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RESUMEN

Un   total   de   37   extractos   se   seleccionaron   de`   banco   de   la   un.idad   de
Biotecnología del  CICY,  por su  capacidad  para  inhibm al  hongo fitopatógeno
A/íemar/.a  íageí/ca.  Dichos  extractos  se  evaluaron  contra  A.  chrysaníhem/.
empleando  los  bioensayos  en  microdilución  y  posteriormente  el  de  dilución
en   agar.   Los   resultados   señalaron   a   los  extractos   etanólico   (>75   %)  y
acuoso   (>50   %)  de  la   raíz  de  Aca/ypha  gaumer/.,   así   como  al   extracto

::r,::?osdepáiac,:::bí:adeA.B:;re/,é:n!,haemmTego`n,5eost;/os',r::uTt:d`:ss,::joá:S
extractos acuosos activos se evaluaron en cultivos de crisantemo a n.W de
campo.   mid.iendo   la   sever.idad   de   la   enfermedad   mediante   una   escala
diagramát.ica.   A   la   séptima   semana   de   apl.icación   de   los   extractos,   la
severidad  de  la  enfermedad  presentó una  reducción  de  hasta  un  67  y 49%
para    A.    gaumer/.    y    8.    Í/ammea,    respectivamente.    Estos    resultados
corroboran   los   resultados   /.n   v/tro  y  señalan   el   gran   potencial   de   estas
plantas   para  seguir  siendo  invest.igadas   para  su   pos.ible  apl.icación  en  el
control de A.  chrysanfhem/. en campo.



ABSTRACT

A total of 37 extracts were selected from a collection of plant extracts kept a`
the  Un.idad   de  Biotechnología  at  CICY  for  their  abHity  to  inh.ibit  A/femar/.a
íageü  These extracts were evaluated  against A.  chrysanfhem/ using the
microdilution  bioassay technique and  later by an  agar dilution  bioassay.  The
results   showed   that   ethanol   (>75%)   and   aqueous   (>50%)   extracts   of
Aca/ypha   gaumer/.  root,   and   aqueous   extract  of   Bone///.a   f7ammea   stem
(>50%)werethemostactiveextractstoinhibittheplantpathogen.Then,the
aqueous   extracts   of   A.   gaumer/.   and   8.   #ammea   were   evaluated   on
chrysanthemum    plants    in   the   field.   The   sever.ity   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.  gaumer/. and  8.  Í/ammea,  respectively.  Since these  results were
obta.ined   at  /.n   v/.vo  level,  the  selected   plants  are  potential   alternatives  to
control A.  chrysaníftem/..  More investigations will continue .in the field to apply
these extracts to control A.  chvsarimem/.



lNTRODUCCION

El  cr.isantemo  (Dendraníhema  grand/.Í/orum  Ramat)  es  la  segunda  flor  de
corte  más  importante  de  las  tres  principales  que  se  cultivan  anualmente  a
nivel  internacional,  después  de la  rosa  (Rosa spp.) (Villanueva-Couoh  eí a/.,
2005).  En el  país, la superficie sembrada de crisantemo es de 2,388 ha, con
un volumen  de  producción  de  10.41  millones de toneladas  (Esquivel-Pool  ef
a/.,  2005);  en  el  estado  de  Yucatán  este  cultivo  se  encuentra  proceso  de
introducción,   con   un   volumen   de   producción   de   700   toneladas   anuales
(SAGARPA  2005).   En   los   últimos  años,   la  floricultura  en  Yucatán   se   ha
convertido  en   una   de  las   act.ividades  de  gran   apohe   para   el   desarrollo
económico y social de las  regiones marg.inadas del  estado.  Sin embargo,  los
hongos  fitopatógenos  causan  las  mayores   pérdidas  económicas  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  producción  y  la  calidad  de  la  flor
(Bautista eí a/.,  2002).

Entre   los   fitopatógenos    que   afectan    la    produción    del    crisantemo   se
encuentra   A/femar/.a   chrysan{hem/.,   causante   de   necrosis   de   tejidos   y
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 eí a/.,  2000).

El    uso    indiscriminado    de   agroquímicos    sinteticos    para    el    control    de
fitopatógenos,  a  induciendo la  resistencia en  los organismos,  con  lo que  hay
un  aumento significativo en  los costos  de producción  y  problemas  graves  de
contaminación  ambiental.  Esta situación  ha  llevado a  investigadores de todo
el  mundo a buscar nuevos compuestos que representen alternativas para la
protección  de  cultivos  contra  la  acción  de  microorganismos fitopatógenos,  y
cuya   actividad   selectiva   y  seguridad   ambiental   sea   adecuada.   En   este
sentido,  no es de extrañar que los productos naturales derivados de plantas
y   microorganismos    sean    una   fuente   atractiva   de   productos    químico-
biológicos  potenc.iales  para  el  control  de  organismos fitopatógenos,  no  solo
por   su   diversidad   en   estructuras   químicas   sino   también   por   su   acción
biológica específica y su  carácter amigable a el ambiente (Bernal,  2005).

Con    la    finalidad    de    contribuir    a    esta    búsqueda,    en    la    Unidad    de
Biotecnologia   del   Centro  de   lnvestigac.ión   Científica   de  Yucatán   se   han
realizado estud.ios enfocados al control de fitopatógenos mediante extractos
originados  de  fuentes  naturales.   Un  total  de  20  plantas  de  la  región  se
seleccionaron   en   base   a   sus   antecedentes   plaguicidas,   de   las   cuales
mediante  un  estudio  exploratorio  nueve  presentaron  actividad   antifúngica
contra A/femar/'a fageí/'ca (Gamboa-Angulo et a/., 2008).  Por otra parte, en la
misma  unidad  se  han  evaluado  mediante  bioensayos  antifúngicos  un  total
de  148 extractos  originados  de  hongos  microscópicos  aislados  de la  región
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peninsular.  De  estos,  11  extractos  presentaron  actividad  conlra A.  lagef/.ca
(De la Rosa-García, 2007,.  Reyes-Estebanez, 2007).

A  partir de  estas  evaluaciones  se  seleccionaron  37  extractos  (13  extractos
vegetales etanólicos,13 vegetales acuosos y  11  fúngicos) con  la capacidad
de  jnhibir  el  crecimiento  de  A.  Íageí/ca,  los  cuales  se  evaluaron  contra  A.
chrysaníhem/..  Con  estos  antecedentes,  el  objetivo  del  presente  trabajo  es
evaluar el control de A.  chrysanfhem/. causante del tizón foliar en crisantemo
(Oendranrhema    grandt.#ortím     Ramat)    con     un     agente     natural     bajo
condiciones  de  laboratorio  y  campo.  La  actividad  antifúngica  /.n  v/.Íro  de  los
extractos  contra  A.  chrysanfhem/. se  determino  utilizando  el  bíoensayo  en
microdilución   en   placa   y  el   bioensayo  de  dilución   en   agar.   Los   mejores
extractos    obtenidos    /.n    v/.Íro   se   evaluaron   en    campo   en    cultivos    de
crisantemo  determinando  el  porcenteje  de  la  severi.dad  de  la  enfermedad
mediante una escala diagramática.



Capítulo  1

Antecedentes, objetivos y diseño 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;  Sánchez, 2003).  El centro de origen del  crisantemo es
China;  en  este  país  se  usa  en  escudos  de  armas,  emblemas  y  motivos
decorativos.   Esta   planta   se  dispersó  por  la   lndia   y  llegó   a  Japón   en   el
reinado de  Ninto  Ku en  313 A.C.;  y se  introdujo en  Europa a finales del  síglo
Xvlll;   sin   embargo,    su   amplia   difusión   no   data   de   más   de   80   años
(Figueiredo,  2005).

1.1.1.1  Descripción  botánica del crisantemo

Presenta tallos  herbáceos y hojas alternas  que  pueden  ser dentadas o con
márgenes de distintas formas.  Las flores son apreciadas  por su  eleganci.a y
la  variedad  de  sus  colores,   con  excepción  del  azul  (Esquivel-Pool   ef  a/.,
2005).  Estas se presentan arregladas en  inflorescencias llamadas capítulos,
los  cuales  pueden  ser  solitarios  o  reunidos  en  corimbos.  La  reproducción
puede  ser   por  semilla,   por  esqueje  o   por  división   de   la   planta.   Existen
millares  de  varíedades  catalogadas;  por  ejemplo  se  pueden  distinguir  las
variedades  de jardín  y  las  variedades  comerciales  para flor cortada,.  según
la  forma  de  cultivo  hay  variedades  de  cultivo  al  aire  libre,  de  invernadero  y
de cultivo en  maceta.  De acuerdo con el  tamaño de los  capítulos,  destacan
los  crisantemos  pompones,  de  flor  pequeña  y  compacta  y  los  chinos  de
flores    más    grandes    (Figura    1).    Las    lígulas    pueden    ser    incurvadas,
recurvadas  o  irregulares,  como  en  las  variedades japonesas.  Actualmente,
se  reconocen  aproximadamente  150  especies,  muchas  de  ellas  derivadas
de Dendraníhema grand/'Í/orL/m denomínadas grandes flores (Cabrera ef a/.,
2004).
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Figura 1. F/ores do cr/'saníemo P, grandiflorum Ramaí.)

Taxonómicamente,   el  crisantemo  se  clasificó  originalmente  en  el  género
Chrysaníhemum    (del    latín    Crysar}Íhemum    y    este    del    gr.iego    chrys
anfhemon,    de    chrys    os,    oro    y    de    anfhemon,    flor).    Sin    embargo,
recientemente  la  especie  Chrysaníhemum  mor/fo//.um  Ramat.  se  reubicó  al
género   Dendraníhema,   por   lo   que   su   nombre  científico   correcto   es   D.
grand/.#orum  (Ramat.),   perteneciente  a  la  clase  dicotiledoneae,   al  orden
compositae y a la familia asteraceae (Figueiredo,  2005;  Russell ef a/„  1997.

1.1.1.2 lmportancia económica del crisantemo

La  horticultura  ornamental  es  una  actividad  nacional  rentable  en  el  sector
agrícola,  ya  que el  valor de  la  producción  de  estos  cultivos  es  más  alto  en
comparación  con  otros.  Sin embargo,  la  superficie destinada  a  su  actividad
es muy pequeña,  representando el 0.07 % (0.0186 millones de ha) respecto
a la siiperficie total  nacional (20.99 millones de ha) (García,  2001 ).

El   cultivo   de   crisantemo   es   de   gran   importancia   a   nivel   mundial;   los
mercados  más  atractivos  a  nivel  internacional  son  Estados  Unidos  (anual) y
Europa  (estacional).   Los   mercados   potenciales   pai.a   su   exportación  son
Argentina,  Alemania,  Brasil,  Canadá,  Estados  Unidos  y  Japón  (Villanueva-
Couoh   ef  a/„   2005).   Entre   los   principales   exportadores   se   encuentran
Colombia,    Ecuador.    Holanda,    lsrael   y   Kenya   (Cadenas   Agrolimetarias,
2005).

En México, 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  producción,
seguido   de    la    rosa,    el    gladiolo    y   el    clavel.    Los    pr'incipales   estados
productores  son:   Baja  Calffornia,   Estado  de  México,   Guerrero,   Puebla  y
Sinaloa (SAGARPA,  2005).

16



En   Yucatán,    la   floricultura   ha   sido   en   los   últimos   años   una   actividad
importante    para    el    desarrollo    económico    y    social    de    las    regiones
marginadas,   siendo  el  crisantemo  la  flor  de  corte  más  sembrada  en  los
diferentes  invernaderos  del  estado  (Figura  2).  La  superficie  destinada  a  la
producción    de   este   ornamental    genera   empleos    para    los    pequeños
productores;  a  pesar  de  no  abarcar grandes  aéreas  este  cultivo  es  de  alta
rentabilidad.

F.igura 2. Invernaderos con plantas de crisantemo en Maní, Yucalán.

1,1.1.3 Principales plagas y enfermedades del crisantemo

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

Los   principales   hongos   fitopatógenos   en   el   cultivo   del   crisantemo   son
Alternaria   sp„    Ascochyta   sp.,    Botrytis    cinerea,    Fusarium    oxysporum,
Puccinia   horiana,   Rhizoctonia   solani  y   Septoria   chrysanthemi   (Tabla  1)
(Camargo ef a/.,  2000;  Sánchez,  2003).
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Tabla 1. Principales enfemiedades de origen fúngico en el crisantemo (Camargo eí a/.,  2000).

Enfermedad                             Sintomas                                      Agente

Necrosis de
tejidos y
marchitamiento

Tizón

Tizón

Cenicilla

Marchitamiento

Marchitamiento  y
enanismo
Pudrición
Tizón

Amarillamiento

Manchas de color cafe o marrón     A/íerriar/.a sp.
en  las  hojas,  ahorcamiento  del
tallo

Manchas   de  color  café  en   los     Ascochyíasp.
pétalos    de    las    flores    de    la
inflorescencia.
Lesiones   en   el   tallo   de   color

pardo o negro.
Manchas  en  los  pétalos  de  las     Bofvf/.s c/.nerea
flores   de    la    inflorescencia   de
color pardo.
Polvo  blanco  que  cubre  tallo  y     Erys/.phe
h oj as.                                                         c/.choraceart/m
Clorosis  o  amarillamiento  de  las     Fusar/.um oxysporum
hojas,   marchitamiento  y  muerte
de la  planta.
Pústulas  de  color  rosado  en  las
hojas,  enanismo en  la planta.
Pudríción  del  tallo.
Manchas circulares pardas en el
haz de las hojas.
Amarillamiento     de     las     áreas
foliares    provocando   la   muerte
de la planta.

Puccinia horiana

Rhizoctonia solani
Septoria
chrysanthemi
Verticillium
alboatrum

1.1.2 Generalidades del género A/fernari.a

El género A/Íemar/.a fue establecido en el año 1817 por Nees Von  Esenbeck
con  el   nombre  de  A/Íemar/.a  Íenui.s.   El   nombre  A/ferr)ar/.a  viene   del   latín
"a/(emare"  y   se   refiere   a   la   disposición   que   guardan   los   conidios.   Los

conidióforos  de  A/Íemar/.a  se  caracterizan   por  poseer  uno  o  más  septos
transversales  con  apariencia  geniculada.  Los  conidios  son  de  color  marrón
pálido   a   marrón   oscuro,   ovalados   u   obclavatos,   con   o   sin   cuello,   son
multicelulares   con   septos   transversales,   longitudinales   y   algunas   veces
oblicuos.   Estos   pueden  estar  solitarios  o  formando  cadenas   de   manera
acropetal, donde el conidio más joven se encuentra en el ápice de la cadena
(Fernández,  2005).

Todas  las  especjes  de  A/Íemar/.a  son  parásitos  facultativos  que  infectan  a
plantas   y   han   sido   patógenos   responsables   de   epidemias   masivas   en
cultivos  de  importancja  agrícola  (Gamboa,  2000;  Tylkowska  eí  a/.,   2008);
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son  capaces  de  sobrevMr  en  el  suelo  o  en  plantas.  Las  esporas  germinan
en  un  amplio  rango  de  temperaturas  y  son  fácilmente  diseminadas  por  el
viento o  por el  agua.  Bajo condiciones favorables  los tubos germinativos de
las especies de A/Íerr}ar/.a germinan en aproximadamente 1 -3 horas (Rotem,
1997).

En general,  las especies de A/Íerr}ar/.a son  patógenos foliares que causan la
destrucción   de   los   tejidos   del   hospedero   a   través   de   la   reducción   del
potencial   fotosintético.   La   infección   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 más susceptibles a la infección (Thomma,
2003).   La   penetración   en   el  tejido  puede  retardarse  dependiendo  de  la
virulencia  de  la  especie,  muchas  de  ellas  son  poco  virulentas  y  lo  realizan
después  de  que  emerge  el  tubo  germinativo  y se  extiende  en  la  superficie
de la hoja (Rotem,1997).

Los  daños  se  pueden  observar  como  lesiones  necrót.icas,  los  residuos  del
hongo se encuentran en el  centro de la lesión  la cual  se encuentra rodeada
por   un   halo   clorótico,   síntoma   común   observado   en   los   procesos   de
infección  en  las  especies  de A/{emar/.a;  esta zona  es  creada  por la  difusión
de  metabolitos  tóxicos  para  la  planta  (Thomma,   2003).   Las  especies  de
A/Íernar/.a   son   capaces   de   producir   toxinas   especificas   y   toxinas    no
especificas del  hospedero (fitotoxinas) (Solfrizzo eí a/.,  2004).  La  producción
de   metabolitos   secundarios   se   ha   usado   para   distinguir  entre   especies
morfológicamente     sim.ilares,     especialmente     entre     las     especies     que
presentan esporas pequeñas (Rotem,1997).

1.1.2.1 A/Íernarí.a chrysanthemi. Simmons & Crosier

El  hongo fitopatógeno A/femar/'a  chrysaníhem/. Simmons  &  Crosier se  aisló
en 1953 por Crosier de las semillas de Chvsaníhemum max/.mum y en  1957
de  semillas  infestadas  originarias  de  Holanda.  Posteriormente,  se  aisló  en
1963  de  las  hojas  de esta  misma  planta en  EE.UU,  Florida  y Australia;  más
tarde  se encontró  en  las  hojas  de  C.  /.r}c//.cum  L.  en  la  india,  por lo  que se  le
conoce como una especie  cosmopolita (Sobers,1965).
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a) Clasificación taxonómica (Herrera & Ulloa,1990)

Reino:  Eumycota
Djvisión:  Dicaryomicota
Subdivisión:  Deutoromycotina
Clase Hyphomycetes
Orden:  Moniliales
Familia:  Dematiceae
Género.. Alternaria
Especie: A/Íemar/.a chrysaníhem/. Simmons & Crosier

b) Características microscópicas

Las características presentadas en el aislamiento de este hongo son  mícelio
de   color   híalino,    olivo   palido   o   café,    con   un   diámetro   de   4-8   u.    Los
conidióforos  se originan  solamente de  una fasicula;  se  pueden  distlnguir las
cicatrices  anulares  (lugar  de  donde  se  separó  el  conidi.o),  son  erectos  y
miden  110  u de  largo por 6-11  u  (10  u) de ancho.  Los  conidios  son  oscuros,
frecuentemente   cilíndricos   y   algunas   veces   obclavados,   solitarios   o   en
cadenas  cortas.  Las  esporas  se encuentran  constreñidas  a  nivel  del  septo,
éstas miden entre 25-130  u  (70 u) de largo y entre  10-26  u (17  u),  presentan
entre 5 a  17  septas trasversales y entre cero a  seis  longítudinales,  el  septo
del  conidio  pueden  tener  una  dímensión  <  12  u  (Fig.  3)  (Ellis,1993;  Rao,
1969; Cabrera eí a/.,  2004).

El  crecimiento  del  conidióforo  producido en  cultívos  artifíciales  comúnmente
termina  en  la  producción  de  un  conjdio  solitario.  En  A.  chrysaníhem/. éstos
son  producidos en  una  verdadera  porospora en  el  ápice del  conidióforo,  en
el   hospedero  natural  usualmente  mantienen  su  forma  cilíndri.ca  y  pueden
medir entre  130-160  u  de  largo,  con  un  ancho aproximadamente de 4.0 -5.3
ij (Simmons,1965).
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Flgura 9. Conidios y conidióforos de P\ chrysar\mem.i (Sobers,  1965)

1.1.2.2 Síntomas de A/fernar/.a cArysanfAem/. en crisantemo

Las   primeras  lesiones  aparecen  como  manchas  de  color  café  claro,   las
cuales crecen  rápidamente adoptando una forma de círculos  irregulares,  de
color  café  a  café  oscuro  o  negro y  puede  eventualmente  llegar  a  medir  30
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mm   de   diámetro   antes   de   afectar  cloróticamente   toda   la   hoja   (Fíg.   4)
(Sobers,1965).  En  los  tallos  las  lesiones  son  al  principio  superficiales,  pero
después    penetran    profundamente    causando    un    ahorcamiento    y    por
consiguiente,  la  deshidratación  de  los  tejidos  infectados,  lo  que  finalmente
provoca  la  muerte  de  la  planta.  En  las  áreas  muertas  el  hongo  fructifica
abundantemente, formando una costra negra de conidióforos y conidios que
cubren  la superficíe epidérmica (Camargo eí a/.,  2000).

1.1.2.3 Estrategias de control de A/fernarí.a

Para el control de A/fernar/.a se utilizan diversas estrategias de control entre
ellas están  las siguientes:

1.1.2.3.1  Control cultural

lncluye   prácticas   culturales   que   reducen   la   habilidad   del   patógeno   para
sobrevivir   y   por   lo   tanto   el   objetivo   es   disminuír   el   inóculo   prjmario   del

patógeno    y/o    su    habilidad    para    causar    enfermedades.    De    manera
preventiva   se   realiza   seleccionando   las   plantas   madres,   arrancando   y
quemando las plantas enfermas, evitando excesos de humedad,  además se
eliminan  las  hojas  inferiores  para  una  mayor ventilación  entre  las  plantas  y
así reducir la  propagación del  patógeno (Scholaen, 2005).

1.1.2.3.2  Control genético

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

1.1.2.3.3 Control  químico

lnvolucra  el  uso  de   plaguicidas   para  reducir  o  erradicar  la  población  del

patógeno   antes   o   después   de   sembrar,   para   prevenir   la   infeccjón   o
dispersión  del  patógeno.  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  raíz,
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   cutícula   de   la   planta   (Dulan,   2008).   Entre   los   más
utilizados se encuentran  Captan,  Clorotalonil  y Folpan  (Tabla 2).

Muchos  agroquímicos  son  extremadamente  efectivos  para  controlar  a  los
patógenos,  pero frecuentemente  presentan  efectos  colaterales  indeseables
como  el  riesgo  de  intoxicación  a  los  trabajadores  del  campo,  desarrollo  de
resistencia   en   los   patógenos   y  la   acumulación   de   niveles   tóxicos   en   el
ambiente,  incluyendo  la  contaminación  del  agua  y  del  suelo  (Dayan  eí  a/.,
2009)  .
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Tabla 2.  Fungicida químicos usados en el control de A.  chq/santhem/..

Fungicidas              Nombro                    Princlplo                    Do§is do

comercial                   actho                      campo

Sistémícos                 Amistar                  Azoxystrobin

Conlacto                      Folpan                          Folpet

Captan                        Captan

49A-

4g/L

Poter`te   inhibidor   de   la   germir`ación   de   esporas   e   impide   el

crecimlento   "celial;   interiere   en   la   respiraaón   mitocondnsl

bloqiieando  la  trasferenaa  de electrones  en  el  atoc"o bcl  lo

que   difici/lta.   Ia   aparic]ón   de   rc§[stencias   cn/zadas   c)c)n   otras

famillas de fungiadas.

Alteran  la  diusión  celuJar inmbiendo el  ensamble de  la  8-tubulina

durante fa  mitosis.

Csiíss   una   distorsícm   monológica   cle   las   esporas   durante   la

germinación   y  se  pig`sa  que   alLera   la   división  oelulsr  ya  que

inhibe el  ensamble de la  Biubuíina  durante la  mitosis

Inhibe   la   dwisión   normal   de   la   céliila;   fungia`da   de   contacto

multjs'tjo

lnactiva   los   grupos-Sll   en   aminoáados,   proteínas   y  enzimas;

Ínhibe la geminación de esporas

lnhibe    y    al(era    diversos    procesos    metabólicx)s    de    manera

simultánea; actjwdad de contacto  mu[tisitio

q?£`o

®;9-AL/                 Fl"C. 2oo9

FRAC,             2009;

Ware  &  Whitac.e.

2004

FRAC.             2009;

Saiichez, 2003

FRAC.  2009;

FFUC.             2009;

c]                      Sanchez.  2oo3



1.1.3 Alternativas naturales para ol control de fitopatógenos

Dentro del control orgánico,  los  productos naturales derivados de las  plantas
representan    una   fuente   atractiva   de   productos    potenciales   (Guerrero-
Rodríguez ef a/„  2007).  Algunos de estos  han  sido ampliamente estudiados
por    su    capacidad    de    inhibir    el    crecimiento    micelial,    esporulación    y
germjnación  de  hongos fitopatógenos  (Radhakríshanan  eí a/.,  2003;  ltako eí
a/„  2008).  También  se encuentra  el  uso  de  extractos  microbianos,  como  los
fúngicos,   de   los   cuales   existen   relativamente   pocas   investigaciones   en
cuanto a evaluaciones biológicas y sus aplicaciones.

1.1.3.1  Extractos vegetales

México  es  un  país  con  una  gran  diversidad  biológica,  debido  a  la  amplia
variedad   de  climas  y  condiciones  fisiográficas.   Existen   aproximadamente
30,  000 especies de  plantas vasculares que aun  no han sido  investigadas y
que     potencialmente     pueden     contener     metabolitos     secundarios     con
propiedades  plaguicidas  y  con  pos.ibmdad  de  emplearse  en  la  agricultura
(Chi,  2005;  Hernández eí a/.,1998).

En    el    caso    de    microorganismos   fitopatógenos,    existe    información    de
aproximadamente  400  especies  de  plantas  con  propiedad  fungicida,  y  se
estima    que    esta    propiedad    es    una    característica    que    se    presenta
frecuentemente  en  algunos  metabolitos  secundarios  (Zamora-Natera  eí a/.,
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,  según su polaridad  (About-
Jawdah eí a/.,  2002; Bautista-Baños eí a/., 2002;  Bautista eí a/.,  2003).

Los  compuestos  fenólicos  sencillos  (hidroxibenzoicos  o  hidroxicinámicos),
son  metabolitos  secundarios  comunes  en  las  plantas  muchos  reportados
con     propiedades     fungicidas;     existen     cumarinas     clasificadas     como
antifúngicas   y   antibacterianas   (Osorio,   2006);   se   ha   observado   que   los
alcaloides,    terpenoides    y    los    fenilpropanoides    participan    activamente
matando al  microorganismo  patógeno o restringiendo su  invasión al  resto de
la   planta.   Es  así,  como  algunos  metabolitos  secundarios  constituyen  una
parte  importante  de  la  respuesta  de  la  defensa  de  las  plantas  sometidas  al
ataque por patógenos (Sepúlveda eí a/., 2003).

Azad/rachfa   /'nd/.ca   (neem)   es   el   mejor   ejemplo   de   una   planta   usada
frecuentemente  en  muchos  países  por  su  actMdad  antifúngica  de  amplio
espectro  utilizada;   dicha   actMdad   se  le  atribuye  a   las   azadiracmnas   y
nimbidinas,  entre  otros.  Otros  extractos  comúnmente  utilizados  son  el  de
Chrysanthemum  cinerariaefolium,  produc`ora  c]e  piretrlr\as  y  el  cle   De_rris
e//i.pft.ca,   con   un   compuesto   activo   llamado   rotenona   (Stark,   1995,.   Chi,
2005).
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Siguiendo  esta  línea  de  investigación,  el  trabajo  realizado  en  la  Unidad  de
Biotecnología   (Gamboa-Angulo   eí   a/.,   2008)   incluye   reportes   donde   el
extracto con  mayor espectro de acción fungicida  contra A/Íerr}ar/.a  Íageí/.ca,
C.  g/oeospor/.o/.des  y  F.  oxysporum  correspondió  al  extracto  de  la  raíz  de
Croíon  ch/.chenens/.s.   Con   menor  espectro  fungicida  se  detectaron  a   los
ex+ractos de la hdia de Trichilia minutiflora, el `a]lo-ra'iz de Ambrosia hispida
y  la  hoja  de   V/.fex  gaumer/..  Asimismo,  en  este  estudio  se  detectaron  11
extractos  con  capacidad  de  Ínhibir  el  crecimiento  de  A.  Íageí/.ca,  entre  los
cuales  la  mayor actividad  se  observó en  el  extracto  de  la  raíz de Aca/ypha
gaumer/. (Tabla 3).
Tabla 3.  Plantas de la  península de Yucatán con actividad antifungica contra A/Íernar/.a Íageí/.ca
(Gamboa-Angulo oÍ a/.,  2008).

Especle Famllia                   Parte               No. do                ®/o de
vegetal          voucher        inhibición

##.egaumen.Pax&
Ambrosia hispida Pursh

Calea urticifolia (M.M)
DC.O

Croton chichenensi s
Lundeiie
FurcraeacahumTreie
Randia obcordata S.
Watson
Trichilia minutiflora
standl.e
Vitex gaumeri Greenm.

Euphorbiaceae

Asteraceae

Asteraceae

Euphorbiaceae

Agavaceae
Rubiaceae

Meliaceae

Verbenaceae

Raíz           PS 2584

Hoja           PS 2579
Tallo-raíz

Tallo             FM  1721
Raíz
Tallo            PS 2571
Raíz
Raíz           PS 2583
Tallo           PS 2582

Tallo           PS 2586

Hoja           PS 2598

94

59
Nota:  e = endémicas

Otra  planta  que  se  decidió  evaluar contra A.  chrysaníhem/ por su  actividad
fur\üidic}a  repor`acla  con[ra  Aspergillus  niger,  Fusarium  sp.  y  Colletotrichum
g/oeospor/.o/'des  es  Bone///.a  #ammea  (Millsp.  ex  Mez)  B.Stáhl   &  Kállersjó
(Rodriguez & Peña,  2003).

1.1.3.2 Extractos fúngicos

Los   hongos   micromicetos   tienen   la   capacidad   de   producir   metabolitos
secundarios   que   han   sido   la   base   para   la   obtención   de   importantes
fármacos,      entre     los     que     se     incluyen     antibióticos,      antioxidantes,
antitumorales    e    inmunosupresores    (Herrera    &    Ulloa,     1998).     En    las
actividades  agrícolas  y  ganaderas,  diversas  especies  de  micromicetos  son
usadas como bíoherbícidas y bioplaguicidas (Anke & Sterner,  2002)
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Las  especies  de   rrí.choderma  son  hongos  de  vida  libre  que  pueden  ser
usados   para  el   control   de   muchos   patógenos,   al   biosintetizar   un   amplio
rango  de  metabolitos  que  actúan  sobre  los   hongos   patógenos.  También
está   demostrado   que   especies   de   rr/.choderma   inducen   respuestas   de
defensa  local  y  sistémica  en  cultivos  agrícolas  tal  como  algodón,  tabaco  y
lechuga (Reino eí a/.,  2008).

En     algunos     países     se     tienen     ya     d.isponibles     a     nivel     comercial
microorganismos   antagonistas   para   controlar   algunas   enfermedades   de
cultivos  agrícolas.   En  México,   son  pocas  las  .investigaciones  que  se  han
realizado  sobre  el  control  orgánico  de  fitopatógenos,   y  pr.inc'ipalmente  se
han   realizado  a  nivel   laboratorio  e  invernadero,   y  muy  pocas  en  campo
(Zavaleta,  2000).  Entre  estos  últimos  se  encuentra  la  apl.icación  del  filtrado
de   He/m/.níhospor/um   Ír/.f/.c/'-repenf/s   para  controlar  la   roya   de   la   cebada
íPucc/.n/.a sír/./.form/'s f.  sp. horde/);  logrando reducir al  patógeno en un 40 % e
incrementando  la  producción  de  grano  de cebada  a  1000  Kg/ha  (Castrejón
& González,  1994).

La   evaluación   de   los   extractos  fúngicos   del   cepario   del   CICY   sobre  A.
Íageí/.ca,   llevaron  a  detectar  11   aislamientos  con   propiedades   inhibitorias
(Tabla   4).   Estas   correspondieron   a   las   cepas   de   Fusar/.um   /.r)camaíum
lTZH23,   Fusar/.um   sp.   1XHHIGa,   Zygospor/.um   m/.nus   lTZH25,   2TZS6,
1TZH34,   TZA13,   XHA2,   2TZA2,   2TZA6,   MRH42  y  MRH45  con  actividad
antifúngica (De la Rosa-García, 2007; Reyes-Estebanez,  2009).
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Tabla  4.  Extractos  fúngicos  con  actívídad  antífúngica  contra  A/Íemar/a  Íagoí/.ca  (De  la  Rosa-
García 2007;  Reyes- Estebanez,  2009).

Clave Clave            Lugarde      Halo de inhibición
Extracto          colecta       en diámetro

Beltraniella po„or/.cer}s/.s                M RH42                3-H
MRCICY42
Fusarium Íncarnatum
lTZH23
Fusarium sp.
1XHHIGa
Zygosporium minus
lTZH25
MRCICY45
1 TZA 1 3
1TZH34
2TZA2
2TZA6
2TZS6
1XHA2

SRH47                  1 -H

SRH95                 2-H

SRH94                  1-H

MRH45
SRH13
SRH91
SRH52
SRH73
SRH81
SRH34

11

18

9

8

1-A:   Cenote   Temozon,   agua,    1-H:
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
antifúngicos

Para  detectar  la  accíón  fungicida  o  fungistática  de  un  producto  sintético  o
natural,  se  utilizan  diferentes  técnicas.  Entre  ellas  se  pueden  mencionar  la
de disco,  dilución en agar,  E-test,  bioautografía y en  microdilución.

1.1.4.1  Técnica de difusión en disco

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

El  tamaño  del  inóculo,  las  condicíones  de  incubacíón  así  como  los  criterios
de  lectura  e  interpretación  de los  resultados varía  para  cada  patógeno.  Por
lo que se consideran  los  criterios  establecidos  por el  National  Committee for
Clinical  Laboratory Standars (NCCLS,  2004).

1.1.4.2 Técnica de dilución en agar

Diseñado  para  determinar  la  capacidad  Ínhi.bitoria  de  un  agente fungícida  o
fungistátíco  y  simultáneamente   la   concentración   mínima   inhibitoria   (CMl).

Cenote   Temozon,   hojarasca,
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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  placas  de  Petri.  Ya  solidificadas  se  les  añade  el  inóculo  a  las
concentraciones    deseadas    y   se    incuban    a    35    °C.    El    diámetro    del
crecimiento    micelial    se    mide    en    direcciones    perpendiculares    y    para
determinar  el   porcentaje  de  crecimiento  de  cada   muestra  se  sustrae  al
diámetro  del  crecimiento  micelial  los  6  mm  correspondientes  al   disco  de
inoculación  inicial,.  posteriormente  se  resta  el  diámetro  del  crecimiento  del
control  negativo,  el  cual  se  considera  como  un  100  %  del  crecimiento  del
micelio,  por  lo  que  se  multiplica  por  100  y  se  divide entre  crecimiento  de  la
muestra,  siguiendo  la  fórmula  de  Abbott  (Andrews,  2001;  Wenqiang  eí  a/.,
2006).

La  CMl  es  definida  como  la  concentración  mínima  a  la  cual  es  capaz  de
inhibir  de  manera  visible  el  crecimiento  de  un  microorganismo  después  de
un   periodo   de   incubación.   Permite   determinar   la   susceptibilidad   de   un
patógeno  hacia  un  fungicida  y  se  utiliza  en  los  laboratorios  principalmente
para confirmar la  resistencia,  pero más frecuentemente es  una  herramienta
para determinar la actividad  /.n v/.Íro de nuevos fungicidas (Andrews,  2001 ).

1.1.4.3 Método de E-test

Método  diseñado  para  cuantificar  la  actividad  antifúngica,  en  un  gradiente
exponencial  de  las  concentraciones  del  agente  a  evaluar.  Consiste  en  una
tira  de   plástico   no   poroso  de   5  cm   de  largo  por  5   mm   de  ancho  que
incorpora   un   gradiente   predefinido   de   un   antifúngico   equivalente   a   15
concentraciones  dobles  progresivas.  Siguiendo  la  metodología  de  difusión,
una vez que se ha  inoculado la  placa de agar con el  patógeno,  se coloca la
tira  de  E-test  sobre  la  superficie,   produciéndose  de  forma  inmediata  una
difusión   del   fungicida   desde   el   sopohe   de   plástico   hasta   al   agar.   Esta
técnica   solo   se   utiliza   para   evaluar   compuestos   comerciales   (Salgado-
Parreño eí a/., 2004).

1.1.4.4 Bioautografía

Técnica   usualmente   usada   para   detectar   la   actividad    antifúngica    por
absorción  química,  en  la  cual  se  utilizan  placas  cromatográficas  de  gel  de
sílice  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  patógeno a
una  concentración  conocida.  Trascurrido  el  tiempo  de  incubación,  según  el
patógeno la placa es revelada.  EI  R, de las zonas de inhibición se comparan
con  las  Ríde  las  placas  de  referencia Adicionalmente,  esta  técnica  permite
determinar  si   hay  uno  o  varios   metabolitos  responsables   de  la  actividad
antifúngica (Nostro e{ a/.,  2000).
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1.1.4.5 Técnica en  microdilución (microplaca)

La  técnica  de  microdilución  es  una  técnica  de  dilución  en  caldo  que  utiliza

placas de poliestireno con  micropocillos en  lugar de tubos de ensayo.  Posee
las   ventajas   de   utilizar   volúmenes   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 número de muestras.

En    este    trabajo    se    utilizó    esta   técnica    para    determinar    la    actividad
antífúngica  de  los  extractos,  así  como  la  CMl  de  aquellos  que  presentaron
una buena actividad  (NCCLS,  2002).
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1.2 0BJETIVOS

1.2.10bjetivo general

Evaluar  el  control  de  A/femari.a  chrysanfhem/.  causante  del  tizón  foliar  en
crisantemo (Dendran{hema grand/.#orum Ramat) con un agente natural  bajo
condicionesdelaborator.ioycampoenlaPeninsuladeYucatán.

1.2.2 0bjetivos específicos

1.  Aislar  e  ident.if.icar  una  cepa  de  campo  de  A/femar/a  chrysaníhem/.  de
cultivos infestados con este patógeno.

2.  Establecer las condiciones del  bioensayo antifúngico en  m.icrodilución con
A. chrysanthemi.

3.  Evaluar  /.n  v/.{ro  med.iante  los  Dioensayos  t#i  iiiiuiuu„uv,v ..,...... _      _
agarlaaccióninh.ibitoriadelosextractosfúngicosyvegetalesdelbancode
la Unidad de Biotecnología contra A.  chrysaníhem/..

4. Determinar la concentración inhibitoria 50 y 90 de los extractos con mayor
actividad antifúngica contra A. chrysanfhem/.

5.  Evaluar en campo en cultivos de crisantemo (Dendran{hema grand/t/orum
Ramat)    el    extracto   con    mayor   activ.idad    antifúnglca   contra   A/{emaü
chrysanthemi.

los  bioensayos  en  microdilución  y  dilución  en
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1.3 MATERIALES Y MÉTODOS

El  trabajo  experimental  se dividjó en  dos  etapas:  de  laboratorio  y de  campo
(F,gura 5).

La etapa de laboratorio comprendió las siguientes fases:

a)    El  aislamiento de  una  cepa  de campo  de A/femar/.a  chrysanfhemí. y
su conservación.

b)    La   optimizaci.ón   de   las   condiciones   de   esporulación   masiva   en
extracto de malta y medio-S.

c)     El     establecimi.ento     del     bioensayo     en     mi.crodilución     para    A.
chr}/sanífiem/. y evaluación de los extractos seleccionados.

d)    Determi.nación de la CMl  de los extractos activos.

e)    Evaluaci.ón   de   los   mejores   extractos   mediante   el   bioensayo   de
dilución en  agar.

f)      Obtención  de  cantidades  adici.onales   del   extracto  a   uti.lizar  en   la
fase de campo.

g)    Análisis estadístjcos de los resultados.

La etapa de campo consistió de las sjguientes fases:

a)     Li.mpieza del área experimental.

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

c)    Aplicación  de los  extractos  acuosos  de raíz de Aca/}/pha  gaL/mer/. y
cortezadeBoneiiiaflammeaconsusr¿si¿cti~iio¿.:¿Ñt:¿¡Ues``.

d)     Evaluación de la severidad de la enfermedad.

e)    Análisis estadísticos de los resultados.
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F.igura5.Diagramadelaestrategiaexperimental.
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Capítulo 11

Aislamiento de A/temari.a chrysanthem/. y establecimiento
del bioensayo

2.1  lNTRODUCCIÓN

Existen    muchas    técnicas    o    metodologías    para    evaluar    el    potenc.ial
antimicrob.iano    de    un    compuesto    natural.     Los    más    usados    son    la
bioautografía,  difusión  en  disco  y  dilución  en  agar  (Scorzoni  e{  a/.,  2007).
Sin   embargo,   estas  técn.icas  tienen  ciertas  desventajas,   por  ejernplo,   Ia
técnica    de   difusión    en    disco   y   la    bioautografia    no    permiten    evaluar
simultáneamente   un   gran   número   de   extractos   a   la   vez,   se   ut.ilizan
cantidades  mayores  de  muestra,  además  no  permiten  evaluar compuestos
que   no   se   difunden   rápidamente   dentro   del   agar,   y   existe   una   alta
posibilidad  de  descomposición  de  los  compuestos  durante  la  realización  del
bioensayo (Hadacek & Greger,  2000;  Scorzoni  e{ a/.,  2007).

EI  Comité  Nacional  para  Estandares  de  Laboratorio  CIínico  norma  en  1997
Ias  condiciones  para  los  ensayos  de susceptibilidad  para  levaduras  (M27-A)
(NCCLS,  1997).  Al  ser  estos  organismos  un.icelulares,  fac.ilita  los  procesos
de estandarización,  pero ese no es el caso de los hongos filamentosos.  Por
lo tanto  se  requirk5  una  modificación  en  las  guías  paina  la  macrodilución  y la
microd.iluc.ión    (M38)    pam    hongos    f.ilamentosos    (Espinel-lngroff,     1998;
Meletiadis     et    a/.,     2002).    A    pesar    de     los     muchos     esfuerzos,     la
reproducibilidad  entre  laboratorios  era  baja,  hasta  que  el  NCCLS  (Siglas  en
lnglés)  en  el  2002,  propuso  el  método  para  hongos  filamentosos  (M38-A)
(Espinel-lngroff,    2003).    La    microdilución    ofrece    un    gran    potencial    en
comparaciónconotrosbioensayos,entrelasventajasesquesonrápidosde
real.izar,  se analizan muchas muestras simúltaneamente y las cantidades de
muestra   requeridas   son   en   microgramos   La   búsqueda   de   actividad   en
productos  naturales  mediante  la  microdilución  es  atract."  generalniente
porque las cantidades de los compuestos  representan  un factor limitante en
los  bioensayos.  Muchas veces los  productos  naturales son termolábiles;  las
temperaturas  altas  son  .inev.itables  al  incorporar  los  compuestos  al  medio
como el  bioensayo de diliición en  agar en  medio sólido,  pero no es  el  caso
al    med.io    líquido.    Otra    ventaja,    es    que    los    efectos    de    respuesta-
concentrac.ión  pueden  estudiarse  fácilmente  por  análisis  de  regresión  para
obtener  la  C15o y  Clgo (Hadacek  &  Greger,  2000).  Con  estos  antecedentes,
en  este  capítulo  se  estableció el  b.ioensayo  antifúngico en  microdilución  con

fnóccurroys:nefg:máed:;ftívmo,,n::#p:o;t:#::at::,:,ges,nccoumb:c:3n::nnt{rdea:tr::
factores,   con   la  finalidad   de   establecer   las   condic.iones   ópt.imas   para  el
bioensayo,  ya  que  en  los  documentos  del  NCCLS  no se  reporta  bieonsayo
con el género de A/fernar/.a.
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2.2 0BJETIVOS

1.    Aislar,    identificar   y   conservar   una    cepa    de    campo   de   A/femar/.a
chrysanlhem/. a partir de cultivos jnfestados con este patógeno.

2.  Establecer las condiciones del  bioensayo antifúngi.co en  microdilución con
A. chrysanthemi.

2.3 MATERIALES Y MÉTODOS

2.3.1 Aislamiento de A/Íemart.a chrysaníhemí.

Las   hojas   y  tallos   de   plantas   de   crisantemo   que   presenlaron   signos   y
síntomas  correspondientes   a   un  tizón  foliar  se  colectaron  en   la   Unidad
Florícola   Nicte-Ha,   perteneciente   al   muni.cipio   de   Chocholá,   Yucatán.   A

:#rgga:::endmoa;%rhaa,s,nsf:::asd;::f::c+earso,np:%Teer:oí:ean%o::má:sa,Tf::::r::
en  una solución  de hipoclorilo 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,  eí a/.,  2005).  Después de  15 días,  las colonias
de  hongos  que  crecieron  se  purificaron  por  cultivos  monospóricos  (Fígura
6).

F%%:err:a:,.n£e!c.,Pa'#vasr:ena=:Sn:bn^t:¡T.°.e^!_Ca_T_PO_i.B)EPP0rasdeMemariachrysaM®mnnei
materia| ,nfectado y c) Des,nfección de, ma,án-á, v-ég:iar,.

2.3.1.1  Purificación de la cepa de A/leman.a ohvsanlhem/. por cultivos
monospóricos

Para realjzar el cunhm monospóri.co,  cajas  Petri conteni.endo medio extracto
de  malta  se  marcaron  con  cuatro  círculos  en  los  cuatro  puntos  cardinales.
cmoa::.fa=y,:ad_a_f.e,usr`=_:?rJe_oSCo_P_,oée-áúis-eÑ6:ávpr-=£g#cifu6tue.s5g:=t'=resá,
material   vegetal   infectado   y  con   una   aguja   entomológica  se  trasfirieron
varias  esporas  a  uno  de  los  círculos  de  la  caja  Petri.  Posteri.ormente,  una
espora  se  transfirió  a  cada  uno  de  los  círculos  restantes.  Después  de  tres
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días,    las    esporas    germ.inadas    (con    micelio)    se    transfir.ieron    a    cajas
individuales(espora/cajaPetri),Ioscualesseincubarona23±1°C.

2.3" ldentificación del fitopatógeno A/temar/.a chwsathem;

La  identif.icación  del  hongo A.  chvsanfhem/. se  hizo  med.iante  microcultivos,
ut.ilizando  las  claves  de  Barnett  y  Hunter  (1999).  Asimismo,  se  realizaron
mediciones   del   ancho   y   largo   de    100   conid.ios   con   la   ayuda   de   un
microscopio (Estándar Modelo K7) y con aumento 400x.

2.3.1.3 Conservación de la cepa

LacepapurificadadeA/femar/.achrysaníhem/.secult.ivóen:

a)MedloextractodemaltaentubosEppendoriinclinadosapartHdecultivos
de 10 días de edad, los cuales se incubaron a 4 °C en oscuridad.

b)   En  glicerol/agua  (25:75)  a   pah.m  de  cultivos  de   10   días  de  edad,   los
cuales se incubaron a 4 °C en oscuridad.

c)Losfragmentosdeagarconelpatógenoseconservaronenaguaestérna
temperatura ambiente.

d)Enampolletasdevidriopreviamenteester.ilizadasconteniendo1.5mLde
leche  Svelty  al  20%,  se  le  agregó  un  mL  de  la  suspensión  homogénea  de
esporas  y  se  tapó  con  un  algodón  ester.h  Las  ampolletas  se  colocaron  en
una  liofnizadora  marca  Labconco  por  3 dias.  Posteriormente,  las  ampolletas
se  cerraron,  se  etiquetaron  y  se  conservaron  en  el  congelador  (S"  &
Onions,1994).

d)  Se  realizaron  cultivos  padres  en  tubos  cónicos  para  centr.ifuga  (marca
Falcon)  conten.iendo  medio  extracto de  mab  los  cuales  se  inocularon  con
el  fitopatógeno  con  10  días  de  edad  y  se  incubaron  a  4  °C  en  oscuridad.
Estos se utilizaron  para obtener las  esporas  empleadas  en  el  bioensayo en
microdilución.

2.3.2lnduccióndelaesporulacióndeA/temari.achrysanfAemí.

Para    inducir   la    esporulación    de   Alíemar/.a    chrysar)Íhem/   se    utilizó   la
metodología     establecida     por     Shahin     y     Shepard     (1979),     haciendo
mod.ificaciones  en  el  medio  in.ic.ial.  Una  suspensión  de  m.'celio  (0.8  mL)  se
inoculó en cajas Petri conteniendo extracto de ma" y se incubaron por tres

#:a,,oe:eocsocftuá,deandc:a3:.:cd..Aanpt:osx,dmeag::eanpt:r:CLeLa2;'s:'á:;:s:tárr::,eei
la superficie del  med.io-S.  Posteriormente se adicionó agua  destilada  esté"
(2  mL)  hasta  cubrir  los  cuadros,  manteniéndolos  a  18  °C  en  oscuridad.  por
siete días.
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2.3.3 Establecimiento del bioensayo en microdilución

2.3.3.1  Suspensión de Esporas

Una  solución  salina  al  0.85%  con  0.05%  de tween  20  (15  mL)  se adicionó a
la  superfi.cie  del  c")  del  patógeno.   Posteriormente,   con  ayuda  de  un
portaobjetos  se  removieron  las  esporas  y el  miceljo de  la  caja.  La  solución
se filtró  a  través  de  un  colador  estéril  (5  cm  de diámetro,  malla  de  1  mm)  y
una  segunda  filtraci.ón  se  realizó  con  una  dobk3  capa  de  tela  de  gasa.  Las
esporas del filtrado resultante se contabilizaron+ con ayuda de la cámara de

fYneaibdaeu2í5,,xo|#,é§LDao:aues,Pme,n;Ló:,geDe_S-P_or::^s,::|T_Stóa_Tnaconcentraciónesporas/mL (De la Rosa,  2007) (Figura-7i.

F_.i£+ra 7 ..a). Filtración b)  homogenización de
:ma;a-¿i-'ri¿;ti;¿Ve';. W ' '" '`U9C'' ''¿acIon ae esporas en el Vortex y c) conteo de esporas en iacámara 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
dilución

2Ü332    Prueba    antifúngica   con    los    diferentes    extractos    para   el
bioensayo en microdilución

a) Extractos orgánicos
Los    extractos   fúngicos    y   vegetales    se   di.solvieron    en    dimetjlsulfóxido
(DMSO)    y   se    trasfiri.eron    a    una    mi.croplaca    estérH    de   96    pozos.    A
conti.nuacjón,  a  todos  los  pozos  de  la  mjcroplaca  se  les  adi.ci.onó  100  uL  de
medjo    RMpl     1640    (RosweH    Park    Memorial    lnstitute)    marca    Sigma.
Posteri.ormente,alprimerpozodecadacolumnaseleadicionaron90uLde

:á::da;:á:Rn:r;`ásle:c:oroa,síf2,r:eu:go#,Es3e:g:v:y:u;:;:;:;oT,:Taa!:s:|nuoc!easT::d:e3e,::s:1a::us::g:i
pozo  No.   3,   logrando  de  esta  manera  reduci.r  la  concentración   ini.cial  en
c2a.dá!o|Zoo4.eFéE:'rT:,nieL,,SdeeF::chognoa#:p|a,ogg::od:;aáá:p::2:ó:adr::sbi::::

un volumen  total  de 200  HL con  una  concentraci.ón final  de  1000,  500  y 250
ug/mLdelextractoy2.5,1.25y0.62%delDMSO.Comocon"negativode
crecimiento  se  empleó  el  medio  RPMl  1640,  el  fitopa{ógeno  y  DMSO  al  2.5
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oáojsuospa:n2S:gM:dLea:S::crraos,FancaRsPsMe,iln?t:,áráncoam2o3Coocnt:ol3:SLt'rYfasdepuot:''á:

horas.Laspruebasserealizaronporcuadruplicadoyseobservaronalas48
y 96 horas.

b) Extractos acuosos

En  el  caso  de  los  extractos  acuosos  se  realizó  el   m.ismo  procedimiento
descrlto  anteriormente.  En  cada  pozo  se  depos%  100  uL  de  medio  RMPI
1640,  posteriormente  se  adicionaron  100  LiL  del  extracto  acuoso  y  100  iiL
de  med.io  RMpl  1640,  se  mezclaron  homogéneamente  y  se trasfirieron  100
uL  al   segundo  pozo.   Las  concentraciones  finales  evaluadas  de  material
vegetal  seco  fueron  30,15  y  7.5  g/L  correspondientes  al  3,1.5  y  0.75  %,
respectivamente.

2.4.3.3 Lectura de la microplaca

La   lectura   se   realizó   de   manera   visual    mediante   la   escala   numérica
establecida  por  el  Com.ité  Nacional  para  Estándares  de  Laboratorio  Clinico
(NCCLS)(Tabla5).Pr.imeroseverificóqueenloscontrolesdemedioRMpl
1640  con  el  fitopatógeno,   Ia  germ.inación  y  crecimiento  micel.ial   hubieran
sido  exitosos  (control   negativo)  (4);   por  el  contrario  estos  parámetros  se
inhiben con el  DMSO al 25 %  (control  positivo) (0).

Tabla5.Escalanuméricadelainhibicióndelcrecii"entoenelbioensayodemicrodiluciónen
microplaca (NCCLS, 2002).

MEDIDAS

N',ngunareducción del crecimiento

Ligera  reducc.ión  del   crecimiento  o  que  contiene  un
75°/o    de    crecimiento    comparada    con    el    control
negativo
Promlnente    reducción    del    crecim.iento    o    un    50%
comparada con el control negativo
Poco  crecimiento  o  tan  solo  el  25%  del  crecim.iento
del control  negativo
Completamente      claro,      sin      ningún      crecim.iento

con el controlcom

El  porcentaje  de  inh.ib.ic.ión  de

ESCALA

la  germinación  y  del  crecimiento  micelial  se_._L__:J__    J_'

determ.inó   mediante   la  fórmula  de  Abbott,   con   los  valores  obtenidos  del
El  porcentaie  ae  inniijii,iuu  uc  ,c.  gv„„..._.._  .  ,

crecimiento,   determinados  mediante  la  escala  establecida  por  el   NCCLS
(Tabla 5).  Fórmula de Abbott:

% lcM =       QQpflÉi±i!]±i3p!s±sJaJp±±£s±!a       xl00
Control  negativo
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2.4 RESULTADOS Y DISCuslóN

El   trabajo   se   inicjo   con   el   aislamiento   de   la   cepa   patogéni.ca   de   A.
chrysan!he"  Ia  cual  se  obtuvo  a  partir de  hojas  infectadas  de  cultivos  de
crisantemo  en  el  estado  de  Yucatán,  esta  cepa  se  purificó  empleando  la
técnicadecultívosmonospórícosenmediopapadextrosaagar(PDA).

Una  vez  purificada  la  cepa  se  jdentificó  por taxonomía  tradicional  medi.ante
las  carac{erísticas  morfológi.cas  de  los  conidios  y  las  colonias  cultivadas  en
el  medio  PDA  y  extracto  de  malta.   En  el  primer  medio,   Ias  colonias  se
observaron  algodonosas  de  un  color  blanquecino  a  café  palido.  Asimismo,
en  el  medjo  exlracto de  malta  las  colonias  se  observaron  aterciopeladas  o
velutínosas,  jnicialmente de color oM en los  bordes y tornadose a  un color
grisáceo  con  la  edad;  al  reverso  de  la  caja  se  observaron  de  color  negro
(Figura8).Camargoefa/.(2000)reportóquelascoloniasenPDAyenjugo
V-8   (JVSA)   se  observaron  de  color  pardo  claro  a   blanqueci.no;   de   igual
forma  indicó que  la  estructura  y el  color varía  en  los  diferentes  medios.  Ems
(1993),    repohó    que    las    colonias    en    su    mayor    parte,    son    efusas,
algodonosas, de color gris a marrón oscuro.
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longitud  del  conidio;  con  un  promedio  de  cirm  septas  trasversales  y  una

i:ng,,áuedn,,Tda:áF,gduer,asa,,á,:siie::oscr:Poctóonc;:nhc:::c:::t:a"áeriáurae:pceoc,:,rmAa
chq/sanfhemi. (Barnett & Hunter,1999).

En  el  presente  trabajo.  el  problema  principal  se  debió  a  la  .inducción  de  la
esporulación   de  A.   chrysaníhem/..   Está   reportado   que   las   espec.ies   de
A/femar/.a son difíciles de esporular /.n v/lro,  requieren de técnicas espec.iales
(Carvalho  ef a/.,  2008).  Por tal  razón  se probaron  diferentes condiciones  de
cum  como  temperatura,   Iuz  y  medio  de  esporulación   para  obtener  el
mayor número de esporas de A.  chrysanfhem/. requerido en el bioensayo en
microdilución.   Para   esto   se  evaluaron   los   medios   de   PDA,   Agar   maíz,

|n{t;:óne,d:ahy%ra:úd:e%Sdaent:smp:r:se::r:C£°xdíeo4mea:tpaór:8/t:nL'e8:n°ec::a:§to:
esta  cant.idad  no  cubrió  la  demanda  necesar.ia  para  la  real.ización  de  los
bioensayos en microdHución. Para A/íemar/a se han utilizado además de los

8:rd:::at:e::'°8:íc::'(8:%ao3i:aar¿a:V::caar:%:r'cj:883V(i',oJuut%%,oVu-8e{maí:
1999;  Queiroz  ef a/„  2004;  Guerrero-Rodrígiiez  ef a/.,  2007),  y la  inducc.ión
de la esporulación  utilizando el  medio-S,  enriquec.ido  con  Cac03, Sacarosa
y  agar     (Shahin   &  Shepard,   1979).   Este  último  se  evalúo  cambiando  el
medio primario   PDA por extracto de mab debkk) a que con el  medio PDA
produce  una  gran  cantidad  de  micelio  interfiriendo  al filtrar las  esporas  para

::ut:otn::;ve2:::;:tu:C:a:§::frpáa;Fm:L:::or¡ne:,a::§6een:ssgy::rraos¡LULC,¿np:sot:r:osrt:emn::og:
Una  vez  establec.ida  la  metodologia  para  la  obtención  de  las  esporas  se
procedióaestablecerelb.ioensayoenm.icrodiluciómLatécnicautil.izadafue
con   base   en    la   reportada   por   Comité   Nacional    para    Estándares   de
Laboratorio  Clínico  (NCCLS,   M38-P).  Sin  embargo,  se  realizaron  algunas
mod.ificaciones    ya    que    para    cada    patógeno    existen    parámetros    o
condiciones  óptimas  requeridas  para  la  evaluación  reproducible.  Dentro  de
los  parámetros  a  estandarizar (Espinel  ef a/.,1997;  Li  ef a/„  2000;  Santos  &
Hamdan,  2005) para su  reproduc.ibilidad  se encuentraron los siguientes:

El   medio   sintét.ico   recomendado  y  que  se   utilizó  fue   el   RPMl-1640   con
glutamina  y  sin  bicarbonato  sódico,  tamponado  con  ácido  3-(N-morfo"
propansulfónico  (MOPS)  0,165  M,  ajustado  a  pH  7  ±  m   y  suplementado

3::&,u:3:yas:;fhge,:,.tg:on€,::t:r:%osmr:;c:a,erarecaqus:geTajeá,:sRr3sMu,,::g:8
tiene   un   efecto   pos.itivo   en   el   cultivo   deb.ido   a   su   composición   rica   en
nutrientes (Gil-Lamaignere ef a/., 2005:  Meletiadis eí a/.,  2001 ).

El  tiempo  de  incubación  se  determina  según  si  el  microorganismo  es  de
lento  o  de  rápido  crecimiento.  El  periodo  de  incubación  de A.  chrysan{hem/
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es   de   96   horas,.   la   lectura   se   realizó   a   las   48   horas   observando   la
germinación,  y  posteriormente  a  las  96  horas  el  porcentaje  de  crecimiento
miceli.al.  Otro  factor  importante  de  incubación  es  la  oscuridad,.  ya  que  en
laboratorio   se  observó  que  la   cepa   aislada   requi.ere  de  oscuridad   para
germi.nar y esporular.  La temperatura  de incubacjón  para  cada  patógeno es
muy   importante   ya   que   altera   la   viabilidad   y   velocidad   de   crecjmiento
(Egervám   eí  a/.,   2005);   para  A.   chrysaníhem/.  la  temperatura  óptima  de
jncubación recomendada es de 23 °C.

Estudiosprecedentesconbacteriasylevadurasdemuestranclaramenteque
el    tamaño    del     inócuk)    es    también    importante    para    determjnar    la
concentración  mínima  inhibitori.a  de  un  compuesto  (Egervárn  ef  a/„   2005,.
Gehh eí a/.,1995;  Lass-Flórl  ef a/.,  2003;  Petrikkou  ef a/.,  2001).  La canti.dad

::n::::rua':,o::sC(°íntxabt"¿3:5C:níg3TxeT84:'t2°::tr:o4:V:'Uxa#,;'fíer:nít%§
esporas/mL).  El  incremento  del  tamaño  del  inóculo  causa  el  incremento  de

Í%a%'d::'y:x,t:::tteor,atpu::,ta'u:a,zaó:oi:een::::,,::,áec2n5bxa:84eens;::ag;#:S
una concentracjón  intermedia y válida para esta género (Pujol ef a/.,  2000).

Las concentraciones evaluadas de los extractos (250,  500 y 1000  iig/mL) se
determinaron  con  base  en  los  reportes  establecjdos  en  la  literatura.  En  el
caso de los extractos orgánicos,  Ia concentración a evaluar es superior al de
los  metabo"  puros  o fraccionados,  ya  que en este se  pueden  encontrar
una   gran   variedad   de   metabolitos   y  posjblemente   el   principio   actívo   en
cantidades  muy bajas (Wenqiang eí a/.,  2006;  Muto ef a/.,  2006).

iEu:nag:::dt;3:ccgañse;tr:,oai;es,nu::|::::oR::¡m:r:,:c:aigT#;%r8:.án:ó:no:oiíió&C:i:?en:d,:T:t;i:
de A.  chrt/santhem/ a  las  concentraciones  recomendadas,  y al  Íncrementar

:ans:fnpcoeznot.raLC:3n;ush:ic:doá:bM:r:%ebMaáa;aDceor:sr:,p:roc.u3,MORnesseedn,:3,;::,.b.,:d::
agua,   y   mezclas   de   DMSO-agua   y   etanol-agua   más   tween   20.   Estas
soluciones     de     fungi.cidas     se     apli.caron     en     las     mi.croplacas     a     las
concentraciones  de  200,100,  50,  25,12.5  y  6.25  ug/ml.  Ambos  fungi.cjdas
mostraron  inh¡bición  en  algunas  concentraciones  de  esporas,  sin  embargo,
no  se  observó  una  inhi.bición  total  ya  que  la  formulación  de  los  fungi.cidas
impedía  la  vi.sibi.lidad  en  los  pozos  por medio del  precipitado de  los  mi.smos.
Portalrazónsedecidióutili.zarDMS0al25%comocontrolposmyaque
se obtuvieron  resultados  claros  de la  inhibición  total  de  la  geminación  y por
lo consígujente del  crecimjento miceli.al.

En    general,    el    desarroHo    y    estandarización    de    los    bioensayos    en
microdilución  con  hongos  filamentosos  están  centrados  en  patógenos  de
humanos`aJescomo,-A,ternari;óóó;-hi,::`i:¡;ii,::vñavG:ls,PF:#mn:gsat:es'
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A.    terreus,    Candida    glabrata,_   C.    k.ruse.i,    Ph?e_to_riumnL:9!O.Pg.SU^r`in.C=n;trá:;ú.í;ñ::ur;, _ ¿. _ n¡gr¡co,or,   pseuda,,eseher¡a   boyg¡j:__RP:3:^Pu,SE.^P%aaeá

Scedospor/.um  pro//.f/.cans  y  U/oc/ad/.um  chariarum,   entre  otros  (Balajee  &
Marr,  2002;  Espinel-Ingroff e{ a/.,  2001 ;  Gehh eí a/.,1995;  Meletiadis,  eí a/.,
2003;  Pujol  eí a/.,  2000;   Serena ef a/„  2003;  Qu.indós eí a/.,  2008).

Los fitopatógenos reportados con esta técn'ica aún son  pocos,  entre ellos seLeH,..:#"V+,a£,g-a"ví':,ñá;;-á:,-Á:'c|t;i:.-A..!e.nius,_A_s?3|r.grus_nig,e_r;_5_o!ry`P
cc',`n%rGg::a¿oachR;b:',¡S'',_;:átú;,-óo,',etotrigp.u,T___a,:_útatt.:,r.,__!._f£S-f!,f?,.:;
.í¡::::boñ:;¿¿,s.:F,;:_a¡¡_;;__o;.ys_p_or:m_,_g¡.bbDe:e.,:^a"f:j#unr^o:,=t:%stvajFo::=ar:3pm
y#h5oum%SS;:'Vvít;¿o.i;-E:.¿¿S_;_ü±~;S.:.P.,¿Pi!?_e,ope.n.i_C!I!!m.R°ntn€tuumnrymFau7Saahr±:m&

mam  (Espinoza  et  a/.,   2008;   Hadacek  &  Greger,   2000;   Hormazabal   &
P.iontelli,    2009;    Ordoñez    ef    a/„    2006,    Wedge    &    Smith,    2006).    Las
metodologías  para  estandarización  del  bioensayo  en  microdiluc.ión  no  solo
son   prometedoras   para   la   investigación   clínica,   sino   también   para   `a
fitopatología   y  ecotoxicologia.   Por  tal   razón,   establecer   bioensayos   con
hongos   fitopatógenos   es   de   gran    importancia,    ya   que   este   método
proporciona   muchas   ventajas,   entre   ellas,   la   cantidad   del   cornpuesto   a
utilizar es  menor en comparación con otros bioensayos,  la concentración es
conocida en  cada  pozo,  de igual  manera se reduce la cantidad  de medio al
ut.ilizar una microplaca,  entre otras (Hadacek & Greger,  2000).

Con   este   trabajo   se   contribuye   a   la   estandarización   del   bioensayo   en
microdnución  para  la  especie A/femar/.a  chrysanfhem/.,  el  agente  causal  del
tizón en crisantemo.

2.5 CONCLUSIONES

La cepa patogénica de A. chrysanfhem/. se aisló y purificó de campo.

El  bioensayo ant.ifúngico en microdilución  para evaluar extractos orgánicos y
acuosos  sobre  A.   chrysan£hem/.,  se  estableció  a  nivel  t.n  vi.Íro  de  manera
rápida, confiable y con bajas cantidades de muestra.

Este  trabajo  corresponde  al   primer  reporte  del   bioensayo  en  microplaca
para este patógeno.
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Capítulo  111

Evaluación antifúngica de extractos a nivel laboratorio
3.1  INTRODUCCIÓN

El   rápido   crecimiento   de   las   poblac.iones   en   el   mundo   demanda   mayor
producción de alimentos. A su vez,  esta actMdad  agrícola  se  puede  perder
hasta  en  un  20  %  debido  al  ataque  de  patógenos  (Dubey  ef  a/.,   2009;
Hadacek & Greger,  2000).  Ante  este  panorama,  es  necesario  aumentar las
técnicas  de  producción  agrícola,  así  como  también  las  medidas  de  control
de los fitopatógenos.  Entre las altemativas de control se encuentra el uso de
productos  naturales  derivados  de  plantas  y  hongos  (Montes-Belmot  ef  a/.,
2000;  Gunat.ilaka,  2006).  El  cinnamaldehido (nombre comerciales:  Vert.igo o
Cinnacura)   es   uno   de   los   principales   ejemplos   de   productos   naturales
derivados  de  plantas  con  actMdad  fungicida  y  con   uso  en  la  agricultura
actualmente,   cuyo   nombre  químico  es  el   3-Fenil-2-propenal   (Figura   9A).
Dicho  compuesto  se  a.isló  de  las  semillas  frescas  de  Cass/.a  m  L.  y  es
usado   para  controlar  enfermedades   causadas   por   Verí/.cWM  fung/co/a,uRsh%ctvoa:iaa¡=::::;és-¿=''iSh_i;rñ:.sc!er_otiri_a^h^o^p`eo_c_€rp.a._y--Friuasa:nu+%a

mon/.//.Íorme var.  subgM/.nans (Copping  &  Duke,  2007).Por otra  parte,  entre
los  productos  derivados  de  hongos  se  encuentra  la  estrobilurina  A  (Figura
98),   producido  por  la  especie  Sírob/./uws  (enace//us.  Debido  a  la  su  alta
volatilidad      e      inestabilidad      fotoquimica,      se      s.intetizaron      derivados
fotoestables,  conocidos  a  nivel  comercial  como  Azoxistrobina  y  Kresoxim-
me"   (Knight   e{   a/.,    1997).   A   partm   de   las   estrobulinas,   Ios   productos
comerciales  empleados  para  la  protección  de  cultivos  contra  fitopatógenos
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  Saccnaromyces  cerevi.si.ae.  Sin  embargo  la
composición  quimica  de  este  producto  no  está  claramente  def.inida  y  su
inclusión  en  el  mercado  no  ha  s.ido  bien  aceptada  (Copping  &  Duke,  2007).
Asimismo,  se  han  aislado  metabolitos  de  hongos  con  activ.idad  fungicida  /.n
v/tro, como la ciclosporina A (F.igura 9C), aislado de una cepa no patogénica
de  FÜsar/.um  oxysporum,  con  una  buena  actMdad  contra  el  fitopatógeno-ácl¿r-átññii¿Clérótiórum(F`odr',guezetal.,2oo6).
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C)  Ciclosporina  A

F:'%ba¡,:;¡nAa) AESvti:f`É=n?,e,!„C±n.n^aT^al^d=,h_I!_O__e:S!ado .d?  Cass±ia  .ora  L.,  8)  Estructura  de  La
eDstu'koeb,,12uí:7a,AKn#fsa::tgrga7,dR:dar,cg,uc:oz:É;aÉá,6:)óa-d`{-Fu-sa-r',uamL¿£#(ucroapap;ngLa&

Por  otra  parte,  Ios  productos  naturales  derivados  de  hongos  son  utilizados
en  la  medicina  para  la  producción  de  antibi.óticos  principalmente,  tal  es  el
caso  de  la  penicilina,  cefalospori.na  C,  griseofulvina,  entre  otros  (Herrera  &
Ulloa,    1998;   Gutiérrez-Lugo   eí   a/.,   2002,.    Misiek   &   Hoffmei.ster,   2007).
Asímismo   son   una   buena   fuente   de   pigmentos   importantes   como   la
astaxantina  y  el  P-caroteno  (Sandmann  &  Mi.sawa,  2002).  En  la  agricultura
se están  empleando  como  bioherbicidas,  los  productos  Casst® elaborados
con    la    especie    A/femar/.a    cass/.ae,    LUBao    #    1     con    Co//e{oírt.chum
gdl=epsg3rr!:iffi:itaDr?ty:,r,33_n__P_P±?porith.o_-r__3-F:,m'i`y_o_rá_.ív_#:*1u:6r.:.á'auí`lr
de  Fusar/.m  /afer/.Í/um  (Tengerdy  &  Szakács,   1998).   De  igual  forma  se
utilizan     como    bioinsecticidas,     como    son     los     productos    comerciales
Engerlingsplilz,  Betel  y  Melocont obtenidos  a  pahir de  Beauver/a  brongn/.ari/.
(Anke & Sterner,  2002).

A pesar de los  hallazgos  mencionados,  existen  muy pocos  repories  del  uso
de  extractos  de  hongos  con  acti.vjdad  fungicjda  en  la  agricultura.  El  contar
con   moléculas   novedosas,   cuyas   estructuras   posean   sitios   de   acción
diferentes,  es una  necesidad  urgente en  la agri.cultura  para contrarrestar las
pérdidas   económicas   causadas   por   fi.topatógenos   (Hadacek   &   Greger,
2000).
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El    descubr.im.iento    y    desarrollo    de    un    nuevo   fungicida    puede    costar
alrededor de  12  m.illones  de euros (Meeting  in  Biopesticides,  2009).  A  pesar
de esto,  existen compañías que fmancian  la  búsqueda,  principalmente para
producú  nuevos  fungicidas  que  sean  ex.itosos  en  `a  agr.icultura  mundial  y
que  su  uso  sea  seguro,  al  consum.idor  y  al  ambiente  (Hadacek  &  Greger,
2000).

Un  monitoreo  automatizado,  rápido y eficiente es  de  gran  importancia  para
determinar  nuevos  fungicidas  (Major,1995).  Aunque,  generalmente  en  los
lugares  con  una  gran  biod.iversidad,  no  se  cuenta  con  infraestructura  para
un  monitoreo automatizado. Tal es el caso de la penínsu`a de Yucatán,  una
regióntropicalsumamentericaenespeciesvegetalesydemicroorganlsmos
potenciales  para  ser explorados  (Méndez,  2003;  De la  Rosa,  2007).  De  a"
Ia  importanc.ia  de  que  en  lugares  cercanos  a  la  diversidad  por  estudiar  se
establezca técnicas que  permitan determ.inar de manera rápida y precisa  la
capacidad fungicida de un extracto.  En el presente capítulo se evaluaron 37
extractos  naturales  mediante  los  bioensayos  en  microdilución  y  dilución  en
agar,  con  el  m  de  identificar  algún  extracto  para  el  control  de  A/femar/.a
chrysanfhem/.,  y  así  contribuir  a  la  búsqueda  de  productos  naturales  con
capacidad antifúngica.

3.2 0BJETIVOS

1.   Evaluar  /'n  v/.fro  med.iante  los  bioensayos  en  microdilución  y  dilución  en
agarlaaccióninhibitoriadelosextractosfúngicosyvegetalesdelbancode
la Unidad  de Biotecnología contra A.  chrysanfhem/..

2.  Determinar la concentración inhibitor.ia 50 y 90 de los extractos con mayor
actividad antifúngica contra A.  chrysan{hem/..

3.3 MATERIALES Y MÉTODOS

3.3.1 Recolecta de las especies vegetales

Las   plantas   seleccionadas   con   antecedentes   antifúngicos   (Tabla   6)   se
recolectaron  en  diferentes  localidades  de  la   Península  de  Yucatán.   Las
hojas,  ta" y raíces de las  plantas  se secaron  por dos días en  una esü
delámparasysefragmentaronenunmol.inodecuchillas,marcaBrabender
(Gamboa-Angulo ef a/.,  2008).
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Tabla 6. Plantas seleca.onadas y evaluadas

Especie

Acalypha gaumeri Pax &
K.  Hoffm.
Ambrosia hispida Pursh

Bonell!a   f]ammea   (M.illsp.
ex        Mez)       B.Stáhl        &
Kállersjó
Calea urticifolia Mill. DC.
Croton chichenensi s
Lunde'l
Furcraea cahum Trel
Randia       obcordata       S.
Watson
Trichilia minutiflora S`ancll.

aumeri Greer\m

contraA/femar/.acAvsanfhem/..(Cn.s{óbal-Alejoe(a/.,2006;

Parte
vegetal

Clave

Fia íz                  ACR

Hoja
Tallo-rai'z

Hoja
Corteza

Raíz
Tallo
Raíz
Raíz
Tallo

Ta"o TMT

VGH

mg de extracto
etanólico / g de

lanta seca
27 .4 mglg

162 mg/g
40.5 mg/g
143.3 mg/g
62.2 mg/g

87 .4 mg/g
58.5 mg/g

246:¿3ímmgg//gg
17.2 mg/g

50.6 mg/g

Lugar

Chichén

Gamboa-Angulo eí a/., 2008).

de colecta

ltzá, Yucatán

Nombre maya

Sak ch'ilib tux

Chelem, yucatán               X-much'kok

Chichén  ltza,  Yucatán      Sink'jn  K'aax

Chichén  ltzá. Yucatán
Dzemul, Yucatán

Chubumá, Yucatán
Dzibichaltún,  Yucatán

Felipe Carrillo Puerto,
yucatán
Dzemul, Yucatán

Xikin
Ek Balam

Kaajum
Pay oochíI

Tsi.min ché

Ya'axni.k



3.3.1.1  Extracción etanólica de plantas

Las   hojas,   tallos   y   raíces   se   secaron   por   dos   días   en   una   estufa   de
lámparas  y  se  fragmentaron  en  un  mom  de  cuchillas.  Una  vez  secas  y
molidas  (50  g)  se  maceraron  con  etanol  destilado  (100  ml)  a  temperatura
ambiente,   proceso  que  se  rep.itió  tres  veces.   El  d.isolvente  se  evaporó  a
presiónreducidaenunrotaevaporador(marcaBücmmodelo451)equipado
con  un  baño de agua  a  40  °C  para obtener el  extracto  crudo  seco de cada
especie vegetal (Gamboa-Angulo e{ a/.,  2008).

3.3.1.2 Extracción acuosa de plantas

El  material  vegetal  (30  g)  se  extrajo  en  agua  dest.ilada  en  ebulHción  por  20
minutos   (500   mL).  Ya  fría  la   infusión,   se  fiw  a  través  de   papel  m
Whatman  N°  1     y  se  aforó  a  lL  con  agua  destilada,  que  corresponde  al
extracto  acuoso,  a  una  concentración  del  3  %  (Herrera,  2007).  El  extracto
obtenido se esterilizó por filtrac.ión,  con filtros  Millipore de 0.45  um.

3.3.2 Cultivos fúngicos en arroz

Los  hongos  se  cultivaron  en  agar  papa  dextrosa  (PDA)  y  se  incubaron  a
25°C,   con  un  fotoperíodo  de  12/12  horas  de  luz/oscuridad.   Una  vez  que
estos cubr.ieron  la superficie de la caja se adicionó 5  mL de solución sallna y
con ayuda de un  portaobjeto estérw  se desprend.ieron  las  esporas.  EI  líquido

:noobcr:,::::,;emcLo,r:ensfpr::::óscao:a2osásdp:na;:á:fg:m::tpaodr:S;s,:Sm::taj::er::
por40díasa26°Cconfotoperiodode12/12horasdeluz/oscuridad(Hóller
2002).

Los  extractos  orgánicos  evaluados,  de cepas fúng.icas  aisladas  de cenotes
se presentan en la Tabla 4.

3.3.2.1  Extracción con AcOEt de micelio fúngico

Después  del  período  de  crec.imiento,  Ia  masa  micelial  se  fragmentó  con  la
ayudadeunaespátulaysemaceróatemperaturaambienteconAcOEtpor
24    horas,    dos    veces    y    la    tercera    extracción    con    el    disolvente    a
aproximadamente  50 °C,  por media  hora.  El  disolvente  se  elimina  a  presión
reducida  en  un  rotaevaporador  con  baño  de  agua  a  40  °C,  obten.iendo  el
extracto crudo seco (Pittayakhajonwut ef a/., 2008).

3.3.3 Bioensayo antifúngico en microdilución

El  b.ioensayo se realiza como se describe en el capítulo 2.

3.3.3.1 Tratamientos evaluados

Un   total   de   35   extractos   se   evaluaron   en   el   bioensayo   antifúngico,11
extractos   fúngicos,    12    extractos   vegetales    etanól.icos   y    12    extractos
vegetales  acuosos.  Como  control  positivo  se  ut.ilizó  el  DMSO  al  25  %  y  el
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cultM) del  patógeno  como control  negati'vo.  Por cada  tratamiento  (extracto)
se realizaron cuatro repeticiones.

3.3.3.2 Análjsis estadístico

Los datos obtenjdos se analizaron  mediante el paquete computacional SAS
para Windows versión  811  para lo cual se realizó un  análisis  de varianza  y
prueba de comparación de medias (Tukey a = 0.05).

Las  concentraciones  efectivas  50  y 90  (C15o  y Clgo)  de  cada  tratamiento  que
causaron  la  reducción  del  50  %  y  90  %  de  inhi.bición,   se  calculó  con  los
valores de los porcentajes de jnhibición transformados a Probit,  mientras las
dosissetransformaronalogaritmobasedi.ez(Throneeía/.,1995).

3.34De{erminacióndelaconcentraciónmínimafungicida(CMF)

La   concentracjón   mínjma   jnhibi.toria   se   determi'nó  realizando   lecturas   de
manera visual,  siguiendo la escala propuesta por el  NCCLS 2002 (Tab'a  5).
Prímero   se   verificó   que   en   los   controles   con   medio   RMpl    1640   y   el
fitopatógeno,  el  crecimiento  (germjnación)  sea  exitoso  (control  negativo.  4);
y  paralelamente  la   inhibición  del  creci.miento  micelial   (germi.nacjón)  con  el
DMSO    al    25%    (control    positivo,    0).    La    CMl    se    determinó    como    la
concentraci.ón  del  primer  pozo  de  la  microplaca  en  la  cual  no  se  observaba
crecimiento después del peri.odo de incubación.

3,3.5  Determinacjón   de  la  actjvidad  fungicida  o  fungistática  de  los
extractos

A partir de la mezcla  homogénea de un  micropozo en  los cuales se observó
poco o nulo crecimjento,  se trasfirieron 20 uL en cajas  Petn con  medio PDA
y  se  incubaron  a  23ac  por  48  horas.  Finalmente  se  regjstró  el  creci.miento
(acción  fungjstática)  o  jnhíbi.ci.ón  del  mismo  (acción fungi.cida).

3.3.6 Bioensayo de dilucjón en agar

El  extracto vegetal etanóli.co se disolvió en  DMSO  (<  0.5  %)  y se adicionó al
medio  de  cultivo  esté"  enfriado  aproximadamente  a  50  °C,  con  agi.tación
constante      para      obtener      una      mezcla      homogénea      de      extracto
crudo/DMSO/medi.o a las concentraciones de  1000 y 500 tjg/mL.  En el caso
del   extracto   vegetal   acuoso,   este   se   filtró   previ.amente   mediante   una
membrana  estérn  (Mi.llipore  de  0.45  um)  antes  de  adicionarlo  al  medio  de
cultivo   y   se   evaluó   a   30   g/L   (3%)   y   15   g/L   (1.5%).   Un   volumen   de
aproximadamente  20  mL  de  la   mezcla   extracto  crudo/DMSO/  medio  se
depositó en  cada caja  Petri.  Posteriormente,  se dejaron en  observación por
48  horas  para  comprobar su  esterilidad.  Trascurrído este  peri.odo,  Ias cajas
se   inocularon   con    un    disco   invertido   de   agar   (0.6   cm    de   diáme{ro)
conteniendo   el   fitopatógeno   y   permanecieron   en    incubación   a    18   °C
aproximadamente  en  oscuri.dad,  hasta  que  el  control  negati.vo  (fi.topatógeno
en   DMSO/medio)  cubri.Ó  toda  la  superfi.ci.e  de  la  caja   Petri..   Como  control
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positM)  se  utilizó  Mirage  45  CE  a  una  concentración  de  200  ug/mL;  se
realizaron  cuatro  repeticiones  por  tratamiento.  El  d.iámetro  del  crecimiento
micelial  se  midió  diariamente  en  direcciones  perpendiculares  (Wenqiang  ef
a/.,  2006).

3.3"   Determinación   del   porcentaje  de   inhibición   del   crecimiento
micelial

Para  determinar  el  porcentaje  de  crecim.iento  micel.ial  a  cada  muestra  se
sustrajolos0.6mmdediámetrodeldiscode.inoculacióninicialaeldiámetro
total  del  crecimiento  micelial.  Posteriormente  el  d.iámetro  de crecimiento   de
la  muestra  se  resta  el  diámetro  del  control  negativo,  considerado  como  un
100   °/o   del   crecimiento   m.icelial   y  se   aplica   la  formula   de  Abbott  (Abou,
2002).

% lcM =       QgpfljÉg:i::=;£g;%+£Jan±±£s![a       xloo

Control    negatM   =   Crec.imiento   m.icel.ial   total   del    patógeno   en    medio
PDA/DMSO (0.5%) menos el diámetro del disco inicial  (0.6 mm).

3,3.6.2    Determinación    de   la   concentración    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 estéril. Posteriormente,
con la ayuda de un portaobjeto estérH se raspó la superiicie del medio y con
una  micropipeta  se  extrajo  la  suspensión  de  esporas.  La  solución  obtenida
(solución  madre),  se  depos.itó  en  viales,  se  ag%  durante  2  minutos  en  un
vortex  y  una  alícuota  de  10  uL  (solución  de  esporas)  se  trasfirieron  a  la
cámara  de  Neuvauer  (hematocitómetro)  (Méndez,   2003).   Finalmente,   se
determinó  la  concentración  de  esporas  de  cada  extracto  evaluado  por  mL
mediante la siguiente fórmula:

Número de esporas / mL =
EE"EiíJHEErENEEEFñEÍEEHHEE=

Profundidad de la cámara: 0.1  mm
Área contada: 4 cuadrantes

3.3.6.3 Análisis estadístico

Los datos obtenidos se analizaron  mediante el  paquete computac.ional  SAS
para Windows  versión  8.11  para  lo cual  se  realizó  un  análisis  de  varianza  y
prueba de comparación de med.ias (Tukey a = 0.05).
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3.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.4.1  Bioensayo antifúngico en mjcrodilución

La  evaluación  de  la  actividad  antifúngica  de  los  extractos  vegetales  contra
A.  cAr}ísanfhem/. se  realizó  primero mediante  el  bioensayo en  microdilución.
Los   resultados    permjtjeron   detectar   a   los   extractos   vegetales   de   las

gspecies  de A.  gaumer/,  8.  #ammea  y  los  extractos  fúngicos  de  Fusar/.um'rnpca£.:7n.artuaí|.ynáz!g.°^SP?:!!.T_T_in_!_:coriacÑN.i-¿ii-i:riü.:.Á'.'`cvñri£;;is%;:'Ki
realizarelanálisi.sdevarianzadelporcentajedeinhi.bicióndelagerminacjón
de   las   esporas   y  del   creci.miento   mjcelial   de   los   extractos   contra   este
fitopatógeno,  se  observaron  di.ferenci.as  estadísticas  altamente si.gnificativas
(PSO.01)conrespectoaloscontroles(Apéndi.ce1,Tabla2A3A4Ay5A).

En  general,   los  dos  extractos  de  la  raíz  de  Aca/ypha  gaumeri  (ACR-A  y
ACR-E),asícomolosextractosacuososdeBone///aÍ/ammeacortezayhoja
(BFC-A  y  BFH-A,  respecti.vamente)  mostraron  los  mayores  porcentajes  de
inhibición contra A.  chvsaníhem/..

La  comparación  múltiple  de  medias  Tukey  (P  =  0.05)  en  el  porcentaje  de
inhjbicjón de la germinacíón de las esporas a las 48 horas separó al extracto
etanólico  de  la  raíz  de  A.   gaumeú  a  una  concen{ración  de   1000   Lig/mL
(ACR-EM)  con  un  porcentaje  de  inhibición  del  81.25  %.   Segujdo  por  los
extractos  acuosos  al  3  %  (ACR-AM),   H  %  (ACR-AQ)  y  etanólico  de  la
misma  planta  a  una  concentraci.ón  de  500  ug/mL  (ACR-EQ).  Por  Último  el
extracto acuoso  al  3  %  de  la  corteza  de  8.  Í/ammea  (BFC-AM)  mostró  una
un    porcentaje    de    inhibición    del    75    %,    al    igual    que    los    extractos
anteriormente  mencionados.  Con  un  menor  porcentaje  de  inhibici.ón  de  la
germjnaciónentre62-68%sedetectaronalosextractosdeA.gaume"raíz,
etanólhn   al   ?Cm   iin/mi     /^rn  r-h\

_`___`  _. .  _  ._.  `„`u .^`.``1®  ue  r`.  gaurrieri  r..

:;3rnaó::::::u::3sudgémLB.(#:;EeDa,cyoftaeczuaosa,3a,%o,785Fi%:ALA,CyR-aiD,,,5
(BFC-AQ).  El  resto de los extractos presentaron  porcentajes de inhibi.cjón
la  geminaci.ón  menores  a  60  %.  Los  respecti.vos  controles  presentaron
resultados esperados (Tabla 7).

los
%

de
'os

En  cuanto  a  la  comparacjón   múltiple  de  medias  Tukey  (P  =  0.05)  en  el
porcentaje   de   i.nhibición   del   creci.miento   micelial   a   las   96   horas   permitió
separar nuevamente al extracto ACR-EM,  por presentar el  mayor porcentaje
de   inhibición   con   un   75   %.   Seguidamente  se   encuentran   los   extractos
ACRE-AM  y  BFC-AM,  con  un  porcentaje  de  inhibi.ci.ón  de  68.75  y 62.50  %,
respectivamente.     Los     extractos    ACR-AQ    y    ACR-EQ     mostraron    un
porcentaje  de  i.nhibjción  de  56.25  y 50.75%,  respectivamente.  Con  menores
porcentajes  de  inhibición  se  encuentran  los  extractos  BFHLAM,  BFC-AQ  y
los   extractos   fúngicos   de   las   cepas   Fusar/.um   /.ncamatum   (SRH47)   y
Zjigospor/." m/.nüs (SRH94),  con  un  50  %  de  inhibición  de  la  germinación
para  todos  los  extractos  (Tabla  7).  Se  determinaron  como  activos  aquellos
extractos      que      presentaron      porcentajes      de      inhi.bi.ción      2    50      %.
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Tabla 7.ExtractosvegetalesyfungicoscontraA/flgrnan.achrysanfhem/.alas48y96

Ext,acto

Oígánicos

Fusarium incamalum (SRH47)

Zygosporí.um m/nus (SRH94)

Aca/ypha gaumeri (ACR-E M)

Acalypha gaumeri (ACR-EQ)

Aca/ypha gaumen. (ACR-ED)

Acalypha gaumeri (NCF+^O)

Acalypha gaumeri (ACFLAJD)

Bone///.a Wammea (B FH-AM)

Bone//Í.a ffammea (B FC-AM)

Bone//Í.a Í/ammea (B FC-AQ)

Patógeno + RMpl  + DMSO

DMSO

Tipo de extracto

Acetato de etilo

Concentración

1000

Acetato de etilo                          1000

Etanólico                                  1000

Etanólicx)

Etanólico

AcuOsO

AcuOsO

Aclloso

AcuOsO

AcuOsO

Acuoso

Los (ratamientcs que no presentaron inhibicift se omitic*on

% (g/L)

3 0/.(30)

1.5  % (15)

0.75  % (7.5)

3 % (30)

3 % (30)

1.5 %  (15)

25%

E-::Eü::áeo,'#an::di?ee,;

horas de exposición en el  bioensayo en "crodilución.

lnhibición(°/o)

micelialGeminación Crecimiento

53.75 cdef 50.00 def

53.75 cdef                            50.00 def

81.25  ab                                   75.001)

75.00 bc                              50.75 def

68.75 bc                                38.75 hi

75 00 bc

75_00 bc

62.50 bcde

62.50 bcde

75.00 bc

62.50 bcde

O_Oo  i

100.00 a

68.75 bc

56.25 cdef

37.50 efg

50.00 def

62.50 bcde

50.00 def

0.00 k

100.00  a

EgEEÉiEÍ*EEEij[§##awóTLpi:a%:r33'ffMR,
Tabla  lA)



3.4.2   Determinación   de   la   Cl„  y  CI„  en   los   extractos   vegetales   y
fúngicos

Para  determjnar la  capaci.dad de los extractos  de  inhibir el crecimi.ento de A.
chrysanlhem/.,  se calculo  la  C15o y CI9o de cada  uno de los  que  presentaron
alguna   actividad   fungici'da   a   las   96   horas   mediante   el   análisis   Probit
(Apéndice  11,  2.12.2  2.3  y 2.4).

Los  resultados  de  los  extractos  permi.tieron  detectar  a  ACR-EM  como  el
mejor extracto,  por presentar los  menores  valores,  con  una  C15o de   559.05
ug/mL y Clgo 1741.00  ug/mL  (Tabla  8).

Los  extractos  fúngicos  SRH47  y  SRH94  presentaron  una  C15o de  934.82  y
886.54  ug/mL  y  una  CI9o  de  2,239.00  y  3,180.00  ug/mL,   respectivamente
(Tabla 8).

Tabla8.C15oyCloodelosextractosorgánicoscontraAMeman.achozsan(fiem/.

Por otra parie,  el  mejor extracto acuoso correspondió al extracto ACR-A con
unaC16ode621.06ug/mLyClgode5,586Hg/mL(Tabla9).

Tabla9.C15oyClgodelosextractosacuososcontraAwemarT.ac^vsaníhemt

ACR-A:^ur`-^. ex"acto acuoso de ia rai'z de ACTáriha gáú7ñ6i:ÉF5Ji:i5ñFa¿gi;g==±
deBone///.anammeayABH-A..extractoacuosodelahojadeBono///.anammea.

extl'acto

3.4.3   Determinación   de   la   actividad   fungicida   o   fungis.ática   y   la
concentración mínima fungicida de los mejores extractos

La   concentración   mínima  fungicida   (CMF)   del   mejor  extracto  ACR-E   se
determi.nó  aumentando  la  concentración  (4  000,  2  000   y  1000  Hg/mL).  Los
extractos  acuosos  se evaluaron  nuevamente a  la  misma  concentración  (30
g/L   de   material   vegetal)   y   solo   se   determinó   la   actividad   fungicida   o
fungjstática.

El  extracto  ACR-E  a  la  concentración  de  1000   Lig/rnL  presentó  actividad
fungistá{ica,  ya que al trasferi.r 20 ul del  pozo a  un medio libre de extracto se
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obsewó  crecimiento  micelial.  La  CMF  de  ACR-E  fue  de  2000  ug/mL  o  2
mg/mL,concentraciónalacualseobservónulocrecimiento(Figura10).

extractosacuososACR-AyBFC-Ademostraronactiv.idadfungistát.icaaLOs
la conc

Flgura
%  (100
mg/mL)

ntrac.ión de 30 g/L (Figura i u).
`:m`,(((!(ib`(};\`,,`,„, ",Wi,.\ •ffih'

ACRg/mLmglm

"-1    "     ,1.1

1   ;,Í,lí-4 .  -,, , , \
)ktp.«

J.lí       `;    `       '';,                                                  I,y)
H                           ,t*^y`  (`   LL.»   ,,.,-'

t„".
1~-•1-'

q_,~t•¿,(,,,-,          i,8..<.``\::,`{£\`£Áfl`,,    v~ .„,-,•lti,í\,,.,;,,#

:o;o,,:;e¿e£r:£í;{ao::Ó:n::dsoog;F;;,áí,,g3ao;ofí;í¡c:¿a;,yoyef;tn#:;¡¿a:;:a£a:n#:;%cR¿oF,::2Uí;2S4om

3.4.4 Bioensayo de dilución en agar

Los   mejores   extractos   en   el   bioensayo   en   m.icrod.iluc.ión   se   evaluaron

Faerá,:net,:ose,nnd,:,at,:,:se:seiyeofecdt:dg,,,uecx,t::ct:nco:tgr:rÁPcahrrays:nbft;en::,co:r:S
sonlainh.ibicióndelaesporulacióny.inhibicióndelcrecim.ientomicelial.

3.4W    Efectividad   de   los   extractos   vegetales   contra   A/lemarja
chrysanthemi

Al   real.izar  los   anális.is   de  varianza  oe  ia  t;ic;uuv,u.u   \„   __    __
vegetalesenA/femar/.achrysanfhem/.seobservarondiferenciasestadíst.icas
altamentesignificativas(p<0.01)entretratamientos(Apéndice1,Tabla6Ay
7A).

de  var.ianza  de  la  efectividad  (E)  de  los  extractos..-              _.__   __,_^í^,',^ac

efectividad   para   inhib.m   el   crecimiento   micelial   de_^  ,-^,     __-',,r,  '®El   extracto   con   mayor   eTeciwiuaii   L;a,c ...,,... „    _.    _

::,:,f:,,áac,3:ryms:#í,:md,;c:r:3:apsoTdu,:e;fpcE-5T5,oAsl:íssm'o2,:M:,es:t::cnt::

PeFs3-e:YvaymeAn:eR-AEYr:;:Sendt3r°,:sU:xt::c::syev5aiuga2do°:°£:d%f:tcet'V:dsat:

%,enES,a::nprro:s::::tí::::LcnegT::+:sc:em::::at¡vt,#rdagmee:§:eÉ,a+::troáout=atb:3
% de efectividad (Figura 11 ).
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Tabh10.EfectividaddelosextractosincorporadosalmediodecultM)(PDA)contraA/lGmar/'a
chrysanthemi

Acawpha gaumeri

Bonellia flammea

Testl'gos

Las medias  con  la misma

3%
1.5%

3.6   %*
1.8 %„

3%
3%

letra  son

Lfaegye,4PsáEoyo8,oÁTENqEuáva,:,¡::a:ó:g::+u3,¡5oy_
estadi.sticamente

ACR-AM

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

CONTPOS
CONTNEG

iguales  de acuerdo

50.92 c
43.3 e

78.12  b
47.03 de
44.98 de
56.85 c
100a
O.00 f

con  la  prueba  de
Equivalente  a   500   Lig/mL.   CONTPOS:

-riñÑ= . A)\ •`_ÉS„         P),-.<J:;:íy++(é}r\¥j,,rz•+-++++++

záir___-         c)yg&§,L(&---
_     `ú_         D)

#;:,-i-"        -(           ` \) ffi !``.,\
`        :sti,                                     y

\.(                   i¥a?L:,,:?r ,   ,, ,^,'st3-
\`        ,:         ~

•`tyLg#a#j¿á?,++
•{h, __,/ ``         :ííáí:                                  ,-'*`}yL

``E) •F)-`__
G)

t(L\                 `#,                     Í^j,-`..-'.®L-_
``8       ,?yf*fl§;;l;")(

\  ^1_-,,Svo:.;;M%g#;ga###tooccosraeff##Í;eo3Bj,%A£n#eBtfeÁógÉÉñri,

3.4.4.2   Densidad   de   e§porulación   y   porcentaje   de   inhibición   del
crec'm''entom'.ce||a|deAi`erná;i-á-¿hr;sarñíx%;
Con  relación  a  las  variables  densidad  de  esporulación  y  efectjvidad  de  la
inhibici.ón  de  los  extractos  vegetales  en  A.   chrysanf^em/.  se  encontraron
diferenci.as  altamente  signjficativas  (p  S  0.01)  con  respecto  a  los  controles
(Apéndice  1,  Tabla  sA  9A  10A  y  11A),  pero  no  hubo  di.ferencia  estadística
entre los extractos evaluados.
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En  general,  Ios  resultados  permitieron  detectar tendencias  en  los  extractos
BFC-AM    y   BFH-EM   con    menores   densidades   de   esporulación   de   A.
chrysanthem/.  con  6666  y  9166  esporas/mL  y  por  lo  tanto,   Ios   mayores
porcentajes  de  efectividad  con  81.95  %  y  81.93  %,  respect.ivamente.  Con
menores  porcentajes  de  efectiv.idad  se  encuentraron  los  extractos  de  A.
gaumer/.,  entre ellos,  ACR-EM  y ACR-EQ con  una efectividad  de 77.80 %  y
una  densidad   de   13333   esporas/mL   Los   extractos   acuosos  ACR-AM   y
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
densidad de esporulación A.  chvsaníhom/..

Clave del
extracto

ACR-AM
A!Í=J+NQ
ACR-EM
ACR-EQ
BFH-AM
BFC-AM

CONTPOS
CONTNEG

Nota:

MVS
(mg/mL)

30  mg/mL
15  mg/mL

36.5 mg/mL
18.3 mg/mL
30 mg/mL
15 mg/mL

'a mismaLas medias  con

Concentraclón

3 % (30 g/L)
1.5  %  (15 g/L)

1000  ug/mL
500  lJg/mL

3 % (30 g/L)
3 % (30 g/L)

Densidad do
esporas

12500  b
15000  b
13333 b
1 3333 b
9166  b
6666 b

Oc
60833 a

letra  entre columnas son

lnhibición de la
esporulaclón

76.80 b
75.00 b
77.80 b
77.80 b
81.93  b
81.95  b
looa

Oc

estadísticamente iguales  de acuerdo

á.o_n._,a brueba de Tukey tp = o.o5,.E:  efect,v,dad.

3.4.5 Discusión

La  inhibición  del  crecimiento  micelial  de  un  hongo fitopatógeno,  así  como la
capacidad   de   esporular   y   a   su   vez   la   germinación   de   esporas   son
parámetros que se m.iden y se consideran de .impohancia en la búsqueda de
productos naturales efect.ivos en el control de enfermedades fúngicas.

Con  la finalidad de determinar más  parámetros indicat.ivos de la actividad de
los extractos contra A/femari.a cmísan!hem/ en crisantemo,  se utilizaron dos
bioensayos,   el   de   microdilución   y   el   de   dilución   en   agar.    En   ambos
bioensayos se determinó el  porcentaje de inhibición del  crecimiento m.icelial;
en   el   pr.imer   bioensayos,   este   parámetro  se   midk5   por   la   capacidad   del
extracto  de  reduc.ir  la  germinación  de  las  esporas  y  a  su  vez  del  éxito,  al
inh.ibh   el    crecim.iento   hifal.    Adicionalmente,    mediante   el    bioensayo    de
dllución   en   agar   se   determinó   el   porcentaje   de   esporulación   o   bien   el
porcentaje de inhibición de la esporulación del  hongo.

El  análisis  integral  de  los  resultados  permitió  detectar  al  extracto  etanólico
de  la  raíz  de  Aca/ypha  gaumer/.  (ACR-EM)  como  el  más  efectlvo,  con  un
porcentaje   2 75   %   en   todos   los   parámetros   evaluados.   Asim.ismo,   Ios
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extractos   vegetales   acuosos   de   BFC-AM   y   ACR-AM   presentaron   una
actividad  =50 % en todos los parámetros evaluados.

El extracto acuoso de la raíz de Aca/ypha gaumer/. presentó un mayor efecto
i.nh¡bitorio en el crecimiento  mjcelial en el  bioensayo en  microdilución que en
dilución en agar.  La diferencia en los porcentajes de inhibición,  no es grande
y   se    puede    deber   al    i.nóculo    primario,    ya    que   en    el    bi'oensayo   en
microdilución se utilizan esporas  y dependiente del  efecto del  extracto sobre
ellas  se  puede  observar  o  no  crecimiento  micelial.  Por  el  contrario,  en  el
bioensayo  de  dilución  en  agar  el  inóculo  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  8.  #ammea  (BFH-AM  y  BFC-
AM,    respectivamente)    presentaron    una    mayor   tendenci.a    a    inhibir    la
esporulación,  que los extractos de  la  raíz de A.  gaumer/..  Por otra  parte,  los
dos  extractos  de raíz de Aca/ypha  presentaron  mayor tendencia  a  inhjbir la
germinación 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  i.nhibición  del  crecjmiento
micelial   mediante  el   bioensayo  de  dilución  en  agar  de  56.85   y  50.92   %
respectivamente,  contra  A.  chrysan{hem/..  El  uso  de  extractos  acuosos  ha
sjdo    documentado,    como    es    el    caso    de    A#em/.s/.a    camphorafa    y
Cymbopogon c/.Írafus cuyos extractos acuosos al 20 %   y 40 % se evaluaron
contra A/{emar/.a so/an/..  Los resultados  mostraron que  no hubo Ínhibjción  en
el  crecimiento  miceljal,  pero  se  observó  la  reducción  en  la  esporulación  en
más del 90% en las concentraciones evaluadas (Itako eí a/., 2008).

El  extracto etanólico de  la  raíz de A.  gaumer/. a  una  concentración  de  1000
ug/mL    presentó    una    buena    inhibíción    contra   A.    chrysa!hem/   con    un
porcentaje  mayor  del  75  %  en  ambos  bieonsayos.  Aba  (2005)  evaluó  los
eRxi:?:'rot=n3:an.!,,.l-cno,§``deD_5-:.gín!?_2?_ryophj,iu:_ÉáFit;;`FJs`áiriJñ'o-xyyas`#;u#,
fih/.zocíon/a  so/an/  y  Bo%  c/.nérea  a  una  concetracion  de  5000  ug/mL
logrando una inhibición de 41.10,  51.1  y 0  %,  respectívamente.

Al  extrapolar  las  concentraciones  utilizadas  en  los  bioensayos  a  la  cantidad
de materi.al vegetal seco extraído,  se observó que en  los extractos acuosos
se emplearon  30  mg/mL,  una cantidad de materia  prima menor a  la  uti.Iizada
en  el  extracto etanólico ACR-EM  con  36.5  mg/mL  Estos  datos  dieron  más
bases  para  hacer de  estos  extractos  acuosos,  más  viables  para  evaluarlos
en  campo,   por  su  fácil   extracción  y  manipulación.   además  de  no  exi'stir
diferencia  estadística  signifi'cati.va  con  respecto  al  extracto  ACR-EM.   Esto
permite  suponer  que  en  principi.o,  pueden  utilizarse  cantidades  más  bajas
de   materia   prima   para   el   control   de   hongos,   que   los   reportados   en   la
literatura   por   ltako   ef   a/.    (2008),    indicando   mayor   potencial    para   ser
evaluados en campo.
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Al ser A.  gaumer/.  una planta endémica de la Peninsula de Yucatán, existen
pocos  reportes  de  su  actividad  antifúngica  y  aun  ninguno  en    cuanto  a  su
fitoquim.ica.   Méndez  (2003)  evaluó  el  extracto  etanólico  de  la  raíz  de  A.`:g:%t;;`€¿;:;f"ó-oñeío_t-ri-áFúi,.-gléee?p_p[i_oid|e_S,^o.b#En.:=n,ío^nunntn:t_e,R+lrN:dn:rda

del  44.25  °/o.  Los  porcentajes de inhibición   de ACR-EM  (1000  Lig/ml) contra
A/íemar/'a     chvsanfhem/.    son     más     altos     en     comparación     con     C.
g/oeospor/.o/.c/es.    Gamboa-Angulo    (2008),    encontró    que    los    extractos
etanólicos  de  dicha  planta  inhib.ieron  un  94  %  a A/Íemar/.a  Íagef/.ca,  44  %  a-c='S::iiáiiiáes_,r5i%?..Fus?rilm.?xys.P_Pr_uT_y,un_1_!.#_35.hT.z=np+u^s,:npi

También  el  extracto  etanólico  de  hoja  y  tallo  de  A.  gaumer/.  presentó  una
activ.idad   nematicida  contra   Me/o/.dogyne   /.ncogn/.fa   con   un   porcentaje  de
mortalidad  del  95 %  a  500  ppm  (Cristóbal-Alejo,  eí a/.,  2006).

A  nivel  general  se  han  reportado  otras  especies  pertenecientes  al  mismo
género con  propiedades fungicidas como A.  h/.sp/.da, A.  /.nd/ca y A.  w/./kes/.na,
(Akinde,1986;  Alade  &  Irobi,1993;  Adesina  eí  a/.,  2000;  Jebakumar  ef  a/„
2008;  Ogundaini,  2005;  Oladunmoye,  2006;  lkewuchi  & Anyadiegwu,  2008)
(Tabla   11).   De   igual   forma   ex.isten   especies   que   no   poseen   actividad
antifúngica,   como  es   el   caso  de  A.   hederacea   (Canales,   ef  a/.,   2008).
Fitoquímicamente  se  han  reportado  diferentes  metabolitos  clasificados  en
diferentes   famil.ias   químicas,    como   terpenos,    policétidos   y   flavonoides
principalmente (Tabla 12).
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Comi.uestos aíslados Actívidad blológlca

Tabla 12.  Metabolítos reportados de Aca/ypha spp.

Acalypa
macrostachya
Acalypha indica
(planta completa)

Acawpha irmica Ljinn
(planta completa)
Acalypha            hispida
(hoja)

8       Á::í#:^T#;¿a„ay
(hoJa)
Acawpha commnunis

Acalypha         australis
(partes aereas)

Acalypha           I.ispida,

Acalypha  racemosa y
Acalypha marginala
Acalypha firutkx3sa

Siems, eí a/.,1996

Ma, et al , 1991

Hiremath, eí
a/.,1998
Amakiira,  eí a/.,1999

Adesina, eí a/., 2000

Gutierrez-Lugo,
et al. , 2002
Zhongguo-Zhong,
2008

lniaghe e/ a/., 2009

Montliana eí a/., 2008

Fn.edolabdanes y

3::fus£u.m,P#j%,:.tne#j:áx::ífá„:=t,:.dán¿#£±.eTca:L3:3:g
gerani.ina,   ace(onylgeraníina   A,   euphomisina   M-2.   ácido
repandiisinico    A,    ácido  chebulagico,  querceti.na-3-0-beta-
D-glucosido y rutina
5.7dihidroxiflavona       (crisina)       y       3,5,7-trihidioxmavona
(galangina)
Acalyphidm          M-1           y          M-2,           1-0í}alloyl-3.6-(RL
hexahidroxidifenoíl4-0-   brevffolincarboxil-beta-D   glucose   y

Á::á:,;na:,¡co,con,ag,naygemn„na

9.cé:áá:fhí£#xTí,,Zg#géoáx%::sícga_h,drox,mo„,coyác,do
Emodina,       bela-sftosterol,       loJiolide,       2.6dimethoxi-1,4-
benzoquinona,     áci`do    nicotinico,     ácído    protccatechuico,
daucosterol,     ácido     gálico,     rutin,     ácido    succínico         y
brevffolina.
Fenoles.   glucósido§.   flavonoides.   esteroides,   saponinas   y
hidroxilantraquinonas

Terpenojdes, flavonoi.des y  tanlnos

No evaluado

No evaluado

No evaluado

No evaluado

No evaluado

No evaluado

No evaluado

No evaluado

Bactericída:   Síaphybcoccus  aufieüs,
Bacillus  sublilis,   Microooccus

iderm.idis
flavus,



PorotrapartesehareportadoquelasespeciesdeA.fruf/.cosa,A./.r)d/.ca,A.
w/.n/kes/.ana,   A.   h/.sp/.da  y  A.   s/.amens/.s  poseen   propiedades   bactericidas
##,kneyse'#aétAá,.:`_Z_g_#_5?,|Ak±y_e._Í:,i:5;:á,-=+r2FÍü6ÉnsÉgvÉ,%acrh=.:a2nooe,t.,a*,.,a2"oao8¿|
Monthana  eí  a/.,  2008;  Dura.ipandiyan  et  a/.,  2006;  EjechL  2001;  Wiarta  eí
a/„  2004).  Govindarajan  et  a/.  (2008)  repom)  que  A.  /nd/.ca  presenta  una
remarcable  activ.idad  larvicida y ovicida contra Anophe/es sfephens/.,  vector
de la malaria.

En  cuanto  a  BoneM  Í/ammea  existen  reportes  de  su  act.iv`idad  fungicida,
RodríguezyPeña(2003)evaluómed.ianteelbloensayoded.iscoelextracto
metanólico  raiz  al   1   y  5  °/o  contra  A/[emarí.a  fagem  AspemM  r)/`ger
Fusar/.um  sp.  y C.  g/oeospor/.o/.des,  detectando activ.idad   antifúngica contra
las   cepas   de   C.   g/oeospor/'o/.des   y   Fusar/.L/m   sp.   Sin   embargo,   no   se
encontró   actividad   contra   A.   fagef/.ca.   Cabe   menc.ionar   que   el   extracto
acuosodecortezayhojade8.Hammeapresentóact.iv.idadcontraA/femar/.a
sp.  Vera  (2004)  reportó  que  el  extracto  de  la  raiz  de  esta  misma  planta
presentóactividadcontraCand/.daa/b/.cansySaccharomycescerev/.s/.aecon
una  zona  de  .inhibición  de    5.15  y  7%  mm  respectivarnente.  Este  mismo
autor reportó  la activ.idad  del  extracto contra  Tr/.chophyton  menfagrophyfes,
hongo  patógeno  de  animales  domésticos.  Sánchez-Medina,  (2007)  repoftó
quelaactividadantifúngicasedebealmetabolitosakurososaponina(Figura
12),  aislado del  extracto crudo  de  la  raiz de  8.  Í/ammea.  Las  sapon.inas  s.on
una   familia   d.iversa   de   metabolitos   secundarios   produc.idos   por   varias
especies   de   plantas   (Muto   et   a/.,   2006).   Pueden   ser   utilizadas   como
insect.icidas,    antibiót.icos,   fungicidas   y   fármacos.   Se   sugiere   que   estos
compuestos    en    la    planta    proveen    protección    contra    el    ataque    de
fitopatógenos  (Sparg  e{  at  2004).  El  preciso  mecanismo  de  acc.ión  de  las
saponinas  no  es  bien  entendido,  se  deduce  que  la  activ.idad  fungicida  se
debe a la habilidad de las saponinas de formar complejos con  los  esteroles
de   la   membrana   cew   de   los   hongos,   causando   una   pérdida   en   la
integr.idad   de   la   misma,   mediante   la   formación   de   poros   (Morrissey   &
Osbourn,1999).
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OH

F.igura12.Estructuraquímicadelasakurososaponina(Sánchez-Ivledina,2007)

En  cuanto a otras especies  de Bone///.a,  Rodriguez eí a/.  (1965) aisló de los
frutos  de  Bone///.a  pungens  (antes  Jacqu/.n/.a  pungens)  el  ácido jacquinico.
Bhattacharyya   eí  a/.   (1999)   ajsk5   de   8.   rt/sc/.Ío//.a  a   el   triterpeno   Dimem
oleana-13(18),15(16)-dieno-3P,28-diacetato.    El    mismo    autor    aisló    a    el
triterpeno    Oleana-12(13),15(16)-djeno-3a,28-dm    diacetato    de    la    misma
planta (Bhattacharyya  eí a/.,  2000).

Al   no   exis{ir   muchos   reportes   de   la   actividad   antifúngjca   de   Aca/ypha

gdae#nTig:_,:!o£onn,e^l!a"!t?T_T_e_a_e_s..d_e_granriri-p`tña-nc,_:':é=i,'#raevuarua^c:=#yepsnaeidenti.ficarelolosprincipi.osactívosresponsablesdelaacti.vjdadfungicída,y
aún más determinar su potencial en campo.

3.5 CONCLUSIONES

El  mayor  efecto  i.nhibitorjo  en  A.  chrysanfhem/. se  observó  con  el  extracto
etanólico de  la  raíz de A.  gaume^ a  una  concentraci.Ón  de  1000  ug/mL,  en
las dos  pruebas de susceptibi.lidad evaluadas.

Los  extrac{os  acuosos  al  100  %  de  la  raíz  de  A.  gaumerí. y  corteza  de  8.
Í/ammea  demostraron  i.nhi.bición  a  una  concentración  probada  (3%)  menor
en comparacíón con otros reportes.

€¿agnaó¥cmner±reas<.unF3  np:3=:€^g==~e£n _s_+s. Pos  extrac\o§,  tanto  acuoso  comoetanólico,  presento  propiedades  fungicidas  contra  A.  chrysaníhem/.,  siendo
uncandidatopotencialparacon{inuarsiendoestudi.adoencampo.

De  las  H   cepas  fúngicas  evaluadas  solo  dos  presentaron  una  moderada

gcti.vídad   contra   A.   chrysaníhem/.,   Ias   cuales   corresponden   a   Fusar/.um
/ncamafum(SRH47)yZygospor/.umm/.nus(SRH94).
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Capítulo lv

Evaluación a nivel de campo
4.1  lNTRODUCCIÓN

En  el  cultivo  de  cr.isantemo  es  importante  cuidar  la  calidad  fitosanitaria  y
eliminar  deficiencias   para   incrementar  la   productividad   (Bauer,   1992).   El
daño  estético  es  de vital  importancia  al  momento de  la  comercialización  del
producto, ya que cualquier síntoma de ataque de plagas o enfermedades en
las flores  y follaje reduce la  calidad,  lo cual  disminuye el  precio.  sin  importar
si   hay  o   no   reducción   en   el  volumen  de  producción   (Canul,   2005).   Los
principales  fitopatógenos  del  crisantemo  son    Pucc/.n/.a  hor/.ana,  A/femar/.ar¿hr;stánúriem¡  .y   A:  a¡ternata,   Asco_chyta  .sp.,.  Botryfís_  _3¡.ne:e_9:_ F_u,S~a.r¡uT
-o;;:;oiu;,   rihizoc{onia   soiani  y   Spbtprie   c.h[.ysan!PeT_i._ ET+r=_.=!3==_A:

chrysanfhem/` es  reconocido  como  el  principal  fitopatógeno  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   reducción   del   proceso
fotosintético  de  la  planta.  Actualmente,  el  control  de  hongos  fitopatógenos
requ.iere   de   técn.icas   alternativas,    el   uso   de   extractos   vegetales   con
propiedades  fungicidas  y  antimicrobianas  tiene  un  papel  importante  en  un
sistema   ecológico   integrado   de   producción   agrícola   para   el   control   de
enfermedades (Guerrero-Rodríguez eí a/.,  2007).  Con el fin de contribuir a la
búsqueda  de   productos   naturales   para   controlar  A.   chrysaníhemí'  y  que
además   sean   amigables   con   el   ambiente,   en   el   presente   trabajo   se
evaluaron   en   campo  dos  extractos  naturales  acuosos:   raíz  de  Aca/ypha
gaumer/. y corteza de Bone///'a ÍJammea,  estas  plantas se seleccionaron con
base en  los  resultados obtenidos en  las dos  pruebas /.n  v/.Íro realizadas con
el  mismo  patógeno  en  laboratorio.  Ambos  extractos  demostraron  inhibir  al
patógeno   A.    chrysanfhem/.   en    un    porcentaje    2  50    %,    en   todos    los
parámetros    evaluados.    Asimismo,     ambos    extractos     no    demostraron
diferencia   estadística   con   respecto   al   extracto   etanólico   de  A.   gaumer/.
(ACR-EM).    Este   último   extracto   no   se   evaluó   en   campo   por   falta   de
disponibilidad   de   material   vegetal.   Otro  factor   importante   por   el   que   se
decid.ió    evaluar    los    extractos    acuosos    es    por    su    fácil    extracción    y
manipulación  en campo.

4.2 0BJETIVO

Evaluar en  campo  en  cultivos  de crisantemo  (Denc/raníhema  grand/.Í/orum )
Ios      extractos      con      mayor     actividad      antifúngica      contra      A/ferr)ar/.a
chrysanthemi.
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4.3 MATERIALES Y MÉTODOS

4.3.1  Ubicación del área experimental

El  trabajo  se  llevó  a  cabo  en  la  Unidad  Límones  Cheé  en  el  área  Florícola
Ulu'umil  lool,  en  el  municipio  de  Maní,  Yucatán.  Se  utilizaron  esquejes  de
Oendraníhema grandiworum Ramat (Cv.  Polaris Yellow) de 20 días de edad
provenientes  de  la  Unidad  Florícola  "Njcte-Ha"  pertenecientes  al    municipio
de Chocholá, Yucatán.

4.3.2 Estab[ecimiento del experimento en campo

El  trasplante  se  realizó  a  los  20  días  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  orgánico  de  bovinaza  y  grava,   con   una   proporcíón  de  2:2:1,
respectivamente.

4.3.3 Tratamientos

El   número   de   tratamientos   se   obtuvieron   con   base   en   los   resultados
obtenidos  en  las  pruebas  /.n  v/.{ro;  se evaluaron  dos  extractos  acuosos:  raíz
d_e___4_:?Iyphp     gaumpri    y    cortez:a    de     Bc,ne||ia     flammea    (áó--gñLi.
Paralelamente se evaluaron con dos testigos,  agua  y el fungicida comercial
(Captan  2 g/L).

4.3.4 Diseño experimental

Para     la     evaluación     de     los     extractos     se     utilizaron     dos     camas
(correspondientes  a  dos  bloques  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 repeti.ción  (Fjgura  13).
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Bloque  lll                                                                            Bloque  lv

Figura  13.  O/síribuc/'Ón  c/e  /os  Íra!am/.eníos  en  b/oques  a/  azar  .   7-,=  Bonema  flammea,   r2=
Acalypha gaumen,  T3= Testigo (agua), T.= Captan.

4.3.5 Aplicaciones de los extractos

Las   aspersiones   del   extracto   se   realizaron   semanalmente,   cuando   se
detectaron    los    primeros   síntomas   (después   de   la   inoculación   con   el
fitopatógeno   aislado)   y  cuando   las   condiciones   fueron   propicias   para   el
progreso de la enfermedad,  por un  período de siete semanas. Se realizaron
s.iete aplicaciones con la ayuda de una bomba de mocmla de 5 L.

4,3.6 lntensidad de la enfermedad

4.3.6.1  Parámetros epidemiológicos a medir

La  evaluación  de la  severidad  del  tizón foliar se  inició  cuando  se detectaron
los primeros síntomas de la enfermedad en el cult.ivo. A partir de esa fecha y
después     de     la     primera     aplicación,     las     evaluaciones     se     realizaron
semanalmente.  El  porcentaje  de  área  foliar afectado  por  la  enfermedad  se
registró    con     una    escala    logarítmica    diagramática     para    t.izón    foliar
(Villanueva-Couoh  eí  a/.,  2004)  (Figura  14),  tomando  un  total  de  20  hojas
por  repetición  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 parámetros epidemiológicos:

Yflnai.  Estimación  del  porcentaje  la  severidad  de  la  enfermedad  al  final  del
cultivo.

Área bajo  la curva del  progreso de la enfermedad  (ABCPE).  Parámetro
estimado    mediante    el    método    de    integración    trapezoidal    (Campell    &
Mandden,1990).

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

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

4   (1§.78%)                                     5   @9.51%)                                       6   (48.  38%)

Flg¥!e.14.   _Escala  logarítmica  diagramática de  severidad en  el patosistema Chrysar\merr\um
m orífolium-Altemaria chrysanthem i W/'//anueva-Couoh,  2005/.

4.3.7 Análisis de datos

Los   datos   obtenidos   de   los   parámetros   epidemiológicos,   así   como   las
variables agronómicas, se sometieron a el  paquete computacional SAS para
Windows   versión   8.11    mediante   un   análisis   de   varianza   y   prueba   de
comparación de medias (Tukey p = 0.05) (Steel  & Torrie,  1986).
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4.4 RESULTADOS

4.4.1   lntensidad  de  la  enfermedad  causada  por  el  agente  A/terr}ar/-a
cArysanfAem/. y el efecto del extracto acuoso en campo

Con  los  registros  de  la  severidad  de  la enfermedad  se construyeron  curvas
del  progreso  de  la  enfermedad  durante  el  desarrollo  del  cultivo  (Figura  15),
para  poder  ajustarlos  a  modelos  epidemiológicos.  EI  Área  Bajo  la  Curva  del
Progreso  de  la  enfermedad  (ABCPE)  se  estimó  mediante  el  método  de
integración  trapezoidal.  Asimismo  se estimó  la  severidad  de la  enfermedad
en  porcentaje al final  del  cultivo (Yfinai).

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

1_h,-``

•         .:-_       g-i          :-:          i     -

=1=

37                45                53                61                 69                77                85

Días después del trasplante

F.igura i5.  Curvas  dei  Progreso  de  la  enfer_med_ad  en  el_cultivo  de_Crisentem?  Con_liz9!_.folüa±
causando  por  e/  ageníe  A  chrysanthemi,   7.,=  Bor`ellia  flammea,   J.2=  Acalypha  gaumeri,   r.=
Testigo(agua),T.--Captan.

La  severidad   inicial  según  el  análisis  de  varianza  no  demostró  diferencia
estadística significativa entre los tratamientos,  lo que indicó que la  presencia
y  el   nivel  del   inóculo  en  el  experimento  es  uniforme  (Apéndice  V,   Tabla
12A).  La severidad  de la enfermedad a los ocho días después de la primera
aplicación  (dda)  al  detectar la  presencia  de  la  enfermedad  nuevamente  no
demostró  diferenc.ia  estadística  significativa  entre tratamientos  (Apéndice V,
Tabla   13A).   Sin   embargo,   el   tratamiento   T2   correspondiente   al   extracto
acuoso de la raíz de A.  gaumer/. presentó el  menor porcentaje de severidad,
con 7.48 %*(severidad  real) y un 3.62 % (escala).  La severidad a los 32 días
después  de  la  primera  aplicación  separó  nuevamente  al  tratamiento  T2 por
presentar  el  menor  porcentaje  de  severidad  con  un  9.28  %*  y  un  4.49  %.
Estadísticamente   no   existió  diferencia  entre   los   extractos   (Ti   y  T2)   y  el
fungicida   comerc.ial   Captan   (T4),   por   el   contrario   se   detectó   diferencia
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estadística  significativa  con   respecto  al  tratamiento  T3  correspondiente  al
testigo  (Agua)  por  presentar  un  porcentaje  de  severidad  de  21.66  °/o+  y  un
10.48 % (Apéndice V, Tabla  14A) (Tabla  13).

Tabla  13.  Severidad  de  la  enfermedad  evaluada  en  el  patosjstema  A/Íe/nan'a  chrysanfhem/.-
Chrysanthemum morifolium.

Trat. S everi dad          Seve ri d ad          Severid ad Severidad
(%)  inicial37         (%)8dda            (%)32dda           (%)final48

ddt                                                                                dda
Ti                  3.46 a

T2                   3.56 a

T3                  3.44 a

T4                  3.35 a
DMS            0.463

3.93 a                    5.40 b

3.62 a                   4.49 b

4.27 a                    10.48 a

3.65a                    4.51  b

0.031                        0.610

6.10  b

4.00  b

12.17 a

6.67 b
0.072

Las medias  cx)n la  misma letra  entre columnas
prueba  de  Tukey  (P  =  0.05)  DMS=  Difencia  mi.nima  significativa).  Ti-=  Bone///.a  Wammea,  T2=
Aca/yp^a   gaumer/.,   T3=   Testigo   (agua),   T4=   Captan.   dda=   días   después   de   la   primera
plicación.ddt=  días  después  del  trasplante.  .Nota;  Los  resultados  de  la  severidad  expresados
en   la   tabla   son   en   base  a   la   escala   establecida   por  Vllanueva-Couoh,   et  a/.,   2005.   Los
porcentaies  de  severidad  mencjonados  en  el  texto  son  trasfomados  considerando  el  48.38  %
(clase 6) de la escala como un  100  °/o de severidad.

El  análisis  de  varianza  para  la  estimación  de  la  Yfinai  a  los  85  ddt y a  los  48
dda  indicó  diferencia  estadístíca  significatlva  (Apéndice  lv  y  V,  Tabla  15A)
separando  al  tratamiento  T3  como  el  tratamiento  con  mayor  severidad  con
un  25.15  %* y  un  12.17  %.  El  menor  porcentaje  de  severidad  se  encuentra
en  el  tratamiento T2 con  un  8.27  %* y 4.00  %,  seguido  por el  tratamiento Ti
correspondiente al extracto de  la corteza  de Bone///.a Í/ammea con  un  12.61
%*  y  6.10   %   y  por  ultimo  al   tratamiento  T4  correspondiente  al  fungícida
captan,  con  un  13.79* %  y 6.67 %  de severi.dad (Tabla  12).

Los   resultados   del  ABCPE   permitieron   detectar  al   tratamiento  T2  con   el
menor  promedio  de  infección  con  165.28  %/día.  Asimismo,  correspondió  al
tratamiento   con   menor   severidad   y   por   lo   tanto,   el   más   efectivo   para
controlar la enfermedad. Los tratamientos T4  y Ti presentaron un ABCPE de
179  y  185.84  %/día,  respectivamente.  El  tratamiento  T3 demostró  el  mayor
ABCPE con  un  398.94  %/día (Figura  16) (Apéndice  111).

son estadísticamente  iguales de acuerdo  con  la

84



TI                    T2                   T3                   T4

Tratamientos

F.igura 1®.  Promedio  del  Área  Bajo  la  Curva  del  Progreso  de  la_ Enfermedad  (ABCPE),  Ti--
Bonellia flammea,  J.2= Acalypha gaumeri,  7-.= TosíÍ.go íagua/,  r,= Capían.

4.4.2 Efectividad del extracto al reducir la severidad en campo

Según  el  análisis  de  varianza,  el  tratamiento  con  mayor  efectividad  a  los
ocho  días  después  de  la  primera  aplicación  con  un  15.13  %,  pertenece  al
T2,  seguido por los tratamientos T4 y Ti con  14.54 y 7.98 %,  respectivamente
(Figura    17).    Asimismo   a   los    32   dda   el   tratamiento   T2   mostró    mayor
efectividad   para   controlar   la   enfermedad   con   un   57.10   °/o.   En   la   última
evaluación  a  los  48  dda  el  tratamiento  T2  fue  nuevamente  el  más  efectivo
para  controlar  la  enfermedad  con  un  67.11%,  seguido  por  los  tratamientos
Ti y T4 con  un  49.88 y 45.22 de efectividad.  En  todas  la  evaluaciones  no  se
observó  diferencia  estadística  entre  los  extractos  y  el  fungicida  comercial,
pero si se observó con respecto al testigo agua (Apéndice V, Tabla  16A 17A
y  18A).
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8                            32                           48

Días después de la primera aplicación

F.igura 11.  Efectividad de  los lratamientos en la  severidad de la enfermedad,  DMS:  diferencia
o_stadística significativa,  Ti= Bonell.ia flammea,  T2= Acalypha gaumerl,  T3-- Testigo (agua),  T.--
Captan

4.4.3 Variables agronómicas

El  análisis  de  varianza  para  el   número  de  botones   no  reportó  diferencia
estadística  significativa  entre  los  tratamientos,  de acuerdo  a  la  comparación
múltiples  de  medias  (Tukey=0.05)  (Apéndice V,  Tabla  19A)  (Figura  18).  Sin
embargo,  el  Captan  (T4)  presentó el  mayor número de  botones florales  con
19.35  botones/planta,  seguido por A.  gaumer/. con  16.3  botones/planta.

TI                        T2                        T3                        T4

Tratamientos

F.igura  18.  Ef_ecto_ _de  _Ios_ lralamientos  sobre  el  número  de  botones  florares  en  plantas  de
cr/.saníemo a /os 85 ddí,  r,= Bonellia flammea,  r2= Acalypha gaumeri,  73=  Tesí/go íagua/,  r,=
Captan.
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El   análísis   de   varíanza   del   diámetro   del   racimo   floral,   tampoco   exhibió
diferencia    estadístíca    sígnifi'cativa    entre    los    tratamientos    (Figura     19)
(Apéndice  V,  Tabla  20A).  Las  plantas  con  mayor  diámetro  de  racimo  floral
correspondieron  a  las  plantas  tratadas  con  el  extracto de  Bone///.a  Í/ammea
(Ti)     con   15.1   cm.   El   tratamiento   con   menor   diámetro   de   racimo  floral
correspondió al testigo agua (T3) con  12.9 cm.

TI                        T2                       T3                       T4

Tratamiontos

F.igura  19.  Efeclo  de  los  tratamientos  en  el  diámetro  del  racimo  de  los  bolones  florales  en
plantas de crisantemo a los  85 ddt,  Ti--Bor`ell.ia flammea,  T2--^calypha gaumer.i,  T3--Testigo
(agua),T4--Caplan.

4.5 DISCuslóN

En general,  los extractos acuosos de la raíz de A.  gaumerí' y la cofteza de 8.
#ammea,  fueron  capaces  de  reducir  la  severidad  de  la  enfermedad.  Entre
estos, el extracto de A. gaumerí. presentó una mayor tendencia a controlar la
enfermedad  con  un  67.11   %  de  inhibición  y  en  el  ABCPE  mostró  la  menor
infección con  165.28 %/día.  Los extractos acuosos de  la raíz de A.  gaumer/.
y  la  corteza  de  Bone///.a  Í/ammea  demostraron  ser  igual  de  efectivos  para
controlar a la enfermedad que el control  químico captan.

A.   chrysaníhem/.   ha   sido   reportado   como   uno   de   los   patógenos   más
imponantes en  el  crisantemo,  el  cual  alcanza una  severidad  de 50  %  y una
incidencia de  hasta 57  % (Cabrera eí a/.,  2004).

En  las  estrategias  para  el  control  de  A.  chrysarMem/',  Canul  en  el  (2005)
evaluó   la   intensidad   de   la   enfermedad   inducida   por   este   patógeno   en
cultivares  (Cv.  Polaris  Yellow y Cv.  Polar)  de  crisantemo  como  respuesta  a
diferentes  niveles de ácido salicílico,  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     tizón     foliar    causado     por    A,
chrysaníhem/. obteniendo en el segundo estrato una severidad final  (Yf,nai) en
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la  variedad  Cv.  Polaris  Yellow  de  25.75  %,  con  una  concentración  de  10-`°
M   de   ácido   salicílico;   comparando   con   el   control    no   hubo   diferencia
estadística   (27.61    %   de   severidad).   Por   el   contrario   el   extracto   de   A.
gaumer/. demostró  una  severidad  final  de  4.00  %,  observándose  diferencia
estadística   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
fitopatógenos.  Entre estos,  el extracto acuoso de Achyranfhes /'apon/.ca y de
Rumex  crispus  cor`lTa  Erysiphe  graminis f  sp  hordei  en  .invemadero  a iina
concentración   de   300   g   de   material   vegetal   por   litro   de   agua   (30   %),
logrando  inhibir  a  Erys/.phe  gram/.r)/.s  un  62  %  y  67  %  con  A. /.apon/`ca  y  R.
cr/'spus   respectivamente   (Kím   ef   a/.,   2004).   La   aplicación   del   extracto
acuoso  de  la  raíz  de  A.  gaumer/'  a  la  concentración  de  30  g  de  materíal
vegetal  seco  por  litro  de  agua  (3  %)  mostró  mayor  capacidad  de  inhibir A.
chrysaníhem/' en el campo a los 48 días después de la primera aplicación,  a
pesar de utilizar una concentración  10 veces  menor.

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

4.6 CONCLUSIONES

Los  parámetros  permitieron detectar que el extracto acuoso de la  raíz de A.
gaumer/. y la corteza de 8.  #ammea son  igual  de efectivos  para controlar A.
chrysaníhem/. comparados con el producto comercial captan.

El  análisis global  de los  datos  indica que los extractos  acuosos de  la  raíz de
A.   gaumer/.  y  la   corteza   de   8.   Wammea,   tienen   un   gran   potencial   para
continuar siendo estudiados  por su capacidad  antifúngica en  el  control  de A.
chrysanthemi en campo.
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Capítulo V

Conclusjones generales y perspectivas
5.1  CONCLUSIONES

Las   especies   de   A/Íernar/.a   son   patógenos   de   plantas   de   importancia
agrícola  cuyo  control  es  a   base  de   productos  químicos.  Actualmente  las
investigaciones  están  dirigidas  hacia  la  búsqueda  de  productos  naturales
amigables  con  el  ambiente.  Yucatán  es  un  estado con  una  gran  diversidad
en  su  mícroflora  y  macroflora.  A  pesar  de  esto,  poco  se  ha  estudíado  en
cuanto a su  potencial metabólico en el control de hongos.  Por otra pahe,  las
investigaciones  están  centradas  en  pruebas  /'n  v/.Íro y muy pocas  a  nivel  de
Campo.

Este     trabajo     presenta     tres     vertientes,     primero     el     aislamiento     y
establecimiento   del   bioensayo   antifúngico   en   microdilución,    segundo   la
evaluación  antifúngíca  de  los  extractos  contra    A/fernar/.a  chrysanfhem/. en
laboratorio   y   por   último   la   evaluación   en   campo   de   los   extractos   más
activos.

En   la   primera   pahe   se   aísló  una   cepa   de  A.   chrysanfhem/.  a   partir  de
material   vegetal   infectado  en   campo,.   la   purificación   se   realizó   mediante
cultivos  monospóricos y se identificó por taxonómica tradicional.

El    trabajo    aporta    el    establecimiento   de    un    bioensayo    antifúngico   en
microdilución  para el  hongo filamentoso A.  chrysar}Íhem/'.  Este  bioensayo se
estableció  de  manera  confíable  con  el  fin  de  evaluar  extractos,  acuosos  y
etanólicos de plantas, así como extractos orgánicos fúngicos.

En  la  segunda  parte,  los  resultados  demostraron  que  el  extracto  etanólico
de  la  raíz  de  Aca/ypha  gaumer/.,  tiene  la  tendencia  de  producir  el  mayor
efecto  inhibitorio  (<75  %)  sobre  el  crecimíento  de  A.  chrysaníhem/.,  a  una
concentración   de   1000    ug/mL   en   las   dos    pruebas   de   susceptibilidad
evaluadas.

Los   extractos   acuosos   de  la  corteza   de  Bone///.a   Í/ammea  y  raíz  de  A.
gaumer/.  demostraron  una  buena  Ínhibición  contra  A.  chrysaníhem/.  a  una
concentración (3%) menor en comparación con otros reportes.

A.   gaumer/'  es   una   planta  cuyo  extractos,   tanto  acuoso  como  etanóljco,
presentaron    propiedades    inhibitorias    contra    A.     chrysar)Íhem/.    en    las
evaluaciones  Í'n  v/íro,  indicando  que  es  un  candidato  altamente  promisorlo
para continuar siendo estudíado en campo.

El  extracto  etanólico  y  acuoso  de  la  raíz  de  A.   gaumer/'  y  los  extractos
acuosos  de  la  corteza  y  hoja  de  8.  #ammea  inhibieron  la  germinación  y
esporulación    de   A.    chvsaníhem/.,    sin    observar    diferencia    estadística
significativa entre los extractos.
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Los   extractos   de   la   raíz   de  A.   gaumer/.,   tanto   acuoso   como   etanólico,
presentaron  una  mayor  tendencia  a  lnhibir  la  germinación  de  las  esporas
que los extractos de 8.  #ammea. Asimismo los extractos acuosos de  hoja y
corteza  de 8.  Wammea (BFH-AM  y BFC-AM,  respectivamente) demostraron
una  tendencia   a   presentar  una   mayor  actMdad   antiesporulante  que   los
extractos de A.  gaL/mer/..

Los    extractos    fúngicos    evaluados    en    este    estudio    presentaron    una
moderada actMdad  en las concentraciones evaluadas,  por lo que no fueron
considerados como candidatos para el control de A.  chrysaníhem/..

En  la  última  parte,  los  extractos  acuosos  de  la  raíz  de A.  gaumer/. y  de  la
corteza de 8. Í/ammea se evaluaron en campo contra A.  chvsarMem/..

Los   resultados   obtenidos   /.r}   v/.vo  con   los   extractos   de  A.   gaumer/.  y   8.
#ammea   correlacionaron   con    los   obtenidos   /.n   v/'frc).   Ambos   extractos
mediante los parámetros evaluados redujeron a nivel de campo la severidad
de la enfermedad causada por  A.  chrysaníhemi. en cultivos de crisantemo.

El  producto  químico  comercial  (Captán) fue  igual  de  efectivo  para  controlar
A.    chrysar)íhem/.,    según   los    parámetros   evaluados,    que   los   extractos
acuosos de A. gaumeri y 8. flammea.

5.2 PERSPECTIVAS

Los extractos etanólico y acuoso de la raíz de Aca/ypha gaumer/. y el acuoso
de  8.  Í/ammea,  demostraron  una  buena  capacidad  para  inhibir al  patógeno
/.n  v/.Írc),  de  igual  forma  los  extractos  acuosos  evaluado  en  campo  redujo  la
severidad    de   la   enfermedad   causada   por   A.    chrysaníhem/..    Es   muy
importante    realizar    más    evaluaciones    para   validar    los    resultados,    en
particular  cuando  las  condiciones  sean  las  más  óptimas  para  el  desarrollo
de la enfermedad.

Estos  resultados  indican  una  alta  probabilidad  de  que  los  extractos  de  A.
gaumer/.  y  8.  Í/ammea  sean  utHizados  a  futuro  en  campo.  Ambas  plantas
son consideradas  nativas y endémicas de la reg.ión  peninsular,  por lo que es
altamente  prioritario  la  propagación  de  las  plantas  en  sus  diferentes formas,
así  como  verificar  la  continua  producción  de  sus  principios  activos.  Aunado
a   lo   anterior  también   deben   realizarse   los   estudios  fitoquímicos   para   la
identificación  de  los  metabolitos  responsables  de  la  actividad,   pruebas  de
citotoxicidad, validación y opt'imización de las aplicaciones.
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Tabla  lA.  Porcentaje  de  inhibíción  de  A.  chrysaníhem/.  Simons  &  Crosi.er.
con   los   diferentes   extractos   a   las   48   y   96   horas   en   el   bioensayo   de
microdilución.

Trat.    Extracto Clavo                         lnhibición (°/o)

48hr                  96hr

Ti        SRH13fúngico(1000ug/mL)
T2        SRH13fúngico(500ug/mL)
T3        SRH13fúngico(250  Hg/mL)
T4        SRH34fúngjco(1000ug/mL)
T5        SRH34fúngico(500ug/mL)

EH%4ií##;flíÉ
To       SRH47 füngico 250 ug/mL)
T„       SRH52 fúngico (1000 ug/mL)
T„       SRH52 fúngico (500 tJg/mL)
Ti2       SRH52 fúngico (250 ug/mL)
T,3       SRH73 fúngico (1000 ug/mL)
T„       SRH73 fúngico (500 Lig/mL)
Tt5       SRH73 fúngico (250 ug/mL)
T„      MRH45 fúngíco (1000 ug/mL)
T„       MRH45 fúngico (500  ug/mL)
Tis       MRH45 fúngico (250 ug/mL)
T,9       MRH42 fúngico  (1000  Lig/mL)
T2o       MRH42 fúngico 500 ug/mL)
T2i       MRH42  fúngico  (250  Lig/mL)
T22       SRH81  fúngico  (1000  ug/mL)
T23       SRH81  fúngico  (500  ug/mL)
T24       SRH81  fúngico (250 ug/mL)
T25       SRH91  fúngico  (1000  Hg/mL)

T28       SRH91  fúngico  (500  ug/mL)
T27       SRH91  fúngjco (250 ug/mL)

SRH13M          31.25defg
SRH13Q           O.00  i

SRH13D           O.00  i

SRH34M          18.75 fghi
SRH34Q          O.00  i

SRH34D          O.00  i
iF¡i  :.t.``.t           íÜ.7S_lL;=.:

SRH47Q         31.25defg
SRH47D         25.00efgh

0.00 k
0.00  k
0.00 k
0.00  k
0.00  k
0.00  k

25.00 gh
0.00  k

SRH52M         50.00bcdef      37.50efg
SRH52Q          18.75fghi           O.00k
SRH52D          0.001                      0.00  k
SRH73M          6.25  hi                   O.00  k
SRH73Q          O.00  i                      O.00  e
SRH73D          O.00  i                     O.00  e
MRH45M         50.00bcdef      O.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
0.00 e

-.``         s=``r`.`.:'`!`il`.::".i`.:`l                 ``.          .sRt`..`!¢.`.l            l``?.`iT.i`.tJw         r.`-``'`:`-`J`-t

T29       SRH94 fúngico (500 ug/mL)
T3o       SRH94 fúngico  (250 ug/mL)
T3i        SRH95fúngico(1000ug/mL)
T32       SRH95 fúngico (500 ug/mL)
T33       SRH95 fúngico (250 ug/mL)

Í=-~A~CRvegetai|ñó-Óoug/mL)
ACR ve

T3B       ACR vegetal (250 ug/mL)
T37       AHH  vegetal  (1000  ug/mL)
T3Ó       AHH vegetal  (500  ug/mL)
T39      AHH   vegetal(250ug/mL)
T4o       AHTR vegetal (1000 tig/mL)
T4,       AHTR vegetal (500 tig/mL)

MRH45Q         25.00efgh
MRH45D          O.00  i
MRH42M          O.00  Í

MRH42Q          O.00  i
MRH42D          O.00  i

SRH81 M         43.75 cdef
SRH81Q         25.00efgh
SRH81D           O.00  j

SRH91 M         43.75 cdef
SRH91Q         25.00efgh
SRH91D           O.00  i

SRH94Q         37.50cdefg       37.50efg
sRH94D          12.5  gm                12.50  ij
SF`H95M           18.75fghi            O.00k

SRH95Q          O.00  i
SRH95D          O.00  i
ACR-EM          81.25 ab
ACR-EQ         75.00  bc

0.00  k
0.00  k
75.00 b
50.75 ef

ACR-ED          68.75 bc
AHH-EM           18.75 fghi
AHH-EQ           O.00  j

AHH-ED           O.00  i
AHTR.EM         12.5ghi
AHTR-EQ         O.00  i

38.75  hj
0.00  k
0.00  k
0.00 k
6.25 jk
0.00  k
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AHTR-ED         O.00i                       O.00k
CUT-EM           12.50  ghi              O.00  k
CUT-EQ           12.50  ghi             O.00  k
CUT-ED           O.00  i                      O.00 k

CUR-EM         25.00efgh         6.25jk
CUF`-EQ          25.00  efgh          O.00  k
CUR-ED           12.50  ghi             O.00  k
CCT-EM           O.00  i                      O.00  k
CCT-EQ          O.00  i                      O.00  k
CCT-ED           O.00  i                       O.00  k

FCR-EM           O.00  i                      O.00  k
FCR-EQ          O.00  i                      O.00  k
FCR-ED           O.00  i                       O.00  k
ROT-EM         25.00efgh         O.00k
ROT-EQ          18.75 fgm           O.00 k
ROT-ED           O.00  i                      O.00  k
TMT-EM          25.00efgh         O.00k
TMT-EQ          18.75 fgm           o.oo k
TMT-ED           O.00  i                      O.00  k

VGH-EM          25.00 efgh         O.00 k
VGH-EQ          6.25  hi                  O.00  k
VGH-ED           O.00  i                       O.00  k

BFH-EM          25.00efgh          O.00k
BFH-EQ           6.25  hi                   O.00  k
BFH-ED           O.00  i                       O.00  k

BFC-EM          25.00  efgh          O.00  k
BFC-EQ          6.25 bc                O.00 k
BFC-ED           O.00  i                       O.00  k-AC R-AM    T75TOTüii6T ---- i5:75li'Ó`-

ACR-AQ          75\.00tbc'   \         56.25cdef
ACR-AD         62.50bcde        37.50efg
AHH-AM          6.25  hi                   O.00  k
AHH-AQ          O.00  i                      O.00  k
AHH-AD           O.00  i                       O.00  k

AHTR-AM         25.00  efgh          12.50ij
AHTR-AQ         12.50ghi             O.00k
AHTR-AD         12.50ghi              O.00k

CUR-AM          56.25bcde        37.5efg
CUR-AQ         43.75cdef         25.00gh
CUR-AD          25.00 efgh         25.00 gh
CCT-AM           O.00  i                      O.00  k
CCT-AQ          O.00  i                     O.00  k
CCT-AD           O.00  i                      O.00  k
FCR-AM          O.00  i                      O.00  k
FCR-AQ           O.00  i                      O.00  k
FCR-AD          O.00  i                      O.00  k
ROT-AM          0.001                     0.00  k
ROT-AQ          O.00  i                      O.00  k
ROT-AD          O.00  c                    O.00  k

m.v)

T42       AHTR vegetal (250  ug/mL)
T43       CUT vegetal (1000 ug/mL)
T44       CUT vegetal (500 Hg/mL)
T45       CUT vegetal  (250 iig/mL)
T4o       CUR vegetal  (1000  Lig/mL)
T47       CUR vegetal  (500 ug/mL)
T4o       CURvegetal  250 ijg/mL)
T49       CCT vegetal  (1000  Lig/mL)
T5o       CCT  vegetal  (500  Lig/mL)
T5i       CCTvegetal(250ug/mL)
T52        FCR   vegetal  (1000Lig/mL)
T53       FCR   vegetal(500ug/mL)
Ts4       FCR   vegetal (250 iig/mL)
T55       ROT vegetal  (1000 ug/mL)
T56       ROT vegetal  (500 ug/mL)
T57       ROT vegetal  (250  Lig/mL)
T58       TMT vegetal  (1000  ug/mL)
T5o       TMT vegetal  (500  Lig/mL)
T6o       TMT vegetal  (250 iig/mL)
T6i       VGHvegetal  (1000ug/mL)
T62       VGH vegetal (500 ug/mL)
T63       VGH vegetal (250 ug/mL)
T64       BFHvegetal  (1000  ug/mL)
T65       BFH  vegetal  (500  Lig/mL)
T6o       BFH  vegetal  (250  Hg/mL)
T87       BFCvegetal(1000ug/mL)
T68       BFC vegetal (500 ug/mL)
T89       BFC vegetal (250  ug/mL)

:.:.,        ;`;:3  ::.:1._..:._:   ,`..;...:`:..::.  ;::..}Lt.^5L%,(¿15Ág/Ld`e/p:v

T72       ACR acuoso o.75°/o (7.5 g/L de m.v)
T73       AHHacuoso3%(30g/Ldem.v)
T74       AHHacuoso  l.5°/o(15g/Ldem.v)
T75       AHH acuoso o.75% (7.5 g/L de m.v)
T76       AHTR acuoso 3°/o (30 g/L de m.v)
T77       AHTRaciioso  l.5%(15g/Ldem.v)
T78       AHTR acuoso o.75% (7.5 g/L de m.v)
T7o       CURacuoso3°/o(30g/Ldem.v)
Tso       CURacuosol.5%(15g/Ldem.v)
Toi       CURacuosoo.75%(7.5g/Ldem.v)
T82       CCTacuoso  3%(30g/Ldem.v)
T83       CCTacuoso  l.5%(15g/Ldem.v)
T84       CCT acuoso o.75% (7.5 g/Lde m.v)
T85       FCRacuoso3%(30g/Ldem.v)
T88       FCRacuoso  l.5%(15g/Ldem.v)
T87       FCR acuoso o.75% (7.5 g/L de m.v)
T88       ROTacuoso3%(30g/Ldem.v)
Too       F`OTacuoso  l.5%(15g/Ldem.v)
Tm       ROTacuosoo.75%(7.5g/Ldem.v)
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Tsi       TMTacuoso3%(30g/Ldem.v)
T02       TMTacuoso  l.5°/o(15g/Ldem.v)
T03      TMT acuoso o.75% (7.5 g/L de m.v)
T04      VGHacuoso3%(30g/Ldem.v)
T85       VGHacuoso  l.5%(15g/Ldem.v)
T06       VGHacuosoo.75%(7.5g/Ldem.v)

1.^.L-ÍñLLIÉffl:iñü'5§ÉÉÉÍQffiójTülLÉñüjr|=
Tgs       BFHacuoso  l.5%(15g/Ldem.v)
T89       BFHacuosoo.75%(7.5g/Ldem.v)

TMT-AM           12.50 ghi             O.00  k
TMT-AQ          O.00  i                      O.00  k
TMT-AD           O.00  i                       O.00  k
VGH-AM          O.00  i                       O.00  k
VGH-AQ          O.00  i                      O.00  k
VGH-AD           O.00  i                       O.00  k

B FH-AQ          56. 25
|C|e`~L.ÉP:919£9a9Í
bcde        31.25fgh

BFH-AD           31.25  defg          12.50  ij

:I`.J..`{``.`t`S``J+t.;C!..`i````ti.                            :FC-^`.l             T`'-J`mt:=       `         `.r:.`:i``i...Íi``    `       _i
Tioi      BFc   acuoso  l.5%(15g/Ldem.v)                  BFC-AQ          62.50bcde        50.00cdef
T,02      BFc   acuoso o.75°/o (7.5 g/L de m.v)               BFC-AD          50.00 bcdef       31.25 bcde
Tio3      Patógeno  +RMpl  +DMSO                                CONTNEG       O.00i                     O.00k
Tio4      DMSO (25%)                                                      CONTPOS               100.00 a              100.00 a

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

Tabla  2A.  Análisis  de  varianza  de  la  efectividad  por tratamiento  (extractos)
en   la   inhibición   de   crecimiento   micelial   de   A.   chrysar)Íhem/.  Simons   &
Crosier.  en el  bioensayo antifúngico en  microdilución a las 48 horas.

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

Tratamiento     103                   56.063            0.544               30.50
Error                     312                    5.569               0.018
Total                      415                   61.632

<.0001

C.V. = 42.714

Tabla   3A.    Medias   de   la   efectividad    por   tratamiento   (extractos)   en   la
inhibición  de  crecimiento  micelial  de A.  chrysanfhemí. Simons  &  Crosier.  en
el  bioensayo antifúngico en  microdilución a  las 48 horas

Tratam ientos                     Clave                             M edias                            A ación Tuko

CONTPOS
ACR-EM
ACR-AM
ACR-EQ
BFC-AM
NíyR-A!Q
ACR-ED
ACR-AD
BFH-AM
BFC-AQ

CUFt-AM
BFH-AQ
SRH94M
SRH47Q
SRH52M

1.57080                   A
1.17810                       AB

1.04720                   BC
1.04720                   BC
1.04720                   BC
1.04720                   BC
1.04720                   BC
0.91630                   BCDE
0.91630                   BCDE
0.91630                   BCDE
0.85085                  BCDE
0.85085                  BCDE
0.85085                  BCDE
0.85085                   BCDE
0.78540                  BCDEF
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MRH45M
BFC-AD
SRH47M
SRH91M
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
SRH91Q
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
AHH-AM
SRH13Q
SRH13D
SRH34Q
SRH34D
SRH52D
SRH73Q
SRH73D
MRH45D
MRH42M
MRH42Q
MRH42D
SRH81 D
SRH91D

0.78540                  BCDEF
0.78540                  BCDEF
0.71995                   CDEF
0.71995                   CDEF
0.71995                   CDEF
0.71995                   CDEF
0.65450                 CDE FG
0.58905                  DEFG
0.58905                  DEFG
0.52360                  EFGH
0.52360                  EFGH
0.52360                  EFGH
0.52360                  EFGH
0.52360                   EFGH
0.52360                   EFGH
0.52360                  EFGH
0.52360                  EFGH
0.52360                  EFGH
0.52360                  EFGH
0.52360                  EFGH
0.52360                  EFGH
0. 52360                  EFGH
0.39270                  FGHl
0.39270                   FGHl
0.39270                   FG H l
0.39270                   FGHl
0.39270                   FGH l
0.39270                   FGH l
0.26180                   GHl
0.26180                    GHl
0.26180                    GHl
0.26180                    GHl
0.26180                   GHl
0.26180                   GHl
0.26180                   GHl
0.26180                   GHl
0.13090                     Hl
0.13090                     Hl
0.13090                     HI
0.13090                     Hl
0.00000                   '
0.00000                     1
0.00000                     1
0.00000                     1
0.00000                   '
0.00000                   '
0.00000                   '
0.00000                   '
0.00000                     1
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
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SRH95Q
SRH95D
AHH-EQ
AHH-ED

AHTR-EQ
AHTR-ED
CuT-ED
CCT-EM
CCT-EQ
CCTED
FCR-EM
FCR-EQ
FCR-ED
ROT-ED
TMT-ED
VGH-ED
BFH-ED
BFC-EQ
BFC-ED
AHH-AQ
AHH-AD
CCT-AM
CCT-AQ
CCT-AD
FCR-AM
FCR-AQ
FCR-AD
ROT-AM
ROT-AQ
ROT-AD
TMT-AQ
TMT-AD
VGH-AM
VGH-AQ
VGH-AD

CONTNEG

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

Los  tratamientos  con   la   misma   letra
DMS= 0.413

no  son  significativamente  diferentes

Tabla  4A.  Análisis  de  varianza  de  la  efectividad  por  tratamiento  (extractos)
en   la   inhibición   del   crecimiento   micelial   de   A.   chrysanfhem/  Simons   &
Crosier.  en el  bioensayo antifúngico en  microdilución a  las 96  horas.

F.V.                             G.L.                 S.C. C.M.                Fc.                              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   la
inhibición  de  crecimiento  micelial  A.  chrysaníhemí.  Simons  &  Crosier.  en  el
bioensayo antifúngico en microdilución a las 96 horas.

Tratam ientos                          C lave                                M edias                         Ag rupaci ón Tukey

CONTPOS
ACR-EM
ACR-AM
BFC-AM
ACR-AQ
BFC-AQ
BFH-AM
ACR-EQ
SRH94M
SRH47M
ACR-AD
CUR-AM
SRH52M
SRH94Q
BFH-AQ
BFCLAD
CUR-AQ
SRH47Q
CUR-AD
ACR-ED
AHTR-AM
BFH-AD
SRH94D
CUR-EM
AHTR-EM
BFC-EM
SRH13M
SRH13Q
SRH13D
SRH34M
SRH34Q
SRH34D
SRH47D
SRH52Q
SRH52D
SRH73M
SRH73Q
SRH73D
MRH45M
MRH45Q
MRH45D
MRH42M
MRH42Q
MRH42D
SRH81M
SRH81Q
SRH81D
SRH91M

1.57080                      A
1.04720                      8
0.98175                      BC
0.91630                      BCDE
0.85085                     CDEF
0. 78540                    CDE F
0. 78540                    CDE F
0.78540                    CDE F
0.78540                    CDE F
0,78540                    CDE F
0. 65450                    E FG
0. 65450                    E FG
0.65450                     EFG
0.65450                     EFG
0. 58905                     FGH
0.58905                     FGH
0.52360                     GH
0.52360                    GH
0. 52360                     GH
0.39270                      Hl
0.26180                       lJ
0.26180                       lJ
0.13090                      JK
0.13090                      JK
0.13090                      JK
0.00000                      K
0.00000                      K
0.00000                      K
0.00000                     K
0.00000                     K
0.00000                      K
0.00000                      K
0.00000                      K
0.00000                      K
0.00000                      K
0.00000                     K
0.00000                     K
0.00000                     K
0.00000                      K
0.00000                      K
0_00000                       K
0.00000                      K
0.00000                     K
0.00000                     K
0.00000                      K
0.00000                      K
0.00000                      K
0.00000                      K
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SRH91Q
SRH91D
SRH95M
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
BFH-EQ
BFH-ED
BFC-EQ
BFC-ED
AHH-AM
AHH-AQ
AHTR-AD
AHTR.AQ
AHTR-AD
CCTAM
CCT-AQ
CCT-AD
FCR-AM
FCR-AQ
FCR-AD
ROT-AM
ROT-AQ
ROT-AD
TMT-AM
TMT-AQ
TMT-AD
VGH-AM

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
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T05                            VG H-AQ                                            0. 00000
T9o                           VGH-AD                                            0.00000
Tio3                          CONTN EG 0.00000

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

Tabla  6A.  Análisis  de varianza  de  la efectMdad  de  los  extractos  vegetales
sobre  el  crecimiento  micelial  de  A.  chrysaníhem/.  Simons  &  Crosier.  en  el
b'loensa o de dilución en a

G.L.                S.C.                 C.M.                   Fc.                     Pr>F
Tratamiento
Error
Total

5.316               0.759
0.021               0.00086
5.337

877.29             0.0001

C.V.= 3.614

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

Tratamiento              Clave                          Efectividad (%)       Agrupación

CONTPOS                 100
ACR-EM                       78.12
BFC-AM                        56.85
ACR-AM                      50.92
ACR-EQ                      47.03
BFH-AM                       44.98
AC R-AQ                     43. 30
CONTNEG                0

Valores  con  la  misma  letra  son  estadísticamente  iguales
(P=0.05) DMS = 0.069

de  acuerdo  con  la  prueba  de  Tukey

Tabla sA. Análisis de varianza del efecto de los extractos vegetales sobre la
densidad de esporas de A.  chrysaníhem/. Simons & Crosier.

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

Tratamiento
Error
To'al

3.438                0.491                 80.81                 0.0001
0.146                0.006
3.583

C.V.=  14.993
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Tabla  9A.  Medias  con  Tukey  (P=0.05)  de  la  densidad  de  esporas  de  A.
chrysan!hom/ Simons & Crosier. en presencia de los extractos vegetales

Tratamiento              Clave Densidad
esporas

de    Agrupación

1103

T71

T7o

T35

T34

T97

Tloo

Tlo5

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

60833
15000
12500
13333
1 0833
9166
6666
0

Valores cx)n  la  misma  letra son  estad ísticamente
(P=0.05)  DMS  =  0.183

iguales  de  acuerdo con  la  prueba  de  Tukey

Tabla  loA.  Análisjs  de  vari.anza  de  los  extractos  vegetales  en  la  densidad
de esporulación de A.  chrysaníhem/. Simons & Crosier.

S.C.                   C.M.                  Fc.

Tratamiento
Error
Tota'

0.491                 80.81
0.006

0.0001

C.V=  7.417

Tabla  11A.  Medias  con  Tukey (P=0.05).  de  la  efectividad  en  la  densidad  de
oras de A.  ch santhemi S.imons & Crosier.de los extractos ve etales

Tratam iento              C l ave Efectividad (o/o) Agrupación

CONTPOS
BFCH20M
BFHH20M

ACREtoHM
ACREtoHQ
ACRH20M
ACRH20Q
CONTNEG

Valores  con  la  misma
(P=0.05)  DMS  = 0.183.

letra son  estadísticamente  Íguales
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Apéndice 11
2.1  Programa  de  análisis  Probit  para  conocer  la  concentraclón  inhitoria  (C15o  y  Cl9®)  dol
extracto SRH47

Data probit;
lnput concentración   cresitot porcinh'L.,
Cards;
1000                            100

1000                             100

1o00                            100

1000                           100

500                               100

5oo                                100

500                               100

500                               100

250                               100

250                               100

250                               100

250                                100

50
50

50
50
25
25

25

25
0
0
0
0

Proc probit logl 0 inversecl;
Model  porcihi/cresitot=concentración ;
run;

2.2  Programa  de  análisis  Probn  para  conocer  la  concentración  inh¡toria  (C16o  y CI9o)  del
extracto SRH52.

Data  probit;
lnput concentrac¡ón   cresitot porcinhi.,
Cards;

1000                            100

1000                            100

1000                           100

1000                            100

500                              100

500                              100

500                            100

500                             100

250                             100

250                             100

250                             100
250                             100

50
25

50
25
0
0

0
0
0
0
0
0

Proc probit logl 0 inversecl;
Model  porcihi/cresitot=concentración ;
run;
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2.3  Program  do  análisis  Probn  para  conocer la  concen(ración  inhiloria  (Clm y CI9d  del
extracto SRH94.

Data  probjt,.
lnput concentración   cresitot porcinhi;
Cards;
1000                            100

1000                           100

1000                            1oo

1000                            100

500                              10o

500                             1oo

500                             100

500                              1 oo

50
50

25
25
50

50
25

25
250                             100                             o

250                             10o                             0

250                          ,00                          25
250                           ,00                          o

Proc probjt logl0 jnversecl.
Model  porcjhi/cresitot=concentración ;
run;

2A  Programa  de  análisls  Probft  para  conocer  la  concentración  inhítoria  (Clso  y Clgo)  del
oxtracto AC REtoH.

Data  probit;
lnput concentración   cresitot porcinhi;
Cards;
1000                            100

1000                            100

1000                            100

1000                            1 oo

500                             1oo

500                              10o

500                              100

500                              100

250                            1oo

250                              100

250                              10o

250                             10o

Proc probit logl0 inversecl;
Model porahi/cresitot=concentracjón ;
run;
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Apéndice  111
31   Programa   para   analizar  el   Área   Bajo   la  Curva   del   Progreso  de   la   Enfermedad
(ABCPE),  para  determinar el  efecto  de  los  ex{ractos vegelalo§  sobre  la  severidad  de  la
enfe rmedad causada por A/Íemarí.a chrysanthemi..
Data abcpe;
lnput trat rep eva tiempo y.,
Cards:

0

56

proc print:
pric sort; by trat rep eva;

8::aa:ebac=P(:;:,:tg?;)C)72e);.(tiem.iag(tiem)).,
if tiempo=15 then segarea=..,
proc soh;  by trat rep eva;

3ro::::tLarydata=abcpenway;
class trat rep eva; var segarea;
output out=totarea sum (segarea)=totarea;
run',

proc anova;
class trat rep eva.,
rnodel totarea=trat rep eva.,
means travtukey Duncan snk;
run;

104

7.238

0
0
0

5.541

0
0
0

17.064

0
0
0

7.177



Apéndice lv
WProgramadeYnnddeA/Íemar/.acArysaAíhem/.enelcultívodecrisantemo,
Data  yfin;
lnput trat rep  yfin;

yl = yfin/100;

#==saqr:,Áy,ly),;;
card§;
1           1          5.236
1         2        5.452

proc print;
proc g'm;
class trat rep,.
model yfin=trat,.
means travtukey snk duncan;
run;

Apéndice V

Tabla  12A.  Análisis de vari'anza de la severidad  inicial

Tratamiento
Error
Total

R2= 0.556

3               0.731
12             0.583
15                1.313

X= 3.1 18

0.244
0.049

Fc.                  pr>F

5.02                 0.017

Tabla13A.Análisisdevari.anzadelaseveridadalosochodíasdespuésde
la  primera  aplicaci.ón.

Fc.                pr>F
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Tratamiento
Error
Total
C.V.=  1 2.072  R =  0.718 X= 3.324

1.637
0.161

10.17                <0.001



Tabla14A.Análisisdevarianzadelaseveridadalos32díasdespuésdela
primera aplicac.ión.

Tratamiento
Error
Total
C.V.= 5.461 = 0.985 X= 5.319

c.M.                 Fc.

21.618

0.084

Tabla 15A. Análisls de varianza de la severidad final

s.c.                 C.M.

256.26 <0.0001

Tratamiento
Error
Total

= 0.956 X= 8.179

252.273 84.091
11.629              0.969
263.902

86.78 <0.0001

Tabla 16A. Análisis de var.ianza de la efectividad a los ocho dias después
de la pr.imera aplicación

Tratamiento
Error
Total
C.V.=  30.518 = 0.829 X= 0.391

c.M.                 Fc.

0.277                19.44
0.014

<  0.0001

Tabla 17A. Análisis de varianza de la efectividad a los 32 días después de
la primera aplicación

Tratamiento
Error
Total

= 0.963 X= 0.708

c.M.                 Fc.

0.898
0.009

105.54 <0.0001

Tabla 18A. Análisis de varianza de la efectividad a los 48 días después de
la primera aplicación

Tratamiento
Error
Total
C.V.=  6.167  R = 0.992 X= 0.723
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c.M.                 Fc.

0.952
0.002

478.45 <0.0001



Tabla

Error
Total

19A.  Análi.sis de varjanza

= 0.224 X= 0.423 DMS=

de'

0.084

Tabla 20A. Análi.sis de varianza del

Tratam
Error
Total

iento

C.V.= 5.585 R2= o.276 = 0.384 DMS= 0.0451

número de

0.002
0.002

botones.

diámetro del raci.mo.

.0007
0.0005

0.367

0.2483
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