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RESUMEN

Recientemente han asociado a Pythium amazonianum como otro de los agentes
causales de la enfermedad tristeza del aguacatero, la contaminacion del medio
ambiente se debe a los productos quimicos que utilizan para su control, es por eso
que la presente investigacién se desarrollé con el objetivo de realizar un producto
mas amigable con el medio ambiente utilizando extractos vegetales de Proboscidea
parviflora W.,que puedan controlar el crecimiento del patégeno en condiciones in
vitro. Los extractos fueron elaborados en el laboratorio de toxicologia perteneciente
al departamento de parasitologia de la UAAAN, se determinaron los porcentajes de
inhibicion, las concentraciones inhibitorias y los tiempos de inhibicién, utilizando la
técnica del medio envenenado en donde se evaluaron varias concentraciones de
los extractos. Obteniendo como resultados que los extractos de P. parviflora W.,

presentan control, inhibiendo el desarrollo del micelio de P. amazonianum.

Palabras clave: Pythium amazonianum, Proboscidae parviflora W, Extractos.
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INTRODUCCION

México es el principal productor y exportador de aguacate en el mundo, cada afio
se producen alrededor méas de un millén 644 mil toneladas. Michoacén es el estado
de la Republica Mexicana que mas aguacates produce aporta ademas cuatro
quintas partes del total nacional de la produccion de este fruto (SIAP-SAGARPA,
2014).

En el 2015 México reportd exportaciones de aguacate por 774,600 toneladas
valuadas en 1,500 millones de doélares, un crecimiento del 13% en un afio, nuestro
pais es el primer productor y exportador mundial del llamado “oro verde” el cual es
comercializado con mucho éxito, principalmente en Estados Unidos y Canada. Otros
paises a donde se exporta son Japon, Francia, Taiwan, El Salvador, Holanda,
Espafia, Honduras, Rusia, Bélgica, Canada, Costa Rica, Alemania, China, Corea,

Dinamarca, Australia, Inglaterra y Nueva Zelanda (SAGARPA, 2016).

Cabe recordar que México, ademas de ser el principal productor y exportador, es el
consumidor nimero uno de aguacate en el mundo. En el estado de Michoacan se
cultivan méas de 127 mil hectareas de aguacate de la variedad Hass. El cultivo del
aguacate genera aproximadamente 250 mil empleos directos e indirectos. Esta
actividad, por lo tanto, ha contribuido significativamente en la generacion de empleo
(SAGARPA, 2016).

Pudricibn de la raiz también conocida como tristeza del aguacatero., es la
enfermedad mas importante del aguacate, es causada principalmente por el hongo
Phytophthora cinnamomii. El hongo causante ataca la base del tallo y lo coloniza
totalmente, evita la absorcion de agua y su transporte al follaje, produce marchitez,
secamiento y muerte repentina del arbol, las pérdidas anuales atribuidas a esta
enfermedad has sido estimuladas e US $ 30.000.000. (Coffey, 1992).



Una vez que las plantaciones se infectan con Phytophthora cinnamomi, no es usual
que las técnicas de cultivo proporcionen un control completo para la pudricion de
raices, por lo que se pueden requerir productos quimicos para reducir la severidad
de la enfermedad. Durante los afios 80, se pudo disponer de fungicidas efectivos
para el control de la pudricion de raices por Phytophthora. El Metalaxyl (Ridomil)(R)
fue el primero de esta nueva generacion de fungicidas e inicialmente proporcioné
un buen control para la pudricién de raices. Sin embargo, después de un uso
continuado en una misma plantacion durante tres afios, este fungicida perdio su
efectividad (Whiley, 1990). Esto se debid aparentemente a la biodegradacion

acelerada del metalaxyl en el suelo.

El grupo de fosfatos que incluye Aliette-Ca(R) y Fosject- 200(R) han resultado ser
productos quimicos mas exitosos, y actualmente se usan para ayudar al control de
la pudricion de raices. Ambos se recomiendan para ser inyectados en troncos y se
utilizan con un fin restaurador del arbol y como protector ante la enfermedad (PEGG
et al., 1987). Esto se refiere al tiempo de aplicacion del fungicida inyectado en

relacion a la fenologia del arbol (Whiley, 1990).

Ante la creciente preocupacion social relacionada con los efectos sobre el ambiente
y la seguridad alimentaria, planteada por el uso excesivo de los productos de
sintesis quimica para el control de plagas y enfermedades de los cultivos; surge un
nuevo término conocido como “Biopesticida”. Etimolégicamente un biopesticida es
cualquier pesticida de origen bioldgico, es decir, los organismos vivos o las
sustancias de origen natural sintetizadas por ellos y minerales. Los pesticidas de
origen vegetal o fitopesticidas se conocen y se han usado desde hace mas de un
siglo, sin embargo, a mediados del siglo pasado con la llegada de las moléculas de
sintesis quimica de mayor eficacia, accion prolongada, persistencia y facilidad de
empleo; su uso disminuyo fuertemente. Actualmente la preocupacion por el
ambiente y la seguridad alimentaria ha motivado el interés por el descubrimiento y
la utilizacion de agentes naturales en la proteccion de cultivos, enfocando

numerosas investigaciones a caracterizar extractos de plantas y sus compuestos

secundarios (Tello et al., 2010).



Los extractos vegetales o biopreparados son sustancias y mezclas de origen
vegetal, animal o mineral presentes en la naturaleza que tienen propiedades
nutritivas para las plantas o repelentes y atrayentes de insectos para la prevencion

y control de plagas y/o enfermedades (Riquelme, 2008).

A lo largo de la historia, los biopreparados se han desarrollado a partir de la
observacion empirica de los procesos y efectos de control que realizan dichos
productos. Por este motivo, la mayor parte de los biopreparados no tienen un autor
definido y, en muchos casos, ni siquiera se conoce con precision la ciudad o el pais
de origen. En los ultimos afios, estos proceso de observacién que han realizado
principalmente los agricultores, han comenzado a interesar a los investigadores,
empresas e instituciones gubernamentales que han planteado su uso extensivo y

comercial para la agricultura de pequefa y gran escala (Riquelme, 2008).

El extracto de ajo tiene efecto inhibidor sobre siete especies de hongos (Penicillium
italicum, Aspergillus flavus, Fusarium sp., Rhizoctonia solani, Alternaria sp.,
Colletotrichum sp. y Pythium sp (Stauffer et al., 2000).

Extractos: Se elaboran extrayendo el liquido a las flores con propiedades
insecticidas, repelentes de insectos o controladoras de enfermedades. Se utilizan
flores frescas, en lo posible recién abiertas. Se cortan, humectan, empastan con la
ayuda de algun mezclador. El extracto se debe conservar en un frasco
preferentemente oscuro. Un ejemplo muy comun es el extracto de Manzanilla
(Matricaria chamonilla) que protege a las plantas de hongos e insectos chupadores
(Riquelme, 2008).

Stauffer et al. (2000), evaluaron los extractos de 98 especies vegetales
pertenecientes a 46 familias botanicas para determinar su posible efecto fungicida
o bactericida. Nueve de los extractos evaluados (ajo, cebolla, quebracho colorado,
agrial, palo santo, chirca, guayaba, eucalipto y pino) demostraron inhibicion de
crecimiento de la bacteria Xanthomonas campestris pv. campestris. La inhibicién
del crecimiento fungoso solo se obtuvo con extractos de ajo y cebolla. El extracto
de ajo tuvo efecto inhibidor sobre siete especies de hongos (Penicillium italicum,
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Aspergillus flavus, Fusarium sp., Rhizoctonia solani, Alternaria sp., Colletotrichum
sp. y Pythium sp.). El efecto de la cebolla fue menor en intensidad y afectd solo a

Fusarium sp., Alternaria sp., Colletotrichum sp. y Pythium sp.

Justificacion

Debido a que en la actualidad entro en vigor la Ley sobre la Modernizacion de la
Inocuidad Alimentaria que establece los requisitos para poder exportar aguacate a
los Estados Unidos (Food Safety Modernization Act / FSMA) y sin ellos no seria
posible la exportacion, ademas del uso ineficiente de los quimicos para el control
de enfermedades, contaminacion del medio ambiente y a la fauna benéfica, se
busca realizar y evaluar un producto biorracional a través de extractos vegetales ya
gue en México no se ha trabajado con extractos como alternativa del control de la

tristeza del aguacatero.

Objetivo

Evaluar extractos Vegetales Acuosos, Etandlicos, Hexandlicos de diferente parte de

la planta de P. parviflora W., sobre P. amazonianum en condiciones de laboratorio.

Hipotesis

Se espera que por lo menos un extracto de los evaluados muestre un efecto

inhibitorio sobre el desarrollo de P. amazonianum superior al 70%.



REVISION DE LITERATURA

Origen del Aguacate

El aguacate es un arbol originario de Mesoamérica, su origen tuvo lugar en la parte
centro de México y en algunas partes altas de Guatemala, donde ya se cultivaba
con anterioridad a la llegada de los espafioles. El nombre del aguacate proviene del
nahuatl (Ahuacatl), palabra que significa “testiculos del arbol”. Su nombre cientifico

es Persea americana y proviene de la familia lauracea (SAGARPA, 2011).

Historia del Aguacate

La historia del aguacate en México, de acuerdo a los antecedentes podemos
mencionar que en un inicio en el México precolombino ya realizaban seleccién de
frutos de aguacate encaminados a obtener los de mayor tamafio y de semilla
pequefia, sin embargo, desde el descubrimiento de América permanecio
desconocido hasta finales del siglo XIX, cuando se produjo el acontecimiento que
marcO la expansidon de la primera industria productora de aguacate con la
introduccién de la variedad Fuerte a California en 1911, con material procedente de
Atlixco Puebla, México (Bergh, 1972).

México es uno de los paises con amplia diversidad de tipos de aguacate y existen
en el pais al menos 20 diferentes especies relacionadas con el aguacate. Esta gran
variabilidad puede ser debida a diferentes condiciones ambientales presentes a lo
largo y ancho del territorio nacional y a la naturaleza que le ha conferido al aguacate,
mecanismos que hacen maximizar el cruzamiento con otros tipos, y por lo tanto
incrementa la variabilidad genética y por ende ampliar la adaptacién a un mayor

namero de ambientes (Bergh, 1992).



Taxonomia del Cultivo

Fersini (1975), describe al aguacate dentro de la siguiente clasificacion.

Clase: Dicotiledoneas
Subclase: Diapétales
Orden: Ranales
Familia: Lauraceae
Género: Persea

Especie: P. americana

Importancia Econdmica del Aguacate

En el estado de Michoacan se cultivan mas de 127 mil hectareas de aguacate de la
variedad Hass. El cultivo del aguacate genera aproximadamente 250 mil empleos
directos e indirectos. Esta actividad, por lo tanto, ha contribuido significativamente
en la generacion de empleo (SAGARPA, 2017).

En el segundo trimestre de 2016 la produccion experiment6 un crecimiento negativo
de 43% respecto al mismo trimestre del 2015. Entre las causas de la reduccion en
la produccién se encuentra el factor estacional y las condiciones climatoldgicas
observadas a principios del 2016. Lo anterior se tradujo en un considerable
incremento en los precios del aguacate al mayoreo, los cuales en el segundo
trimestre de 2016 crecieron 37% respecto al mismo periodo del 2015. En especifico,
se encontré que en junio de 2016 el precio del aguacate Hass de mayoreo
procedente de Michoacan y vendido en la central de abastos de la Ciudad de México
alcanzé los 42 pesos por kilo, lo que se tradujo en un precio al menudeo de 57 pesos
por kilo (SAGARPA, 2017).



Propiedades Medicinales del Aguacate

De acuerdo con el Instituto de Nutracéuticos (The Nutraceuticals Institute) los
nutracéuticos (compuestos a los que comunmente también se les conoce como
fitoquimicos o alimentos funcionales) son compuestos quimicos bioactivos naturales
que tienen propiedades medicinales o que promueven la salud o previenen la
enfermedad (Wildman, 2001).

En este sentido, la pulpa de aguacate contiene antioxidantes, como la vitamina E o
tocoferoles asi como glutatién, los cuales actian como estabilizador de las
membranas celulares y neutralizan los radicales libres causantes del estrés
oxidativo celular (envejecimiento, enfermedades degenerativas, cancer) de acuerdo
con (Gomez, 1991., Calderon, 2006).

Por otra parte, también se ha mencionado que es fuente considerable de luteina
(248 mg/100 g), carotenoide que ayuda a proteger el ojo de enfermedades como
cataratas. La cantidad de [3- sitosterol en esta fruta es similar al encontrado en la
soya y olivas (aceitunas), el cual se ha relacionado con la inhibicion de tumores
cancerosos (Gémez, 1991).

En otros estudios se ha sefialado que el aguacate es una fruta libre de colesterol a
pesar de ser una importante fuente de energia. De acuerdo con la Comision
Californiana del Aguacate, éste contiene mas potasio que un platano, y aporta
aproximadamente el 10% de los requerimientos diarios de hierro de un adulto;
ademas de proveer altas cantidades de [(3- carotenos y vitaminas B6, C, E, acido

félico y cobre (Bautista y Ortega, 2002).

También es ampliamente empleado en cosmetologia para la preparacion de cremas
hidratantes, geles de bafio, acondicionadores del cabello, lapices labiales, lociones
bronceadoras y protectores solares (Human, 1987).



Por otra parte, se ha mencionado que la cascara del aguacate permite hacer un

laxante casero de mucha utilidad para aquellas personas de digestion lenta y con

sindrome de colon irritable (Calderén, 2006).

Composicién Quimica del Aguacate

De acuerdo con datos de valor nutritivo de alimentos, informados por Mufioz y

Ledezma (2002), se puede observar que los aguacates poseen un alto porcentaje

de grasas totales.

Cuadro 1. Caracteristicas de la grasa cruda en pulpa de aguacate (en g por 100g de

material fresco).

Concepto Valor
Grasas totales 13.0
Colesterol, mg
Acidos grasos
Saturados totales 2.44
Mono insaturados 8.97
Poliinsaturados 1.84

Vitaminas y Minerales del Aguacate

(Mufios y Ledesma, 2002)

Cuadro 2. Caracteristicas de la fraccion mineral en pulpa de aguacate (en mg por 100 g

de material fresco)

Concepto Valor
Calcio 24.00
Fosforo 42.00
Hierro 0.50
Magnesio 45.00
Sodio 4.00
Potasio 604.00
Zinc 0.42

(Mufios y Ledesma , 2002)

La pulpa de aguacate contiene la mayoria de las vitaminas hidrosolubles, asi como

retinol. Sin embargo, no se ha informado la presencia de cobalamina en la pulpa de

aguacate.



Cuadro 3. Caracteristicas de las vitaminas en pulpa de aguacate (en mg por 100 g de
material fresco).

Concepto Valor
Retinol 20.00
Acido ascérbico 14.00
Tiamina 0.09
Riboflavina 0.14
Niacina 1.90
Piridoxina 0.28
Acido félico 62.00
Cobalamina

(Mufios y Ledesma, 2002)

Produccién Mundial de Aguacate

A nivel mundial, México es el principal productor de aguacate: en 2012 concentro
30.19% de la produccion mundial, seguido de Indonesia y de Republica Dominicana
(6.75% y 6.65% respectivamente) (FAOSTAT, 2016).

Lo que resalta el peso que tiene México en la produccion de aguacate y su papel

como pais fijador de precios.

En México la produccion de aguacate ha crecido de manera importante en los
altimos afos, entre 2002 y 2015 la tasa de crecimiento promedio anual fue del 4.2%,

mientras que entre 2011 y 2015 el crecimiento promedio fue del 8.7% (SIAP, 2016).



Figura 1. Principales Paises productores de Aguacate en el Mundo.
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México ha crecido de manera constante, lo que se debe en gran medida a la mayor
aceptacion y popularidad del producto mexicano en el mercado mundial. En el 2015
se obtuvieron en total un millon 624 mil toneladas de aguacate, en tanto que hasta

julio del 2016 la produccién alcanzé las 986 mil toneladas (SIAP, 2016).

Produccién Nacional de Aguacate

Cabe destacar que la produccién de aguacate en México esta muy concentrada.
Michoacan es la entidad federativa con la mayor produccién, la cual ha oscilado
entre el 85 y 80% del total nacional siendo los Ultimos afios los de menor
participacion (SIAP, 2016).

Hasta julio del 2016 Michoacan ha producido 808 mil toneladas de las 986 mil
producidas en el pais. Después de Michoacan, las entidades que mas producen
aguacate son Jalisco y el Estado de México, pero la diferencia respecto del lider es
demasiado amplia (SIAP, 2016).

A partir del 2011 el estado de Jalisco ha incrementado su participacion en la
produccion nacional: en el 2016 ha producido casi el 10% del total nacional,
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mientras que en el 2011 sélo produjo el 3.3%. Cabe resaltar que el Estado de México

también ha ganado participacion respecto de la produccion nacional (SIAP, 2016).

Por su parte, en Michoacan la superficie sembrada crecié 36% durante el mismo
periodo. Otro dato interesante es el de las toneladas obtenidas por hectarea
sembrada. Mientras que en el 2011 Jalisco obtenia 6.52 toneladas por hectarea
(ton/ha), Michoacan obtuvo 10.42 ton/ha. Para lo que va del 2016, los datos son
muy diferentes, Jalisco obtuvo 6.1 ton/ha y Michoacan 6.53 ton/ha (SIAP, 2016).

Lo anterior muestra que hubo una reduccion en el rendimiento por hectarea en
Michoacan. Aunque la participaciéon de Michoacan en la produccion nacional de
aguacate ha disminuido en los ultimos afios, sigue siendo el mayor productor. De

manera que las fluctuaciones en la produccién nacional obedecen en gran medida

a la produccién de Michoacan (SIAP, 2016).

Cuadro 4. Estados productores de Aguacate

Municipios Productores en Michoacéan

Estados Productores Produccion Toneladas | Produccion Toneladas

2013 2014
Michoacan 1,193,751.21 1,,219,553.58
Jalisco 87,367.78 100,250.33
México 56,672.94 64,928.13
Nayarit 34,345.10 36,691.01
Morelos 27,485.98 27,656.05
Guerrero 14,164.57 14,827.79
Puebla 12,856.08 11,758.05
Yucatan 11,478.10 10,980.00
Chiapas 7,084.51 7,547.55
Oaxaca 4,802.94 5,484.48
Durango 3,417.62 3,442.72
Hidalgo 2,357.85 3,040.30
Nuevo Ledn 2,040.54 3,466.03

(SIAP, 2015)

Siendo el estado de Michoacan el principal productor, con una aportacion de 1,219,
553.58 ton, lo que representa un 80.19% de la produccion total del pais (SAGARPA.-

SIAP, 2014). Representan el 60.2% de la superficie total plantada en el estado, es
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decir 127, 048.07 ha, con un rendimiento de 10.28 t/ha, un valor de produccion 17,
452,759.26 miles de pesos (SAGARPA-SIAP, 2014).

Cuadro 5. Principales municipios productores de aguacate en el estado de Michoacan
(SIAP, 2014).

Superficie Superficie Valor
L P P Produccion Rendimiento Produccion
Municipio Sembrada Cosechada ;
(ton) (ton/ha) (Miles de
(ha) (ha)
Pesos)

Tancitaro 21,600.00 21,600.00 206,812.00 9.58 2,707,457.89
Tacambaro 14,232.00 13,760.00 140,782.18 10.23 2,134,622.28
Salvador E. 14,194.00 12,793.00 141,822.00 11.09 1,992,804.88
Uruapan 14,030.00 14,030.00 141,107.80 10.06 2,012,418.50
Ario 12,536.00 11,445.00 128,058.50 11.19 1,782,663.96
Periban 12,393.00 12,378.00 137,268.22  11.09 2,179,778.26
Nuevo

o 6,500.00 6,500.00 63,339.00 9.74 911,208.32
Parangaricutiro
Ziracuaretiro 3,770.00 3,770.00 34,935.50 9.27 496,220.73
Los Reyes 3,769.60 2,890.00 33,166.00 11.48 512,555.05
Tingambato 3,036.00 3,036.00 29,259.00 9.64 388,929.76

Enfermedades Presentes en el Aguacate

Las enfermedades estan entre los factores que mas limitan la productividad y la
longevidad del arbol. La importancia de un organismo fitopatdgeno varia
dependiendo del pais, region productora y el tipo de mercado (nacional o
internacional) y puede estar dada por la distribucion y severidad de dafios que los
patdgenos ocasionan 0 por su importancia cuarentenaria para un pais importador
(Téliz y Mora, 2007).

En general, el establecimiento y diseminacién de enfermedades en un huerto de

aguacate obedece a un mal manejo del cultivo.
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Tristeza del aguacatero (Phytophthora cinnamomi Rands)

Es una enfermedad causada por Phytophthora cinnamomi R., descubierta por
Rands en 1922 en Sumatra aislandola de arboles de canela Cinnamomun burmanii,
siendo el patégeno mas importante en arboles forestales, pero también es
destructivo en plantas ornamentales lefiosas (Rododendros y otras Ericaceas) y en
huertos de cultivo de aguacate (Robin et al., 2012). Esta enfermedad es una de las

mas destructivas del arbol de aguacate (Zentmyer, 1980).

Sin embargo, este oomycete es un patdgeno de una gran amplia variedad de platas
herbaceas, frutales, hortalizas y de un buen numero de plantas ornamentales
(Zentmyer, 1980). Este pseudohongo se considera como uno de los patégenos mas
ampliamente distribuidos y mas notorios que existen, ademas de que tiene un
potencial destructivo muy elevado (Zentmyer, 1980). La enfermedad considerada
como de gran importancia, causada por este patdgeno, es la pudricion de raices de
aguacate, conocida como “la tristeza del aguacatero”. El primer reporte publicado
de esta enfermedad fue en Puerto Rico en 1927, pero fue hasta 1942 cuando
Phytophthora cinnamomi se aislé del aguacate (Marais et al., 2002). En México se
ha detectado en las zonas aguacateras de Michoacan, Puebla, Chiapas, Veracruz,
Nayarit y Morelos (Téliz et al.,, 1992). En Querétaro, Qro y Comonfort, Gto. P.
cinnamomi causo la desaparicion casi completa del cultivo del aguacate (Téliz et al.,
1992).
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Importancia

A nivel internacional

La tristeza es la enfermedad méas importante del aguacatero en el mundo y es
causada por el oomycete P. cinnamomi Rands uno de los patdbgenos mas
destructivos que ocasiona la muerte de los arboles (Weste, 1994). En Australia el
patégeno se ha encontrado como parte de la micro flora de sus suelos forestales y
en 1965 se le considero el problema mas fuerte. Perd 1950, se calcularon 50 mil
arboles enfermos. También se le ha encontrado en Brasil, Trinidad, Cuba, Puerto

Rico, Hawai, Honduras y Argentina (Vidales, 1999).

A nivel nacional

En México se ha encontrado en Tamaulipas, Puebla, Chiapas, Veracruz, Nayarit,
Morelos.

En Michoacén, se detectd en 1977 y se encontraron 13 mil arboles enfermos. En el
afo de 1999 se estimaron unos 350 mil arboles enfermos en los municipios de:
Uruapan, San Juan Nuevo, Tancitaro, Tinguindin, Los Reyes y Ziracuaretiro
(Vidales, 1999).

Taxonomia

Dominio: Protista
Phyllum: Heterokontophyta
Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Phythiaceae
Género: Phytophthora

Especie: P. cinnamomi
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Phytophthora cinnamomi Rands presentan dos tipos de reproduccion: asexual (con
la formacion de clamidosporas y esporangios, que contienen las zoosporas) y
sexual (mediante la formacion de oosporas (Waterhouse, 1963).

Micelio

Posee un micelio hialino, continuo, de paredes paralelas o irregularmente
calibradas, donde pueden observarse abundantes gotas oleaginosas. El micelio es
cenocitico, toruloso, observandose solo raramente la presencia de algunos tabiques
gque normalmente se encuentran separando las partes viejas carentes de

protoplasma (Figura 2) (Waterhouse, 1963).
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(Figura 2. Micelio tipico de Phytophthora cinnamomi Rands (Waterhouse, 1963).

Fase Asexual
Esporangioforo

El esporangiéforo no se diferencia normalmente de las hifas, aunque en algunas
ocasiones este puede ser mas ancho o delgado que estas y puede presentar
hinchamientos. La presencia de esporangios es comun, son incoloros o de color
amarillo tenue y de manera general se insertan terminalmente en el esporangiéforo,
aungue también puede estar intercalado. El esporangio muchas veces presenta

vacuolas y al microscopio se observa un aspecto granulos en su interior (Goodwin,
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1997). Existen caracteristicas del esporangio que son muy importantes para la
taxonomia de las especies como su forma y tamafio, la presencia o no de la papila
y sus dimensiones, de la manera en que estos se producen, asi como la mayor o
menor facilidad de este para desprenderse del esporangioforo, siendo también
importante desde el punto de vista taxondémico la longitud del pedicelo que va unido
al esporangio cuando este se desprende del esporangiéforo (Zentmyer y Mitchell,
1986).

En la mayoria de las especies los esporangios se producen mas abundantemente
en presencia de luz, aunque el efecto de la misma es muy variable, llegando a
estimularla en algunos casos e inhibiéndola en otros. La temperatura 6ptima para la
produccion de esporangios es de diferente y especifica para cada especie, por lo
gue juega un papel destacado en la taxonomia, las mismas estdn comprendidas
entre los 20 y los 28 °C (Zentmyer y Mitchell, 1986). Las especies de este género
presentan ademas una forma de germinacion directa, en la cual el tubo germinativo
se origina, principalmente, a partir de la papila del esporangio, este a su vez puede
dar lugar rapidamente al micelio o producir un nuevo esporangio, todo lo cual
depende de las condiciones del medio de cultivo (Zentmyer y Mitchell, 1986). Las
zoosporas son las estructuras primarias que causan una nueva infeccién de las
raices. Estas esporas pueden nadar cortas distancias en el suelo con elevada
humedad, asi como también pueden ser transportadas grandes distancias en el
agua de irrigacion o por las lluvias. Ademas de esta forma de dispersion
Phytophthora cinnamomi pueden dispersarse en la naturaleza por el aire o siendo
transportadas por la actividad de los humanos y algunos invertebrados (Ristaino y
Gumpertz, 2000).

Los miembros de este género producen ademas clamidosporas, las cuales
constituyen un 6rgano de conservacion y supervivencia (Fernandez y Martinez,
1987). Generalmente son de forma redondeada con una pared bien definida (mas
de 2 micras de espesor), siendo comunmente intercalares aunque también pueden
encontrarse en el extremo terminal de la hifa. Al principio las clamidosporas son

hialinas, tornandose de un color amarillo o ligeramente marrén con la edad. Es
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importante sefialar que no se forman en todas las especies, por lo cual su presencia
es importante para la taxonomia de las mismas (Ferndndez y Martinez, 1987). En
cuento a la influencia de la temperatura se plantea que un rango entre 18-30 °C es
Optimo para que ocurra la germinacion de las clamidosporas, aunque también se ha
producido germinacion entre 9-12 °C y a 33 °C. El pH 6ptimo para que ocurra este
proceso esta comprendido entre 5-7, aunque a valores de pH de 3-9 también se ha
producido germinacion de las clamidosporas (Zentmyer y Mitchell, 1986). Ademas
es importante mencionar que las clamidosporas que persisten en el suelo

constituyen también unidades infectivas (Gallo et al., 2001).

Fase Sexual

Los dérganos sexuales constituyen el elemento taxonGmico mas constantes y por
tanto son de gran valor en la clasificacién de las especies. No todas las especies
los producen o se muestran inconstantes en cuanto a su formacion, por lo que en
algunos casos se requieren medios de cultivo especiales. Incluso en la naturaleza
existen casos, donde no se ha observado la produccién de estos 6rganos de

reproduccion (Ho, 1990).

Oogonio

Es de forma esférica o ligeramente ahusada, usualmente se encuentra en el apice
de una hifa, aunque también puede aparecer intercalado, separado del resto de la
hifa por un grueso tabique. En cultivos jovenes es hialino pero posteriormente, con
el envejecimiento, se torna amarillo o ligeramente marrén. En la mayoria de las
especies es suave y puede presentar ligeras protuberancias o verrugas en algunos

casos (Zentmyer y Mitchell, 1986).

Anteridio

Presenta una forma variable, puede ser esférico, oval, en forma de clavo o cilindrico.
Observandose de manera habitual solitario, hialino y con una pared externa

delgada. Su disposicion respecto al oogonio puede ser anfigino o paragino, o ambas
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a la vez, siendo importante tener en cuenta esta disposicion para realizar la

clasificacion taxondmica de las especies (Zentmyer y Mitchell, 1986).

Oospora

Esta especie es heterotalica, las oosporas se forman cuando los tipos A1y A2 se
aparean (Zentmyer et al., 1983). Las esporas se pueden formar sin fertilizacién en
cultivos de tipo A2, cuando es incubado en extracto de raices o en granos de avena
(Zentmyer et al., 1983). Siempre se presenta de manera individual, ocupando
relativamente toda la cavidad del oogonio. Es de forma esférica, lisa o
moderadamente verrugosa, y su coloracién puede ser hialina o ligeramente amarillo
oscuro (Zentmyer et al., 1983). La formacién de la oospora es el resultado de la
fertilizacion de una oosfera uninucleada, la cual tiene lugar de diferentes formas
segun la posicion del anteridio. Una vez que se ha formado la oospora esta entra
en un periodo de reposo en el cual se distinguen dos estados: Latencia constitutiva
y Latencia exdégena. Una vez terminado este periodo la oospora germina dando
lugar a un tubo germinativo, que a su vez deriva en la formacién de un esporangio,

o con la formacion del talo micelial (Zentmyer y Mitchell, 1986).

Sintomas y Hospederos
Sintomas

El pseudohongo vive en el suelo y pudre las puntas de las raices con didmetro
menor a 5mm produciendo una coloracion café negruzca. Las raices dafiadas se
fragmentan facilmente. La absorcion de agua y su transporte ascendente se
reducen y este es el origen de los sintomas en follaje. Incluso, es interesante
observar que los arboles sanos, debido a que esa agua no es absorbida por las

raices, no se logra enviar hacia arriba y transpirada por las hojas (Téliz et al., 1993).

Las raices presentan una pudricion con el centro de coloracion obscura y
consistencia quebradiza. La absorcion de agua y su transporte ascendente se
reduce, lo que produce el origen de los sintomas en el follaje. Cuando el arbol pierde

MAs agua por transpiracion que la absorbida por un sistema radical podrido por el
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hongo, empieza a mostrar signos de sintomas de marchitamiento de hojas o
tristeza, (Mora et al., 2007).

Los sintomas que presenta esta enfermedad en el arbol son: muerte descendente,
clorosis en el follaje, defoliacion de ramas, pudricion de raices, las raices
quebradizas y de color café oscuro (Ochoa, 2006). La enfermedad puede atacar
arboles en cualquier edad, en las plantas enfermas se observa un decaimiento
general de la parte aérea, una clorosis progresiva en todo el follaje, las hojas
presentan un color amarillo y al mismo tiempo, el arbol produce gran cantidad de
frutos pequenios que son generalmente abortados antes de llegar a su madurez. Los
arboles pierden progresivamente su vigor con el avance de la enfermedad,
posteriormente se presenta una defoliacion y el arbol termina por morir (Zentmyer,
1985).

Hospederos

P. cinnamomi es un parasito facultativo y cosmopolita, es decir, es un habitante
natural de la mayoria de los suelos de todo el mundo; se alimenta de restos de
cosechas en descomposicion, pero bajo condiciones favorables puede atacar las
raices vivas y el cuello de mas de 600 plantas de interés econdémico para el hombre
incluyendo pifia, durazno, manzano, mango, papaya, azalea, aguacate, castafio,
encinos, vid, cacao, eucaliptos, pinos, juniperos, cupresus, entre otras (Zentmyer,
1980).

Epidemiologia en el desarrollo de la enfermedad

El microorganismo puede sobrevivir como clamidosporas en ausencia de
hospederos o bajo condiciones desfavorables. Las raices de plantas hospederas
secretan sustancias quimicas que estimulan la germinacion de las clamidosporas y
orientan el crecimiento del oomycete hacia la zona subapical de las raices. El
oomycete penetra y pudre las raices afectando la absorcion de agua. La cantidad

de raices absorbente disminuida a través del tiempo (Téliz et al., 1993). El patégeno
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continta su desarrollo vegetativo en la raiz en forma de micelio, esporula en forma

de esporangios, los cuales germinan en infectan directamente nuevas raices.

Los esporangios producen zoosporas en su interior, las cuales migran hacia la
region subapical de nuevas raices. Las clamidosporas son la fuente de inoculo
primario, el micelio, esporangios y zoosporas causan infecciones secundarias
repetidas (Téliz et al., 1993). Si las condiciones del suelo favorecen al patdgeno,
habra una pudricion abundante de raices y una disminucion en la absorcion de agua
y nutrimentos que el arbol necesita para mantener la turgencia, vigor y crecimiento
del follaje y para la produccién del fruto. Bajo estas condiciones se manifestaran
sintomas de marchitamiento de hojas, defoliaciébn y disminucién de cantidad y
calidad de frutos (Téliz et al., 1993).

Diseminacion del oomycete

En el campo puede efectuarse de diversas maneras, siendo mas efectiva a través
del movimiento del suelo, agua de riego (Zentmyer et al., 1994) y plantas de vivero;
esta Ultima es la mas importante en el movimiento del patdgeno a zonas libres del
problema como ha sucedido en el area aguacatera del estado de Michoacan
(Vidales, 1999).

Proceso de infeccion

Las oosporas y clamidosporas junto con e micelio sapréfito pueden ser
transportados por el agua, en la tierra donde se encuentran, por el hombre en las
labores agricolas, animales, etc. dispersando la enfermedad hacia otras zonas.
Cuando las condiciones de humedad y temperatura del suelo son favorables (15-30
°C) las oosporas y clamidosporas germinan, produciendo zoosporas que contindian
el ciclo (Vidales, 1999).

Condiciones que favorecen el desarrollo

Las condiciones del suelo que predisponen a la planta al ataque del oomycete, son
la compactacion y la poca aireacion en suelos pesados y arcillosos. El riego por
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aspersion aumenta mas la incidencia que cuando es aplicado por goteo debido al
exceso de humedad. El patdgeno requiere un pH de 6.5 para desarrollarse
rapidamente y con las labores normales de cultivo puede desplazarse en el suelo
(Gallo et al., 2001). El ciclo asexual puede ser muy rapido en condiciones humedas.
Los esporangios se producen en esporangiéforos y éstos liberan entre 20 a 30
zoosporas. La formacion de zoosporas se altera por disminucion de la temperatura,
resultando en cambios en la expresion de un gran numero de genes (Hardham,
2005). La germinacién ocurre rapidamente después del enquistamiento y los tubos
germinativos penetran la epidermis de la raiz. El tejido del hospedante es colonizado
progresivamente y en tejidos susceptibles, la esporulacion ocurre dentro de los tres
dias (Hardham, 2005).

Morfologicamente, el citoplasma se delimita en compartimientos uninucleados, con
membranas formandose alrededor de cada uno, y éstos a su vez desarrollan
flagelos y vacuolas de agua para la expulsion. En P. cinnamomi, pero no en todas
las especies de Phytophthora, el material de la pared celular en el apice del
esporangio se expande dentro de una vesicula extra-esporangial dentro de la cual
las zoosporas se liberan. La vesicula es efimera y las zoosporas se liberan
rapidamente en el ambiente. Estas pueden viajar distancias que van desde varios
centimetros y son atraidas hacia los potenciales sitios de infeccion en donde se
enquistan. Posteriormente, un material mucilaginoso es secretado sobre la
superficie que le sirve para fijarse (quiste) a la superficie del hospedante a pocos
minutos del arribo e inmediatamente forma una pared celular (Hardham, 2005).

Factores que influyen en la biologia y patogenicidad

La temperatura del suelo 6ptima para el desarrollo de la enfermedad es de 20 °C.
El micelio se desarrolla entre 7.5 y 28 °C con un 6ptimo entre 17.5y 19.5 °C. Los
esporangios se producen a temperaturas de 12 a 30 °C éstas zoosporas al estar
libres nadan a través del agua e infectan a raices sanas del huésped (Zentmyer,
1985). La curva de crecimiento de P. cinnamomi es similar a la del aguacatero,
excepto a 35 °C, temperatura a la cual el aguacate puede crecer y el patbgeno no.

La humedad en el suelo es el principal factor ambiental que influye en el desarrollo
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de P. cinnamomi. Las zoosporas y clamidosporas no sobreviven cuando la humedad
es menor del 3% por dos semanas. El agua del suelo influye en el crecimiento de
las hifas, formacion de esporangios y movimiento de zoosporas. Por otra parte le
permite al oomyceto sobrevivir cuando no esta en contacto con la raiz del hospedero
(Aveling y Rijkenberg, 1991).

Ciclo de Vida

El hongo sobrevive en el suelo por varios afios en forma de clamidosporas u
oosporas en raices o residuos de aguacate y de otras plantas cultivadas o en la
maleza (en México no se forman oosporas debido a la ausencia de cepa compatible
del hongo) (Téliz, 2000). Las clamidosporas actuan como “semillas” de propagacién
y son resistentes a condiciones adversas del ambiente como sequia, temperaturas
bajas, falta de alimento, etc. Cuando la temperatura sube y hay humedad excesiva
por efecto de riegos pesados, lluvia abundante o por inundacion o cuando hay mal
drenaje, las clamidosporas germinan y dan origen al cuerpo del hongo que tiene
aspecto de telarafia y se conoce como micelio. El micelio origina otras estructuras
especializadas en forma de “cantaros” llamadas esporangios que contienen en su
interior un tipo de “semilla” llamadas zoosporas; estas tienen movimiento propio y
se desplazan con agilidad sobre la superficie del agua e infectan raices nuevas y el

cuello del arbol o contagian arboles vecinos(Téliz, 2000).
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Figura 3. Diagrama del ciclo de vida de Phytophthora cinnamomi que causa la tristeza del
aguacatero tomado de (Mora et al., 1994).

Pythium sp.

El género Pythium consta de mas de 120 especies (Dick, 1990), que se encuentran
ampliamente distribuidas en todo el mundo. Pythium puede vivir como sapréfito
sobre restos de plantas muertas o puede ser patégeno. En sistemas de produccién
tales como invernaderos, viveros, campos agricolas y bosques ocasiona pudricién
de semillas, ahogamiento de plantulas, pudricién de raices, frutos y otros érganos
vegetales que se encuentran en contacto con el suelo (Mac Donald et al., 1994;
Agrios, 2005). También se asocia con una reduccion en el vigor de plantas adultas,

ya que dafa la raiz; pero generalmente no las mata (Martin, 2009).

Los estudios sobre Pythium son escasos, a diferencia del taxén Phytophthora
(perteneciente también a la familia Pythiaceae) que destruye una gran cantidad de
plantas. La identificacion de especies del género Pythium esta basada en
caracteristicas morfolégicas, como forma y tamafio de los esporangios, tamafo y
ornamentacion del oogonio, el nimero de anteridios y la forma en que estan unidos
(Van der Plaats-Niterink, 1981; Martin, 2009).
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En arboles de aguacate (Persea americana Mill) afectados por P. cinnamomi en
Atlixco, Puebla, por ejemplo, se aislaron en mayor cantidad y con mayor frecuencia
diferentes especies de Pythium, tanto de raices aparentemente sanas como
dafiadas (Rodriguez, 1986).

87 especies reconocidas de las (120 descritas), algunas especies son saprofitos
facultativos y actian también como Fito patdégenos; otras son especies saprofitas
estrictas; una especie entomoparasita: una especie patbgena de mamiferos; cuatro

especies microparasitas (Farr et al., 1989; Martin, 1992).

Pythium se establecio en el sistema radical, su caracteristica fue micelio cenocitico
y presencia de vesiculas. Estos hongos pueden vivir saprofitamente en suelos con
alto nivel de materia orgénica, asimismo son patdégenos de muchos cultivos
(Romero, 1989).

Hospederos

Un amplio rango de hospedantes: hortalizas, frutales, gramineas, ornamentales, y

forestales, tanto cultivadas como silvestres.

Sintomas

Ahogamiento pre y postemergentes en individuos jévenes; ahogamientos y
marchiteces en raices jévenes, raices alimenticias y apices radicales de plantas
adultas (Farr et al., 1989; Martin, 1992).

Proboscidea parviflora W

Es una planta herbacea conocida como ufia de gato o garra del diablo, considerada
como maleza perteneciente a la familia Martyniaceae (Bretting y Nabhan, 1986). El
fruto de la ufia de gato; mide 2 cm de diametro y 15 cm de longitud, posee dos
cuernos que doblan la longitud de su cuerpo y una cresta angulada de color negro
opaco fuertemente tuberculada y verrugosa, el tamafio y forma de la semilla varia

dependiendo el acomodo dentro del fruto (Ortega et al., 2003).
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P. parviflora se ha utilizado para la obtencion de extractos para el control de hongos
fitopatégenos y bacterias fitopatdgenas. Los extractos etanolicos y metanolicos de
P. parviflora, poseen efectos fungicida inhibiendo el crecimiento de Aspergillus
niger, Aspergillus flavus, Penicillium chrysogenum, Penicillium expansus, Fusarium

poae y Fusarium moniliforme (Tequida et al., 2002).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del Experimento

El presente trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de toxicologia, perteneciente al
Departamento de Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN), ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila.

Figura 4. Ubicacion del experimento

Microorganismo evaluado

La cepa de Pythium amazonianum fue aislada, purificada e identificada y
proporcionada por Hernandez, (2016) en el laboratorio de toxicologia dicha cepa se
incrementd en cajas de Petri con medio de cultivo Papa-Dextroza-Agar (PDA),
colocando en el centro un explante de 5 mm de diametro. Las cajas fueron
incubadas en obscuridad a una temperatura de 28+2°C.

Elaboracion de Extractos

Recolecta de material vegetal

Se recolecto la maleza P. parviflora en Calera y Villa de Coss, Zacatecas México y
de ahi se llevaron al laboratorio de toxicologia de la UAAAN para realizacion de los

extractos.
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Desinfeccion de muestras

Una vez colectadas las muestras se procedio a la desinfeccion de estas, se lavaron
con agua de la llave se desinfectaron con hipoclorito de sodio, después se colocaron
en papel estraza a que se secaran a temperatura ambiente posteriormente se

maceraron en licuadora convencional.

Preparacion de extractos

Los extractos fueron hechos de diferente parte de la planta, raiz, tallo, hoja, flores y
frutos o vainas verdes como se muestra en la siguiente figura. Se utilizaron 3
solventes Etanol, Hexano y Agua destilada, se prepararon en una proporcion de 200
g de material vegetal fresco y macerado con 200 ml de agua destilada estéril en una
licuadora convencional, esto se realizd para cada parte de la planta (Raiz, Tallo,

Hojas, Flores, y Frutos o Semillas).

Una vez molido se deposit6 en un contenedor o frasco de vidrio de
aproximadamente 3 L forrados con papel estraza, agregando el macerado mas 800
mL de solvente, dejandolos reposar en una bodega bajo oscuridad y con agitaciones
periddicas por 30 dias a temperatura ambiente.

Obtencién de extractos crudos

Una vez transcurridos los 30 dias del proceso de macerado, se procedio a filtrar las
muestras cada preparado se filtr6 en matraces kitazato de aproximadamente 1 litro,
posteriormente dicho filtrado se concentrd en un rotavapor ( Buchii R-200, Heathing
Bath B-490) a una temperatura de 90°C para agua, 70°C para etanol y 60°C para

hexano, separando el extracto del solvente.

Los extractos fueron depositados en contenedores de vidrio color ambar de 30 mL

y se llevaron a refrigeracion con temperaturas de 4°C para su conservacion.
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Evaluacion de Extractos

Pruebas preliminares

Una vez que se obtuvieron los extractos se realizO una ventana biolégica por
extracto, como prueba preliminar utilizando la técnica de bioensayos in vitro (medios
envenenados) tomando un rangos de concentraciones partiendo de 0.05, 0.1, 1, 10,
20, 40, 60, 80, 100, 400, 800, 1000, 2000, 6000 y 10000 ppm para conocer la
concentracion inhibitoria (Ci) en la cual estaria oscilando la Ci50, Ci 70y C;90.

El crecimiento se midi6 diariamente con un vernier digital, los cuales fueron usados
para calcular los porcentajes de inhibicién mediante la formula utilizada por (Ochoa
et al., 2012).

Crecimiento micelial del testigo - Crecimiento micelial del tratamiento X 100

% inhibicion=
Crecimiento micelial del testigo

Prueba No. 1. Efecto de los extractos vegetales sobre el crecimiento micelial
de P. amazonianum

Se evaluaron los extractos vegetales arriba mencionados, sobre P. amazonianun.
Para ello, se utilizé la metodologia del medio de cultivo envenenado, utilizando las

dosis mencionadas.

Establecimiento del experimento

En la camara de flujo laminar se prepararon las concentraciones de cada extracto,
para la obtencion de la dosis se tomo el extracto a una concentracion del 100%, y
luego se calcularon las dosis en mililitros para 100 mL de medio de cultivo PDA a
envenar, pesando 3.9 g de PDA depositados en matraces Erlenmeyer de 250 mL y
disueltos en 100 mL de agua destilada posteriormente se esterilizaron en una olla
de presion a 15 psi — 121°C por 15 minutos, se dejé enfriar para afiadir la cantidad
de extracto calculada por dosis respectivamente hasta obtener las concentraciones
deseadas y vaciando en cajas de Petri, las cajas se agitaron suavemente dejando
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solidificar por 24 h. Para cada concentracion se establecieron cuatro repeticiones y

un testigo.

Una vez transcurridas las 24 h se procedi6 a la colocacion de explantes colocando
en el centro un explante de 5 mm de diametro. Las cajas fueron incubadas en

obscuridad a una temperatura de 28+2°C.

Pruebas de efectividad

Una vez conocidas las concentraciones anteriores se procedié a realizar la prueba
de efectividad bioldgica con las concentraciones antes mencionadas para cada

extracto.

Establecimiento de las pruebas

En la camara de flujo laminar se prepararon seis diluciones de cada extracto, en
concentraciones antes mencionadas , para la obtencién de la dosis se tomé el
extracto a una concentracion del 100%, y luego se realizaron diluciones utilizando
como solvente el medio de cultivo PDA a medio solidificar hasta obtener las
concentraciones deseadas, las cajas se agitaron suavemente. Para cada

concentracion se establecieron cinco repeticiones y un testigo.

Se comenz6 a medir el crecimiento de cada uno de los hongos con un Vernier cada
24 horas hasta llegar a las 120 horas y se determiné el porcentaje de inhibicion de

P. amazonianum.

Disefio experimental

Se utilizé un disefio experimental al azar con cuatro tratamientos con cuatro
repeticiones para cada tratamiento y el testigo que fue solo de PDA. La variable a
evaluar fue él efecto inhibitorio de los extractos de Proboscidea parviflora sobre el

crecimiento micelial P. amazonianum, utilizando el programa estadistico SAS
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System, version 9.0 las medidas fueron comparadas con la prueba de Tukey p=0.05

de significancia asi mismo se graficaron en el sistema estadistico R version 3.3.2.

Por otro lado se obtuvieron las concentraciones inhibitorias mediante el programa

estadistico SAS System, version 9.0 andlisis Probit.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de extractos

Se elaboré un total de 15 extractos de diferentes partes de la planta con el solvente

utilizado, tiempo de reposo, agitacion y temperatura utilizada para su concentracion

en el rotavapor denominando a cada tipo de extracto como se muestra en el (cuadro

6).

Cuadro 6. Elaboracion de extractos vegetales de P. parviflora W.

Tiempo de

Planta Partes de la Solvente Temperatura
reposoy
planta -
agitacion
Agua 30 dias 90°C
Etanol 30 dias 70°C
Proboscidea Raiz, Tallo, Hojas, Hexano 30 dias 60°C
i Flores y Vainas Temperatura
parviflora W verdes Filtrado Acuoso 30 dias ambiente
Temperatura
Filtrado Etanolico 30 dias ambiente
Temperatura
Filtrado Hexanolico 30 dias ambiente

Determinacién de concentraciones inhibitorias

Ventana biolégica (pruebas preliminares)

De los 15 extractos vegetales de Proboscidea parviflora. Unicamente cuatro

extractos presentaron efecto inhibitorio sobre P. amazonianum a diferentes

concentraciones y con su porcentaje de inhibicion resultado de la aplicacion de la

férmula de % de inhibicién (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Efecto inhibitorio (%) de crecimiento de micelio de Pythium amazonianum por
extractos vegetales de Proboscidea parviflora.

Fitopatdogeno Extracto | Concentracién ppm | Inhibicion %
2000 4.43
E.F.P.p 2104.75 92.60
2265.76 92.60
211.59 15.93
E.R.P.p 691.6 48.93
1000 93.75
Pythium amazonianum
1 25.68
F.AV.V.P.p 2 67.5
4 70.06
264.62 13.65
H.V.v.P.p 725.67 54.31
2935 93.75

Nota: (E.F.P.p) Etanol Flor Proboscidea parviflora, (E.R.P.p) Etanol Raiz Proboscidea parviflora,
(F.A.\V.V P.p) Filtrado Acuoso Vaina verde Proboscidea parviflora, (H.V.v.P.p) Hexano Vaina verde
Proboscidea parviflora.

Con respecto a las ventanas bioldgicas se encontr6 que el extracto que inhibe mejor
a concentraciones bajas es F.A.V.v.P.p, ya que las concentraciones para inhibir al
70% son inferiores a 10 ppm, en cambio el que controlo a dosis mas altas fue el
extracto E.F.P.p, ya que la concentracion mas alta utilizada para inhibir el 90% fue
de 2265.76 ppm un efecto similar ocurri6 con H.V.v.P.p y en lo que respecta a
E.R.P.p alcanza dicho porcentaje con solo aplicar 1000 ppm, por lo que nuestros
resultados difieren por lo propuesto por Gamboa et al. (2003) donde evaluaron un
extracto metanolico de Origanum mejorana L. utilizaron concentraciones de 8,000

ppm y un producto sintético (Metalaxil a 750 ppm) para inhibir hasta un 100% a
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Phytophthora infestans, por lo que al comparar las concentraciones utilizadas con
los extractos de P. parviflora contra la concentracion de O. mejorana, nuestro
extracto logra controlar al oomiceto P. amazonianum a concentraciones mas bajas
teniendo en cuenta que ambos patdégenos pertenecen a la misma clase de los

oomicetes.

Con los datos anteriores de inhibicion se procedié a realizar el calculo de las
concentraciones inhibitorias Ciso, Ci;0y Cigy, mediante el sistema estadistico R

version 3.3.2 por regresion Probit (Cuadro 8).

En el (cuadro 8) se muestran las concentraciones inhibitorias Ci50 , Ci70y Ci90 en
ppm propuestas por el analisis Probit, para cada extracto y los limites superiores e
inferiores en donde al utilizar esa concentracion aun se tiene el efecto inhibitorio

para P. amazonianum.

Para la Ci50, Ci70y Ci90 el extracto que inhibe mejor a concentraciones bajas es el
de F.A.V.v.P con concentraciones que van de 1.77, 7.27 y 55.57 ppm nuestros
resultados coinciden al ser comparados con los resultados de reportados por
Milagrosa et al. (2007), donde mencionan que utlizando vinaza de vino a
concentraciones de 50y 70 ppm inhiben el crecimiento de Pythium aphanidermatum
y Phytophthora parasitica en 100% y nuestros resultados arrojan que con una
concentracion de 50 ppm obtenemos un 70% de inhibicion contra Pythium
amazonianum, en comparacion al extracto que inhibe a concentraciones mas altas
siendo el E.R.P.p siendo de 1443, 7430 y 7920.3 ppm respectivamente., esto nos
indica que al utilizar el extracto F.A.V.v.P.p a una concentracién un poco mas arriba
de 50 ppm podremos obtener hasta un 90% de inhibicion contra Pythium

amazonianum.

Por otro lado en investigaciones hechas por Asait et al. (2011), indican que en un
analisis de exudados de tricomas glandulares de Proboscidea louisiana contiene
un 47% de triterpenos y 38% de glucosiloxi-acidos grasos; ya que los triterpenos

poseen efectos fungicidas (Rodriguez et al., 2000).
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Cuadro 8. Concentraciones inhibitorias (Ci50, Ci70 y Ci90) de los extractos de P.
parviflora W. sobre el crecimiento de micelio de P. amazonianum.

.. Limites Limites
EXTRACTO G Concentracion ppm fiduciales 95% | fiduciales 95%
Cisg 2002.50 1953.39 2058.96
EFP.p Ciyy 2064.02 2014.16 2146.48
Cigg 2156.19 2089.74 2296.35
Cisg 1443 643.29 7259
E.R.P.p Ci;g 7430 2238 98586
Cigg 7920.3 1279.7 4508.994
Cisg 1.77 0.55 29.41
FAVY.P.D Cizg 7.27 1.66 582.02
Cigg 55.57 6.89 50838
Cisg 566.52 478.46 663.35
H.V.v.P.p Ciyg 766.52 654.86 924.27
Cigg 1186 975.96 1575

Pruebas de efectividad de los extractos de P. parviflora sobre P.
amazonianum.

Para la Ci50, se observa en la Figura 5 que el extracto E.R.P.p mostro mejor
comportamiento manteniendo un porcentaje de inhibicion del 50% a partir de las 48
h hasta las 120 h, esto no significa que los demas extractos no hayan funcionado
mejor pues se debe a que se utilizaron diferentes concentraciones para cada uno
de ellos, si comparamos en la Figura 5 al extracto F.A.V.v.P.p observamos que a
las 24 h tenemos un 46% de inhibicién a las 48 h podemos decir que el extracto se
pudo degradar permitiendo que la adaptaciéon del patégeno, pero llegando a las 72
h obtenemos arriba de un 50% de inhibicién, a las 96 h vuelve adaptarse el patdgeno
al extracto permitiendo su desarrollo y una vez llegando a las 120 h se obtiene el
50% de inhibiciobn tomando en cuenta que en el extracto F.A.V.v.P.p se utilizo una
concentracion muy baja de 1.77 ppm en comparacién de E.R.P.p la cual se utilizé

una concentracion de 1443 ppm para obtener un 50% de inhibicién, con esto
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podemos decir que si utilizamos una concentracibn mas alta que 1.77 ppm del

extracto F.A.V.v.P.p podemos obtener mas de un 50 % de inhibicion.

Figura 5.Comportamiento inhibitorio (%) de P. amazonianum por extractos de P.
parviflora W. cada 24 h hasta 120 h con respecto a la Ci50.
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Para la Ci70, sigue siendo el extracto E.R.P.p que mostro mejor porcentaje de
inhibicion al transcurrir el tiempo alcanzando un 70% de inhibicion a una
concentracion de 7,430 ppm contra Pythium amazonianum, cabe resaltar que el
extracto que mostro un comportamiento bueno fue el H.V.v.P.p ya que a 776.52 a
ppm a partir de las 48 h hasta las 120 h fue incrementado su porcentaje de
inhibicion, esto no quiere decir que los otros dos extractos (E.F.P.p y F.A.V.v.P.p),
no sean buenos ya que ellos inhiben de 50 a 60 % pero a diferentes

concentraciones.
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Figura 6. Comportamiento inhibitorio (%) de P. amazonianum por extractos de P.
parviflora W. cada 24 h hasta 120 h con respecto a la Ci70.
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Para el caso de Ci90, el extracto con mejor efecto sigue siendo el E.R.P.p con una
concentracion de 7,920 ppm ya que a partir de las 48 h tiene un 70% de inhibicién
hasta las 120 h en donde mostré una inhibicion del 80% seguido por el extracto
F.A.V.v.P.p con una concentracion de 55.57 ppm a partir de las 48 h hasta las 120
h mantiene un 70% de inhibicién en cuanto a los extractos de E.F.P.py H.V.v.P.p a
partir de las 72 horas mostraron un 90% pero al paso de las horas va decreciendo

su inhibicion.
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Figura 7. Comportamiento inhibitorio (%) de P. amazonianum por extractos de P.
parviflora W. cada 24 h hasta 120 h con respecto a la Ci90.

Pythium amazonianum

L]

(=] Lo S

"E -—

n

E o b ;

—— m ] =4

IS

- .

O o |=

Lk} w

e

C

e o

=2 =

=

'E O | ERr3c0s

E ™ s-%-- DRMEFFRD

o --d-- DRGERPD

- --#--  DEFAVYPD

& o - DR-HVYRD
[ [ [ [ [
40 60 80 100 120

Tiempo (h)

En lo que respecta a los resultados obtenidos en la pruebas de efectividad bioldgica
el extracto que mostro mejor efecto inhibitorio fue E.R.P.p ya que en las
concentraciones inhibitorias Ci50, Ci70, Ci90 sigue el mismo patron de inhibicion
en forma ascendente con forme pasa el tiempo. Los extractos de P. parviflora:
F.A\V.v.P.py H.V.v.P.p mostraron un comportamiento decreciente en las primeras
24 h pero al paso del tiempo al llegar a las 120 h obtuvieron porcentajes de
inhibicion muy cercanos a los esperados, efecto que podria deberse a la adaptacion
del patdgeno al medio de cultivo bajo la presencia de compuestos que inhiben su
desarrollo como menciona Asait et al. (2011), que los tricomas de Proboscidea
contienen hasta un 47% de triterpenos y estos compuestos poseen efectos

fungicidas (Rodriguez et al., 2000).
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Con respecto a E.F.P.p este extracto requieren dosis mas altas para poder inhibir
un 90% del patégeno, pudiéndose deber a las caracteristicas genéticas del
patégeno sin olvidar el posible nivel de resistencia que posee. Por lo que los
resultados anteriores difieren por lo reportado por Tequida et al. (2002), donde
reportan porcentajes de inhibicion de crecimiento (86.6%) de Fusarium poae bajo
los efectos de extractos etanolicos de P. parviflora, elaborados a una concentracion

de 6%, lo cual explica los requerimientos de dosis bajas.
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CONCLUSIONES

Al evaluar extractos Acuosos, Etanolicos y Hexanolicos de P. parviflora se

obtuvieron porcentajes de inhibicion de 50, 70 y 85%.

El extracto que mostro mejor efecto inhibitorio fue E.R.P.p ya que en las
concentraciones inhibitorias Ci50, Ci70, Ci90 mantuvo un incremento ascendente
de inhibicion con forme trascurrié el tiempo, mencionando que en este extracto se
utilizaron concentraciones altas (1443, 7430y 7920.3 ppm) logrando observar dicho

efecto.
En el caso de F.A.V.v.P.p y H.V.v.P; logran un efecto semejante a E.R.P.p, pero a

concentraciones menores de 1200 ppm lo cual nos indica que al utilizar estos

extractos en la agricultura contra Pythium amazonianum, se logra un control exitoso.
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