MAESTRIA EN CIENCIAS Y
BIOTECNOLOGIA DE PLANTAS

Alternativas naturales para el control de
Alternaria chrysanthemi Simmons & Crosier

Nematodos
Luz
b

Hongos Bacterias

Temperatura Plantas

Nutrientes

lLA. ARELY ANAYANSI VARGAS DIAZ

CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN, A.C.



MAESTRIA EN CIENCIAS Y BIOTECNOLOGIA
DE PLANTAS

UNIDAD DE BIOTECNOLOGIA

Alternativas naturales para el control de
Alternaria chrysanthemi Simmons & Crosier

Tesis que para obtener el grado de Maestro en
Ciencias presenta:

I.A. Arely Anayansi Vargas Diaz

Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A. C.
Mérida, Yucatan, México.

c\ON CIE/‘V'}',\
<ol 47‘(;
P

o < 0.4
S\J T o . \?ﬂ
= ..‘.- =
PR 1 iy S
S B >
T o
C:'; l‘vq ;y-;j \.“-“;"

] i\




Declaracion de Propiedad

Declaro que la informacion contenida en la seccién de Materiales y Métodos
Experimentales, los Resultados y Discusion de este documento provienen
de las actividades de experimentacion realizadas durante el periodo que se
me asigné para desarrollar mi trabajo de tesis, en las Unidades vy
Laboratorios del Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan y que dicha
informacién le pertenece en términos de la ley de propiedad industrial, por lo
que no me reservo ningun derecho sobre ello.

)

“AfelyAnayansi Vargas Diaz




RECONOCIMIENTOS

A la Dra. Marfa Marcela Gamboa Angulo y el Dr. Jairo Cristobal Alejo por
compartir sus conocimientos, por su apoyo profesional y amistad durante la
realizacion de la presente tesis.

Al H. Comité revisor de tesis, integrado por la Dra. Blondy Canto Canche,
Dra. Roclo de Lourdes Borges Argaez y Dra. Susana del Carmen De [a
Rosa Garcla por sus acertadas indicaciones y sugerencias en la redaccion
del documento.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la beca
otorgada con el nimero 211999,

A la Unidad de Biotecnologia del Centro de Investigacién Cientifica de
Yucatan, A.C., por prestar las instalaciones.

A la Dra. Maria Manuela de JesUs Reyes Estevanez, por su apoyo técnico
en el bioensayo en microdilucién y por su amistad.

A el |.A Angel Emmanuel Cruz Estrada por su apoyo en campo y su amistad
en los momentos dificiles.

Ala lQ. Irma Leticia Medina Baizabal, Sergio Perez y MC. Elizabeth Herrera
por su ayuda técnica

A C. Candy Bojorguez y C. Leidy Bojorguez y a su familia, por prestar la
unidad experimental en campo.

Al QFB Edgar Emmanuel Caamal por su ayuda en el bioensayo y por su
amistad.

A mis comparieros de laboratorio, Andres, Abril, Carlitos, Carlos Cruz e
Ignacio por compartir conmigo estos ultimos anos.




DEDICATORIAS

A Dios por darme la vida y permitirme terminar este ciclo de mi vida.

A mis padres Imelda y Angel por su amor, confianza y apoyo a lo
largo de mi vida.

A mis hermanos, Angel, Polo, Regina, Carolina y Erica por su carifio
y a mis sobrinos Obed, Merali Ednovi, Joshua, Antoni, Neithan,
Tiara, Tanisha, Mari tere y Angeles.




Contenido

COMEBINIAD .o et e e e i
INAICE @ tABIAS ...ttt v
INQICE A FIQUIBS ... oot Vi
RESUMEN L.t e e ix
AB ST RACT e e, X
INTRODUCCION L....cctoevii ettt xii

Capitulo |

Antecedentes, objetivos y diseno experimental ..o, 15
T4 ANECEAENIES ... o 15
1.1.1 Generalidades del Crisantemo........cccovovviiiccniier st 15
1.1.1.1 Descripcion botanica del crisantemo..........ocoooevviinin 15
1.1.1.2 Importancia econoémica del crisantemo ..........c.cococeieeeieeeene, 16
1.1.1.3 Principales plagas y enfermedades del crisantemo ................. 17
1.1.2 Generalidades del género Alternaria..............cc.ccoocovecvieviiiiiinn, 18
1.1.2.1 Alternaria chrysanthemi Simmons & Crosier................c.ccc...... 19
1.1.2.2 Sintomas de Alternaria chrysanthemi en crisantemo............... 21
1.1.2.3 Estrategias de control de Alternaria...............c.ccocceeeiivinonn... 22
1.1.2.3.1 Control culfural .......cccoov it 22
1.1.2.3.2 Control genéliCo .. ...ccveeiiiiie e, 22
1.1.2.3.3 Control qUIMICO ...evviiiicir e 22
1.1.3 Alternativas naturales para el control de fitopatégenos ................. 25
1.1.3.1 Extractos vegetales...........ccooviiiviii e 25
1.1.3.2 Extractos fUnGiCoS.......ocoiviiiieie e 26
1.1.4 Métodos y técnicas para determinar la sensibilidad a los antiftmgico;
.................................................................................................................. 2
1.1.4.1 Técnica de difusidn en diSCO..........ceeivriiiiiiiiiiiiiieee e 28
1.1.4.2 Técnica de diluCion en agar...........ccceooveieiiiiiiiei e 28
1.1.4.3Método de E-teSt.....c...oocoiiiiiiiiiie e 29




1.9.4.4 Bioautografia.....cc..ocoooiiiiie e 29

1.1.4.5 Técnica en microdilucion (microplaca) ..........cccocveeeeecoiernn, 30
115 Biblografia. ... 31
1.2 ODJBEVOS ooe ittt e e 37
1.2.1 Objetivo general........c..o oo 37
1.2.2 Objetivos especifiCoS ... 37
1.3 Materiales Yy MetodOs ... e e e 38

Capitulo Il

Aislamiento de Alternaria chrysanthemiy establecimiento del bioensayo .. 41

2.1 INTOAUCCION ...ttt et 41
2.2 ODJBLIVOS o 42
2.3 Materiales y MEtOAOS .....v..ovoiiiiiiee e 42
2.3.1 Aislamiento de Alternaria chrysanthemi................cccooveiiiivieeiinnn. 42
2.3.1.1 Purificacion de la cepa de Alternaria chrysanthemi por cultivos
INONOSPOTICOS - -ttt ceeeeae ettt ae e et et e e e e e e b et e ae s e e s e e e aatcnaennteneees 42
2.3.1.2 ldentificacion del fitopatégeno Alternaria chrysathemi ............. 43
2.3.1.3 Conservacion de la Cepa .........cccceoeeiiiiiiiiie e 43
2.3.2 Induccion de la esporulacién de Alternaria chrysanthemi............... 43
2.3.3 Establecimiento del bioensayo en microdilucion..................ccceee. 44
2.3.3.1 Suspension de ESporas..........cooccvveiiiiiiiiic e, 44
2.3.3.2 Prueba antifungica con los diferentes extractos para el
bioensayo en MICro@ilUCION.........coiveiiiiii e, 44
2.4.3.3 Lecturade lamicroplaca............ccccv v 45

2.4 Resultados y diSCUSION . .....vviviiiiieeei e 46
2.5 CONCIUSIONES .o cvt et et e ettt 49
2.6 Bibliografia ... 50

Capitulo il
Evaluacion antifungica de extractos a nivel laboratorio............................... 55
B INErOAUCCION ..o e e 55
B2 OBJEUIVOS oot e 57
i



3.3 Materiales y MEtOAOS ...ooooiviiiiii e 57

3.3.1 Recolecta de las especies vegetales ... 57
3.3.1.1 Extraccion etandlicade plantas ..............c..ccoccoccen i 59
3.3.1.2 Extraccion acuosa de plantas.........ccoccoovviieniieiine e 59

3.3.2 Cultivos fingicos €N arroz .........ccooivisiiiiece e, 59
3.3.2.1 Extraccién con AcOEt de micelio fingico............c.ccooevivienn, 59

3.3.3 Bioensayo antifingico en microdilucion .................cccooieeiciien, 59
3.3.3.1 Tratamientos evaluados.........c..cccccovviiiie i e 59
3.3.3.2 Analisis estadistiCo .......cocviviiieier i 60

3.3.4 Determinacion de la concentracion minima fungicida (CMF) ......... 60

3.3.5 Determinacién de la actividad fungicida o fungistatica de los

EXITACIOS .ot 60

3.3.6 Bioensayo de dilucion en agar ...........cocoveeviieciiecviceee e 60

3.3.6.1 Determinacién del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelﬁigl
3.3.6.2 Determinacion de la concentracién de esporas de cada
tratamiento evaluado pPor ML ........ccccciiiiiiiieicii e, 61
3.3.6.3 Analisis estadiStico ........oocviieii e 61

3.4 Resultados ¥ diSCUSION ... e 62

3.4.1 Bioensayo antifungico en microdilucion ..o, 62

3.4.2 Determinacién de la Clsg y Clgg €n los extractos vegetales y fUngichs'

3.4.3 Determinacién de la actividad fungicida o fungistatica y la

concentracién minima fungicida de los mejores extractos....................... 64

3.4.4 Bioensayo de dilucion N agar ........ccocoviereicoien i 65
3.4.4.1 Efectividad de los extractos vegetales contra Alternaria
CAMYSANEACIT ... e e e s 65
3.4.4.2 Densidad de esporulacién y porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial de Alternaria chrysanthemi................................. 66

34,5 DISCUSION ..viiet i ettt ettt e e e ee e 67

3.5 CONCIUSIONES ...ovicitieeti ettt et 72
3.6 BIDHOGrafiad .......ccieieiciie e e 73

fii




Capitulo IV

Evaluacion a nivel d& CamMPO . ..o e e 79
4 INETOAUCCION ..o e 79
4.2 OBJEEIVO ettt e e 79
4.3 Materiales ¥y MEtodOS .....oovvviiiciiiie e 80
4.3.1 Ubicacion de) drea experimental ........c...cococeeieveiicei e 80
4.3.2 Establecimiento del experimento en campo.........cccoovviiiei oo 80
4.3.3 TratamientOS oo v 80
4.3.4 Disefo eXPerimental .. .....ccccoiioiiii it 80
4.3.5 Aplicaciones de [0S extractos .........coocviiciiiiiiici 81
4.3.6 Intensidad de la enfermedad.............ooo e 81
4.3.6.1 Parametros epidemiologicos a medir .........ccooovveevvicinneninnnn, 81
4.3.7 AnAlisis de datos .......oocviiiiiiiii e 82
A4 RESUNATOS ..o S 83
4.4.1 Intensidad de la enfermedad causada por el agente Alternaria
chrysanthemiy el efecto del extracto acuoso en campo........coooeeoveeieee . 83
4.4.2 Efectividad del extracto al reducir la severidad en campo.............. 85
4.4.3 Variables agroNOmMICAS . ....cc.eiiviiiiiiie e 86
4.5 DISCUSION ..ot e e 87
4.6 CONCIUSIONES ...t ittt ee ettt e et e et e e et e, 88
4.7 BIblografia ....ccoo e e 89
Capitulo V
Conclusiones generales y perspectivas..........ococevovioireeoiceniieeeeeeeeee 91
5.1 CONCIUSIONES ..ottt e 91
5.2 PerspeCiVaS .. ...coiiiii i 92
APENDICE ..ottt ettt e 93
iv




indice de tablas
Tabla 1. Principales enfermedades de origen fungico en el crisantemo. ... 18
Tabla 2. Fungicida quimicos usados en el control de A. chrysanthemi. ..... 24
Tabla 3. Plantas de la peninsula de Yucatadn con actividad antifungica
contra Alternaria tagetiCa. ...........c..cocccviiiiviciii e 26
Tabla 4. Extractos fungicos con actividad antifungica contra Alternaria
FAGEHCA. ... it e e 28
Tabla 5. Escala numérica de la inhibicion del crecimiento en el bioensayo de
microdilucion en MICTOPIACA. ..........oco ot e 45

Tabla 6. Plantas seleccionadas y evaluadas contra Alternaria chrysanthemi..

Tabla 7. Extractos vegetales y fingicos contra Alternaria chrysanthemi a las
48 y 96 horas de exposicion en el bioensayo en microdilucion. .................. 63
Tabla 8. Clsy vy Clgy de los extractos organicos contra Alternaria
CATYSNENGITH | ..o iei e e e 64

Tabla 9. Clisy y Clg de los extractos acuosos contra Alternaria chrysanthemi

Tabla 10. Efectividad de los extractos incorporados al medio de cultivo

(PDA) contra Alternaria chrySanthemi..............c..coooiveiavcer i 66
Tabla 11. Efectividad de los extractos incorporados al medio de cultivo
(PDA) sobre la densidad de esporulaciéon A. chrysanthemi............c............ 67
Tabla 12. Metabolitos reportados de Acalypha Spp. ......ooooooricviiveiiie i 70

Tabla 13. Severidad de la enfermedad evaluada en el patosistema

Alternaria chrysanthemij- Chrysanthemum morifolium. ....................c..o.... 84




indice de figuras

Figura 1. Flores de crisantemo (D. grandiflorum Ramat.)............c............. 16
Figura 2. Invernaderos con plantas de crisantemo en Mani, Yucatan........ 17
Figura 3. Conidios y conidiéforos de A. chrysanthemi.......................cc...... 21
Figura 4. Lesiones observadas en las hojas de crisantemo...................... 22
Figura 5. Diagrama de la estrategia experimental. .......................cc.oc 39

Figura 6. A) Plantas de crisantemo en campo, B) Esporas de Alternaria
chrysanthemi en el material infectado y C) Desinfeccidn del material vegetal.
...................................................................................................................... 42

Figura 7. a) Filtracion b) homogenizacion de esporas en el Vortex y ¢)
conteo de esporas en la cadmara de Neubauer. ................ccoee v 44

Figura 8. A) Crecimiento en medio PDA con 28 dias, B) Crecimiento en
extracto de malta con 28 dias, C) Crecimiento en extracto de malta con 15
dias, D) Conidios de A. chrysanthemi, E) Germinacién de una espora y F)
Conidioforo CON SPOTa. ....c..ivvi i et 46

Figura 9. A) Estructura del cinnamaldehido aislado de Cassia tora L., B)
Estructura de La estrobilutina A y C) Estructura de la ciclosporina aislada de
FUSBIUM OXYSPOTUIM. ...viiee ettt a e a1 56

Figura 10. Determinacion de la actividad fungicida o fungistatica A) Extracto
acuoso ACR al 3 % (100 %), extracto acuoso BFC al 3 % (100 %), y
extracto etanélico ACR a (2 mg/mL y 4 mg/mL), y B) exiracto acuoso ACR
al 3 % (100 %) y extracto etandlico ACR (1, 2y 4 mg/mL). ....ccooiviiivinne 65

Figura 11. Efecto fungicida de los extractos vegetales sobre el crecimiento
micelial de Alternaria chrysanthemi A) ACR etandlico (1000 pg/mL), B) ACR
etandlico (500 pg/mL),C) ACR acuoso (3 %), D) ACR acuoso (1.5 %), E)
BFC acuoso (3 %), F) BFH acuoso (3 %), G) Control positivo (Mirage 48CE)
y H) Control negativo{Crecimient0). ..........cccoeriiiiieiniie e 66

Figura 12. Estructura quimica de la sakurososaponina............cccceeeiveinnee. 72

Figura 13. Distribucién de los tratamientos en bloques al azar . T1= Bonellia
flammea, T,= Acalypha gaumeri, T;= Testigo (agua), T,= Captan.............. 81

Figura 14. Escala logaritmica diagramética de severidad en el patosistema
Chrysanthemum morifolium- Alternaria chrysanthemi. ....................c........... 82

Figura 15. Curvas del Progreso de la enfermedad en el cultivo de
crisantemo con tizén foliar causando por el agente A chrysanthemi, T4=
Bonellia flammea, T,= Acalypha gaumeri, T,= Testigo (agua), T4= Captan.83

vii




Figura 16. Promedio del Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad
(ABCPE), T4= Bonellia flammea, T,= Acalypha gaumeri, Ts= Testigo (agua),
T.=Captan.............. EOU TR RSOOSR RO OTR ORI 85

Figura 17. Efectividad de los tratamientos en la severidad de la
enfermedad, T,= Bonellia flammea, T,= Acalypha gaumeri, T,= Testigo
(2gua), T4= Caplan . oo e 86

Figura 18. Efecto de los tratamientos sobre el nimero de botones florares
en plantas de crisantemo a los 85 ddt, T1= Bonellia flammea, T,= Acalypha
gaumeri, Ty= Testigo (agua), T4= Captan. ........cccooiieiviiii e, 86

Figura 19. Efecto de los tratamientos en el diametro del racimo de los
botones florales en plantas de crisantemo a los 85 ddt, T,= Bonellia
flammea, T,= Acalypha gaumeri, Ty= Testigo (agua), T4= Captan.............. 87

viii



RESUMEN

Un total de 37 exiractos se seleccionaron del banco de la unidad de
Biotecnologia del CICY, por su capacidad para inhibir al hongo fitopatégeno
Alternaria tagetica. Dichos extraclos se evaluaron contra A. chrysanthemi
empleando los bioensayos en microdilucion y posteriormente el de dilucion
en agar. Los resultados sefalaron a los extractos etandlico (>75 %) y
acuoso (>50 %) de la raiz de Acalypha gaumeri, asi como al extracto
acuoso de la corteza de Bonellia flammea (>50 %), como los mejores
extractos para inhibir a A. chrysanthemi. Con esios resultados, los dos
extractos acuosos activos se evaluaron en cultivos de crisantemo a nivel de
campo, midiendo la severidad de la enfermedad mediante una escala
diagramatica. A la séptima semana de aplicaciébn de los extractos, la
severidad de la enfermedad presentd una reduccion de hasta un 67 y 49%
para A. gaumeri y B. flammea, respectivamente. Estos resultados
corroboran los resultados in vitro y sefalan el gran potencial de estas
plantas para seguir siendo investigadas para su posible aplicacién en el
control de A. chrysanthemi en campo.




ABSTRACT

A total of 37 extracts were selected from a collection of plant extracts kept at
the Unidad de Biotechnologia at CICY for their ability to inhibit Alternaria
tagetica. These exiracts were evaluated against A. chrysanthemi using the
microdilution bioassay technique and later by an agar dilution bioassay. The
results showed that ethanol (>75%) and aqueous (>50%) extracts of
Acalypha gaumeri root, and aqueous extract of Bonellia flammea stem
(>50%) were the most active extracts to inhibit the plant pathogen. Then, the
aqueous extracts of A. gaumeri and B. flammea were evaluated on
chrysanthemum plants in the field. The severity of the disease was
measured by a diagrammatic scale. During the seventh week of application
of the extracts, the severity of the disease presented a reduction of 67 and
49% to A, gaumeri and B. flammea, respectively. Since these results were
obtained at in vivo level, the selected plants are potential alternatives to
control A. chrysanthemi. More investigations will continue in the field to apply
these extracts to control A. chrysanthemi.
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INTRODUCCION

El crisantemo (Dendranthema grandiflorum Ramat) es la segunda flor de
corte mas importante de las tres principales que se cultivan anualmente a
nivel internacional, después de la rosa (Rosa spp.) (Villanueva-Couoh et al.,
2005). En el pais, la superficie sembrada de crisantemo es de 2,388 ha, con
un volumen de produccién de 10.41 millones de toneladas (Esquivel-Pool et
al., 2005); en el estado de Yucatan este cultivo se encuentra proceso de
introduccion, con un volumen de produccion de 700 toneladas anuales
(SAGARPA 2005). En los ultimos afos, la floricultura en Yucatan se ha
convertido en una de las aclividades de gran aporte para el desarrollo
economico y social de las regiones marginadas del estado. Sin embargo, los
hongos fitopatégenos causan las mayores pérdidas econémicas en este
cultivo. Existen al menos 12 géneros que lo afectan significativamente,
dentro de los cuales se encuentran los inductores de enfermedades foliares,
representando la principal limitante en la produccion y la calidad de la flor
(Bautista et al., 2002).

Entre los fitopatégenos que afectan la producion del crisantemo se
encuentra Alternaria chrysanthemi, causante de necrosis de tejidos vy
marchitamiento; en las hojas provoca manchas circulares angulosas de
color café oscuro a negro y en casos severos las lesiones pueden producir
el ahogamiento del tallo (Camargo et al., 2000).

El uso indiscriminado de agroquimicos sinteticos para el control de
fitopatogenos, a induciendo la resistencia en fos organismos, con io que hay
un aumento significativo en los costos de produccién y problemas graves de
contaminacién ambiental. Esta situacion ha llevado a investigadores de todo
el mundo a buscar nuevos compuestos que representen alternativas para ia
proteccidn de cultivos contra la accién de microorganismos fitopatdégenos, y
cuya aclividad selectiva y seguridad ambiental sea adecuada. En este
sentido, no es de extranar que los productos naturales derivados de plantas
y microorganismos sean una fuente atractiva de producios quimico-
bioldgicos potenciales para el control de organismos fitopatdogenos, no solo
por su diversidad en estructuras quimicas sino también por su accién
biolégica especifica y su caracter amigable a el ambiente (Bernal, 2005).

Con la finalidad de contribuir a esta busqueda, en la Unidad de
Biotecnologia del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan se han
realizado estudios enfocados al control de fitopatégenos mediante exiractos
originados de fuentes naturales. Un total de 20 plantas de la regién se
seleccionaron en base a sus antecedentes plaguicidas, de las cuales
mediante un estudio exploratorio nueve presentaron actividad antifungica
contra Alternaria tagetica (Gamboa-Angulo et al., 2008). Por ofra parte, en la
misma unidad se han evaluado mediante bioensayos antifingicos un total
de 148 extractos originados de hongos microscopicos aislados de la region
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peninsular. De estos, 11 extractos presentaron actividad contra A. tagetica
(De la Rosa-Garcia, 2007; Reyes-Estebanez, 2007).

A partir de estas evaluaciones se seleccionaron 37 extractos (13 extractos
vegetales etandlicos, 13 vegetales acuosos y 11 fungicos) con la capacidad
de inhibir el crecimiento de A. tagelica, los cuales se evaluaron contra A.
chrysanthemi. Con estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo es
evaluar el controt de A. chrysanthemi causante del tizon foliar en crisantemo
(Dendranthema grandifiorum Ramat) con un agente natural bajo
condiciones de laboratorio y campo. La actividad antifngica in vitro de los
extractos contra A. chrysanthemi se determino utilizando el bioensayo en
microdilucién en placa y el bioensayo de dilucién en agar. Los mejores
extractos obtenidos in vitro se evaluaron en campo en cultivos de
crisantemo determinando el porcenteje de la severidad de la enfermedad
mediante una escala diagramatica.
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Capitulo |

Antecedentes, objetivos y diseno experimental
1.1 ANTECEDENTES
1.1.1 Generalidades del Crisantemo

El crisantemo es originario de Asia oriental y se desarrolla en climas
tropicales, por lo que se puede cultivar en varias regiones de México
(Romero-Cova 1996; Sanchez, 2003). El centro de origen del crisantemo es
China; en este pais se usa en escudos de armas, emblemas y motivos
decorativos. Esta planta se dispersé por la India y llegd a Japén en el
reinado de Ninto Ku en 313 A.C.; y se introdujo en Europa a finales del siglo
XVII; sin embargo, su amplia difusién no data de mas de 80 anos
{Figueiredo, 20085).

1.1.1.1 Descripcion botanica del crisantemo

Presenta tallos herbaceos y hojas alternas que pueden ser dentadas o con
margenes de distintas formas. Las flores son apreciadas por su elegancia y
la variedad de sus colores, con excepcion del azul (Esquivel-Pool et al.,
2005). Estas se presentan arregladas en inflorescencias llamadas capitulos,
los cuales pueden ser solitarios o reunidos en corimbos. La reproduccién
puede ser por semilla, por esqueje o por divisidbn de la planta. Existen
millares de variedades catalogadas; por ejemplo se pueden distinguir las
variedades de jardin y las variedades comerciales para flor cortada; segun
la forma de cultivo hay variedades de cultivo al aire libre, de invernadero y
de cultivo en maceta. De acuerdo con el tamano de los capitulos, destacan
los crisantemos pompones, de flor pequefia y compacta y los chinos de
flores mas grandes (Figura 1). Las ligulas pueden ser incurvadas,
recurvadas o irregulares, como en las variedades japonesas. Actualmente,
se reconocen aproximadamente 150 especies, muchas de ellas derivadas
de Dendranthema grandiflorum denominadas grandes flores (Cabrera et al.,
2004).
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Figura 1. Flores de crisantemo (D. grandiflorum Ramat.)

Taxonomicamente, el crisantemo se clasifico originalmente en el género
Chrysanthemum (del latin Crysanthemum y este del griego chrys
anthemon, de chrys os, oro y de anthemon, flor). Sin embargo,
recientemente la especie Chrysanthemum morifolium Ramat. se reubico al
género Dendranthema, por lo que su nombre cientifico correcto es D.
grandifforum (Ramat.), perteneciente a la clase dicotiledoneae, al orden
compositae y a la familia asteraceae (Figueiredo, 2005; Russell et al., 1997.

1.1.1.2 Importancia econémica del crisantemo

La horticultura ornamental es una actividad nacional rentable en el sector
agricola, ya que el valor de la produccién de estos cultivos es mas alto en
comparaciéon con otros. Sin embargo, la superficie destinada a su actividad
es muy pequena, representando el 0.07 % (0.0186 millones de ha) respecto
a la superficie total nacional (20.99 millones de ha) (Garcia, 2001).

El cultivo de crisantemo es de gran importancia a nivel mundial, los
mercados mas atractivos a nivel internacional son Estados Unidos (anual) y
Europa (estacional). Los mercados potenciales para su exportacién son
Argentina, Alemania, Brasil, Canada, Estados Unidos y Japon (Villanueva-
Couoh et al., 2005). Entre los principales exportadores se encuentran
Colombia, Ecuador, Holanda, Israel y Kenya (Cadenas Agrolimetarias,
2005).

En Mexico, el crisantemo es una flor importante ya que se encuentra dentro
de los principales cultivos, ocupando el segundo lugar en cuanto a
superficie sembrada y el primer lugar en cuanto a su valor de produccion,
seguido de la rosa, el gladiolo y el clavel. Los principales estados
productores son. Baja California, Estado de México, Guerrero, Puebla y
Sinaloa (SAGARPA, 2005).
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En Yucatan, la floricultura ha sido en los Ultimos afos una actividad
importante para el desarrollo econdémico y social de las regiones
marginadas, siendo el crisantemo la flor de corte mas sembrada en los
diferentes invernaderos del estado (Figura 2). La superficie destinada a la
produccién de este ornamental genera empleos para los pequefos
productores; a pesar de no abarcar grandes aéreas este cultivo es de alta
rentabilidad.

Figura 2. invernaderos con plantas de crisantemo en Man/, Yucatan.
1.1.1.3 Principales plagas y enfermedades del crisantemo

En el cultivo de crisantemo es importante mantener en buen estado
fitosanitario tanto la flor como la parte vegetativa de la planta, ya que
finalmente son las partes que se comercializan, y dependiendo de su
calidad se cotizan en el mercado, sin importar si hay o no reduccién en el
volumen de produccion (Otero, 2002).

Los principales hongos fitopatdgenos en el cultivo del crisantemo son
Alternaria sp., Ascochyta sp., Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum,
Puccinia horiana, Rhizoctonia solani y Septoria chrysanthemi (Tabla 1)
(Camargo et al., 2000; Sanchez, 2003).
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Tabla 1. Principales enfermedades de origen fungico en el crisantemo (Camargo ef al., 2000).

Enfermedad Sintomas Agente
Necrosis de Manchas de color cafe o marrén  Alternaria sp.
tejidos y en las hojas, ahorcamiento del
marchitamiento tallo
Tizébn Manchas de color café en los Ascochyta sp.
pétalos de las flores de la
inflorescencia.
Lesiones en el tallo de color

_ pardo o negro.

Tizén Manchas en los pétalos de las Botrytis cinerea
flores de la inflorescencia de
color pardo.

Cenicilla Polvo blanco que cubre tallo y Erysiphe
hojas. cichoracearum

Marchitamiento

Marchitamiento y
enanismo
Pudricion

Tizén

Amarillamiento

Clorosis o amarillamiento de las
hojas, marchitamiento y muerte
de la planta.

Pustulas de color rosado en las
hojas, enanismo en la planta.
Pudricién del tallo.

Manchas circulares pardas en el
haz de las hojas.

Amarillamiento de las éareas
foliares provocando la muerte

Fusarium oxysporum

Puccinia horiana

Rhizoctonia solani
Septoria
chrysanthemi
Verticillium
alboatrum

de la planta.

1.1.2 Generalidades del género Alternaria

Ei género Alternaria fue establecido en el afio 1817 por Nees Von Esenbeck
con el nombre de Alternaria tenuis. El nombre Alternaria viene del latin
“alternare” y se refiere a la disposicién que guardan los conidios. Los
conidiéforos de Alternaria se caracterizan por poseer uno o mas septos
transversales con apariencia geniculada. Los conidios son de color mairén
palido a marrén oscuro, ovalados u obclavatos, con o sin cuello, son
multicetulares con septos transversales, longitudinales y algunas veces
oblicuos. Estos pueden estar solitarios o formando cadenas de manera
acropetal, donde el conidio mas joven se encuentra en el dpice de la cadena
(Fernandez, 2005).

Todas las especies de Alternaria son parasitos facultativos que infectan a
plantas y han sido patdégenos responsables de epidemias masivas en
cultivos de importancia agricola (Gamboa, 2000; Tylkowska et al,, 2008);
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son capaces de sobrevivir en el suelo o en plantas. Las esporas germinan
en un amplio rango de temperaturas y son facilmente diseminadas por el
viento o por el agua. Bajo condiciones favorables los tubos germinativos de
las especies de Alternaria germinan en aproximadamente 1-3 horas (Rotem,
1997).

En general, las especies de Alternaria son patdgenos foliares que causan la
destruccion de los tejidos del hospedero a través de la reduccion del
potencial fotosintético. La infeccion de las plantas es a través de sus
estomas o bien directamente en la superficie de las hojas; los tejidos
senescentes o bajo estrés son los mas susceptibles a la infeccion (Thomma,
2003). La penetracion en el tejido puede retardarse dependiendo de la
virulencia de la especie, muchas de ellas son poco virulentas y lo realizan
después de gue emerge el tubo germinativo y se extiende en la superficie
de la hoja (Rotem, 1997).

Los danos se pueden observar como lesiones necroticas, los residuos del
hongo se encuentran en el centro de la lesion la cual se encuentra rodeada
por un halo clorético, sintoma comun observado en los procesos de
infeccion en las especies de Alternaria; esta zona es creada por la difusién
de metabolitos toxicos para la planta (Thomma, 2003). Las especies de
Alternaria son capaces de producir toxinas especificas y toxinas no
especificas del hospedero (fitotoxinas) (Solfrizzo et al., 2004). La produccion
de metabolitos secundarios se ha usado para distinguir entre especies
morfolégicamente similares, especialmente entre las especies que
presentan esporas pequenas {(Rotem, 1997).

1.1.2.1 Alternaria chrysanthemi Simmons & Crosier

El hongo fitopatégeno Alternaria chrysanthemi Simmons & Crosier se aisl6
en 1953 por Crosier de las semillas de Chrysanthemum maximum y en 1957
de semillas infestadas originarias de Holanda. Posteriormente, se aislé en
1863 de las hojas de esta misma planta en EE.UU, Florida y Australia; mas
tarde se encontrd en las hojas de C. indicum L. en la india, por lo que se le
conoce como una especie cosmopolita (Sobers, 1965).
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a) Clasificacidon taxonémica (Herrera & Ulloa, 1990)

Reino: Eumycota

Division: Dicaryomicota

Subdivision: Deutoromycotina

Clase Hyphomycetes

Orden: Moniliales

Familia: Dematiceae

Género: Alternaria

Especie: Alternaria chrysanthemi Simmons & Crosier

b) Caracteristicas microscopicas

Las caracteristicas presentadas en el aislamiento de este hongo son micelio
de color hialino, olivo palido o café, con un didmetro de 4-8 p. Los
conidioforos se originan solamente de una fasicula; se pueden distinguir las
cicatrices anulares (lugar de donde se separ6 el conidio), son erectos y
miden 110 u de largo por 6-11 p (10 p) de ancho. Los conidios son oscuros,
frecuentemente cilindricos y algunas veces obclavados, solitarios o en
cadenas cortas. Las esporas se encuentran constrenidas a nivel del septo,
éstas miden entre 25-130 p (70 y) de largo y entre 10-26 p (17 p), presentan
entre 5 a 17 septas trasversales y entre cero a seis longitudinales, el septo
del conidio pueden tener una dimension < 12 u (Fig. 3) (Ellis, 1993; Rao,
1969, Cabrera et al., 2004).

E!l crecimiento del conidioforo producido en cullivos artificiales comiUnmente
termina en la produccion de un conidio solitario. En A. chrysanthemi éstos
son producidos en una verdadera porospora en el apice del conidiéforo, en
el hospedero natural usualmente mantienen su forma cilindrica y pueden
medir entre 130-160 p de largo, con un ancho aproximadamente de 4.0 -5.3
M (Simmons, 1965).
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Figura 3. Conidios y conidiéforos de A. chrysanthemi (Sobers, 1965)
1.1.2.2 Sintomas de Alternaria chrysanthemi en crisantemo

Las primeras lesiones aparecen como manchas de color café claro, las
cuales crecen rapidamente adoptando una forma de circulos irregulares, de
color café a café oscuro o negro y puede eventualmente llegar a medir 30
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mm de diametro antes de afectar cloréticamente toda la hoja (Fig. 4)
(Sobers, 1965). En los tallos las lesiones son al principio superficiales, pero
después penetran profundamente causando un ahorcamiento y por
consiguiente, la deshidratacion de los tejidos infectados, lo que finalmente
provoca la muerte de la planta. En las areas muerias el hongo fructifica
abundantemente, formando una costra negra de conidiéforos y conidios que
cubren la superficie epidérmica (Camargo et al., 2000).

Fra 4. [ esiones observadas en las hojas de crisanterno (Sobers, 1965).
1.1.2.3 Estrategias de control de Alternaria

Para el control de Alternaria se utilizan diversas estrategias de control entre
ellas estan las siguientes:

1.1.2.3.1 Control cuitural

Incluye practicas culturales que reducen la habilidad del patégeno para
sobrevivir y por lo tanto el objetivo es disminuir el indculo primario del
patégeno y/o su habilidad para causar enfermedades. De manera
preventiva se realiza seleccionando las plantas madres, arrancando vy
guemando las plantas enfermas, evitando excesos de humedad, ademas se
eliminan las hojas inferiores para una mayor ventilacién entre las plantas y
asi reducir la propagacion del patégeno (Scholaen, 2005).

1.1.2.3.2 Control genético

Implica el mejoramiento genético mediante la produccién de variedades
resistentes o tolerantes. Sin embargo, solo funcionan en la regidon donde se
realizo el mejoramiento (Scholaen, 2005).

1.1.2.3.3 Control quimico

Involucra el uso de plaguicidas para reducir o erradicar la poblacion del
patdbgeno antes o después de sembrar, para prevenir la infeccion o
dispersion del patégeno. Para su control se utilizan fungicidas comerciales
tales como los sistémicos y los de contacto.
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a) Fungicidas sistémicos

Los fungicidas sistémicos son absorbidos por las plantas a través de la raiz,
hojas o semillas y son translocados en el interior de la planta (Agrios, 2005),
entre ellos se encuentran (Villanueva-Couoh et al., 2005)

b) Fungicidas de contacto

Los fungicidas de contacto o de superficie se aplican en el follaje de la
planta en forma de polvo o rociados, donde tales materiales no penetran
apreciablemente la cuticula de la planta (Dulan, 2008). Entre los mas
utilizados se encuentran Captan, Clorotalonil y Folpan (Tabla 2).

Muchos agroquimicos son extremadamente efectivos para controlar a los
patdgenos, pero frecuentemente presentan efectos colaterales indeseables
como el riesgo de intoxicaciéon a los trabajadores del campo, desarrollo de
resistencia en los patégenos y la acumulacién de niveles téxicos en el
ambiente, incluyendo la contaminacion del agua y del suelo (Dayan et al.,
2009) .
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Tabla 2. Fungicida quimicos usados en el control de A. chrysanthemi.

Fungicidas Nombre Principio Dosis de Mecanismo de acclén Férmula Autor

comercial activo campo

Sistémicos Amistar Azoxystrobin S5gil Potente inhibidor de la germinacién de esporas e impide e
crecimiento micehal, interfiere en ia respiracién mitocondrial Ly
bloqueanda la lrasferencia de electrones en el dtocromo bet la
que dificulta, 1a aparicion de resistencias cruzadas con otras
familias de fungicidas.
Derosal Carbendazim 5.56 g/t Alteran ia divistén celular inhitiendo el ensamble de la f-tubulina EL\X»B FRAC, 2009
| ~f /
durante la milasis. Sl
Causa una thslorsion mortologica dé 1as esporas durante (2 a
Benaomil Benomil 4.5 g/t X . - oy FRAC, 2009
germingcién y se piensa que altera la division celular ya que C LY
. ) o e ") " Ware & Whitacre,
inhibe ef ensamble de la B-tubutina durante la mitosis ~y \\_
° 2004
Contaclo Folpan Folpel 2git Inhibe |2 dwisién normal de la célula; fungicida de contacto 1 x ) FRAC, 2008;
multisltio o o Sanchez. 2C03
Daconil Clorataionil 4 giL Inactiva los grupos-SH en aminodcides, proteinas y enzimas; FRAC, 200%;
[ a
inhibe la germinacidn de esporas
NG a
Caplan Caplan 4 gL Inhibe y aftera diversos procesos melabdlicos de manera o FRAC, 2009,

simultdnea; actividad de cantacto mullsitio CQ,,; 5 Sanchez, 2003
a




1.1.3 Alternativas naturales para el control de fitopatogenos

Dentro del control organico, los productos naturales derivados de las plantas
representan una fuente atractiva de productos potenciales (Guerrero-
Rodriguez et al., 2007). Algunos de estos han sido ampliamente estudiados
por su capacidad de inhibir el crecimiento micelial, esporulacién vy
germinacién de hongos fitopatégenos (Radhakrishanan et al., 2003; ltako et
al., 2008). También se encuentra el uso de extractos microbianos, como los
fungicos, de los cuales existen relativamente pocas investigaciones en
cuanto a evaluaciones biolégicas y sus aplicaciones.

1.1.3.1 Extractos vegetales

Meéxico es un pais con una gran diversidad biolégica, debido a la amplia
variedad de climas y condiciones fisiograficas. Existen aproximadamente
30, 000 especies de plantas vasculares que aun no han sido investigadas y
gue potencialmente pueden contener metabolitos secundarios con
propiedades plaguicidas y con posibilidad de emplearse en la agricultura
(Chi, 2005; Hernandez et al., 1998).

En el caso de microorganismos fitopatégenos, existe informaciéon de
aproximadamente 400 especies de plantas con propiedad fungicida, y se
estima que esta propiedad es una caracteristica que se presenta
frecuentemente en algunos metabolitos secundarios (Zamora-Natera ef al.,
2005). El proceso para obtener metabolitos secundarios de las plantas es
variable; se pueden obtener polvos, extractos acuosos o utilizar otros
disolventes para obtener diferentes compuestos, segln su polaridad (About-
Jawdah et al., 2002; Bautista-Baros et al., 2002; Bautista et a/., 2003).

Los compuestos fendlicos sencillos (hidroxibenzoicos o hidroxicinamicos),
son metabolitos secundarios comunes en las plantas muchos reportados
con propiedades fungicidas; existen cumarinas clasificadas como
antifingicas y antibacterianas (Osorio, 2006); se ha observado que los
alcaloides, terpenoides y los fenilpropanoides participan activamente
matando al microorganismo patdgeno o restringiendo su invasion al resto de
la planta. Es asi, como algunos metabolitos secundarios constituyen una
parte importante de la respuesta de la defensa de las plantas sometidas al
ataque por patdgenos (Sepulveda et al., 2003).

Azadirachta indica (neem) es el mejor ejemplo de una planta usada
frecuentemente en muchos paises por su actividad antifungica de amplio
espectro utilizada; dicha actividad se le atribuye a las azadirachtinas y
nimbidinas, entre otros. Otfros extractos cominmente utilizados son el de
Chrysanthemum cinerariaefolium, produciora de piretrinas y el de Derris
elliptica, con un compuesto activo llamado rotenona (Stark, 1995; Chi,
2005).
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Siguiendo esta linea de investigacién, el trabajo realizado en la Unidad de
Biotecnologia (Gamboa-Angulo ef al, 2008) incluye reportes donde el
extracto con mayor espectro de accién fungicida contra Alternaria tagetica,
C. gloeosporioides y F. oxysporum correspondié al extracto de la raiz de
Croton chichenensis. Con menor espectro fungicida se detectaron a los
extractos de la hoja de Trichilia minutifiora, el tallo-raiz de Ambrosia hispida
y la hoja de Vitex gaumeri. Asimismo, en este estudio se detectaron 11
extractos con capacidad de inhibir el crecimiento de A. fagetica, entre los
cuales la mayor actividad se observo en el extracto de la raiz de Acalypha
gaumeri (Tabla 3).

Tabla 3. Plantas de la peninsula de Yucatan con actividad antifungica contra Alternaria tagetica
(Gamboa-Angulo et al., 2008).

Especie Famllia Parte No. de % de
vegetal voucher  inhibicién
Acalypha gaumeri Pax & Euphorbiaceae Ralz PS 2584 94
K. Hoffm.®
Ambrosia hispida Pursh Asteraceae Hoja PS 2579 51
Tallo-raiz 52
Calea urticifolia (Mill.) Asteraceae Tallo FM 1721 61
DC.? Raiz 59
Croton chichenensis Euphorbiaceae Tallo PS 2571 53
Lundell® Raiz 62
Furcraea cahum Trel® Agavaceae Ralz PS 2583 44
Randia obcordata S. Rubiaceae Tallo PS 2582 36
Watson
Trichifia minutiflora Meliaceae Tallo PS 2586 36
Standl.®
Vitex gaumeri Greenm. Verbenaceae Hoja PS 2598 59

Nota: & = endémicas

Otra planta que se decidié evaluar contra A. chrysanthemi por su actividad
fungicida reportada contra Aspergillus niger, Fusarium sp. y Colletotrichum
gloeosporioides es Bonelfia flammea (Millsp. ex Mez) B.Stahl & Kaillersjo
(Rodriguez & Pena, 2003).

1.1.3.2 Extractos flingicos

Los hongos micromicetos tienen la capacidad de producir metabolitos
secundarios gue han sido la base para la obtencién de importantes
farmacos, entre los que se incluyen antibidticos, antioxidantes,
antitumorales e inmunosupresores (Herrera & Ulloa, 1998). En las
actividades agricolas y ganaderas, diversas especies de micromicetos son
usadas como bioherbicidas y bioplaguicidas (Anke & Sterner, 2002)
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Las especies de Trichoderma son hongos de vida libre que pueden ser
usados para el control de muchos patogenos, al biosintetizar un amplio
rango de metabolitos que actlan sobre los hongos patdégenos. También
estd demostrado que especies de Trichoderma inducen respuestas de
defensa local y sistémica en cultivos agricolas tal como algodén, tabaco y
lechuga (Reino et al., 2008).

En algunos paises se tienen ya disponibles a nivel comercial
microorganismos antagonistas para controlar algunas enfermedades de
cultivos agricolas. En México, son pocas las investigaciones que se han
realizado sobre el control organico de fitopatdgenos, y principalmente se
han realizado a nivel laboratorio e invernadero, y muy pocas en campo
(Zavaleta, 2000). Entre estos Ultimos se encuentra la aplicacion del filtrado
de Helminthosporium tritici-repentis para controlar la roya de la cebada
(Puccinia striiformis f. sp. hordei); logrando reducir al patdégeno en un 40 % e
incrementando la produccién de grano de cebada a 1000 Kg/ha (Castrejon
& Gonzalez, 1994).

La evaluacién de los extractos fungicos del cepario del CICY sobre A.
tagetica, llevaron a detectar 11 aislamientos con propiedades inhibitorias
(Tabla 4). Estas correspondieron a las cepas de Fusarium incarnatum
1TZH23, Fusarium sp. 1XHH1Ga, Zygosporium minus 1TZH25, 2TZS6,
1TZH34, TZA13, XHA2, 2TZA2, 2TZA6, MRH42 y MRH45 con actividad
antifungica (De la Rosa-Garcia, 2007; Reyes-Estebanez, 2009).
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Tabla 4. Extractos fungicos con aclividad antifingica contra Alternaria tagetica (De la Rosa-
Garcia 2007; Reyes- Estebanez, 2009).

Clave Clave Lugar de Halo de inhibicion
Extracto colecta  en didmetro (mm

Beltraniella portoricensis MRH42 3-H 11
MRCICY42
Fusarium incarnatum SRH47 1-H 18
1TZH23
Fusarium sp. SRH95 2-H 9
1XHH1Ga
Zygosporium minus SRH94 1-H 8
1TZH25
MRCICY45 MRH45 3-H 18
1TZA13 SRH13 1-A 8
1TZH34 SRH91 1-H 8
2TZA2 SRH52 1-A 10
2TZA6 SRH73 1-A 16
2TZS6 SRH81 1-8 17
1XHA2 SRH34 2-A 16

1-A: Cenote Temozon. agua, 1-H: Cenote Temozon, hojarasca, 1-S: Cenote Temozon,
sedimento, 2-A: Cenote X'Kan ho ho Che, agua, 2-H: Cenote X'Kan ho ho Che, hojarasca y 3-
H: Xalapa, Veracruz, hojarasca.

1.1.4 Métodos y técnicas para determinar la sensibilidad a los
antifungicos

Para detectar la accion fungicida o fungistatica de un producto sintético o
natural, se utilizan diferentes técnicas. Entre eflas se pueden mencionar la
de disco, dilucion en agar, E-test, bicautografia y en microdilucion.

1.1.4.1 Técnica de difusion en disco

Técnica utilizada para detectar agentes inhibitorios del crecimiento micelial
de un hongo patdégeno. Consiste en depositar discos de papel impregnados
con los compuestos o extractos a evaluar a una concentracién conocida en
la superficie del medio de cultivo, el cual contiene el indculo del patégeno a
evaluar.

El tamano del inéculo, las condiciones de incubacion asi como los criterios
de lectura e interpretacion de los resultados varfia para cada patdgeno. Por
lo que se consideran los criterios establecidos por el National Committee for
Clinical Laboratory Standars (NCCLS, 2004).

1.1.4.2 Técnica de dilucion en agar

Disefado para determinar la capacidad inhibitoria de un agente fungicida o
fungistatico y simultaneamente la concentracion minima inhibitoria (CMI).
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Para esto se preparan una serie de tubos con cantidades decrecientes de
un fungicida, para conseguir una serie doble progresiva de concentraciones.
Estas diluciones se incorporan en agar fundido (aprox. a 50 °C) y se
depositan en ptacas de Petri. Ya solidificadas se les anade el inoculo a las
concentraciones deseadas y se incuban a 35 °C. El diametro del
crecimiento micelial se mide en direcciones perpendiculares y para
determinar el porcentaje de crecimiento de cada muestra se sustrae al
diametro del crecimiento micelial los 6 mm correspondientes al disco de
inoculacion inicial; posteriormente se resta el diametro del crecimiento del
control negativo, el cual se considera como un 100 % del crecimiento del
micelio, por |0 que se multiplica por 100 y se divide entre crecimiento de la
muestra, siguiendo la formula de Abbott (Andrews, 2001; Wengiang et al.,
2006).

La CMI es definida como la concentracién minima a la cual es capaz de
inhibir de manera visible el crecimiento de un microorganismo después de
un periodo de incubacién. Permite determinar la susceptibilidad de un
patégeno hacia un fungicida y se utiliza en los laboratorios principalmente
para confirmar la resistencia, pero mas frecuentemente es una herramienta
para determinar la actividad in vitro de nuevos fungicidas (Andrews, 2001).

1.1.4.3 Método de E-test

Método disenado para cuantificar la actividad antifingica, en un gradiente
exponencial de las concentraciones del agente a evaluar. Consiste en una
tira de plastico no poroso de 5 cm de largo por 5 mm de ancho que
incorpora un gradiente predefinido de un antifingico equivalente a 15
concentraciones dobles progresivas. Siguiendo la metodologia de difusion,
una vez que se ha inoculado 1a placa de agar con el patégeno, se coloca la
tira de E-test sobre la superficie, produciéndose de forma inmediata una
difusion del fungicida desde el soporte de plastico hasta al agar. Esta
técnica solo se utiliza para evaluar compuestos comerciales (Salgado-
Parrefio et al., 2004).

1.1.4.4 Bioautografia

Técnica usualmente usada para detectar la actividad antifingica por
absorcion quimica, en la cual se utilizan placas cromatograficas de gel de
silice donde el extracto a evaluar se aplica y se eluye con un sistema de
disolventes. Las placas se observan bajo luz ultravioleta de onda corta y
larga, y las bandas visibles son marcadas. Posteriormente, en la superficie
de las placas de gel se vierte suavemente agar inoculado con el patégenc a
una concentracién conocida. Trascurrido el tiempo de incubacién, segun el
patégeno la placa es revelada. El R, de 1as zonas de inhibicién se comparan
con las R, de las placas de referencia Adicionalmente, esta técnica permite
determinar si hay uno o varios metabolitos responsables de la actividad
antifungica (Nostro et a/., 2000).
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1.1.4.5 Técnica en microdilucién (microplaca)

La técnica de microdilucién es una técnica de dilucion en caldo que utiliza
placas de poliestireno con micropocillos en lugar de tubos de ensayo. Posee
las ventajas de utilizar volimenes finales menores (100 o 200 ul), las
diluciones son de manera automatizada, se puede realizar en menor tiempo
y también se puede realizar con mayor nimero de muestras.

En este trabajo se utilizd esta técnica para determinar la actividad
antifingica de los extractos, asi como la CMI de aquellos que presentaron
una buena actividad (NCCLS, 2002).
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo general

Evaluar el control de Alternaria chrysanthemi causante del tizon foliar en
crisantemo (Dendranthema grandiflorum Ramat) con un agente natural bajo
condiciones de laboratorio y campo en la Peninsula de Yucatan.

1.2.2 Objetivos especificos

1. Aislar e identificar una cepa de campo de Alternaria chrysanthemi de
cultivos infestados con este patégeno.

2. Establecer las condiciones del bioensayo antifungico en microdilucién con
A. chrysanthemi.

3. Evaluar in vitro mediante |los bioensayos en microdilucion y dilucién en
agar la accién inhibitoria de los exiractos flngicos y vegetales del banco de
la Unidad de Biotecnologia contra A. chrysanthemi.

4. Determinar ia concentracién inhibitoria 50 y 90 de los extractos con mayor
actividad antifangica contra A. chrysanthemi

5. Evaluar en campo en cultivos de crisantemo (Dendranthema grandiflorum
Ramat) el extracto con mayor actividad antifungica contra Alternaria
chrysanthemi.
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1.3 MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se dividié en dos etapas: de laboratorio y de campo
(Figura 5).

La etapa de laboratorio comprendié las siguientes fases:

a)

9)

Ef aislamiento de una cepa de campo de Alternaria chrysanthemi'y
su conservacion.

La optimizacion de las condiciones de esporulacién masiva en
extracto de malta y medio-S.

El establecimiento del bioensayo en microdilucion para A.
chrysanthemi'y evaluacién de los extractos seleccionados.

Determinacién de la CMI de los extractos activos.

Evaluacién de los mejores extractos mediante el bioensayo de
dilucion en agar.

Obtencion de cantidades adicionales del extracto a utilizar en la
fase de campo.

Analisis estadisticos de los resultados.

La etapa de campo consistio de las siguientes fases:

a)
b)

Limpieza del drea experimental.

Siembra de esquejes de la variedad Polaris en bloques
experimentales de 1 m de ancho x 12 m de largo.

Aplicacion de los extractos acuosos de raiz de Acalypha gaumeri 'y
corteza de Bonellia flammea con sus respectivos controles.

Evaluacion de la severidad de la enfermedad.

Analisis estadisticos de los resultados.
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Figura 5. Diagrama de la estrategia experimental.
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Capitulo Il

Aislamiento de Alternaria chrysanthemiy establecimiento
del bioensayo

2.1 INTRODUCCION

Existen muchas técnicas o metodologias para evaluar el potencial
antimicrobiano de un compuesto natural. Los mas usados son la
bioautografia, difusién en disco y dilucién en agar (Scorzoni et al., 2007).
Sin embargo, estas técnicas tienen ciertas desventajas, por ejemplo, la
técnica de difusién en disco y la bioautografia no permiten evaluar
simultdneamente un gran ndmero de extractos a la vez, se utilizan
cantidades mayores de muestra, ademas no permiten evaluar compuestos
gue no se difunden rapidamente dentro del agar, y existe una alta
posibilidad de descomposicién de los compuestos durante la realizacion del
bioensayo (Hadacek & Greger, 2000; Scorzoni et al., 2007).

El Comité Nacional para Estandares de Laboratorio Clinico norma en 1997
las condiciones para los ensayos de susceptibilidad para levaduras (M27-A)
(NCCLS, 1997). Al ser estos organismos unicelulares, facilita los procesos
de estandarizacién, pero ese no es el caso de los hongos filamentosos. Por
lo tanto se requirié una modificacién en las guias para la macrodilucion y la
microdilucién (M38) para hongos filamentosos (Espinel-ingroff, 1998;
Meletiadis ef al, 2002). A pesar de los muchos esfuerzos, Ila
reproducibilidad entre laboratorios era baja, hasta que el NCCLS (Siglas en
Inglés) en el 2002, propuso el método para hongos filamentosos (M38-A)
(Espinel-Ingroff, 2003). La microdilucidon ofrece un gran potencial en
comparacion con otros bioensayos, entre las ventajas es que son rapidos de
realizar, se analizan muchas muestras simultaneamente y las cantidades de
muesira requeridas son en microgramos La busqueda de actividad en
productos naturales mediante la microdilucidn es atractiva, generalmente
porque las cantidades de los compuestos representan un factor limitante en
los bioensayos. Muchas veces los productos naturales son termolabiles; las
temperaturas altas son inevitables al incorporar los compuestos al medio
como el bicensayo de dilucién en agar en medio sélido, pero no es el caso
al medio liquido. Otra ventaja, es que los efectos de respuesta-
concentraciéon pueden estudiarse facilmente por analisis de regresion para
obtener la Clsy y Clgp (Hadacek & Greger, 2000). Con estos antecedentes,
en este capitulo se establecio el bioensayo antifingico en microdilucién con
A. chrysanthemi determinando los puntos criticos como la cantidad de
inoculo, medio de cultivo, tiempo y temperatura de incubacién, entre otros
factores, con la finalidad de establecer las condiciones o6ptimas para el
bioensayo, ya que en los documentos del NCCLS no se reporta bieonsayo
con el género de Alternaria.
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2.2 OBJETIVOS

1. Aislar, identificar y conservar una cepa de campo de Alternaria
chrysanthemi a partir de cultivos infestados con este patégeno.

2. Establecer las condiciones del bioensayo antifungico en microdilucion con
A. chrysanthemi.

2.3 MATERIALES Y METODOS
2.3.1 Aislamiento de Alternaria chrysanthemi

Las hojas y tallos de plantas de crisantemo que presentaron signos y
sintomas correspondientes a un tizon foliar se colectaron en la Unidad
Floricola Nicte-Ha, perteneciente al municipio de Chochola, Yucatan. A
partir de este material infectado se hicieron cortes de aproximadamente un
cm? abarcando zonas sanas y enfermas; posteriormente se desinfectaron
en una soluciéon de hipoclorito de sodio al 2 % durante 2 min., se lavaron en
agua destilada, se inocularon (de cuatro a cinco cortes) en cajas Petri
conteniendo Papa dextrosa Agar (PDA) y se incubaron a 23 = 1°C en
oscuridad (Villanueva-Couoh, et al., 2005). Después de 15 dias, las colonias
de hongos que crecieron se purificaron por cultivos monosporicos (Figura

Figura 6. A) Plantas de crisantemo en campo, B) Esporas de Alternaria chrysanthemi en e/
material infectado y C) Desinfeccion del material vegetal.

2.3.1.1 Purificacion de la cepa de Alternaria chrysanthemi por cultivos
monosporicos

Para realizar el cultivo monospérico, cajas Petri conteniendo medio extracto
de malta se marcaron con cuatro circulos en los cuatro puntos cardinales.
Con la ayuda de un estereoscopio se observo la presencia de esporas en el
material vegetal infectado y con una aguja entomoldgica se trasfirieron
varias esporas a uno de los circulos de la caja Petri. Posteriormente, una
espora se transfirio a cada uno de los circulos restantes. Después de tres
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dias, las esporas germinadas (con micelio) se transfirieron a cajas
individuales (espora/caja Petri), los cuales se incubaron a 23 + 1°C.

2.3.1.2 ldentificacion del fitopatdgeno Alternaria chrysathemi

La identificacion del hongo A. chrysanthemi se hizo mediante microcultivos,
utiizando las claves de Barnett y Hunter (1999). Asimismo, se realizaron
mediciones del ancho y largo de 100 conidios con la ayuda de un
microscopio (Estandar Modelo K7) y con aumento 400x.

2.3.1.3 Conservacion de la cepa
La cepa purificada de Alternaria chrysanthemi se cultivd en:

a) Medio extracto de malta en tubos Eppendorf inclinados a partir de cultivos
de 10 dias de edad, los cuales se incubaron a 4 °C en oscuridad.

b) En gdlicerol/agua (25:75) a partir de cultivos de 10 dias de edad, los
cuales se incubaron a 4 °C en oscuridad.

c¢) Los fragmentos de agar con el patdégeno se conservaron en agua estéril a
temperatura ambiente.

d) En ampolletas de vidrio previamente esterilizadas conteniendo 1.5 mL de
leche Svelty al 20%, se le agregd un mL de la suspensién homogénea de
esporas y se tapd con un algodon esteril. Las ampolletas se colocaron en
una liofilizadora marca Labconco por 3 dias. Posteriormente, las ampolietas
se cerraron, se etiquetaron y se conservaron en el congelador (Smith &
Onions, 1994).

d) Se realizaron cultivos padres en tubos coénicos para centrifuga (marca
Falcon) conteniendo medio extracto de malta, los cuales se inocularon con
el fitopatdogeno con 10 dias de edad y se incubaron a 4 °C en oscuridad.
Estos se utilizaron para obtener las esporas empleadas en el bioensayo en
microdilucion.

2.3.2 Induccion de la esporulacién de Alternaria chrysanthemi

Para inducir la esporulacion de Alternaria chrysanthemi se utilizo la
metodologia establecida por Shahin y Shepard (1979), haciendo
modificaciones en el medio inicial. Una suspension de micelio (0.8 mL) se
inoculd en cajas Petri conteniendo extracto de malta y se incubaron por tres
dias, en oscuridad a 23 °C. Antes de que apareciera el micelio aéreo, el
medio se cort6 en cuadros de aproximadamente 4 mm? y se depositaron en
la superficie del medio-S. Posteriormente se adicioné agua destilada estéril
(2 mL) hasta cubrir los cuadros, manteniéndolos a 18 °C en oscuridad, por
siete dias.
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2.3.3 Establecimiento del bioensayo en microdilucién
2.3.3.1 Suspension de Esporas

Una solucion salina al 0.85% con 0.05% de tween 20 (15 mL) se adicioné a
la superficie del cultivo del patogeno. Posteriormente, con ayuda de un
portaobjetos se removieron las esporas y el micelio de la caja. La soluciéon
se filtr6 a traves de un colador estéril (5 cm de diametro, malla de 1 mm) y
una segunda filtracion se realizé con una doble capa de tela de gasa. Las
esporas del filtrado resultante se contabilizaron® con ayuda de ta camara de
Neubauer (10 pL) La suspension de esporas se ajustd a una concentracion
final de 2.5 x 10* esporas/mL (De la Rosa, 2007) (Figura 7).

ittt

Figura 7. a) Filfracion b) homogenizacion de esporas en el Vortex y c) conteo de esporas en la
camara de Neubauer.

*No. de esporas x mL = Esporas en cuatro cuadrantes (16 cuadros cada
cuadrante) / 4 (cuadrantes) x 0.1 (grosor del cubreobjetos) x 1000 x la
dilucién

2.3.3.2 Prueba antifangica con los diferentes extractos para el
bioensayo en microdilucion

a) Extractos organicos

Los extractos fdngicos y vegetales se disolvieron en dimetilsulfoxido
(DMSO) y se trasfirieron a una microplaca estérii de 96 pozos. A
continuacion, a todos los pozos de [a microplaca se les adiciond 100 yL de
medio RMPI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) marca Sigma.
Posteriormente, al primer pozo de cada columna se le adicionaron 90 pL de
medio RMPI 1640 (20 mM HEPES y L-glutamina, sin NaHCO;) y 10 uL del
extracto organico (40 ug/ul). Un volumen total de 100 yL de esta mezcla
homogénea se trasfirieron al segundo pozo y asi sucesivamente hasta el
pozo No. 3, logrando de esta manera reducir la concentracion inicial en
cada poZz0. Finalmente, se adicionaron 100 uL de la suspension de esporas
(2. 5 x 10° esporas/mL) del hongo fitopatdgeno en cada pozo para obtener
un volumen total de 200 pL con una concentracién final de 1000, 500 y 250
Ha/mL del extracto y 2.5, 1.25 y 0.62% del DMSO. Como control negativo de
crecimiento se empleo el medio RPMI 1640, el fitopatogeno y DMSO al 2.5
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% (suspension de esporas en RPMI 1640); y como control positivo se utilizé
DMSO al 25%. Las microplacas se incubaron a 23 °C en oscuridad por 96
horas. Las pruebas se realizaron por cuadruplicado y se observaron a las 48
y 96 horas.

b) Extractos acuosos

En el caso de los extractos acuosos se realizé el mismo procedimiento
descrito anteriormente. En cada pozo se depositdé 100 pyL de medio RMPI
1640, posteriormente se adicionaron 100 uL del extracto acuoso y 100 uL
de medio RMP! 1640, se mezclaron homogéneamente y se trasfirieron 100
uL al segundo pozo. Las concentraciones finales evaluadas de material
vegetal seco fueron 30, 15y 7.5 g/L correspondientes al 3, 1.5 y 0.75 %,
respectivamente.

2.4.3.3 Lectura de la microplaca

La lectura se realizd de manera visual mediante la escala numérica
establecida por el Comité Nacional para Estandares de Laboratorio Clinico
(NCCLS) (Tabla 5). Primero se verificd que en los controles de medio RMPI
1640 con el fitopatogeno, la germinacién y crecimiento micelial hubieran
sido exitosos (control negativo) (4); por el contrario estos parametros se
inhiben con el DMSO al 25 % (control positivo) (0).

Tabla 5. Escala numérica de la inhibicion del crecimiento en el bioensayo de microdilucién en
microplaca (NCCLS, 2002).

PARAMETRO DE MEDIDAS ESCALA
Ninguna reduccién del crecimiento 4
Ligera reducciéon del crecimiento o que contiene un 3
75% de crecimiento comparada con el control

negativo

Prominente reduccién del crecimiento o un 50% 2
comparada con el control negativo

Poco crecimiento o tan solo el 25% del crecimiento 1
del control negativo

Completamente claro, sin ningun crecimiento 0

comparando con el control negativo

El porcentaje de inhibicién de la germinacién y del crecimiento micelial se
determind mediante la formula de Abbott, con los valores obtenidos del
crecimiento, determinados mediante la escala establecida por el NCCLS
(Tabla 5). Férmula de Abbott:

% ICM = Control negativo - crecimiento de la muestra x 100
Control negativo
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

El trabajo se inicio con el aislamiento de la cepa patogénica de A.
chrysanthemi, la cual se obtuvo a partir de hojas infectadas de cultivos de
crisantemo en el estado de Yucatan, esta cepa se purificé empleando la
técnica de cultivos monospéricos en medio papa dextrosa agar (PDA).

Una vez purificada la cepa se identifico por taxonomia tradicional mediante
las caracteristicas morfolégicas de los conidios y las colonias cultivadas en
el medio PDA vy extracto de malta. En el primer medio, las colonias se
observaron algodonosas de un color blanquecino a café palido. Asimismo,
en el medio extracto de malta las colonias se observaron aterciopeladas o
velutinosas, iniciaimente de color olivo en los bordes y tornadose a un color
grisaceo con la edad; al reverso de la caja se observaron de color negro
(Figura 8). Camargo et al. (2000) report6 que las colonias en PDA y en jugo
V-8 (JVBA) se observaron de color pardo claro a blanquecino; de igual
forma indico que la estructura y el color varia en los diferentes medios. Ellis
(1993), report6 que las colonias en su mayor parte, son efusas,
algodonosas, de color gris @ marrén oscuro.

Figura 8. A) Crecimiento en medio PDA con 28 dias, B) Crecimienlo en extracto de malta con
28 dias, C) Crecimiento en extracto de malta con 15 dias, D) Conidios de A. chrysanthemi, E)
Germinacién de una espora y F) Conididforo con espora.

Los conidios de A. chrysanthemi presentaron una forma obclavada o
cilindrica de color oscuro, los cuales se encuentran constrefidos a nivel
septo. En su morfometria, los conidos presentaron una longitud de 52 u por
15 y de diametro en la parte mas ancha, a veces hasta un tercio de la
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longitud del conidio; con un promedio de cinco septas trasversales y una
longitudinal (Figura 8). Esta descripcion coincide con la literatura y confirma
la identidad del aislamiento como perteneciente a la especie A.
chrysanthemi (Barnett & Hunter, 1999).

En el presente trabajo, el problema principal se debio a la induccion de la
esporulacion de A. chrysanthemi. Esta reportado que las especies de
Alternaria son dificiles de esporular in vitro, requieren de técnicas especiales
{Carvalho et al., 2008). Por tal razdn se probaron diferentes condiciones de
cultivo como temperatura, luz y medio de esporulacion para obtener el
mayor nimero de esporas de A. chrysanthemi requerido en el bioensayo en
microdilucién. Para esto se evaluaron los medios de PDA, Agar maiz,
infusién de hojas de crisantemo y extracto de malta, obteniendo con este
dltimo el mayor nimero de esporas con 2 x 10° esporas/mL. Sin embargo,
esta cantidad no cubrié la demanda necesaria para la realizacién de los
bioensayos en microdilucion. Para Alternaria se han utilizado ademas de los
medios mencionados, papa agar, avena agar, jugo V8, jugo V-8 mas
Carbonato de Calcio (CaCOj;), agar sacarosa CaCOj; (Vioutoglou et al.,
1999; Queiroz et al., 2004; Guerrero-Rodriguez et al., 2007), y la induccion
de la esporulacion utilizando el medio-S, enriquecido con CaCQO;, Sacarosa
y agar (Shahin & Shepard, 1979). Este Ultimo se evalto cambiando el
medio primario PDA por extracto de malta, debido a que con el medio PDA
produce una gran cantidad de micelio interfiriendo al filtrar las esporas para
obtener el indculo final para el bioensayo en microdilucion. Con este método
se obtuvo una carga final de 2.5 x 10° esporas/mL y posteriormente se
ajusté a 2.5 x 10 esporas/mL para el bioensayo.

Una vez establecida la metodologia para la obtencion de las esporas se
procedié a establecer el bioensayo en microdilucion. La técnica utilizada fue
con base en la reportada por Comité Nacional para Estandares de
Laboratorio Clinico (NCCLS, M38-P). Sin embargo, se realizaron algunas
modificaciones ya que para cada patdgeno existen parametros o
condiciones 6ptimas requeridas para la evaluacién reproducible. Dentro de
los parametros a estandarizar (Espinel et al., 1997; Li et al., 2000; Santos &
Hamdan, 2005) para su reproducibilidad se encuentraron los siguientes:

El medio sintético recomendado y que se utilizé fue el RPMI-1640 con
glutamina y sin bicarbonato sddico, tamponado con acido 3-(N-morfolino)-
propansulfénico (MOPS) 0,165 M, ajustado a pH 7 + 0,1 y suplementado
con glucosa 18 g/L (producto ya comercial marca Sigma). Los resultados
con A. chrysanthemi confirmaron 10s reportes de que el medio RPMI-1640
tiene un efecto positivo en el cultivo debido a su composicién rica en
nutrientes (Gil-Lamaignere et al., 2005; Meletiadis et al., 2001).

El tiempo de incubacién se determina segln si el microorganismo es de
lento o de rapido crecimiento. El periodo de incubacién de A. chrysanthemi
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es de 96 horas; la lectura se realizé a las 48 horas observando la
germinacioén, y posteriormente a las 96 horas el porcentaje de crecimiento
micelial. Otro factor importante de incubacién es la oscuridad; ya que en
laboratorio se observé que la cepa aislada requiere de oscuridad para
germinar y esporular. La temperatura de incubacién para cada patégeno es
muy importante ya que altera (a viabilidad y velocidad de crecimiento
(Egervarn et al., 2005); para A. chrysanthemi |la temperatura optima de
incubacion recomendada es de 23 °C.

Estudios precedentes con bacterias y levaduras demuestran claramente que
el tamano del indculo es también importante para determinar la
concentracion minima inhibitoria de un compuesto (Egervarn et al., 2005;
Gehrt et al., 1995; Lass-Florl et al., 2003; Petrikkou et al., 2001). La cantidad
de inoculo se contabilizé con un hemacitrometro evaluando diferentes
concentraciones (1 x 10°, 5 x 10%1 x 10%, 2.5 x 10°, 5 x 10%, y 1 x 10°
esporas/mL). El incremento del tamaio del inéculo causa el incremento de
la CMI del extracto, por tal razén se establecid con base en las pruebas
realizadas ya la literatura, que la concentracion de 2.5 x 10" esporas/mL es
una concentracion intermedia y valida para esta género (Pujol et a/., 2000).

Las concentraciones evaluadas de los extractos (250, 500 y 1000 pg/mL) se
determinaron con base en los reportes establecidos en la literatura. En el
caso de los extractos organicos, la concentracion a evaluar es superior al de
los metabolitos puros o fraccionados, ya que en este se pueden encontrar
una gran variedad de metabolitos y posiblemente el principio activo en
cantidades muy bajas (Wengiang ef al., 2006; Muto ef al., 2006).

El control positivo en el baoensayo se determind seleccnonando tres
fungicidas comerciales: Tecto"", Mirage™" y Derosal 500D"® comunmente
usados en campo. Ef fungicida comercnal Tecto™™ no inhibié el crecimiento
de A. chrysanthemi a las concentraciones recomendadas, y al incrementar
las concentraciones, la solubilidad ba FLaba con repercusuones en la visibilidad
en el pozo. Los fungicidas Mirage™® y Derosal 500D se disolvieron en
agua, y mezclas de DMSO-agua y etanol-agua mas tween 20. Estas
soluciones de fungicidas se aplicaron en las microplacas a las
concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12.5 y 6.25 pg/ml. Ambos fungicidas
mostraron inhibicidbn en algunas concentraciones de esporas, sin embargo,
no se observd una inhibicidn total ya que la formulacién de los fungicidas
impedia la visibilidad en los pozos por medio del precipitado de los mismos.
Por tal razon se decidio utilizar DMSO al 25 % como control positivo, ya que
se obtuvieron resultados claros de la inhibicion total de la germinacion y por
lo consiguiente del crecimiento micelial.

En general, el desarrollo y estandarizacién de los bioensayos en
microdilucién con hongos filamentosos estan centrados en patogenos de
humanos tales como, Alternaria geophila, Aspergillus flavus, A. fumigatus,
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A. terreus, Candida glabrata, C. krusei, Chaetomium globosum, C.
atrobrunneum, C. nigricolor, Pseudaflescheria boydii, Rhizopus oryzae,
Scedosporium prolificans y Ulocladium chartarum, entre otros (Balajee &
Marr, 2002; Espinel-Ingroff et al., 2001; Gehrt et al., 1995; Meletiadis, et al.,
2003; Pujol et al., 2000; Serena et al., 2003; Quindés et al., 2008).

Los fitopatdgenos reportados con esta técnica ain son pocos, entre ellos se
encuentran a A. alternata, A. citri, A. tenius, Aspergillus niger, Bofrytis
cinérea, Cochliobolus lunatus, Colletotrichum acutatum, C. fragariae, C.
gloeosporioides, Fusarium oxysporum, Gibberella fujikuroi, pestalotia spp
Phomopsis Viticola, P. obscurans, P. sofae, Penicillium notatum y Fusarium
mango (Espinoza et al., 2008, Hadacek & Greger, 2000; Hormazabal &
Piontelli, 2009; Ordonez et al, 2006, Wedge & Smith, 2006). Las
metodologias para estandarizacién del bioensayo en microdiluciéon no solo
son prometedoras para la investigacién clinica, sino también para la
fitopatologia y ecotoxicologia. Por tal razén, establecer bioensayos con
hongos fitopatégenos es de gran importancia, ya que este método
proporciona muchas ventajas, entre ellas, la cantidad del compuesto a
utilizar es menor en comparacion con otros bioensayos, la concentracion es
conocida en cada pozo, de igual manera se reduce la cantidad de medio al
utilizar una microplaca, entre otras (Hadacek & Greger, 2000).

Con este trabajo se contribuye a la estandarizacién del bioensayo en
microdilucion para la especie Alternaria chrysanthemi, el agente causal del
tizén en crisantemo.

2.5 CONCLUSIONES
La cepa patogénica de A. chrysanthemi se aislé y purificé de campo.

El bioensayo antifungico en microdiluciéon para evaluar extractos organicos y
acuosos sobre A. chrysanthemi, se establecié a nivel in vitro de manera
rapida, confiable y con bajas cantidades de muestra.

Este trabajo corresponde al primer reporte del bioensayo en microplaca
para este patégeno.
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Capitulo 1l

Evaluacion antifungica de extractos a nivel laboratorio
3.1 INTRODUGCION

El rapido crecimiento de las poblaciones en el mundo demanda mayor
produccion de alimentos. A su vez, esta actividad agricola se puede perder
hasta en un 20 % debido al ataque de patdgenos (Dubey et al., 2009;
Hadacek & Greger, 2000). Ante este panorama, es necesario aumentar las
técnicas de produccién agricola, asi como también las medidas de control
de los fitopatdgenos. Entre las alternativas de control se encuentra el uso de
productos naturales derivados de plantas y hongos (Montes-Belmot et al.,
2000; Gunatilaka, 2006). EI cinnamaldehido (nombre comerciales: Vertigo o
Cinnacura) es uno de los principales ejemplos de productos naturales
derivados de plantas con actividad fungicida y con uso en la agricullura
actualmente, cuyo nombre quimico es el 3-Fenil-2-propenal (Figura 9A).
Dicho compuesto se aislé de las semillas frescas de Cassia fora L. y es
usado para controlar enfermedades causadas por Verticillium fungicola,
Rhizoctonia, especies de Pythium, Sclerotinia homeocarpa y Fusarium
monififorme var. subglutinans (Copping & Duke, 2007).Por otra parte, entre
los productos derivados de hongos se encuentra la estrobilurina A (Figura
9B), producido por la especie Strobilurus tenacellus. Debido a la su alta
volatilidad e inestabilidad fotoquimica, se sintetizaron derivados
fotoestables, conocidos a nivel comercial como Azoxistrobina y Kresoxim-
metil (Knight et al., 1997). A partir de las estrobulinas, los productos
comerciales empleados para la proteccion de cultivos contra fitopatdgenos
hasta el momento, solo se han realizado con levaduras, tal es el caso del
producto comercial conocido como KeyPlex 350 creado por empresas
Morse, a base de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo la
composicion quimica de este producto no esta claramente definida y su
inclusién en el mercado no ha sido bien aceptada (Copping & Duke, 2007).
Asimismo, se han aistado metabolitos de hongos con actividad fungicida in
vitro, como la ciclosporina A (Figura 9C), aislado de una cepa no patogénica
de Fusarium oxysporum, con una buena actividad contra el fitopatégeno
Sclerotinia sclerotiorum (Rodriguez et al., 2006).
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Figura 9. A) Estructura del cinnamaldehido aisfado de Cassla tora L., B) Estructura de La
estrobilutina A 'y C) Estructura de fa ciclosporina aislada de Fusarium oxysporum (Copping &
Duke, 2007; Knight et al., 1997; Rodriguez et al., 2006).

Por otra parte, los productos naturales derivados de hongos son utilizados
en la medicina para la producciéon de antibioticos principalmente, tal es el
caso de la penicilina, cefalosporina C, griseofulvina, entre otros (Herrera &
Ulloa, 1998; Gutiérrez-Lugo et al., 2002; Misiek & Hoffmeister, 2007).
Asimismo son una buena fuente de pigmentos importantes como la
astaxantina y el B-caroteno (Sandmann & Misawa, 2002). En la agricultura
se estan empleando como bioherbicidas, los productos Casst® elaborados
con la especie Alternaria cassiae, LuBao # 1 con Colletotrichum
gloeosporioides, DeVine con Phytophthora palmivora y MYX-1200 a partir
de Fusarium lateritium (Tengerdy & Szakacs, 1998). De igual forma se
utilizan como bioinsecticidas, como son los productos comerciales
Engerlingsplilz, Betel y Melocont obtenidos a partir de Beauveria brongniarti
(Anke & Sterner, 2002).

A pesar de los hallazgos mencionados, existen muy pocos reportes del uso
de extractos de hongos con actividad fungicida en la agricultura. El contar
con moléculas novedosas, cuyas estructuras posean sitios de accion
diferentes, es una necesidad urgente en la agricultura para contrarrestar las
pérdidas econdmicas causadas por fitopatégenos (Hadacek & Greger,
2000).
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El descubrimiento y desarrollo de un nuevo fungicida puede costar
alrededor de 12 millones de euros (Meeting in Biopesticides, 2009). A pesar
de esto, existen companias que financian la busqueda, principaimente para
producir nuevos fungicidas que sean exitosos en la agricultura mundial y
que su Uso sea seguro, al consumidor y al ambiente (Hadacek & Greger,
2000).

Un monitoreo automatizado, rapido y eficiente es de gran importancia para
determinar nuevos fungicidas (Major, 1995). Aunque, generalmente en los
lugares con una gran biodiversidad, no se cuenta con infraestructura para
un monitoreo automatizado. Tal es el caso de la peninsula de Yucatan, una
region tropical sumamente rica en especies vegetales y de microorganismos
potenciales para ser explorados (Méndez, 2003; De la Rosa, 2007). De alli
la importancia de gue en lugares cercanos a la diversidad por estudiar se
establezca técnicas que permitan determinar de manera rapida y precisa la
capacidad fungicida de un extracto. En el presente capitulo se evaluaron 37
extractos naturales mediante Ios bioensayos en microdilucién y dilucion en
agar, con el fin de identificar alglun extracto para el control de Alternaria
chrysanthemi, y asi contribuir a la bGsqueda de productos naturales con
capacidad antifungica.

3.2 OBJETIVOS

1. Evaluar in vitro mediante los bioensayos en microdilucion y dilucion en
agar la accién inhibitoria de los extractos fungicos y vegetales del banco de
la Unidad de Biotecnologia contra A. chrysanthemi.

2. Determinar la concentracion inhibitoria 50 y 90 de los extractos con mayor
actividad antifangica contra A. chrysanthemi.

3.3 MATERIALES Y METODOS
3.3.1 Recolecta de las especies vegetales

Las plantas seleccionadas con antecedentes antifingicos (Tabla 6) se
recolectaron en diferentes localidades de la Peninsula de Yucatan. Las
hojas, tallos y raices de las plantas se secaron por dos dias en una estufa
de lamparas y se fragmentaron en un molino de cuchillas, marca Brabender
(Gamboa-Angulo et al., 2008).
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Tabla 6. Plantas seleccionadas y evaluadas contra Alternaria chrysanthemi. {Cristébal-Alejo ef al., 2006; Gamboa-Anguloc ef al., 2008).

Especie Parte Clave mg de extracto Lugar de colecta Nombre maya
vegetal etandlico/ gde
planta seca
Acalypha gaumeri Pax & Raiz ACR 27.4 mgig Chichén Itza, Yucatan Sak ch'ilib tux
K. Hoffm.
Ambrasia hispida Pursh Hoja AHH 162 mg/g Chelem, Yucatan X-much’kok
Tallo-raiz AHTR 40.5 mgl/g
Bonellia flammea (Millsp. Hoja BFH 143.3 mg/g Chichén ltza, Yucatan Sink’in K'aax
ex Mez) B.Stdahl & Corleza BFC 62.2 mg/g
Kallersjo
Calea urticifolia Mill. DC. Raiz CUR 87.4 mg/g Chichén Itza, Yucatan  Xikin
Croton chichenensis Tallo CCT 58.5 mg/g Dzemul, Yucatén Ek Balam
Lundell Raiz CCR 46.3 mgl/g
Furcraea cahum Trel Raiz FCR 26.41 mg/g Chubuma, Yucatan Kaajum
Randia  obcordata  S. Talio ROT 17.2 maig Dzibichaltin, Yucatan  Pay oochil
Watson
Trichilia minutiflora Standl. Tallo T™T 50.6 mg/g Felipe Carrillo Puerto,  Tsimin ché
Yucatan

Vitex gaumeri Greenm Hoja VGH 133.9 mg/g Dzemul, Yucatan Ya'axnik




3.3.1.1 Extraccion etanélica de plantas

Las hojas, tallos y raices se secaron por dos dias en una estufa de
lamparas y se fragmentaron en un molino de cuchillas. Una vez secas y
molidas (50 g) se maceraron con etanol destilado (100 ml) a temperatura
ambiente, proceso que se repitid tres veces. El disolvente se evaporé a
presion reducida en un rotaevaporador (marca Biichi modelo 451) equipado
con un bano de agua a 40 °C para obtener el extracto crudo seco de cada
especie vegetal (Gamboa-Angulo et al., 2008).

3.3.1.2 Extraccidén acuosa de plantas

El material vegetal (30 g) se extrajo en agua destilada en ebullicion por 20
minutos (500 ml). Ya fria la infusion, se filtrd a través de papel filtro
Whatman N° 1 y se aford a 1L con agua destilada, que corresponde al
extracto acuoso, a una concentracion del 3 % (Herrera, 2007). El extracto
obtenido se esterilizé por filtracién, con filtros Millipore de 0.45 um.

3.3.2 Cultivos fungicos en arroz

Los hongos se cultivaron en agar papa dextrosa (PDA) y se incubaron a
25°C, con un fotoperiodo de 12/12 horas de luz/oscuridad. Una vez que
estos cubrieron la superficie de la caja se adicion6é 5 mL de solucion salina y
con ayuda de un portaobjeto estéril se desprendieron las esporas. El liquido
sobrenadante correspondid a la suspensién de esporas, las cuales se
inocularon (1 mL) en frascos con 20 g de arroz fermentado y se mantuvieron
por 40 dias a 26 °C con fotoperiodo de 12/12 horas de luz/oscuridad (Holler
2002).

Los extractos organicos evaluados, de cepas fungicas aisladas de cenotes
se presentan en |a Tabla 4.

3.3.2.1 Extraccion con AcOEt de micelio fangico

Después del periodo de crecimiento, la masa micelial se fragmenté con la
ayuda de una espatula y se macerd a temperatura ambiente con AcOEt por
24 horas, dos veces y la tercera extraccidén con el disolvente a
aproximadamente 50 °C, por media hora. El disolvente se elimina a presion
reducida en un rotaevaporador con bano de agua a 40 °C, obteniendo el
extracto crudo seco (Pittayakhajonwut et al., 2008).

3.3.3 Bioensayo antifingico en microdilucion
El bioensayo se realiza como se describe en el capitulo 2.
3.3.3.1 Tratamientos evaluados

Un total de 35 extractos se evaluaron en el bioensayo antifungico, 11
extractos fungicos, 12 extractos vegetales etandlicos y 12 extractos
vegetales acuosos. Como control positivo se utilizé el DMSO al 25 % vy el
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cultivo del patégeno como control negativo. Por cada tratamiento (extracto)
se realizaron cuatro repeticiones.

3.3.3.2 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante el paquete computacional SAS
para Windows versién 8.11 para lo cual se realizd un analisis de varianza y
prueba de comparacién de medias (Tukey a = 0.05).

Las concentraciones efectivas 50 y 90 (Clsg y Clgo) de cada tratamiento que
causaron la reduccion del 50 % y 90 % de inhibicién, se calculd con los
valores de los porcentajes de inhibicion transformados a Probit, mientras las
dosis se transformaron a logaritmo base diez (Throne et al., 1995).

3.3.4 Determinacion de la concentracion minima fungicida (CMF)

La concentracion minima inhibitoria se determiné realizando lecturas de
manera visual, siguiendo la escala propuesta por el NCCLS 2002 (Tabla 5).
Primero se verifico que en los controles con medio RMPI 1640 y el
fitopatogeno, el crecimiento (germinaciéon) sea exitoso (control negativo, 4};
y paralelamente la inhibicion del crecimiento micelial (germinacion) con el
DMSO al 25% ({(control positivo, 0). La CMI se determind como la
concentracion del primer pozo de la microplaca en la cual no se observaba
crecimiento después del periodo de incubacion.

3.3.5 Determinacion de la actividad fungicida o fungistatica de los
extractos

A partir de la mezcla homogénea de un micropozo en los cuales se observo
poco o nulo crecimiento, se trasfirieron 20 pL en cajas Petri con medio PDA
y se incubaron a 23°C por 48 horas. Finalmente se registré el crecimiento
(accion fungistatica) o inhibicién del mismo (accién fungicida).

3.3.6 Bioensayo de dilucién en agar

El extracto vegetal etandlico se disolvié en DMSO (< 0.5 %) y se adiciond al
medio de cultivo estéril enfriado aproximadamente a 50 °C, con agitacion
constante para obtener wuna mezcla homogénea de extracto
crudo/DMSO/medio a las concentraciones de 1000 y 500 ug/mL. En el caso
del extracto vegetat acuoso, este se filtré previamente mediante una
membrana estéril (Millipore de 0.45 pm) antes de adicionarlo al medio de
cultivo y se evalué a 30 g/L (3%) vy 15 g/L (1.5%). Un volumen de
aproximadamente 20 mbL de la mezcla extracto crudo/DMSO/ medio se
depositd en cada caja Petri. Posteriormente, se dejaron en observacion por
48 horas para comprobar su esterilidad. Trascurrido este periodo, las cajas
se inocularon con un disco invertido de agar (0.6 cm de diametro)
conteniendo el fitopatdgeno y permanecieron en incubacion a 18 °C
aproximadamente en oscuridad, hasta que el control negativo (fitopatégeno
en DMSO/medio) cubrio toda la superficie de la caja Petri. Como control
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positivo se utilizd Mirage 45 CE a una concentracion de 200 uyg/mL; se
realizaron cuatro repeticiones por tratamiento. El didmetro del crecimiento
micelial se mididé diariamente en direcciones perpendiculares (Wengiang et
al., 2006).

3.3.6.1 Determinaciéon del porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial

Para determinar el porcentaje de crecimiento micelial a cada muestra se
sustrajo los 0.6 mm de diametro del disco de inoculacion inicial a el diametro
total del crecimiento micelial. Posteriormente el diametro de crecimiento de
la muestra se resta el diametro del control negativo, considerado como un
100 % del crecimiento micelial y se aplica la formula de Abbott (Abou,
2002).

% ICM = Control negativo = crecimiento de la muestra x 100
Control negativo

Control negativo = Crecimiento micelial total del patégeno en medio
PDA/DMSO (0.5%) menos el diametro del disco inicial (0.6 mm).

3.3.6.2 Determinaciéon de la concentracién de esporas de cada
tratamiento evaluado por mL

A cada una de las cajas Petri correspondiente a cada uno de los
tratamientos se le agregaron 5 mL de agua destilada estérit. Posteriormente,
con la ayuda de un portaobjeto estéril se raspo la superficie del medio y con
una micropipeta se extrajo la suspension de esporas. La solucion obtenida
(solucién madre), se depositd en viales, se agité durante 2 minutos en un
vortex y una alicuota de 10 pbL (solucién de esporas) se trasfirieron a la
camara de Neuvauer (hematocitémetro) (Méndez, 2003). Finalmente, se
determino la concentracion de esporas de cada extracto evaluado por mL
mediante la siguiente férmula:

Ntmero de esporas / mL = Namero de esporas contadas
4 x 0.1 x 1000 x dilucion

E’rofundidad de la camara: 0.1 mm
Area contada: 4 cuadrantes

3.3.6.3 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante el paquete computacional SAS
para Windows version 8.11 para lo cual se realizdé un analisis de varianza y
prueba de comparacion de medias (Tukey a = 0.05).
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3.4 RESULTADOS Y DISCUSION
3.4.1 Bioensayo antifingico en microdilucién

La evaluacion de la actividad antifingica de los extractos vegetales contra
A. chrysanthemi se realizé primero mediante el bioensayo en microdilucion.
Los resultados permitieron detectar a los extractos vegetales de las
especies de A. gaumeri, B. flammea y los extractos fungicos de Fusarium
incarnatum y Zygosporium minus con actividad contra A. chrysanthemi. Al
realizar el analisis de varianza del porcentaje de inhibiciéon de [a germinacion
de las esporas y del crecimiento micelial de los extractos contra este
fitopatégeno, se observaron diferencias estadlsticas altamente significativas
(P <0.01) con respecto a los controles (Apéndice 1, Tabla 2A 3A 4A y 5A).

En general, los dos extractos de la raiz de Acalypha gaumeri (ACR-A y
ACR-E), asi como los extractos acuosos de Bonellia flammea corteza y hoja
(BFC-A y BFH-A, respectivamente) mostraron los mayores porcentajes de
inhibicidon contra A. chrysanthemi.

La comparacién multiple de medias Tukey (P = 0.05) en el porcentaje de
inhibicion de la germinacién de las esporas a las 48 horas separ6 al extracto
etandlico de la raiz de A. gaumeri a una concentracién de 1000 ug/mL
(ACR-EM) con un porcentaje de inhibicion del 81.25 %. Seguido por los
extractos acuosos al 3 % (ACR-AM), 1.5 % (ACR-AQ) y etandlico de Ia
misma planta a una concentracién de 500 pg/mL (ACR-EQ). Por dltimo el
extracto acuoso al 3 % de la corteza de B. flammea (BFC-AM) mostr6 una
un porcentaje de inhibicion del 75 %, al igual que los extractos
anteriormente mencionados. Con un menor porcentaje de inhibicion de la
germinacion entre 62-68 % se detectaron a los extractos de A. gaumeri raiz,
etandlico al 250 pg/mL (ACR-ED) y acuoso al 0.75 % (ACR-AD); los
extractos acuosos de B. flammea corteza al 3 % (BFH-AM) y al 1.5 %
(BFC-AQ). El resto de los extractos presentaron porcentajes de inhibicion de
la geminacién menores a 60 %. Los respectivos controles presentaron los
resultados esperados (Tabla 7).

En cuanto a la comparacion multiple de medias Tukey (P = 0.05) en el
porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial a las 96 horas permitié
separar nuevamente al extracto ACR-EM, por presentar el mayor porcentaje
de inhibicibn con un 75 %. Seguidamente se encuentran los extractos
ACRE-AM y BFC-AM, con un porcentaje de inhibicion de 68.75 y 62.50 %,
respectivamente. Los extractos ACR-AQ y ACR-EQ mostraron un
porcentaje de inhibicién de 56.25 y 50.75%, respectivamente. Con menores
porcentajes de inhibicién se encuentran los extractos BFH-AM, BFC-AQ y
los extractos fungicos de las cepas Fusarium incarnatum (SRH47) vy
Zygosporium minus (SRH94), con un 50 % de inhibicidn de la germinacion
para todos los extractos (Tabla 7). Se determinaron como activos aquellos
extractos que presentaron porcentajes de inhibicion = 50 %.
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Tabla 7. Extractos vegetales y fungicos contra Alternaria chrysanthemi a ias 48 y 96 horas de expaosicion en el bioensayo en microdilucian,

Extracto Tipo de extracto Concentracién Mvs* Inhibicién (%)
(mg/mL)

Germinacién Crecimiento micetial
V
Fusarium incarnatum (SRH47)  Acetato de etilo 1000 37 53.75 cdef 50.00 def
Zygosporium minus (SRH94) Acetato de elilo 1000 55.5 53.75 cdef 50.00 def
Acalypha gaumeri (ACR-EM) Etandlico 1000 38.5 81.25 ab 75.00b
Acalypha gaumeri (ACR-EQ) Etandlico 500 18.3 75.00 be 50.75 def
Acalypha gaumeri (ACR-ED) Etandlico 250 9.1 68.75 bc 38.75 hi

Acuosos % (g/L}

Acalypha gaumeri (ACRE-AM) Acuoso 3 %(30) 30 75.00 be 68.75 be
Acalypha gaumeri (ACR-AQ) AcCuoso 1.5% (19) 15 75.00 be 56.25 cdef
Acalypha gaumeri (ACR-AD) Acuoso 0.75 % (7.5) 7.5 62.50 bede 37.50 efg
Bonellia flammea (BFH-AM) Acuoso 3 % (30) 30 62.50 bcde 50.00 def
Bonellia flammea (BFC-AM) Acuoso 3 % (30) 15 75.00 bc 62.50 bede
Bonellia flammea (BFC-AQ) Acuoso 1.5 % (15) 7.5 62.50 bcde 50.00 def
Patégeno + RMP] + DMSO —_— — — 0.001 0.00k
DMSO — 25 % —_ 100.00 a 100.00 a

e e e ———

Las medias con la misma |elra entre columnas son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (P = 0.05). * MVS: matenal vegetal seco requerido/mL de extraclo ACR:
coresponde a la clave de la planta Acalypha gaumeriralz, EM: extracto etandlico (E) y la concentracion probada 1000 ug/mb (M). AM: extracto acuoso (A) y la concentracion probada 30 g/L (M),
Los tratamientos que na presentaron inhibicion se omitieron de la tabla (Apéndice 1, Tabla 1A)



3.4.2 Determinacion de la Cls, y Clg en los extractos vegetales y
fungicos

Para determinar la capacidad de los extractos de inhibir el crecimiento de A.
chrysanthemi, se calculo la Clsy y Clgy de cada uno de los que presentaron
alguna actividad fungicida a las 96 horas mediante el analisis Probit
(Apéndice I, 2.1 2.22.3y 2.4).

Los resultados de los extractos permitieron detectar a ACR-EM como el
mejor extracto, por presentar los menores valores, con una Clsg de 559.05
pa/mL y Clgg 1741.00 pg/mL (Tabla 8).

Los extractos fungicos SRH47 y SRH94 presentaron una Clsy de 934.82 y
886.54 ug/mL y una Clgg de 2,239.00 y 3,180.00 pg/mL, respectivamente
(Tabla 8).

Tabla 8. Clsgy Clgo de los extractos organicos contra Alternaria chrysanthemi

Extracto Clso (pg/mL Clgo (pg/mL
ACR-E 559.05 1,741.00
SRH47 934.82 2,239.00
SRH94 886.54 3,180.00

e e e ]
ACR-A: extracto acuoso raiz de Acalypha gaumeri, SRH47: extracto fungico y SRH94: extracto
fungico

Por otra parte, el mejor extracto acuoso correspondio al extracto ACR-A con
una Cls, de 621.06 ug/mL y Clgy de 5,586 ug/mL (Tabla 9).

Tabla 9. Cispy Clgode ios extractos acuosos contra Alternaria chrysanthemi

—_————— e ———
Extracto Clso (ug/mL) Clgg (pg/mL)
= — — —— = ——  _ _—— _ _ _— —
ACR-A 621.06 5,586
BFC-A 1,540 13,957
BFH-A 6,210 29,710

e ——————— =0 LS ————— —— ——  ___————
ACR-A: extracto acuoso de la raiz de Acalypha gaumeri, BFC-A: exitracto acuoso de la corteza
de Bonellia flammea y ABH-A: extracto acuoso de la hoja de Bonellia flammea.

3.4.3 Determinacion de la actividad fungicida o fungistatica y la
concentracion minima fungicida de los mejores extractos

La concentracion minima fungicida (CMF) del mejor extracto ACR-E se
determiné aumentando la concentracion (4 000, 2 000 y 1000 pg/mL). Los
extractos acuosos se evaluaron nuevamente a la misma concentracién (30
g/L de material vegetal) y solo se determind la actividad fungicida o
fungistatica.

El extracto ACR-E a la concentracion de 1000 pg/mL presentd actividad
fungistatica, ya que al trasferir 20 pl del pozo a un medio libre de extracto se
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observd crecimiento micelial. La CMF de ACR-E fue de 2000 ug/mL o 2
mg/mL, concentracion a la cual se observé nulo crecimiento (Figura 10).

Los extractos acuosos ACR-A y BFC-A demostraron actividad fungistatica a
fa concentracion de 30 g/l (Figura 10).

|

Figura 10. Deferminacién de la actividad fungicida o fungistatica A) Extracto acuoso ACR al 3
% (100 %), extracto acuoso BFC al 3 % (100 %), y exiracto etandlico ACR a (2 mg/mL y 4
mg/mL), y B) extracto acuoso ACR al 3 % (100 %) y extracto etandlico ACR (1, 2y 4 mg/mL).

3.4.4 Bioensayo de dilucion en agar

Los mejores extractos en el bioensayo en microdilucién se evaluaron
mediante en e} bioensayo de dilucion en agar, para obtener oftros
parametros indicativos del efecto del extracto contra A. chrysanthemi, como
son la inhibicién de la esporulacién y inhibicion del crecimiento micelial.

3.4.41 Efectividad de los extractos vegetales contra Alternaria
chrysanthemi

Al realizar los anédlisis de varianza de la efectividad (E) de los extractos
vegetales en Alternaria chrysanthemi se observaron diferencias estadisticas
altamente significativas (p <0.01) entre tratamientos (Apéndice |, Tabla 6A y
7A).

El extracto con mayor efectividad para inhibir el crecimiento micelial de
Alternaria chrysanthemi, correspondié a ACR-EM con un 78.12 %, segun la
comparacioén multiple de medias Tukey (P = 0.05). Asimismo los extractos
BFC-AM y ACR-AM presentaron un 56.85 y 50.92 % de efectividad
respectivamente. El resto de los extractos evaluados mediante este
bioensayo presentaron porcentajes de efectividad menores al 50 % (Tabla
10). Ef control positivo o fungicida comercial (Mirage 48CE) mostré un 100
% de efectividad (Figura 11).
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Tabla 10. Efectividad de los extractos incorporados al medio de cultivo (PDA) contra Alternaria
chrysanthemij

Planta Concentracion Clave Efectividad

(%} (E%)

Acalypha gaumeri 3 % ACR-AM 50.92 ¢
1.5% ACR-AQ 433 e

3.6 %* ACR-EM 78.12b

1.8 %™ ACR-EQ 47.03 de

Bonellia flammea 3% BFH-AM 44.98 de

3% BFC-AM 56.85 ¢
Testigos CONTPOS 100 a
CONTNEG 0.00f

E—— ——— —— . s —————————
Las medias con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de
Tukey (P = 0.05). * Equivalente a 1000 pg/mL y ** Equivalente a 500 pg/mL. CONTPOS:
Mirage 48 CE y CONTNEG: Fitopatdégeno + DMSO.

Figura 11. Efecto fungicida de los extractos vegetales sobre el crecimiento micelial de
Alternaria chrysanthemi A) ACR etandlico (1000 pyg/mL), B) ACR etanolico (500 pg/mL),C) ACR
acuoso (3 %), D) ACR acuoso (1.5 %), E) BFC acuoso (3 %), F) BFH acuoso (3 %), G) Control
positivo (Mirage 48CE) y H) Control negativo(Crecimiento).

3.4.4.2 Densidad de esporulacion y porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial de Alternaria chrysanthemi

Con relacion a las variables densidad de esporulacion y efectividad de la
inhibicion de los extractos vegetales en A. chrysanthemi se encontraron
diferencias altamente significativas (p < 0.01) con respecto a los controles
(Apéndice |, Tabla 8A 9A 10A y 11A), pero no hubo diferencia estadistica
entre los extractos evaluados.
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En general, los resultados permitieron detectar tendencias en los extractos
BFC-AM y BFH-EM con menores densidades de esporulacion de A.
chrysanthemi con 6666 y 9166 esporas/mL y por lo tanto, los mayores
porcentajes de efectividad con 81.95 % y 81.93 %, respectivamente. Con
menores porcentajes de efectividad se encuentraron los extractos de A.
gaumeri, entre ellos, ACR-EM y ACR-EQ con una efectividad de 77.80 % vy
una densidad de 13333 esporas/mL. Los extractos acuosos ACR-AM vy
ACR-AQ mostraron una densidad de 12550 y 15000 esporas/mL y una
efectividad de 76.80 y 75 % respectivamente (Tabla 11).

Tabla 11. Efectividad de los extractos incorporados al medio de cultivo (PDA) sobre la
densldad de esporulacién A. chrysanthemi.

Clave del MVS Concentracion Densidad de Inhibicién de ia
extracto (mg/mL} esporas esporulacién
mlL E %

ACR-AM 30 mg/mL 3% (30 g/L) 12500 b 76.80 b
ACR-AQ 15 mg/mL 1.5 % (15 g/L) 15000 b 75.00b
ACR-EM 36.5 mg/mL 1000 pg/mL 13333 b 77800
ACR-EQ 18.3 mg/mL 500 pg/mL 13333 b 77.80b
BFH-AM 30 mg/mL 3 % (30 g/L) 9166 b 81.93b
BFC-AM 15 mg/mL 3 % (30 g/L) 6666 b 81.95b

CONTPOS 0c 100 a

CONTNEG 60833 a Oc

Nota: Las medias con la misma letra entre columnas son estadisticamente iguales de acuerdo
con la prueba de Tukey (P = 0.05).E: efectividad.

3.4.5 Discusion

La inhibicién del crecimiento micelial de un hongo fitopatégeno, asi como la
capacidad de esporular y a su vez la germinacién de esporas son
parametros que se miden y se consideran de importancia en la bisqueda de
productos naturales efectivos en el control de enfermedades fungicas.

Con la finalidad de determinar més parametros indicativos de la actividad de
los extractos contra Alternaria chrysanthemi en crisantemo, se utilizaron dos
bioensayos, el de microdiluciéon y el de dilucion en agar. En ambos
bioensayos se determiné el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial;
en el primer bioensayos, este pardmetro se midié por la capacidad del
extracto de reducir la germinacion de las esporas y a su vez del éxilo, al
inhibir el crecimiento hifal. Adicionalmente, mediante el bioensayo de
dilucion en agar se determind el porcentaje de esporulacion o bien el
porcentaje de inhibicion de la esporutacién del hongo.

El analisis integral de los resultados permitio detectar al extracto etandlico
de la raiz de Acalypha gaumeri (ACR-EM) como el mas efectivo, con un
porcentaje =75 % en todos los parametros evaluados. Asimismo, los
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extractos vegetales acuosos de BFC-AM y ACR-AM presentaron una
actividad =50 % en todos los parametros evaluados.

El extracto acuoso de la raiz de Acalypha gaumeri presentdé un mayor efecto
inhibitorio en el crecimiento micelial en el bioensayo en microdilucion que en
dilucion en agar. La diferencia en los porcentajes de inhibicion, no es grande
y se puede deber al inobculo primario, ya que en el bioensayo en
microdilucion se utilizan esporas y dependiente del efecto del extracto sobre
ellas se puede observar o no crecimiento micelial. Por el contrario, en €l
bioensayo de dilucién en agar el inéculo primario es un disco de agar que
puede contener micelio y/o esporas (datos observados en la Tabla 6 y 9).

Los extractos acuosos de hoja y corteza de B. flammea (BFH-AM y BFC-
AM, respectivamente) presentaron una mayor tendencia a inhibir la
esporulacion, que los extractos de la raiz de A. gaumeri. Por otra parte, los
dos extractos de raiz de Acalypha presentaron mayor tendencia a inhibir la
germinacién de las esporas.

Los extractos vegetales acuosos de BFC-AM y ACR-AM se evaluaron al 3%
(30 g de MVS/L.) demostrando un porcentaje de inhibicién del crecimiento
micelial mediante el bioensayo de dilucién en agar de 56.85 y 50.92 %
respectivamente, contra A. chrysanthemi. El uso de extractos acuosos ha
sido documentado, como es el caso de Artemisia camphorata vy
Cymbopogon citratus cuyos extractos acuosos al 20 % y 40 % se evaluaron
contra Alfernaria solani. Los resultados mostraron que no hubo inhibicién en
el crecimiento micelial, pero se observé la reduccion en la esporutacién en
mas del 90% en las concentraciones evaluadas (ltako et al., 2008).

El extracto etandlico de la raiz de A. gaumeri a una concentracion de 1000
Hg/mL presentd una buena inhibicion contra A. chrysathemi con un
porcentaje mayor del 75 % en ambos bieonsayos. Aba (2005) evalud los
extractos etandlicos de Eugenia caryophyilus contra Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani y Botritis cinérea a una concetracion de 5000 pg/mL
logrando una inhibicién de 41.10, 51.1 y 0 %, respectivamente.

Al extrapolar las concentraciones utilizadas en los bioensayos a la cantidad
de material vegetal seco extraldo, se observo que en los extractos acuosos
se emplearon 30 mg/mL, una cantidad de materia prima menor a la utilizada
en el extracto etanélico ACR-EM con 36.5 mg/mL. Estos datos dieron mas
bases para hacer de estos extractos acuosos, mas viables para evaluarlos
en campo, por su facil extraccién y manipulaciéon, ademas de no existir
diferencia estadistica significativa con respecto al extracto ACR-EM. Esto
permite suponer que en principio, pueden ulilizarse cantidades mas bajas
de materia prima para el control de hongos, que los reportados en la
literatura por ltako et al. (2008), indicando mayor potencial para ser
evaluados en campo.
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Al ser A. gaumeri una planta endémica de la Peninsula de Yucatan, existen
pocos reportes de su actividad antifungica y aun ninguno en cuanto a su
fitoquimica. Méndez (2003) evalud el extracto etandlico de la raiz de A.
gaumeri contra Colletotfrichum gloeosporioides, obteniendo una efectividad
del 44.25 %. Los porcentajes de inhibicion de ACR-EM (1000 pg/ml) contra
Alternaria chrysanthemi son mas altos en comparacion con C.
gloeosporioides. Gamboa-Angulo (2008), encontré que los extractos
etandlicos de dicha planta inhibieron un 94 % a Alternaria tagetica, 44 % a
C. gloeosporioides, 51 % a Fusarium oxysporum y un 14 % a Rhizopus sp.
También el extracto etanélico de hoja y tallo de A. gaumeri presenté una
actividad nematicida contra Meloidogyne incognita con un porcentaje de
mortalidad del 95 % a 500 ppm (Cristébal-Alejo, et al., 2006).

A nivel general se han reportado otras especies pertenecientes al mismo
genero con propiedades fungicidas como A. hispida, A. indica y A. wilkesina,
(Akinde, 1986; Alade & lrobi, 1993; Adesina et al., 2000; Jebakumar et al.,
2008; Ogundaini, 2005; Oladunmoye, 2006; lkewuchi & Anyadiegwu, 2008)
(Tabla 11). De igual forma existen especies que no poseen actividad
antifangica, como es el caso de A. hederacea (Canales, et al., 2008).
Fitoquimicamente se han reportado diferentes metabolitos clasificados en
diferentes familias quimicas, como terpenos, policétidos y flavonoides
principalmente (Tabla 12).
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Tabla 12. Metabolitos repcriados de Acalypha spp.

Planta Autor Compuestos aislados Actividad biolégica
Acalypa Siems, el af., 1996 Friedolabdanes y curcumeno No evaluado
macroslachya
Acalypha indica Ma, et al., 1997 Potassium brevifalincarboxilato, acaindinina, 1-0-galloilbeta- No evaluado
{plania complela) D-glucosa, 1,2,3,6-tetra-0- galloil-beta-D-glocose, corilagina,

geraniina, acelonylgeraniina A, euphommisina M-2, acido

repandusinico A, Acido chebulagico, quereetina-3-0-beta-

D-glucosido y rutina
Acalypha indica Linn Hiremath, et 5,7-dihidroxiflavona  (crisina) y  3,5.7-trihidroxiflavona No evaluado
(planta completa) al., 1998 (galangina)
Acalypha hispida Amakura, et al., 1999 Acalyphidins M-1 y M-2, 1-0-galloyi-3,6-(R)- No evailuado
{hoja) hexahidroxidifenoil-4-0- brevifolincarboxil-beta-D glucose y

Acalypha wilkesiana y
Acalypha hispida
(hoja)

Acalypha commnunis

Acalypha auslralis
(partes aereas)

Acalypha hispida,
Acalypha racemosa y
Acalypha marginata
Acalypha fruticosa

Adesina, et al., 2000

Gulierrez-Lugo,
el al., 2002
Zhongguo-Zhong,
2008

Iniaghe et al., 2009

Monthana el al., 2008

geraniina
Acida gallico, corilagina y geraniina

Acido 16-a-hydroximollico, acido 15-a-hidroximollico y acido
7-3-6-B-dihidroxi-1,23-dideoxijessico .

Emodina, beta-sitosteral, loliclide, 2,6-dimethoxi-1,4-
benzoquinona, A&cidoe nicolinico, acido protocatechuico,
daucosterol, acido gdlico, rutin, dcido succinico y
brevifolina,

Fenoles, glucosidos, flavonoides, esteroides, saponinas y
hidroxilantraquinonas

Terpenoides, flavonoides y taninos

Bactericida: Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Micrococcus flavus,
taphylococcus epidermidis

S

No evaluado

No evaluado

No evaluado

No evaluado



Por otra parte se ha reportado que las especies de A. fruticosa, A. indica, A.
wintkesiana, A. hispida y A. siamensis poseen propiedades bactericidas
(Akinyemi et al., 2005; Akinyemi et al., 2006; Govindarajan et al., 2008;
Monthana et al., 2008; Duraipandiyan et al., 2006; Ejechi, 2001; Wiarta et
al., 2004). Govindarajan et al. (2008) reportd que A. indica presenta una
remarcable actividad larvicida y ovicida contra Ancpheles stephensi, vector
de la malaria.

En cuanto a Bonellia flammea existen reportes de su actividad fungicida,
Rodriguez y Pena (2003) evalud mediante el bioensayo de disco el extracto
metandlico raiz al 1 y 5 % contra Alternaria tagetica, Aspergillus niger,
Fusarium sp. y C. gloeosporioides, detectando actividad antifingica contra
las cepas de C. gloeospcricides y Fusarium sp. Sin embargo, no se
encontré actividad contra A. tagetica. Cabe mencionar que el extracto
acuoso de corteza y hoja de B. flammea presentd actividad contra Alternaria
sp. Vera (2004) reportd que el extracto de la raiz de esta misma planta
presenté actividad contra Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae con
una zona de inhibicién de 5.15 y 7.15 mm respectivamente. Este mismo
autor reporto la actividad del extracto contra Trichophyton mentagrophytes,
hongo patégeno de animales domésticos. Sanchez-Medina, (2007) reportd
que la actividad antifungica se debe al metabolito sakurososaponina (Figura
12), aislado del extracto crudo de la raiz de B. flammea. Las saponinas son
una familia diversa de metabolitos secundarios producidos por varias
especies de plantas (Muto et al., 2006). Pueden ser utilizadas como
insecticidas, antibiéticos, fungicidas y farmacos. Se sugiere que estos
compuestos en la planta proveen proteccion contra el ataque de
fitopatogenos (Sparg et al., 2004). El preciso mecanismo de accion de las
saponinas no es bien entendido, se deduce que la actividad fungicida se
debe a la habllidad de [as saponinas de formar complejos con los esteroles
de la membrana celular de los hongos, causando una pérdida en la
integridad de la misma, mediante la formacién de poros (Morrissey &
Osbourn, 1999).
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Figura 12, Estructura quimica de la sakurososaponina (Sanchez-Medina, 2007)

En cuanto a otras especies de Bonellia, Rodriguez et al. (1965) aislé de los
frutos de Bonellia pungens (antes Jacquinia pungens) el acido jacquinico.
Bhattacharyya et al. (1999) aislé6 de B. ruscifolia a el triterpeno Dimetil
oleana-13(18),15(16)-dieno-3B,28-diacetato. El mismo autor aislo a el
triterpeno  Oleana-12(13),15(16)-dieno-3a,28-diil diacetato de la misma
planta (Bhattacharyya et al., 2000).

Al no existir muchos reportes de la actividad antifungica de Acalypha
gaumeri y Bonellia flammea es de gran importancia realizar evaluaciones e
identificar el o los principios activos responsables de la actividad fungicida, y
aln mas determinar su potencial en campo.

3.5 CONCLUSIONES

El mayor efecto inhibitorio en A. chrysanthemi se observd con el extracto
etandlico de la raiz de A. gaumeri a una concentracion de 1000 ug/mL, en
las dos pruebas de susceptibilidad evaluadas.

Los exiractos acuosos al 100 % de la raiz de A. gaumeri y corteza de B.
flammea demostraron inhibicion a una concentracion probada (3%) menor
en comparacion con otros reportes.

A. gaumeri es una planta que en sus dos extractos, tanto acuoso como
etandlico, presento propiedades fungicidas contra A. chrysanthemi, siendo
un candidato potencial para continuar siendo estudiado en campo.

De las 11 cepas fungicas evaluadas solc dos presentaron una moderada
actividad contra A. chrysanthemi, las cuales corresponden a Fusarium
incarnatum (SRH47) y Zygosporium minus (SRH94).
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Capitulo IV

Evaluacién a nivel de campo
4.1 INTRODUCCION

En el cultivo de crisantemo es importante cuidar la calidad fitosanitaria y
eliminar deficiencias para incrementar la productividad (Bauer, 1992). Ef
dano estético es de vital importancia al momento de la comercializaciéon del
producto, ya gue cualquier sintoma de ataque de plagas o enfermedades en
las flores y follaje reduce la calidad, o cual disminuye el precio, sin importar
si hay o no reduccién en el volumen de produccion (Canul, 2005). Los
principales fitopatégenos del crisantemo son Puccinia horiana, Alternaria
chrysanthemi y A. alternata, Ascochyta sp., Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia solani y Septoria chrysanthemi. Entre ellos, A.
chrysanthemi es reconocido como el principal fitopatégeno del crisantemo,
aparece desde el inicio del cultivo en el follaje, afectando la calidad de la flor
y reduciendo la vida de anaquel a través de la reduccion del proceso
fotosintético de la planta. Actualmente, el control de hongos fitopatégenos
requiere de técnicas alternativas, el uso de extractos vegetales con
propiedades fungicidas y antimicrobianas tiene un papel importante en un
sistema ecoldgico integrado de produccién agricola para el control de
enfermedades (Guerrero-Rodriguez et al., 2007). Con el fin de contribuir a |a
busqueda de productos naturales para controlar A. chrysanthemi y que
ademas sean amigables con el ambiente, en el presente trabajo se
evaluaron en campo dos extractos naturales acuosos: raiz de Acalypha
gaumeri y corteza de Bonellia flammea, estas plantas se seleccionaron con
base en los resultados obtenidos en las dos pruebas in vitro realizadas con
el mismo patogeno en laboratorio. Ambos extractos demostraron inhibir al
patégeno A. chrysanthemi en un porcentaje = 50 %, en todos los
pardmetros evaluados. Asimismo, ambos extractos no demostraron
diferencia estadistica con respecto al exiracto etanélico de A. gaumeri
(ACR-EM). Este ultimo extracto no se evalué en campo por falta de
disponibilidad de material vegetal. Otro factor importante por el que se
decidié6 evaluar los extractos acuosos es por su facil extraccion vy
manipulaciéon en campo.

4.2 OBJETIVO

Evaluar en campo en cultivos de crisantemo (Dendranthema grandiflorum )
los extractos con mayor actividad antifingica contra Alternaria
chrysanthemi.
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4.3 MATERIALES Y METODOS
4.3.1 Ubicacion del area experimental

El trabajo se llevd a cabo en la Unidad Limones Cheé en el area Floricola
Ulu’'umil lool, en el municipio de Mani, Yucatan. Se utilizaron esquejes de
Dendranthema grandiflorum Ramat (Cv. Polaris Yellow) de 20 dias de edad
provenientes de la Unidad Floricola “Nicte-Ha" pertenecientes al municipio
de Chochol3, Yucatan.

4.3.2 Establecimiento del experimento en campo

El {rasplante se realizé a los 20 dias después de la siembra, cuando las
plantas alcanzaron entre 8-10 cm. de altura. Estas se trasplantaron en
camas de 1 m de ancho x 12 m de largo, utilizando un sustrato de tierra
roja, abono organico de bovinaza y grava, con una proporcién de 2:2:1,
respectivamente.

4.3.3 Tratamientos

El nimero de tratamientos se obtuvieron con base en los resultados
obtenidos en las pruebas in vitro; se evaluaron dos extractos acuosos: raiz
de Acalypha gaumeri y Corteza de Bonellia flammea (30 g/L).
Paralelamente se evaluaron con dos testigos, agua y el fungicida comercial
(Captan 2 g/L).

4.3.4 Diseno experimental

Para la evaluacion de Jos extractos se utilizaron dos camas
(correspondientes a dos blogues por cama) obteniendo un total de cuatro
bloques con cuatro repeticiones por tratamiento. Parcelas de 1 m de ancho
y 1.5 m de largo se emplearon para cada repeticién (Figura 13).
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Figura 13. Distribucion de los tratamientos en bloques al azar . T,= Bonellia flammea, T,=
Acalypha gaumeri, T;= Testigo (agus), T.= Captan.

4.3.5 Aplicaciones de los extractos

Las aspersiones del extracto se realizaron semanalmente, cuando se
detectaron los primeros sintomas (después de la inoculacién con el
fitopatdgeno aislado) y cuando las condiciones fueron propicias para el
progreso de la enfermedad, por un periodo de siete semanas. Se realizaron
siete aplicaciones con la ayuda de una bomba de mochila de 5 L.

4.3.6 Intensidad de la enfermedad
4.3.6.1 Parametros epidemioldgicos a medir

La evaluacién de la severidad del tizon foliar se inicié cuando se detectaron
los primeros sintomas de la enfermedad en el cultivo. A partir de esa fecha y
después de la primera aplicaciéon, las evaluaciones se realizaron
semanalmente. El porcentaje de area foliar afectado por la enfermedad se
registrd6 con una escala logaritmica diagramatica para tizén foliar
(Villanueva-Couoh et al., 2004) (Figura 14), tomando un total de 20 hojas
por repeticiébn y un total de siete evaluaciones. Con los porcentajes de
severidad se construyeron curvas del progreso de la enfermedad (Campbell
& Madden, 1990) y se estimaron los siguiente parametros epidemiolégicos:

Ynna Estimacion del porcentaje la severidad de la enfermedad al final de!
cultivo.

Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE). Parametro
estimado mediante el método de integracion trapezoidal (Campell &
Mandden, 1890).

Efectividad del extracto. Medias obtenidas mediante la prueba Abbot, para
determinar la eficacia del extracto en campo.
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Numero de botones. Promedio del total de botones contados en las cinco
plantas centrales seleccionadas por tratamiento, de las cuatro repeticiones
al final del cultivo.

Diametro del racimo. Promedio total del diametro del racimo de los
botones, en las cinco plantas centrales seleccionadas por tratamiento.

dddd

0 ©O%) 1 (164%) 2 (360%) 3 (7.71%)
A 4 l
4 (15.76%) 5 (20.51%) 6 (48.38%)

Figura 14. Escala logaritmica diagramatica de severidad en el patosistoma Chrysanthemum
morifolium- Altemaria chrysanthemi (Villanueva-Couoh, 2005).

4.3.7 Andlisis de datos

Los datos obtenidos de los parédmetros epidemioldgicos, asi como las
variables agronémicas, se sometieron a el paquete computacional SAS para
Windows versién 8.11 mediante un analisis de varianza y prueba de
comparacion de medias (Tukey p = 0.05) (Steel & Torrie, 19886).
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4.4 RESULTADOS

4.4.1 Intensidad de la enfermedad causada por el agente Alternaria
chrysanthemiy el efecto del extracto acuoso en campo

Con los registros de la severidad de la enfermedad se construyeron curvas
del progreso de [a enfermedad durante el desarrollo del cultivo (Figura 15),
para poder ajustarlos a modelos epidemioldgicos. El Area Bajo la Curva del
Progreso de la enfermedad (ABCPE) se estimo mediante el método de

integracion trapezoidal. Asimismo se estimo6 la severidad de la enfermedad
en porcentaje al final del cultivo (Yena).

Las curvas ABCPE mostraron que la enfermedad se presenta en el cultivo a
los 37 dias después del trasplante (ddt) (Figura 15).

14
12
10

Severidad (%)

o N A O @

37 45 53 61 69 77 83

Dias después del trasplante

Figura 15. Curvas del Progreso de la enfermedad en el cultivo de crisantemo con tizén foliar
causando por el agente A chrysanthemi, T,= Bonellia flammea, T,= Acalypha gaumeri, Ts=
Tesligo (agua), T+= Captan.

La severidad inicial segun el andlisis de varianza no demostrd diferencia
estadistica significativa entre los tratamientos, lo gue indicé que la presencia
y el nivel del indculo en el experimento es uniforme (Apéndice V, Tabla
12A). La severidad de la enfermedad a los ocho dias después de la primera
aplicacion (dda) al detectar la presencia de la enfermedad nuevamente no
demostro diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Apéndice V,
Tabla 13A). Sin embargo, el tratamiento T, correspondiente al extracto
acuoso de la raiz de A. gaumeri presentd el menor porcentaje de severidad,
con 7.48 %*(severidad real) y un 3.62 % (escala). La severidad a los 32 dias
después de la primera aplicacién separé nuevamente al tratamiento T, por
presentar el menor porcentaje de severidad con un 9.28 %* y un 4.49 %.
Estadisticamente no existié diferencia entre los extractos (Ty y Ta) vy el
fungicida comercial Captan (T,), por el contrario se detectd diferencia
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estadistica significativa con respecto al tratamiento T, correspondiente al
testigo (Agua) por presentar un porcentaje de severidad de 21.66 %* y un
10.48 % (Apéndice V, Tabla 14A) (Tabla 13).

Tabla 13. Severidad de la enfermedad evaluada en el patosistema Alternaria chrysanthemi-
Chrysanthemum morifolium.

Trat. Severidad Severidad Severidad Severidad
(%) iniciat 37 (%) 8 dda (%) 32 dda (%) final 48
ddt dda
Ts 3.46 a 3.93a 540D 6.10 b
T, 3.56 a 3.62a 4.49b 400b
Ta 3.44 a 427 a 10.48 a 12.17 a
Ty 3.35a 3.65a 451 b 6.67 b
DMS 0.463 0.031 0.610 0.072

Las medias con la misma letra entre columnas son estadisticamente iguales de acuerdo con la
prueba de Tukey (P = 0.05) DMS= Difencia minima significativa). T1= Bonellia flammea, T.=
Acalypha gaumeri, T,= Testigo (agua)., T.= Captan. dda= dias después de la primera
plicacion.ddt= dias después del trasplante. *Nota: Los resultados de la severidad expresados
en la tabla son en base a la escala establecida por Villanueva-Couoh, et al., 2005. Los
porcentajes de severidad mencionados en el texto son trasformados considerando e) 48.38 %
{clase 6) de la escala como un 100 % de severidad.

El analisis de varianza para la estimacién de la Yy, @ los 85 ddt y a los 48
dda indico diferencia estadistica significativa (Apéndice IV y V, Tabla 15A)
separando al tratamiento Tz como el tratamiento con mayor severidad con
un 25.15 %* y un 12.17 %. El menor porcentaje de severidad se encuenira
en el tratamiento T, con un 8.27 %™ y 4.00 %, seguido por el tratamiento T,
correspondiente al extracto de la corteza de Bonellia flammea con un 12.61
%* y 6.10 % y por ultimo al tratamiento T4 correspondiente al fungicida
captan, con un 13.79* % y 6.67 % de severidad (Tabla 12).

Los resultados del ABCPE permitieron detectar al tratamiento T, con el
menor promedio de infeccién con 165.28 %/dia. Asimismo, correspondié al
tratamiento con menor severidad y por lo tanto, el mas efectivo para
controlar la enfermedad. Los tratamientos T4 y T, presentaron un ABCPE de
179 y 185.84 %/dia, respectivamente. El tratamiento T3 demostré el mayor
ABCPE con un 398.94 %/dia (Figura 16) (Apéndice Il1).
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Flgura 16. Promedio del Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE), T,=
Bonellia flammea, T,= Acalypha gaumeri, T,= Testigo (agua), Ts= Captan.

4.4.2 Efectividad del extracto al reducir la severidad en campo

Segun el analisis de varianza, el tratamiento con mayor efectividad a los
ocho dias después de la primera aplicacién con un 15.13 %, pertenece al
T,, seguido por los tratamientos T4y T, con 14.54 y 7.98 %, respectivamente
(Figura 17). Asimismo a los 32 dda el tratamiento T, mostr6 mayor
efectividad para controlar la enfermedad con un 57.10 %. En la ultima
evaluacion a los 48 dda el tratamiento T, fue nuevamente el mas efectivo
para controlar la enfermedad con un 67.11%, seguido por los fratamientos
Ty Tacon un 49.88 y 45.22 de efectividad. En todas |la evaluaciones no se
observé diferencia estadistica entre los extractos y el fungicida comercial,
pero si se observo con respecto al testigo agua (Apéndice V, Tabla 16A 17A
y 18A).
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Flgura 17. Efectividad de los tratamientos en la severidad de la enfermedad, DMS: diferencia
estadistica significativa, T,= Bonellia flammea, T,= Acalypha gaumeri, T;= Testigo (agua), T~
Captan

4.4.3 Variables agronémicas

El analisis de varianza para el nimero de botones no reportd diferencia
estadistica significativa entre los tratamientos, de acuerdo a la comparacién
multiples de medias (Tukey=0.05) (Apéndice V, Tabla 19A) (Figura 18). Sin
embargo, el Captan (T,4) presenté el mayor numero de botones florales con
19.35 botones/planta, seguido por A. gaumeri con 16.3 botones/planta.

25 - DMS: 0.0836
19.35a
20

162 163a 15.6
15
10
5 4
0 -
T1 T2 T3 T4

Tratamientos

Numero de botones

Figura 18. Efecto de los tratamientos sobre el numero de boltones florares en plantas de
crisantemo a los 85 ddt, T,= Bonellia flammea, T,= Acalypha gaumeri, T,= Testigo (agua), T=
Captan.
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El analisis de varianza del diametro del racimo floral, tampoco exhibié
diferencia estadistica significativa entre los tratamientos (Figura 19)
(Apéndice V, Tabla 20A). Las plantas con mayor diametro de racimo floral
correspondieron a las plantas tratadas con el extracto de Bonellia flammea
(Ty) con 15.1 cm. E! tratamiento con menor diametro de racimo floral
correspondio al testigo agua (T;) con 12.9 cm.

T 20 - DMS: 0.0451

3]

~ 151a

o 15 i 1422 12.93 14.2 a
£
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Figura 19. Efecto de los lratamientos en e/ diametro de/ racimo de los bolones florales en
plantas de crisantemo a los 85 dat, Ty= Bonellia flammea, T,= Acalypha gaumeri, T;= Testigo
(agua), T.= Captan.

4.5 DISCUSION

En general, los extractos acuosos de la raiz de A. gaumeri y la corteza de B.
flammea, fueron capaces de reducir la severidad de la enfermedad. Entre
estos, el extracto de A. gaumeri presentd una mayor tendencia a controlar la
enfermedad con un 67.11 % de inhibicion y en el ABCPE mostrd la menor
infeccion con 165.28 %/dia. Los extractos acuosos de la raiz de A. gaumeri
y la corteza de Bonellia flammea demostraron ser igual de efectivos para
controlar a la enfermedad que el control quimico captan.

A. chrysanthemi ha sido reportado como uno de los patdégenos mas
importantes en el crisantemo, el cual alcanza una severidad de 50 % y una
incidencia de hasta 57 % (Cabrera et al., 2004).

En las estrategias para el control de A. chrysanthemi, Canul en el (2005)
evalué la intensidad de la enfermedad inducida por este patdégeno en
cultivares (Cv. Polaris Yellow y Cv. Polar) de crisantemo como respuesta a
diferentes niveles de acido salicilico, como una alternativa para evitar el uso
de fungicidas, ya que se cree que induce la resistencia sistémica adquirida
(RSA) produciendo enzimas que pueden degradar células de hongos,
ambos cultivares son susceptibles al tizén foliar causado por A.
chrysanthemi obteniendo en el segundo estrato una severidad final (Yg,2) €n
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la variedad Cv. Polaris Yellow de 25.75 %, con una concentracion de 107
M de acido salicilico;, comparando con el control no hubo diferencia
estadistica (27.61 % de severidad). Por el contrario el extracto de A.
gaumeri demostrd una severidad final de 4.00 %, observandose diferencia
estadistica significativa con respecto al testigo (agua), demostrando la
propiedad antiparasitaria del extracto contra el hongo.

Existen pocos reportes de extractos naturales evaluados en campo contra
fitopatdgenos. Entre estos, el extracto acuoso de Achyranthes japonica y de
Rumex crispus contra Erysiphe graminis f sp hordei en invernadero a una
concentracion de 300 g de material vegetal por litro de agua (30 %),
logrando inhibir a Erysiphe graminis un 62 % y 67 % con A. japonica y R.
crispus respectivamente (Kim ef al., 2004). La aplicacion del exiracto
acuoso de la raiz de A. gaumeri a la concentracion de 30 g de material
vegetal seco por litro de agua (3 %) mostré mayor capacidad de inhibir A.
chrysanthemi en el campo a los 48 dias después de la primera aplicacion, a
pesar de utilizar una concentracién 10 veces menor.

Los resultados indican que las aplicaciones foliares del extracto acuoso de
A. gaumeri reducen la severidad de la enfermedad. Con estos resultados
prometedores es importante realizar mas evaluaciones, como cuando
existen condiciones favorables para la proliferacion del patogeno (Fletcher,
1984), como son temperaturas éptimas de 25 a 28 °C y una humedad
relativa de un 70 % para expresar una patogenicidad total (Bautista, 2002).

4.6 CONCLUSIONES

Los parametros permitieron detectar que el extracto acuoso de la raiz de A.
gaumeri y la corteza de B. flammea son igual de efectivos para controlar A.
chrysanthemi comparados con el producto comercial captan.

El andlisis global de los datos indica que los extractos acuosos de la ralz de
A. gaumeri y la corteza de B. flammea, tienen un gran potencial para
continuar siendo estudiados por su capacidad antifungica en el control de A.
chrysanthemi en campo.
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Capitulo V

Conclusiones generales y perspectivas
5.1 CONCLUSIONES

Las especies de Alternaria son patbgenos de plantas de importancia
agricola cuyo control es a base de productos quimicos. Actualmente las
investigaciones estan dirigidas hacia la busqueda de productos naturales
amigables con el ambiente. Yucatan es un estado con una gran diversidad
en su microflora y macroflora. A pesar de esto, poco se ha estudiado en
cuanto a su potencial metabdlico en el control de hongos. Por otra parte, las
investigaciones estan centradas en pruebas in vitro y muy pocas a nivel de
campo.

Este trabajo presenta tres vertientes, primero el aislamiento vy
establecimiento del bioensayo antifungico en microdilucion, segundo la
evaluacion antifingica de los extractos contra Alternaria chrysanthemi en
laboratorio y por ultimo la evaluacidén en campo de los extractos mas
activos.

En la primera parte se aisl6 una cepa de A. chrysanthemi a partir de
material vegetal infectado en campo; la purificacién se realiz6 mediante
cultivos monosporicos y se identificéd por taxonémica tradicional.

El trabajo aporta el establecimiento de un bioensayo antifungico en
microdilucién para el hongo filamentoso A. chrysanthemi. Este bioensayo se
establecié de manera confiable con el fin de evaluar extractos, acuosos y
etandlicos de plantas, asi como extractos organicos fungicos.

En la segunda parte, los resultados demostraron que el extracto etandlico
de la raiz de Acalypha gaumeri, tiene la tendencia de producir el mayor
efecto inhibitorio (<75 %) sobre el crecimiento de A. chrysanthemi, a una
concentracion de 1000 pg/mL en las dos pruebas de susceptibilidad
evaluadas.

Los extractos acuosos de la corteza de Bonellia flammea y raiz de A.
gaumeri demostraron una buena inhibiciéon contra A. chrysanthemi a una
concentracion (3%) menor en comparacién con otros reportes.

A. gaumeri es una planta cuyo extractos, tanto acuoso como etandlico,
presentaron propiedades inhibitorias contra A. chrysanthemi en las
evaluaciones in vitro, indicando que es un candidato altamente promisorio
para continuar siendo estudiado en campo.

El extracto etandlico y acuoso de la raiz de A. gaumeri y los extractos
acuosos de la corteza y hoja de B. flammea inhibieron la germinacion y
esporulacion de A. chrysanthemi, sin observar diferencia estadistica
significativa entre los extractos.
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Los extractos de la raiz de A. gaumeri, tanto acuoso como etanolico,
presentaron una mayor tendencia a inhibir la germinacién de las esporas
que los extractos de B. flammea. Asimismo los extractos acuosos de hoja y
corteza de B. flammea (BFH-AM y BFC-AM, respectivamente) demostraron
una tendencia a presentar una mayor actividad antiesporulante que los
extractos de A. gaumeri.

Los extractos fungicos evaluados en este estudio presentaron una
moderada actividad en las concentraciones evaluadas, por lo que no fueron
considerados como candidatos para el control de A. chrysanthemi.

En la Ultima parte, los extractos acuosos de la raiz de A. gaumeri y de la
corteza de B. flammea se evaluaron en campo contra A. chrysanthemi.

Los resultados obtenidos in vivo con los exiractos de A. gaumeri y B.
flammea correlacionaron con los obtenidos in vitro. Ambos extractos
mediante los parametros evaluados redujeron a nivel de campo la severidad
de la enfermedad causada por A. chrysanthemi en cultivos de crisantemo.

Ef producto quimico comercial (Captan) fue igual de efectivo para controlar
A. chrysanthemi, segun los parametros evaluados, que los extractos
acuosos de A. gaumeriy B. flammea.

5.2 PERSPECTIVAS

Los extractos etandlico y acuoso de la raiz de Acalypha gaumeriy el acuoso
de B. flammea, demostraron una buena capacidad para inhibir al patégeno
in vitro, de igual forma los extractos acuosos evaluado en campo redujo la
severidad de la enfermedad causada por A. chrysanthemi. Es muy
importante realizar mas evaluaciones para validar los resultados, en
particular cuando las condiciones sean las mas 6ptimas para el desarrollo
de la enfermedad,

Estos resultados indican una alta probabilidad de que los extractos de A.
gaumeri y B. flammea sean utilizados a futuro en campo. Ambas plantas
son consideradas nativas y endémicas de la region peninsular, por lo que es
altamente prioritario la propagacion de las plantas en sus diferentes formas,
asi como verificar la continua produccién de sus principios activos. Aunado
a lo anterior también deben realizarse los estudios fitoquimicos para la
identificacién de los metabolitos responsables de la actividad, pruebas de
citotoxicidad, validacion y optimizacién de las aplicaciones.
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Tabla 1A. Porcentaje de inhibicion de A. chrysanthemi Simons & Crosier.
con los diferentes extractos a las 48 y 96 horas en el biocensayo de
microdilucion,

Trat.

Extracto

SRH13 fungico (1000 pg/mL)
SRH13 fGngico (500 pg/mL)
SRH13 fungico (250 pg/mL)
SRH34 fangico (1000 pg/mL)
SRH34 fungico (500 pg/mL)
SRH34 fungico (250 pg/mL)
SRH47 fungico (1000 jig/mL)
SRH47 fangico (500 pg/mL)
SRH47 fungico 250 pg/mL)
SRRS52 fangico (1000 pg/mL)
SRH52 fungico (500 pg/mL)
SRH52 fungico (250 pg/mL)
SRH73 fangico (1000 pg/mL)
SRH73 fungico (500 pg/mL.)
SRH73 fungico {250 pg/mL)
MRH45 fangico (1000 pg/mL)
MRH45 fungico (500 pg/mL)
MRH45 fungico (250 pg/mL)
MRH42 fungico (1000 pg/mL)
MRH42 fangico 500 pg/mL})
MRH42 fungico (250 pg/mL)
SRHB81 fungico (1000 pg/mL)
SRH81 fungico (500 pg/mL)
SRH81 fungico (250 pg/mL)
SRH91 fungico (1000 pg/mt)
SRH91 fungico (500 pg/mL)
SRH91 fungico (250 pg/mL)
SRH94 fungico (1000 pg/mL)
SRH94 fangico (500 pg/mL)
SRH94 fungico (250 pg/mL)
SRHI5 fungico (1000 pg/mL)
SRH95 fungico (500 pg/mt)
SRH95 fungico (250 pg/mL)

ACR Vegetal {1000 Hg/mLy 1"

ACR vegetal (250 pg/mt)
AHH vegetal (1000 pg/mL)
AHH vegetal (500 pg/mL)
ARH vegetal (250 pg/mL)
AHTR vegetal (1000 pg/mL)
AHTR vegetal (500 pg/mL)

Clave

SRH13M
SRH13Q
SRH13D
SRH34M
SRH34Q
SRH34D
SRH47M
SRH47Q
SRH47D
SRH52M
SRH52Q
SRH520D
SRH73M
SRH73Q
SRH73D
MRH45M
MRH45Q
MRH45D
MRH42M
MRH42Q
MRH42D
SRH81M
SRH81Q
SRH81D
SRH91M
SRHI91Q
SRH91D_
. SRH%4M
SRH94Q
SRH94D
SRH95M
SRHO5Q
SRHg5D
ACR-EM
AQR'EQ
ACR-ED
AHH-EM
AHH-EQ
AHH-ED
AHTR-EM
AHTR-EQ

Inhibicién (%)

48 hr

31,25 defg
0.00i

0.00i

18.75 fghi
0.004

0.00 i

53.75 bedef
31.25 defg
25.00 efgh
50.00 bcdef
18.75 fghi
0.00i

6.25 hi

0.00 I

0.001

50.00 bedef
25.00 efgh
0.00i

0.00i

0.00i

0.00i

43.75 cdef
25.00 efgh
0.00i

43.75 cdef
25.00 efgh
0.00

53.75 bedef
37.50 cdefg
12.5 ghi
18.75 fghi
0.00i

0.00i
81.25 ab

1 75.00 be !

68.75 bc
18.75 fghi
0.00i
0.00i
12.5 ghl
0.001

96 hr

0.00 k
0.00 k
0.00 k
0.00 k
0.00 k
0.00 k
50.00 cdef
25.00 gh
0.00 k
37.50 efg
0.00k
0.00k
0.00 k
0.00 e
0.00e
0.00k
0.00 k
0.00 k
0.00 k
0.00 k
0.00 k
0.00 k
0.00 k
0.00 k
0.00 k
0.00 k
0.00e

/50.00 cdef

37.50 efg
12.50 ij
0.00 k
0.00 k
0.00 k
75.00 b

50.75 efg

38.75 hi
0.00 k
0.00 k
0.00 k
6.25 jk
0.00 k
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Ts, AHTR vegetal (250 pg/mL) AHTR-ED 0.001i 0.00 k
T4 CUT vegetal (1000 pg/mL) CUT-EM 12.50 ghi 0.00 k
Tas  CUT vegetat (500 pg/mL) CUT-EQ 12.50 ghi 0.00 k
Tss  CUT vegetal (250 pg/mL) CUT-ED 0.00i 0.00 k
Tw CUR vegetal (1000 pg/mL) CUR-EM 25.00 efgh 6.25 ]k
Ts&  CUR vegetal (500 pg/mL) CUR-EQ 25.00 efgh 0.00 k
Tss  CUR vegetal 250 pg/mL) CUR-ED 12.50 ghi 0.00 k
T.s CCT vegetal (1000 pg/mL) CCT-EM 0.00i 0.00 k
Tso CCT vegetal (500 pg/mL) CCT-EQ 0.001i 0.00 k
Tsi  CCT vegetal (250 pg/mL) CCT-ED 0.00i 0.00 k
Ts. FCR vegetal (1000 pg/mL) FCR-EM 0.001 0.00 k
Tss FCR vegetal (500 pg/mL) FCR-EQ 0.00i 0.00 k
Tss FCR vegetal (250 pg/mL) FCR-ED 0.00 1 0.00 &
Tss ROT vegetal (1000 pg/mL) ROT-EM 25.00 efgh 0.00 k
Tse ROT vegetal (500 pg/mL) ROT-EQ 18.75 fghi 0.00 k
Ts»  ROT vegetal {250 pg/mL) ROT-ED 0.00i 0.00 k
Tse  TMT vegetal (1000 pg/mL) TMT-EM 25.00 efgh 0.00 k
Tss  TMT vegetal (500 ug/mL) TMT-EQ 18.75 fghi 0.00 k
Teo TMT vegetal (250 pg/mL) TMT-ED 0.001 0.00 k
Ter  VGH vegetal (1000 pg/mL) VGH-EM 25.00 efgh 0.00 k
Tez VGH vegetal (500 pg/mL) VGH-EQ 6.25 hi 0.00 k
Tes VGH vegetal (250 pg/mL) VGH-ED 0.001 0.00 k
Tes BFH vegetal (1000 pg/mL) BFH-EM 25.00 efgh  0.00k
Tes BFH vegetal (500 pg/mL) BFH-EQ 6.25 hi 0.00 k
Tes BFH vegetal (250 pg/mL) BFH-ED 0.00i 0.00 k
Tey BFC vegetal (1000 pg/mL) BFC-EM 25.00 efgh  0.00 k
Tes BFC vegetal (500 pg/mL) BFC-EQ 6.25 bc 0.00 k
Tes BFC vegetal (250 pg/mL) BFC-ED 0.00i 0.00 k
T70 ["ACR'acuoso 3% (30 g/l de m.v) " ACR-AM  75.00 bc 68.75 bc
Tz ACR acuoso 1.5% (15 g/L de m.v) ACR-AQ 75.00 bc . 56.25 cdef
T2 ACR acuoso 0.75% (7.5 g/L de m.v) ACR-AD 62.50 bcde  37.50 efg
T3 AHH acuoso 3% (30 g/L de m.v) AHH-AM 6.25 hi 0.00 k
T4 AHHacuoso 1.5% (15 g/L de m.v) AHH-AQ 0.00i 0.00 k
Tss  AHH acuoso 0.75% (7.5 g/L de m.v) AHH-AD 0.00i 0.00 k
T AHTR acuoso 3% (30 g/L de m.v) AHTR-AM  25.00 efgh 12.50j
T;7  AHTR acuoso 1.5% (15 g/L de m.v) AHTR-AQ  12.50 ghi 0.00 k
T AHTR acuoso 0.75% (7.5 g/L de m.v) AHTR-AD  12.50 ghi 0.00 k
Tre CUR acuoso 3% (30 g/L de m.v) CUR-AM 56.25 bcde  37.5 efg
Te CUR acuoso 1.5% (15 g/L de m.v) CUR-AQ 43.75 cdef 25.00 gh
Ten  CUR acuoso 0.75% (7.5 g/L de m.v) CUR-AD 25.00 efgh ~ 25.00 gh
Tg2 CCT acuoso 3% (30 g/L de m.v) CCT-AM 0.001i 0.00 k
Taa CCT acuoso 1.5% (15 g/L de m.v) CCT-AQ 0.001 0.00 k
Te: CCT acuoso 0.75% (7.5 g/L de m.v) CCT-AD 0.00 i 0.00 k
Tas FCR acuoso 3% (30 g/L de m.v) FCR-AM 0.00i 0.00 k
Tes FCR acuoso 1.5% (15 g/L de m.v) FCR-AQ 0.001 0.00 k
Tez FCR acuoso 0.75% (7.5 g/L de m.v) FCR-AD 0.001 0.00 k
Tes ROT acuoso 3% (30 g/L de m.v) ROT-AM 0.00i 0.00 k
Tee ROT acuoso 1.5% (15 g/L de m.v) ROT-AQ 0.00i 0.00 k
Teo ROT acuoso 0.75% (7.5 g/L de m.v) ROT-AD 0.00 ¢ 0.00 k
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Ter  TMT acuoso 3% (30 g/L de m.v) TMT-AM 12.50 ghi 0.00 k

Tee TMT acuoso 1.5% (15 g/L de m.v) TMT-AQ 0.00i 0.00k

Tea TMT acuoso 0.75% (7.5 g/L de m.v) TMT-AD 0.001i 0.00 k

Tes VGH acuoso 3% (30 g/L de m.v) VGH-AM 0.00i 0.00 k

Tes VGH acuoso 1.5% (15 g/L de m.v) VGH-AQ 0.00i 0.00 k

Tee VGH acuoso 0.75% (7.5 g/L de m.v) VGH-AD 0.00i 0.00 k

Tez  BFH acuoso 3% (30 g/L de m.v) BFEH-AM 62.50 becde = 50.00 cdef
Tes BFH acuoso 1.5% (15 g/L de m.v) BFH-AQ 56.25 bede  31.25 fgh
Tes BFH acuoso 0.75% (7.5 g/L de m.v) B8FH-AD 31.25 defg 12.50 ij
Tioo || BFC acuoso 3% (30 g/L de'm.v) BRC-AM | |75.00bc " 16250 bede
Tin  BFC acuoso 1.5% (15 g/L de m.v) BFC-AQ 62.50 bcde  50.00 cdef
Twz BFC acuoso 0.75% (7.5 g/L de m.v) BFC-AD 50.00 bedef  31.25 bede
Tws Patégeno + RMPI + DMSO CONTNEG 0.001 0.00 k

Ties DMSO (25%) CONTPOS 100.00 a 100.00 a

Los tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes
entre columnas

Tabla 2A. Andlisis de varianza de la efectividad por tratamiento (extractos)
en la inhibicion de crecimiento micelial de A. chrysanthemi Simons &
Crosier. en el bioensayo antifingico en microdilucién a las 48 horas.

F.V. G.L. S.C. C.M. Fc. Pr>F

Tratamiento 103 56.063 0.544 30.50 <.0001
Error 312 5.569 0.018

Total 415 61.632

CV.=42714

Tabla 3A. Medias de la efectividad por tratamiento (extractos) en la
inhibiciébn de crecimiento micelial de A. chrysanthemi Simons & Crosier. en
el bioensayo antifungico en microdilucién a las 48 horas

Tratamientos Clave Medias Agru Eacién Tukey

Tioa CONTPOS 1.57080 A

T4 ACR-EM 1.17810 AB

T ACR-AM 1.04720 BC

Tas ACR-EQ 1.04720 BC

Tioo BFC-AM 1.04720 BC

Tes ACR-AQ 1.04720 BC

Tag ACR-ED 1.04720 BC

T2 ACR-AD 0.91630 BCDE
Tor BFH-AM 0.91630 BCDE
Tiov BFC-AQ 0.91630 BCDE
Tye CUR-AM 0.85085 BCDE
Tos BFH-AQ 0.85085 BCDE
T SRHZ4M 0.85085 BCDE
Ts SRH47Q 0.85085 BCDE
Tio SRH52M 0.78540 BCDEF
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Continuacién

Tie
T1OQ
T,
T2
Teo
Taz
Tao
Th
Teo
T17
T2
Trs
Tss
T46
Te
Tar
Tas
Ter
Tss

MRH45M
BFC-AD
SRH47M
SRHO1M
CUR-AQ
SRH81M
SRH94Q
SRH13M
BFH-AD
MRH45Q
SRH81Q
AHTR-AM
ROT-EM
CUR-EM
SRH47D
CUR-EQ
CUR-AD
BFC-EM
TMT-EM
VGH-EM
BFH-EM
SRHS1Q
TMT-EQ
SRH95M
SRH52Q
AHH-EM
ROT-EQ
SRH34M
CUR-ED
CUT-EM
TMT-AM
SRH94D
AHTR-AQ
AHTR-AD
AHTR-EM
CUT-EQ
VGH-EQ
SRH73M
BFH-EQ
ABH-AM
SRH13Q
SRH13D
SRH34Q
SRH340
SRH52D
SRH73Q
SRH73D
MRH45D
MRH42M
MRH42Q
MRH42D
SRH81D
SRH91D

0.78540
0.78540
0.71995
0.71985
0.71995
0.71985
0.65450
0.58905
0.58905
0.52360
0.52360
0.52360
0.52360
0.52360
0.52360
0.52360
0.52360
0.52360
0.52360
0.52360
0.52360
0.52360
0.39270
0.39270
0.39270
0.39270
0.39270
0.39270
0.26180
0.26180
0.26180
0.26180
0.26180
0.26180
0.26180
0.26180
0.13090
0.13090
0.13090
0.13090
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000

BCDEF
BCDEF
CDEF
CDEF
CDEF
CDEF
CDEFG
DEFG
DEFG
EFGH
EFGH
EFGH



Continuacién

Ta SRR95Q 0.00000 |
Ty SRH95D 0.00000 |
Tas AHH-EQ 0.00000 I
Tse AHH-ED 0.00000 I
Ter AHTR-EQ 0.00000 I
Taz AHTR-ED 0.00000 |
Tas CUT-ED 0.00000 |
Tao CCT-EM 0.00000 |
Tso CCT-EQ 0.00000 |
Tss CCT-ED 0.00000 |
Tsz FCR-EM 0.00000 I
Tss FCR-EQ 0.00000 i
Tss FCR-ED 0.00000 |
Ts2 ROT-ED 0.00000 |
Teo TMT-ED 0.00000 |
Tes VGH-ED 0.00000 |
Tes BFH-ED 0.00000 |
Tes BFC-EQ 0.00000 |
Teo BFC-ED 0.00000 [
Trs AHH-AQ 0.00000 |
T AHH-AD 0.00000 |
Te CCT-AM 0.00000 |
Tes CCT-AQ 0.00000 |
Tas CCT-AD 0.00000 |
Tas FCR-AM 0.00000 |
Tas FCR-AQ 0.00000 |
Ter FCR-AD 0.00000 |
Tas ROT-AM 0.00000 |
Tag ROT-AQ 0.00000 |
Tso ROT-AD 0.00000 |
To TMT-AQ 0.00000 |
Tos TMT-AD 0.00000 |
Tas VGH-AM 0.00000 |
Tes VGH-AQ 0.00000 |
Tee VGH-AD 0.00000 |
Tios CONTNEG 0.00000 |

Los tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes
DMS=0.413

Tabla 4A. Andlisis de varianza de la efectividad por tratamiento (extractos)
en la inhibicién del crecimiento micelial de A. chrysanthemi Simons &
Crosier. en el bioensayo antifingico en microdiluciéon a las 96 horas.

F.V. G.L. S.C. C.M. Fe. Pr>F

Tratamiento 105 39.220 0.381 54.59 <,0001
Error 310 2.176 0.007

Total 415 41.396

C.V.=55.994
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Tabla 5A. Medias de la efectividad por tratamiento (extractos) en Ila
inhibicion de crecimiento micelial A. chrysanthemi Simons & Crosier. en el
bioensayo antifungico en microdilucion a las 96 horas.

Tratamientos Clave Medias Agrupacion Tukey

Troa CONTPOS 1.57080 A

Taa ACR-EM 1.04720 B

Tro ACR-AM 0.98175 BC
Thoo 8FC-AM 0.81630 BCDE
Tn ACR-AQ 0.85085 CDEF
Tio1 BFC-AQ 0.78540 CDEF
Toz BFH-AM 0.78540 CDEF
Tas ACR-EQ 0.78540 CDEF
Tas SRH94M 0.78540 CDEF
T, SRH47M 0.78540 CDEF
T2 ACR-AD 0.65450 EFG
T CUR-AM 0.65450 EFG
To SRH52M 0.65450 EFG
T2 SRH94Q 0.65450 EFG
Tae BFH-AQ 0.58905 FGH
T2 BFC-AD 0.58305 FGH
Tao CUR-AQ 0.52360 GH

Te SRH47Q 0.52360 GH
Tas CUR-AD 0.52360 GH
Tas ACR-ED 0.39270 HI

T7e AHTR-AM 0.26180 1J

Too BFH-AD 0.26180 IJ

Tao SRH94D 0.13090 JK
T CUR-EM 0.13090 JK
T AHTR-EM 0.13090 JK
Ter BFC-EM 0.00000 K

T SRH13M 0.00000 K

T, SRH13Q 0.00000 K

Ta SRH13D 0.00000 K

Ta SRH34M 0.00000 K

Ts SRH34Q 0.00000 K

Te SRH34D 0.00000 K

Ts SRH47D 0.00000 K

T SRH52Q 0.00000 K

Ts2 SRH52D 0.000C0 K

Tia SRH73M 0.00000 K

T1a SRH73Q 0.00000 K

Tis SRH73D 0.00000 K

T MRH45M 0.00000 K

Ty MRH45Q 0.00000 K

Tia MRH45D 0.00000 K

T MRH42M 0.00000 K

T2 MRH42Q 0.00000 K

T2 MRH42D 0.00000 K

Tz SRH81M 0.00000 K

Taa SRH81Q 0.00000 K

Tas SRH81D 0.00000 K

Tas SRHS1M 0.00000 K
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T2
Tar
Ta
Tn
Tn
Tar
T
T

SRH91Q
SRH91D
SRHI5M
SRH95Q
SRH95D
AHH-EM
AHH-EQ
AHH-ED
AHTR-EQ
AHTR-ED
CUT-EM
CUT-EQ
CUT-ED
CUR-EQ
CUR-ED
CCT-EM
CCT-EQ
CCT-ED
FCR-EM
FCR-EQ
FCR-ED
ROT-EM
ROT-EQ
ROT-ED
TMT-EM
TMT-EQ
TMT-ED
VGH-EM
VGH-EQ
VGH-ED
BFH-EM
8FH-EQ
BFH-ED
BFC-EQ
BFC-ED
AHH-AM
AHH-AQ
AHTR-AD
AHTR-AQ
AHTR-AD
CCT-AM
CCT-AQ
CCT-AD
FCR-AM
FCR-AQ
FCR-AD
ROT-AM
ROT-AQ
ROT-AD
TMT-AM
TMT-AQ
TMT-AD
VGH-AM
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0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000

RRARXRXRXXRXXXRXRERARARAXXXRXARXRXRXARXRXRXRRXXRRXARAARRRRXRARARRXRRRARARRRXRRXRXXRXRRXRXRRXRRX




Continuacion

Tos VGH-AQ 0.00000 K
Tse VGH-AD 0.00000 K
Tis CONTNEG 0.00000 K

Los tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes. DMS = 0.25

Tabla 6A. Andlisis de varianza de |a efectividad de los extractos vegetales
sobre el crecimiento micelial de A. chrysanthemi Simons & Crosier. en el

bioensayo de dilucién en agar.

F.V. G.L. S.C. C.M. Fec. Pr>F
Tratamiento 7 5.316 0.759 877.29 0.0001
Error 4 0.021 0.00086

Total 23 5.337

C.V.=3.614

Tabla 7A. Medias de la efectividad de los tratamiento (extractos) sobre la
inhibicion de crecimiento micelial de A. chrysanthemi Simons & Crosier. en
el bioensayo de dilucidn en agar con Tukey (P=0.05).

Tratamiento Clave Efectividad (%) Agrupacion
Tukey

Tios CONTPOS 100 A

Twu ACR-EM 78.12 B

T100 BFC-AM 56.85 C

Ts0 ACR-AM 50.92 C

Tas ACR-EQ 47.03 DE

Tqy BFH-AM 44.98 DE

T ACR-AQ 43.30 E

Tio03 CONTNEG 0 F

Valores con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de Tukey
(P=0.05) DMS =0.069

Tabla 8A. Analisis de varianza del efecto de los extractos vegetales sobre la
densidad de esporas de A. chrysanthemi Simons & Crosier.

F.V. G.L. S.C. C.M. Fc. Pr>F

Tratamiento 7 3.438 0.491 80.81 0.0001
Error 24 0.146 0.006

Total 31 3.583

C.V.=14.093
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Tabla 9A. Medias con Tukey (P=0.05) de la densidad de esporas de A.
chrysanthemi Simons & Crosier. en presencia de los extractos vegetales

Tratamiento

Clave

CONTNEG
ACR-AQ
ACR-AM
ACR-EQ
ACR-EM
BFH-AM
BFC-AM
CONTPOS

Densidad
esporas (mL

60833
15000
12500
13333
10833
9166
6666
0

de Agrupacion
Tuke

ODwDwwWw>

Valores con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de Tukey

(P=0.05) DMS =0.183

Tabla 10A. Anadlisis de varianza de los extractos vegetales en |la densidad
de esporulacidon de A. chrysanthemi Simons & Crosier.

F.V. G.L.
Tratamiento 7
Error 24
Total 31
CV=7.417

S.C.

3.438
0.146
3.583

C.M.

0.491
0.006

Fc.
80.81

Pr>F
0.0001

Tabla 11A. Medias con Tukey (P=0.05). de la efectividad en |la densidad de
esporas de A. chrysanthemi Simons & Crosier.de los extractos vegetales

Tratamiento

T105

Clave

CONTPOS

BFCH20M

BFHH20M
ACREtOHM
ACREtOHQ
ACRH20M
ACRH20Q

CONTNEG

Efectividad (%)

100
81.95
81.92
77.8
77.8
76.8
75
0

Agrupacién
Tukey

ODoowmw >

Valores con la misma letra son estadisticamente Iguales de acuerdo con la prueba de Tukey

(P=0.05) DMS = 0.183.
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Apéndice ll
2.1 Programa de analisis Probit para conocer la concentracién Inhitoria (Cls y Clso) del
extracto SRH47

Data probit;
Input concentracion cresitot porcinhi;
Cards;
1000 100 50
1000 100 50
1000 100 50
1000 100 50
500 100 25
S00 100 25
500 100 25
500 100 25
250 100 0
250 100 0
250 100 0
0

250 100

Proc probit log10 inversecl;
Model porcihi/cresitot=concentracion:
run:

2.2 Programa de analisis Probit para conocer la concentracion inhitoria (Clss y Clso) del
extracto SRH52.

Data probit;
Input concentracion cresitot porcinhi;
Cards;
1000 100 50
1000 100 25
1000 100 50
1000 100 25
500 100 0
500 100 0
500 100 0
500 100 0
250 100 0
250 100 0
250 100 0
0

250 100
Proc probit log10 inversecl;

Model porcihi/cresitot=concentracion;
run;
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2.3 Programa de analisis Probit para conocer la concentracién inhitoria (Clg y Clso) del
extracto SRH94,

Data probit;

Input concentracion cresitot porcinhi;
Cards;

1000 100 50
1000 100 50
1000 100 25
1000 100 25
500 100 50
500 100 50
500 100 25
500 100 25
250 100 0
250 100 0
250 100 25
250 100 0

Proc probit log10 inversecl;
Model porcihi/cresitot=concentracion;,
run;

2.4 Programa de analisls Probit para conocer la concentraclon inhitoria (Clsy y Clag) del
extracto ACREtOH.

Data probit;

Input concentracion cresitot porcinhi;
Cards;

1000 100 75
1000 100 75
1000 100 75
1000 100 75
500 100 25
500 100 50
500 100 50
500 100 50
250 100 0
250 100 25
250 100 25

250 100 25
Proc probit log10 inversect;

Model porcihi/cresitot=concentracion;
run;
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Apéndice Il

3.1 Programa para analizar el Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad
(ABCPE), para determinar e! efecto de los extractos vegetales sobre la severidad de la
enfermedad causada por Alternaria chrysanthemi.

Data abcpe;
Input trat rep eva tiempo y;
Cards;
1 1 0 0
1 2 0 0
1 3 0 0
1 4 56 7.238
2 1 0 0
2 2 0 0
2 3 0 0
2 4 56 5.541
3 1 0 0
3 2 0 0
3 3 0 0
3 4 56 17.064
4 1 0 0
4 2 0 0
4 3 0 0
4 4 56 7477
proc print;

pric sori; by trat rep eva:

data abcpe; set abcepe:
segarea=((y+lag(y))/2)" (ttem-iag{tiem));
if tiempo=15 then segarea=;

proc sort; by frat rep eva;

proc print;

proc summary data= abcpe nway;

class frat rep eva; var segarea.

oulput out=totarea sum (segarea)=totarea:
run;

proc anova,

class trat rep eva;

model totarea=trat rep eva;

means trat/tukey Duncan snk;

run;
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Apéndice IV

4.1 Programa de Yn,a de Alternaria chrysanthem! en el cultivo de crisantemo.

Data yfin,
Input trat rep yfin;
y1= yfin/100;
y=sqrt (y1);
yf= arsin (y);
cards;

1 1 5.236
1 2 5452
.2 1 4.746
2 2 4773
5 1 13.315
3 2 14.083
4 1 6272
4 2 6.460
p;rocprinl:
proc gim;

class trat rep;

model yfin=trat;

means trat/tukey snk duncan;
run;

Tabla 12A. Analisis de varianza de la severidad inicial

Apéndice V

F.v, G.L.
Tratamiento 3
Error 12
Total 15

C.V.=7.068 R2= 0.556 X=3.118

S.C. C.M.
0.731 0.244
0.583 0.049
1.313

Fc. Pr>F
5.02 0.017

Tabla 13A. Analisis de varianza de |la severidad a los ocho dias después de

la primera aplicacion.

F.V. G.L.
Tratamiento 3
Error 12
Total 15

C.V.=12.072R"=0.718 X=3.324

S.C. C.M.
4.911 1.637
1.932 0.161
6.844
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Tabla 14A. Andlisis de varianza de la severidad a los 32 dias después de la
primera aplicacion.

F.V. G.L. S.C. C.M. Fc. Pr>F
_—— = — e e = = e =

Tratamiento 3 64.856 21.618 256.26 <0.0001

Error 12 1.012 0.084

Total 15 65.867

C.V.=5.461R’=0.985 X=5.319
Tabla 15A. Andlisis de varianza de la severidad final

F.V. G.L. S.C. C.M. Fc. Pr>F
e — ——~ __ — —_  _ ———— —  _ — __ — —  —

Tratamiento 3 252.273 84.091 86.78 <(.0001

Error 12 11.629 0.969

Total 15 263.902

——

C.V.=12.035 R'=0.856 X=8.179

Tabla 16A. Analisis de varianza de la efectividad a los ocho dias después
de la primera aplicacion

_ - -
F.V. G.L. S.C. C.M. Fc. Pr>F

LI L e S — o
Tratamiento 3 0.830 0.277 19.44 < 0.0001
Error 12 0.171 0.014
Total 15 1.000

C.V.=30.518 R*=(0.829 X=0.391

Tabla 17A. Analisis de varianza de la efectividad a los 32 dias después de
la primera aplicacién

F.V. G.L. S.C. C.M. Fc. Pr>F
Tratamiento 3 2.693 0.898 105.54 <0.0001
Error 12 0.102 0.009

Total 15 2.795

C.V.=13.027 R"=0.963 X=0.708

Tabla 18A. Analisis de varianza de la efectividad a los 48 dias después de
la primera aplicacion

V=" = ————___— = —————— A
F.V. G.L. S.C. C.M. Fc. Pr>F
==  ——————— L
Tratamiento 3 2.857 0.952 478.45 <0.0001
Error 12 0.024 0.002
Total 15 2.881

C.V.=6.167 R*= 0.992 X= 0.723
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Tabla 19A. Analisis de varianza del nimero de botones.

F.V. G.L. S.C. C.M. Fc.
Tratamiento 3 0.005 0.002 1.15
Error 12 0.019 0.002

Total 15 0.025

C.V.=9.42 R"=0.224 X=0.423 DMS=0.084

Tabla 20A. Anélisis de varianza del diametro del racimo.

F.V. G.L. S.C. C.M. Fc.
Tratamiento 3 0.002 .0007 1.53
Error 12 0.006 0.0005

Total 15 0.008

C.v.=5.585 R*=0.276 =0.384 DMS= 0.0451
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