por las concentraciones y los periodos de incubacion. Solo Solanum
torvum resulté estadisticamente igual (p< 0.01) al Metalaxil-M a la concentracién de
9 % en los tres periodos de incubacidon. Los extractos metanolicos de Solanum
torvum han mostrado un amplio espectro de actividad antimicrobiana contra
aislamientos bacteriales de humanos y animales y aislamientos de hongos
fitopatdogenos. En términos generales, los extractos de Solanum torvum, Melia
azedarach, Rosmarinus officinalis y Allium sativum mostraron la tendencia a
incrementar su efecto inhibitorio al incrementar la concentracion de los extractos
dentro del mismo periodo de incubacion, asi como a disminuirlo al incrementar el
periodo de incubacion con la misma concentracion del extracto. Aunque los
extractos de Melia azedarach, tanto de semilla como de hoja, en general resultaron
significativamente iguales (p< 0.01) tuvieron una actividad inhibitoria parcial, al igual
gue ha sido descrita para Sclerotium rolfsii, Thielaviopsis basicola y Alternaria solani
en medio papa-dextrosa. (Manjree-Agarwal et al. 2001)
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De acuerdo con Barni et al, (2009), evaluaron la eficiencia antibacteriana de

un extracto etandlico de Rosmarinus officinalis que contiene altas concentraciones

de polifenoles antioxidantes, en dos modelos de infeccion en piel de raton:

superficial y subcutaneo contra la bacteria patdgena Staphylococcus aureus. Los

resultados obtenidos muestran que el extracto de romero que contiene 2,3% de

polifenoles bioactivos presentd una accién bacteriostatica contra S. aureus.

Para el extracto de Allium sativum se observé una actividad antifingica

variable que alcanz6 maximo de 93 % a la concentracion de 9 % y 48 h de

incubacion. Es sabido que los extractos de Allium sativum tienen un amplio rango de

actividad antimicrobial contra una gran diversidad de especies de hongos. (Cuadro

6)

Cuadro 6. Porcentaje de inhibicion promedio del crecimiento radial del micelio de

Phytophthora capsici por ocho extractos vegetales y los testigos Metalaxil-M y Agar

V8.

PERIODOS DE INCUBACION Y CONCENTRACIONES DE EXTRACTOS

48 h 96 h 144 h
CONCENTRACION CONCENTRACION | CONCENTRACION
Extractos [3% 6% 9% 3% 6% 9% 3% 6% 9%
Gobernador 95.7
a 100a |100a [100a |ab 100 a |[100a |93.3a|100a |[100a
Clavo 100a [100a [100a |100a |100a [100a |[100a |[100a |100a
Jengibre 100a [100a |[100a |100a [100a [100a |[100a |100a |100 a
84.3 [88.2 739 |73.0 |96.9 |[619 |72.1 |85.7
Sosa bcd abc 100a |cd cd ab cd bc ab
775 [80.7 |921 |56.4 |64.8 |81.4 |26.2 72.7
Semillalila |cde bcd ab efg def bc fg 45e |bc
775 |80.7 |78.2cd|51.4 |63.7 |69.1 48.0 |55.7
Romero cde bcd e fgh def cde 28.9f |de de
80.3 81.0 89.6 4439 (42.8 |74.8 154 53.0
Hoja lila bcd bcd abc h gh cd fgh 10.4 h |de
71.4 92.7 77.5 13.6 (12,5 |50.7
Ajo 65.3 e |de ab 37.5h |40.0 h |cd gh gh de
98.21
Metalaxil 100a |100a |[100a |[100a |[100a |100a |4a 100a [100 a
Testigo Agar
V8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
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Figura 17. Efecto inhibitorio de ocho extractos vegetales a tres concentraciones
sobre el crecimiento radial del micelio de P. capsici después de 48 h de incubacion

del hongo.

En esta grafica se aprecia que los extractos de gobernadora, clavo y jengibre
inhibieron por completo, al igual que el Metalaxil-M, el crecimiento del micelio del
hongo en las tres concentraciones de extractos. Sin embargo, al incrementar el
periodo de incubacién a 96 h (Fig. 18) y 144 h (Fig. 19), se observl que el extracto
de gobernadora a la concentracion de 3 %, disminuy6 su efecto inhibitorio a 95.7 y
93.3 % respectivamente, lo cual indica que aunque su efecto sigue siendo
estadisticamente igual al Metalaxil-M, sefiala la tendencia a disminuir su efecto
inhibitorio a medida que se incrementa el tiempo de exposicion a los compuestos
causantes de tal efecto.

Se aprecia también en esta grafica que los extractos de clavo y jengibre
mostraron el mismo efecto inhibitorio tanto en este como en los otros dos periodos
de incubacion (Fig. 18 y Fig. 19).

Los extractos de sosa, M. azedarach, romero y ajo, mostraron un incremento
en su efecto inhibitorio al aumentarse la concentracién de los extractos de 3 a6y 9

% dentro de este mismo periodo de incubacion.
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Figura 18. Efecto inhibitorio de ocho extractos vegetales a tres concentraciones,
sobre el crecimiento radial del micelio de P. capsici después de 96 h de

incubacion del hongo.

En el periodo de incubacién de 96 h (Fig. 18), excepto el extracto de
gobernadora que disminuyo su efecto inhibitorio a 95.7 % a la concentracién de 3 %,
los extractos de clavo, jengibre mostraron una consistente inhibicion de 100 % a las
concentraciones de 3, 6, y 9 %, observandose la misma situacion para el periodo de
incubacion de 144 h para estos mismos extractos (Fig. 19). Los extractos de sosa, M.
azedarach (hoja y semilla lila), romero y ajo, en general, mostraron un efecto
inhibitorio menor que en el periodo de incubacion de 48 h; sin embargo, se observo
un incremento en su efecto inhibitorio al aumentarse la concentraciéon de 3 a6y 9 %.

En el periodo de incubacién de 144 h (Fig. 19), de nuevo se observd que el
extracto de gobernadora disminuyd su inhibicién, pero ahora a 93 .3 %. Sin embargo,
se mantuvo estadisticamente igual (p< 0.01) al Metalaxil-M. Los extractos de clavo y
jengibre se mantuvieron con un 100 % de inhibicion.

Los extractos de sosa, M. azedarach, romero y ajo, mostraron también en

general, un efecto inhibitorio menor que en el periodo de incubacién de 96 h; sin



embargo, se observé también un incremento en su efecto inhibitorio al aumentarse la

concentracion los extractos de 6 a 9 %.
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Figura 19. Efecto inhibitorio de ocho extractos vegetales a tres concentraciones,

sobre el crecimiento radial del micelio de P. capsici después de 144 h de

incubacion del hongo.

Etapa Il Invernadero (In Vivo)

En esta etapa del trabajo, solo se utilizaron los extractos de ajo, clavo,

gobernadora y sosa, ademas de los testigos Metalaxil-M y Agua Destilada. Para

propositos del mejor manejo de datos, la escala de evaluacion de P. Capsicum de

acuerdo a Glosier et al. (2007) se transform6 multiplicando por 20 cada valor de la

misma escala que describe determinados sintomas, considerando estos como

incidencia de la enfermedad en porciento.
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El experimento In Vivo solo se prolongé por una semana, alcanzandose a
hacer solo cuatro evaluaciones, de los efectos de los extractos y testigos sobre la
incidencia y el desarrollo de la enfermedad en porciento. Estas evaluaciones se
hicieron cada dos dias, ya que en condiciones favorables para el hongo, ésta
enfermedad es sumamente agresiva. El andlisis de varianza al término del
experimento (Cuadro 7), no mostro diferencias estadisticas, lo cual era de esperarse,
ya que al término del experimento, en ninguno de los tratamientos se observaron
plantulas sanas, sino por el contrario, todas las plantulas mostraron altos niveles de
enfermedad incluyendo al fungicida Metalaxil-M. Sin embargo, diferencias observadas
en cuanto al avance de la enfermedad entre tratamientos a través del desarrollo del
experimento, indican que la enfermedad progres6 mas lentamente en algunos

extractos que en otros (Cuadro 8).

Cuadro 7. Andlisis de Varianza para efectos de los extractos sobre incidencia de

enfermedad en plantulas de chile previamente inoculadas con Phytophthora

capsici.

FdeV DF S.C. C.M
Repeticiones 3 23.56 7.6
Tratamientos 5 17.35 |3.47ns
concentraciones | 2 9.35 4.6 ns
Error 30 | 56.525
Total 40 | 9188.123

Al observarse de que no existen diferencias entre tratamientos y Concentracion
se procedio a realizarse una prueba de Media por el Método de Tukey y este fue el

resultado obtenido.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 54

Error de cuadrado medio 68.63937
Valor critico del rango estudentizado 4.17827
Diferencia significativa minima 9.9929
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Cuadro 8. Prueba de rango por el Método de Tukey.

Tukey Agrupamiento Media N Trata
A 59.588 12 Metalaxil
A
A 59.030 12 Testigo
A
B A 52.446 12 Clavo
B
B C 44.682 12 Gobernadora
B C
B C 43.649 12 Sosa
C
C 37.760 12 Ajo

Esta prueba de medias corrobord que no existen diferencias estadisticas entre

extractos ni concentraciones.

Al observarse estos resultados que no fueron significativos se procediéo a

realizarse con los datos obtenidos en campo (Invernadero), a realizarse el Area Bajo

la Curva de Progreso de la Enfermedad (ABCPE) de acuerdo a Haynes, K. G.y

Weingartner. D. P. (2004), para poder llegar a resultados que se obtuvieron y que nos

proporcionara tener comparaciones entre Tratamientos, concentraciones y Tiempo de

muestreo, con estos podemos llegar a resultados y poder comparar y llegar a una

conclusion en la que se explique cual fue el Mejor Tratamiento, en que concentracion

y en qué Tiempo.
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Cuadro 9. Efecto de tres concentraciones de extractos (0.5 %, 1.0 % y 2.0 %) en el
desarrollo promedio de la enfermedad en cuatro plantulas, causada por P. capsici

en plantulas de chile susceptible a través de cuatro evaluaciones tomadas cada

dos dias.
Extracto/concentracion | 12 22 32 42
Evaluacion Evaluacion | Evaluacion | Evaluacion
Ajo 0.5 5 20 65 90
1.0 10 35 70 75
2.0 0.0 15 40 80
Clavo 0.5 20 40 85 80
1.0 30 50 85 95
2.0 20 40 70 85
Gobernadora | 0.5 15 35 65 80
1.0 20 35 70 85
2.0 15 35 70 80
Sosa 0.5 20 40 75 85
1.0 10 25 60 70
2.0 15 35 70 80
Metalaxi-M 0.08 30 30 100 100
g/l
Agua 50 ml |40 40 100 100
Destilada

En los resultados presentados en el Cuadro 9, se observa que el efecto
inhibitorio de los extractos sobre el crecimiento del micelio del hongo In Vitro, no solo
no tuvo ningun efecto protector contra la enfermedad In Vivo, puesto que al término
del experimento se obtuvieron porcentajes muy altos de la enfermedad en todos los
tratamientos. Se aprecia claramente en todos los tratamientos como la enfermedad
incrementa a travées de los dias independientemente del extracto y de su

concentracion. Tampoco el testigo Metalaxil present6 algun efecto contra el desarrollo
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de la enfermedad. Incluso, al igual que el testigo Agua Destilada, fue el Gnico que
alcanzé 100 % de enfermedad.

Con los datos obtenidos sobre la severidad de la enfermedad, se determino el
Area Bajo la Curva de Desarrollo de la Enfermedad (ABCDE) para conocer el avance
de la enfermedad y su respuesta a los diferentes extractos durante este corto periodo
de tiempo del experimento, para lo cual se utilizo el siguiente modelo propuesto por
Shaner y Finney (1977). Este pardmetro nos muestra en un solo valor la dinamica o
comportamiento de una enfermedad a través de un cierto periodo de tiempo y es
frecuentemente utilizado cuando se trata de determinar el efecto de algunos
tratamientos sobre el desarrollo de una enfermedad &6 el nivel de resistencia
cuantitativa a alguna enfermedad en alguna variedad en el campo, nos muestra. Las
unidades de ABCPE son para este caso Porcentaje-Horas (si la severidad es
expresada en Porcentaje y el Tiempo en Horas). Mientras mas alto sea el ABCPE la
epidemia serd mas Severa.

El Area bajo la Curva de Desarrollo de la Enfermedad ABCPE se calcul6 con la

ecuacion siguiente.

n-1 Xi+xi+1
ABCPE = % ( —— Xt -t)

Donde X; es Severidad de P. capsici (porcentaje o proporcion) a la i-ésima
evaluacion, tj es el tiempo (horas, generalmente después de haber hecho la siembra o

inoculacion, de la i-esima evaluacion, y n es el numero de evaluaciones.

A continuacion se presenta el siguiente ejemplo del Ajo al 0.5%.
t, =48 hrs. X1=5%

t, =96 hrs. Xo>=20%
t3 = 144 hrs. X3=65%
t, =192 hrs. Xa4=90%
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Sustituyendo la formula antes mencionada queda de la siguiente manera:

4-15+20
ABCPE = } (T)(QG —48 ) =600

4-1 20465

ABCPE= ¥ (—_—)(144 —96 )=2040

4-1 65490

ABCPE = ¥ (= —)(192 -144 )=3720

Las unidades de ABCPE son porcentajes-horas (si la severidad es
expresada en porcentaje y el tiempo para este caso es en horas). Mientras mas
alto sea el ABCPE la epidemia serd mas Severa. Al sumarse todas las
evaluaciones para en este caso del Ajo al 0.5% un total de ABCPE= 6360%-

horas. De esta manera se realizaron con todas las demas evaluaciones para cada

tratamiento. (Figura 20)
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Figura 20. Area bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad (ABCPE) generada

por los extractos de ajo, clavo y gobernadora al 0.5% de concentracion.




Valores de ABCPE para ajo al 0.5%= 6360 %-hrs.
Valores de ABCPE para clavo al 0.5% = 8640 %-hrs.
Valores de ABCPE para gobernadora al 0.5% = 7080 %-hrs.

La figura 20 muestra la curva de crecimiento de la enfermedad como respuesta
a los tratamientos con los extractos de ajo, clavo y gobernadora a la concentracion de
0.5 %. Aun cuando los tratamientos de ajo y clavo terminaron con el mismo nivel de
enfermedad, se puede apreciar que el desarrollo fue mas lento. En el extracto de
gobernadora, no solo fue mas lento, sino que terminé con un menor nivel de
enfermedad. Los testigos Agua Destilada y Metalaxil-M (Fig. 21), terminaron el
experimento con un 100 % de enfermedad, sin embargo el desarrollo de la
enfermedad fue méas lento en el tratamiento de Metalaxil-M, lo cual no determina

ninguna ventaja.
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Figura 21. Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad (ABCPE) generada
por los extractos de sosa al 0.5% de concentracion y los testigos Agua Destilada y
Metalaxil-M
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Valores de ABCPE para sosa al 0.5%= 8040 %-hrs.
Valores de ABCPE para el testigo Agua Destilada = 9360 %-hrs.
Valores de ABCPE para el testigo Metalaxil-M = 9600 %-hrs.
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Figura 22. Area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE) generada
por los extractos de ajo, clavo y gobernadora al 1.0 % de concentracion.

Valores de ABCPE para ajo al 1%= 7080%-hrs.
Valores de ABCPE para clavo al 1% = 9480%-hrs.
Valores de ABCPE para gobernadora al 1% = 7560%-hrs.

Al incrementar la concentracion de los extractos al 1 % (Fig. 22), la curva de
desarrollo de la enfermedad del extracto de ajo indica un progreso mas lento, asi
como un menor porcentaje final de la enfermedad. Sin embargo, no puede
considerarse como benéfico ya que el porcentaje de enfermedad sigue siendo muy
alto. Los extractos de clavo y gobernadora, no presentaron ningun efecto contra el
desarrollo de la enfermedad. El extracto de sosa al 1.0% (Fig. 23) presenté un

desarrollo mas lento de la enfermedad y termind con menor porcentaje.
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Figura 23. Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad (ABCPE) generada
por los extractos de Sosa al 1.0% de concentracion y los testigos Agua Destilada y
Metalaxil-M.

Valores de ABCPE para sosa al 1%= 6000%-hrs.
Valores de ABCPE para testigo Agua Destilada = 9720%-hrs.
Valores de ABCPE para testigo Metalaxil= 9720%-hrs.

Para esta Figura No. 23 representa que la sosa al 1.0% muestra su resistencia
o tolerancia hacia la enfermedad es muy poca ya que obtiene un ABCPE de 6000%-
horas, al ser comparado con el fungicida Metalaxil y el Testigo Agua Destilada que
arrojan el mismo resultado obteniendo un ABCPE de 9720%-horas, incrementando en
un 37.2% su severidad, como este es un valor del ABCPE muy alto la enfermedad es

muy severa.
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Figura 24. Area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE) generada
por los extractos de ajo, clavo y gobernadora al 2.0 % de concentracion.

Valores de ABCPE para el ajo al 2% = 4560%-hrs.
Valores de ABCPE para el clavo al 2%= 7800%-hrs.
Valores de ABCPE para gobernadora al 2%= 7320%-hrs.

En esta Figura No. 24 representado por las Concentracién al 2.0%, seguido del

mismo procedimiento del ABCPE, muestra que el ajo sigue siendo resistente a la
severidad de la enfermedad obteniendo un ABCPE de 4560%-horas, seguido de

gobernadora con un ABCPE de 7320%-horas, aunque incrementa casi en un 5% la

severidad, al ser comparado al del clavo que aun es susceptible al dafio de la

enfermedad obteniendo un 7800%-horas incrementando en un 30% su severidad al

ser comparado con el ajo y gobernadora.
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Figura 25 Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad (ABCPE) generada
por los extractos de sosa al 2.0 % de concentracion y los testigos Agua Destilada y
Metalaxil-M.

Valores de ABCPE para sosa al 2% = 7320%-hrs.
Valores de ABCPE para el Testigo Agua Destilada= 10080%-hrs.
Valores de ABCPE para Metalaxil = 9840%-hrs.

Al incrementar la concentracion de los extractos al 2 % (Fig. 24 y 25) solo los
extractos de ajo y de sosa continuaron presentando un desarrollo mas lento de la
enfermedad terminando el experimento con los menores porcentajes de enfermedad.
Sin embargo, esto de ninguna manera es suficiente para pensar en la posibilidad de
una alternativa organica de control de la marchites del chile causada por
Phytophthora capsici.

A continuacion se presenta la figura 26 correspondiente a la ultima evaluacion y
se hacen las comparaciones entre tratamiento: ajo al 2%, donde se aprecia que las
repeticiones muestra que este tratamiento aun esta soportando la severidad del
hongo P. capsici, al ser comparado con el tratamiento testigo agua destilada se

observa que las repeticiones estan muy dafiadas por este mismo hongo, y de igual
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forma para el tratamiento fungicida Metalaxil que también se observa que no soporto

la severidad de la enfermedad causada por P. capsici. (In Vivo).

Figura 26. Comparacion entre los Tratamientos de: ajo 2%, testigo y fungicida
Metalaxil.
La figura 27 representa las comparaciones entre los tratamientos: testigo agua
destilada tomadas en la tercera etapa de evaluacion y se aprecia que ya se empiezan
observarse que las repeticiones empiezan a morirse por la severidad de la
enfermedad, de igual forma para el tratamiento fungicida Metalaxil, se observan que
las repeticiones empiezan a declinarse por la gravedad de la enfermedad, y de
situacion parecida para el tratamiento sosa, aunque en esta repeticion se aprecia que
sienten mas la severidad de la enfermedad al ser comparado con los demas
tratamiento. (In Vivo)

‘12:..3“"'

o &%

Figura 27. Comparaciones entre el testigo, Metalaxil y Sosa al 2%.
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Conforme a los resultados obtenidos, a continuacién se hacen la siguiente
discusion tanto In Vitro como In Vivo.

Todos los extractos mostraron en mayor 6 menor intensidad, un efecto inhibitorio
sobre el crecimiento micelial de Phytophthora capsici en el medio de cultivo In Vitro, lo
cual mostré diferencias altamente significativas entre extractos. Las interacciones
altamente significativas (p<0.01) observadas entre extractos, concentraciones y
periodos de incubacién, de acuerdo al Cuadro 6, se explican por el hecho de que al
incrementar la concentracidon de los extractos dentro de un mismo periodo de
incubacion, se incrementd el efecto inhibitorio. Esto debido a que se incrementan las
cantidades de sustancias inhibitorias en el medio de cultivo contenidas en los
extractos tales como compuestos de azufre. (Lépez et al. 2005). Sin embargo,
también el mismo autor sefiala que al incrementar el periodo de incubacion con la
misma concentracion, algunos extractos disminuyeron su efecto inhibitorio debido a
gue las substancias responsables de la inhibicion de los extractos sobre el
crecimiento del micelio en el medio de cultivo comienzan a descomponerse.

Los extractos de Larrea tridentata, Syzygium aromaticum, Zingiber officinale,
mostraron un efecto inhibitorio estadisticamente (p< 0.01) igual al Metalaxil-M en las
tres concentraciones de extractos y durante los tres periodos de incubacion. El efecto
inhibitorio de los extractos de L. tridentata ha sido demostrado en mayor 0 menor
grado sobre un amplio espectro de fitopatdgenos, entre las que se encuentran
Fusarium oxysporum, Verticillium dhaliae y R. solani con un rango de inhibicién
variable. (De La cruz, R., 2003). Sin embargo, en el presente trabajo su efecto sobre
P. capsici fue estadisticamente igual (p< 0.01) al fungicida Metalaxil-M.

El extractos de Syzygium aromaticum, mostré el mayor efecto inhibitorio sobre
P. capsici en las tres concentraciones y durante los tres periodos de incubacion Esta
alta efectividad de los extractos de clavo ha sido observada también en una
diversidad de especies de hongos como Botrytis cinérea (Antonov et al., 1997, Wilson
et al., 1997; en Aspergillus flavus de acuerdo a Montes-Belmont., 1997; Aspergillus
niger Tiegh y Eurotium repens de Bary, Chalfoun et al. 2004); Phytopthpra nicotianae
Breda de Haan en cultivos In Vitro y en plantas de Teresita Vica minor, (Browers-

Locke 2004) y Fusarium moniliforme Sheld, (Bravo-Luna et al. 1998)
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El extracto de Zingiber officinale, también mostré una inhibicion de 100 % en
todos los tratamientos, Los extractos de los rizomas de esta planta han mostrado una
alta actividad antimicrobial contra Salmonela y moderada actividad contra Listeria, asi
como una importante actividad contra R. solani. (Manjree-Agarwal et al. 2001). El
resto de los extractos mostraron un importante efecto inhibitorio sobre el desarrollo
del micelio de P. capsici, el cual fue significativamente inferior a los tratamientos
anteriores, pero fue influenciado por las concentraciones y los periodos de incubacion.

Solo Solanum torvum resulté estadisticamente igual (p< 0.01) al Metalaxil-M a
la concentracion de 9 % en los tres periodos de incubacion. Los extractos metanolicos
de Solanum torvum han mostrado un amplio espectro de actividad antimicrobiana
contra aislamientos bacteriales de humanos y animales y aislamientos de hongos
fitopatogenos. En términos generales, los extractos de Solanum torvum, Melia
azedarach (hoja y semilla lila), Rosmarinus officinalis y Allium sativum mostraron la
tendencia a incrementar su efecto inhibitorio al incrementar la concentracién de los
extractos dentro del mismo periodo de incubacion, asi como a disminuirlo al
incrementar el periodo de incubacion con la misma concentracion del extracto.

Aunque los extractos de Melia azedarach, tanto de semilla como de hoja, en
general resultaron significativamente iguales (p< 0.01) tuvieron una actividad
inhibitoria parcial, igual a la que ha sido descrita para Sclerotium rolfsii Thielaviopsis
basicola y Alternaria solani en medio papa-dextrosa. (Almanza-Pecina 2004; y
Marcos-Cruz, 1996), utilizando extractos acuosos de lila obtuvo niveles de control
parcial de la pudricién de la raiz y la corona causada Fusarium oxysporum radicis-
Lycopersici en tomate cultivado en invernadero. Los extractos de Rosmarinus
officinalis han sido descritos con una eficiente actividad bactericida (Staphylococcus
aureus y Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Para el
extracto de Allium sativum se observé una actividad antifingica variable que alcanzo6
maximo de 93 % a la concentracion de 9 % y 48 h de incubacion. Es sabido que los
extractos de Allium sativum tienen un amplio rango de actividad antimicrobial contra
una gran diversidad de especies de hongos. (Su Li y Cheng Zhihui 2009).
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Los extractos de sosa inhibieron en forma importante el desarrollo del micelio
de P. capsici, se han reportado que el extracto acuoso de S. torvum es citotéxico para
las células HTC-15 derivadas de colon humano. Ademéas han demostrado que el
extracto acuoso tiene actividad bactericida. (Velasco et al. 2005).

En el experimento In Vivo en invernadero, los célculos del Area Bajo la Curva
de Progreso de la Enfermedad (ABCPE), para la concentracién al 0.5% nos muestra
como resultado que el Tratamiento ajo obtuvo un total de ABCPE de 6360 %-horas
seguido de gobernadora en la misma Concentracién con un total de ABCPE de
7080%-horas, los Tratamientos de sosa obtuvo un ABCPE de 8040%-horas, el
Tratamiento del clavo obtuvo un ABCPE de 8640%-horas, comparandose con el
Testigo Agua Destilada que obtuvo un total de ABCPE de 9360%-horas y el fungicida
Metalaxil con un ABCPE de 9600%-horas, con estos resultados nos arrojan que los
extractos vegetales resultaron tener mas resistencia o tolerancia a la severidad de la
enfermedad al ser comparados con el testigo Agua Destilada y el fungicida Metalaxil.

A la concentracion del 1.0%, siguiendo con el mismo procedimiento del
ABCPE, se obtuvieron los siguientes resultados; se pudo observar que el
Tratamiento sosa obtuvo un ABCPE de 6000%-horas, fue la que no presento
incremento en la severidad de la enfermedad, seguido del ajo que tuvo un ABCPE de
7080%-horas, en tercer lugar la gobernadora que obtuvo un ABCPE de 7560%-horas,
y el ultimo extracto que fue el clavo que conforme pasa el tiempo (horas) se observa
que incrementa su severidad ya que obtuvo un ABCPE de 9480%-horas, al ser
comparados con el testigo Agua Destilada y el fungicida Metalaxil que obtuvieron la
misma ABCPE de 9720%-horas, con estos resultados se vuelve a coincidir que los
extractos vegetales aun son mas resistentes a la severidad de la enfermedad de P.

capsici.
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Con lo que respecta a la concentracion del 2.0%, seguido del mismo
procedimiento del ABCPE se encontraron los siguientes resultados; el ajo arrojé un
ABCPE de 4560%-horas demostrando ser el menor que obtuvo resistencia de
severidad a la enfermedad , los Tratamiento de gobernadora y sosa obtuvieron la
misma ABCPE de 7320%-horas, y que el clavo sigue incrementando su ABCPE de
7800%-horas como se pudo observar en todas sus evaluaciones respectivas, el
fungicida Metalaxil obtuvo un ABCPE de 9840%-horas demostrando ser susceptible a
la severidad de la enfermedad, pero el testigo obtuvo un ABCPE de 10080%-horas el
cual incremento su severidad al maximo porcentaje-horas en esta ultima evaluacion.

Con estos resultados obtenidos, se pudo observar que los extractos vegetales
en las Concentraciones del 0.5%, 1.0% y 2% mostraron ser muy inferiores a la
severidad de la enfermedad al ser comparados con el fungicida Metalaxil y el testigo
Agua Destilada, con la ayuda del ABCPE se pudo identificar que los extractos
mostraron un comportamiento de severidad muy inferior en los periodos de la
enfermedad de Phytophthora capsici a comparacién al del Fungicida Metalaxil y del
testigo Agua Destilada, ya que entre mas alto sea el ABCPE la enfermedad ser4 mas
severa como se pudo observar en esta investigacion.

Con estos resultados obtenidos podemos decir que los extractos vegetales han
demostrado que pueden ser aplicados en cultivos horticolas para el control de
enfermedades que afectan al sector agricola (especialmente a Capsicum annuum), y
gue nos proporcionan buenos resultados en condiciones de Invernadero como se

pudo apreciar en este experimento.
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V. CONCLUSIONES

Con base en los objetivos e hipotesis planteadas se establecen las siguientes
conclusiones:

1. Los extractos empleados mostraron efectos inhibitorios sobre el crecimiento
radial del micelio de Phytophthora capsici In Vitro estadisticamente diferente,
resultando los extractos de clavo, gobernadora y jengibre con un efecto
inhibitorio estadisticamente igual al fungicida Metalaxil-M.

2. Los extractos de sosa, romero y ajo mostraron un importante efecto inhibitorio In
Vitro, aunque resultaron significativamente inferiores al Metalaxil-M.

3. El efecto preventivo O curativo de los extractos sobre plantulas de chile
inoculadas con el hongo en invernadero fue nulo, pues aunque en algunos
extracto el progreso de la enfermedad fue mas lento que en otros, al final

alcanzaron altos niveles de enfermedad.
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