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I. INTRODUCCION

El ambiente es un sistema donde interactian elementos naturales y
sociales. Por tal razon, todos los seres vivos dependemos unos de otros.

El incremento de la actividad agricola ha traido como consecuencia, un
aumento de los agentes patdgenos especificos. En respuesta a ello se han
ideado numerosos compuestos quimicos para atacar a estos flagelos y proteger
las cosechas, sin embargo, el uso desmedido y sin control de los mismos, ha
hecho que las plagas se vuelvan resistentes, recurriendo asi a dosis mayores y
mas concentradas para solucionar el problema, lo cual ha traido un aumento
de los costos de produccion, problemas de contaminacion ambiental y en
definitiva un desequilibrio ecolégico del medio circundante.

El control biolégico de microorganismos ha recibido una gran y
entusiasta acogida durante los ultimos 70 afios, habiéndose obtenido grandes
éxitos y resultados en mas de 60 paises de todo el mundo.

El control biolégico de las plagas en la agricultura se ha desarrollado con
la agricultura moderna, y ha sido concomitante con la acelerada adquisicion vy
aplicacion de conocimiento en biologia en el Gltimo siglo.

El presente trabajo de investigacion se basa en el uso de extractos
vegetales para combatir una enfermedad fungosa denominada Sigatoka

Amarilla, que ataca a cultivos de muséaceas en diversos paises de




Latinoamérica y el mundo, por lo cual tienen gran importancia econémica en
dichos paises.

La Sigatoka Amarilla causa estragos en las zonas productoras de dicho
cultivo, y para obtener una produccién de valor comercial aceptable, es
necesario su control y erradicacion.

Las plantaciones de platanos y bananos tienen gran importancia en la
economia y dieta basica de muchos paises del mundo, en especial América
Latina y el Caribe, donde gran parte de su produccion esta destinada al
autoconsumo. Para el afio de 1996, se estimé una produccién de 85,5 millones
de toneladas a nivel mundial, de las cuales 30,7 millones corresponden a
Latinoamérica y 6,2% de la misma es aportada por Venezuela. Este marco de
referencia refleja el significado econémico que tiene este cultivo en muchos
paises, y demuestra lo importante que es erradicar los factores fitopatogenos
que puedan poner en peligro la calidad de las cosechas, trayendo consigo un
considerable desbalance econémico (Martinez, 1998).

La Sigatoka Amarilla tiene un fuerte impacto en la produccion de
musaceas, debido a la violenta reduccion del area foliar y por consiguiente, de
la capacidad fotosintética de las plantas. Su control basado solo en la aplicacion
de fungicidas es posible, pero a un costo muy elevado y corriendo el riesgo que
el hongo pueda crear resistencia, siendo necesario el establecimiento paralelo
de medidas culturales, como un adecuado programa de fertilizacién y control de

malezas. De esta manera, se reducirian los altos indices de contaminacién




ambiental generados por el uso indiscriminado de los productos quimicos para
el control de enfermedades fungosas. El ataque de la Sigatoka Amarilla, genera
un sustancial aumento en los costos de la produccién, lo que puede constituir
en un desastre de consecuencias impredecibles, ya que el alto costo de los
sistemas de combate, rebosa la capacidad de los pequefios y medianos
productores. Ademas, como ya se ha mencionado, el uso y la aplicacion
continua de fungicidas quimicos, favorece la seleccién de cepas mas
resistentes, que al cabo de cierto tiempo se vuelven insensibles a la aplicacién
de los mismos, teniendo que recurrir a dosis mayores y mas concentradas.

La propuesta de controlar el ataque de hongos fitopatogenos utilizando
extractos de plantas, cuyos componentes tengan efectos fungicidas, contribuiria
a evitar el uso de compuestos quimicos, prevenir las fluctuaciones en el
equilibrio del ecosistema y todos los dafios que pueda traer consigo el uso de
agroquimicos, ademas de buscar una disminucién en los costos de la
produccion.

Este proyecto de investigacion tiene como premisa ser funcional y
operativo. De manera, que su transferencia tecnoldégica sea efectiva a
diferentes niveles, es decir, que pueda traer ventajas tanto a productores como

a investigadores.




Il. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de diferentes extractos vegetales tales como: Ajo
(Allium sativum), Cebolla (Allium cepa) y Neem (Azadirachta indica) en el
desarrollo del hongo Mycosphaerella musicola causante de la Sigatoka Amarilla

que ataca a cultivos de musaceas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-Evaluar diversas metodologias para obtener diferentes extractos de Ajo
(Allium sativum), Cebolla (Allium cepa) y Neem (Azadirachta indica) con
posibles caracteristicas fungistaticas, con el objetivo de controlar el desarrollo
del hongo Mycosphaerella musicola.

2.-Aplicar diferentes concentraciones de los extractos de las plantas
mencionadas anteriormente en pruebas “in vivo”, con el objeto de determinar
las concentraciones idoneas para el control biolégico de la Sigatoka Amarilla.
3.-Comprobar el efecto que ejerce la concentracién idénea obtenida a partir de
las pruebas “in vitro™ en pruebas “in vivo", para el control del hongo.

4.- Evaluar el efecto fungistatico del Ajo (Allium sativum), Cebolla (Allium cepa)

y Neem (Azadirachta indica) sobre el hongo en estudio.

) )
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La importancia de las enfermedades de plantas en la agricultura, es un
hecho ampliamente documentado y reconocido. En algunos casos tienen el
potencial de destruir las cosechas, y ain cuando donde no causen pérdidas
totales, por lo general reducen en forma crénica el rendimiento de la mayoria de

los cultivos, obligan a tomar medidas de combate que aumentan los costos de
I R S =




lll. MARCO TEORICO

La importancia de las enfermedades de plantas en la agricultura, es un
hecho ampliamente documentado y reconocido. En algunos casos tienen el
potencial de destruir las cosechas, y aln cuando donde no causen pérdidas
totales, por lo general reducen en forma crénica el rendimiento de la mayoria de
los cultivos, obligan a tomar medidas de combate que aumentan los costos de
produccion, y afectan la calidad y la durabilidad de los productos cosechados.
De esta manera, constituyen una de las principales causas de inestabilidad en
la empresa agricola y del déficit alimentario mundial. (Gonzalez,1976 ).

a.)Cultivos de musaceas:

La planta de banano es una planta perenne, ya que durante su
fructificacion, las partes aéreas mueren, pero son reemplazadas por nuevos
retofios que se originan desde su base.

El verdadero tallo de la planta es un organo subterraneo que sodlo
sobresale del suelo en época de floracion. Este se trata de un importante
organo de almacenamiento, formado por un cilindro central rodeado de una
corteza protectora de la que emergen raices, hojas y retonos (hijos). A este
organo se le ha denominado de diferentes maneras: bulbo (Champién, 1963);

cormo (Simmonds, 1966) y rizoma (botanicamente es un cormo).




Las raices principales son gruesas y carnosas, y se ramifican
lateralmente en forma de cabellera. Estas raices laterales poseen pelos
radiculares, los cuales son responsables de la absorcion de agua y nutrientes
por parte de la planta. La emision de raices es continua durante el periodo
vegetativo, cesando en el momento de la floracién.

El meristema se encuentra situado en el apice del tallo (yema apical), asi
como también en la parte superior de las yemas laterales, determinando de esta
manera, la produccion de hojas que poseen una parte basal bien desarrollada,
como o es la vaina floral. Sucesivamente aparecen otras hojas siguiendo una
disposicion helicoidal. El conjunto concéntrico de las vainas, forma el
pseudotallo. La parte superior de cada vaina, se afina en un robusto peciolo
prolongado en una nervacion central, a cuyos lados se extienden las dos
partes del limbo. Las hojas nuevas aparecen enrolladas en la parte inferior del
pseudotallo, y se desenrollan posteriormente.

En un momento dado del desarrollo, y después de haberse diferenciado
un cierto nimero de hojas (variables segin el cultivar y las condiciones del
medio), el meristema experimenta una accién hormonal que detiene la
diferenciacion de brotes foliares y determina la de la inflorescencia. En forma
simultanea, se produce la proliferacion del apice, originandose el tallo verdadero
o eje floral, que comienza a crecer en el interior del pseudotallo, mientras que
en su extremo apical, la inflorescencia se desarrolla y engrosa hasta aparecer

en la parte superior del pseudotallo. Ese es el momento de la emergencia del




racimo, el cual pende en posicion invertida para su posterior desarrollo
(Simmonds, 1966; Sanchez,1987). |

La inflorescencia del banano es bastante compleja. A lo largo del eje se
hallan dispuestas en hélice las bracteas, donde cada una de ellas cubre un
grupo de flores desprovistas de bractea individual y situadas en dos filas
pareadas (se le denomina mano, al conjunto de frutos de estas dos hileras).

Segun la sistematica botanica, las bananeras productoras de frutos
comestibles son plantas del grupo Liliopsida, orden Scitaminales, familia
Musaceae, la cual estd formada por las subfamilias Heliconioideae,
Strelitzioideae y Musoideae. Esta ultima incluye el género Ensete, o género
Musa, constituido por 4 series o secciones: Australimusa, Callimusa,
Rhodochlamys y Eumusa (Simmonds, 1933).

La serie Eumusa es una de las mas importantes, ademas de estar
formada por un gran nimero de géneros, presenta una amplia distribucién
geografica y contiene especies comestibles ( Filho et al, 2000).

a) La clasificacion propuesta por Cheesman (1948) para el
genero Musa, es aceptada actualmente en el mundo entero,
esta basada en el numero basico de cromosomas, dividido en
dos grupos de la siguiente manera: especies con n = 10
cromosomas pertenece a la seccion Australimusa y Callimusa;
las especies con un n = 11 cromosomas integran la serie

Rhodochlamys y Eumusa. Las especies que componen




estas dos Ultimas secciones son las que presentan
potencialidades como germoplasma Util en el mejoramiento
genético de variedades cultivadas.

La mayoria de los cultivos de bananas se originaron en el continente
asiatico, habiendo tenido evolucién a partir de las especies diploides salvajes
M.acuminata y M. balbisiana. Presentan tres niveles cromosomicos distintos:
diploides, triploides y tetraploides, los cuales corresponden respectivamente a
dos, tres y cuatro multiplos del nimero basico del genoma de 11 cromosomas.

El origen de los bananos triploides, a partir de diploides vy tetraploides
resulta por cruzamientos experimentales ( Filho et al, 2000).

En la evolucion de las bananas comestibles tomaron parte principalmente
dos especies diploides salvajes: M. acuminata'y M. balbisiana, de modo que
cada cultivar debe contener combinaciones variadas de genomas completos de
las especies emparentadas. Ese genoma se denomina por la letra A (M.
acuminata) y B (M. balbisiana), de cuyas combinaciones resultan los grupos
AA, BB, AB, AAA, AAB, AAAA, AAAB AABB y ABBB ( Filho et al, 2000).

En Venezuela, estan representados la mayoria de los grupos de bananos
cultivados, que pertenecen a la serie de cultivares de la Seccion Eumusa,
dentro de los cuales se sefiala una gran cantidad de cultivares del grupo AAA,
un menor numero del grupo AAB, pocos del grupo ABB y algunos clones

AA ( Haddad y Borges, 1973).




El grupo AA, representado en Venezuela por el “Titiaro”, si bien hasta el
momento no ha sido de gran importancia econémica, es uno de los mas
aceptados por el gusto del venezolano, debido a su agradable sabor. Dentro del
grupo AAA, se encuentra el Subgrupo Cavendish, donde estan representados
los cultivares de mayor interés para el comercio bananero mundial. El grupo
AAB ( Subgrupo platanos y afines) también es considerado de gran importancia
economica.

El grupo ABB, al cual pertenecen los “Topochos™ (Bluggoe), aunque muy
populares en el pais, aun no han sido utilizado en escala comercial.

El banano para Venezuela constituye un importante renglén para el
comercio internacional de frutas, representando por otra parte el sostén en la
economia de muchos paises tropicales ( Pérez, Haddad y Wagner, 1989).

El cultivo de musaceas se desarrolla en forma general en regiones
ubicadas desde el nivel del mar hasta 1.700 metros de altura, dependiendo de
la variedad.

Una temperatura promedio adecuada para este cultivo es de 26°C, pero
puede desarrollarse también entre los 20 - 28°C. Requiere de una precipitacion
anual de 1800- 2800 mm. a lo largo del afio, alta luminosidad y deben
encontrarse en suelos sueltos, profundos y ricos en materia organica, con
buena capacidad para retener humedad y con pH fluctuante entre 6.0 y 7.0.

En los Ultimos afios ha crecido el interés por el cultivo de las musaceas y

se ha hecho mas amplia su explotacion al igual que las labores extensivas, lo
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cual ha mejorado notablemente su produccion (Gerth, 1991). No obstante,
existen diversos problemas que presenta este cultivo, debido al ataque de
insectos- plagas (FUSAGRI, 1977; Sanchez, 1987; Surga, 1998; Fouré, 1989 y
Vasquez y col., 1990).

b.)Sigatoka Amarilla:

b.1.)Antecedentes de la Sigatoka Amarilla: el hongo causante de esta
enfermedad se denomina Cercospora musae Zimm en su fase imperfecta o
asexual, el cual fue reportado por primera vez en 1902; y Mycosphaerella
musicola en su estado perfecto o sexual, reportado en 1941 (Calpouzos, 1955).

El estado asexual del hongo causante de la Sigatoka fue descrito por
primera vez por Zimmermann en 1902 con material obtenido de Java al cual
denominé  Cercospora musae Zimm. Este hongo no fue reportado como
causante de serios problemas en plantaciones de banano sino hasta 1911,
debido a que plantaciones de Gros Michel en el Valle de Sigatoka de Fiji, se
encontraron severamente afectadas. Fue en este momento cuando Ila
enfermedad se catalogd como de importancia econdémica, denominandola
“enfermedad de la Sigatoka” (Calpouzos, 1955).

Masee (1914) describié el estado asexual Cercospora en una nueva
especie, a la que denomind Cercospora musae. Sin embargo, esta descripcion
fue idéntica a la realizada por Zimmermann en 1902, por lo que el nombre que

le fue asignado inicialmente es valido.
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Posteriormente, en Australia en 1925, Bensen la llamo “Mancha de la
Hoja" y la considerd de naturaleza esporadica (Calpouzos,1955).

Sin embargo, algunos afios después Dickson (1928) y Simmonds (1928)
reportan que en Australia, la Sigatoka comienza a representar un serio
problema para las plantaciones de banano.

En 1933, la enfermedad fue reportada por Simmonds en Malaya.
Posteriormente, en periodo de 1932 — 1934 fue encontrada por primera vez en
Surinam y Trinidad (Popenoe, 1939; Wardlaw, 1934)

Alrededor de 1938, la Sigatoka se hace presente en importantes paises
productores de Banano en la zona caribefia (Dunlap, 1950).

Durante el periodo comprendido entre 1936 — 1938 se implanto el primer
control de esta enfermedad por medio de aerosoles en Centroamérica y
algunas plantaciones de la India (Dunlap, 1950). Sin embargo, debido a lo
costoso de la metodologia sélo pudo ser utilizado por compafias bananeras
con grandes recursos financieros. En 1939 Wallace reporta la enfermedad en
Uganda y Tanganyika. (Calpouzos, 1955).

En Brasil fue encontrada inicialmente en el Estado de Amazonas, en
1944, extendiéndose, posteriormente a todos los estados brasilefios
(Kimati,1997) , y alrededor de 1955, en Ecuador y Perti (Dunlap, 1950; Dieguez,
1953 y Christie, 1954).

En la actualidad, la Sigatoka se encuentra presente en las mas

importantes regiones bananeras de la zona tropical del mundo.
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Cambell en 1920 en Fiji, realizd el primer aislamiento en cultivo puro de
la fase asexual denominada C. musae (Calpouzos, 1955).

Simmonds 1933, llevé a cabo estudios fisiolégicos preliminares sobre el
hongo. Stahel (1937) investigo la forma como el hongo infecta la hoja de
banano, y Meredith y Butler (1939), los primeros en encontrar conidios de
C.musae en cultivos puros. Posteriormente, Leach 1941 encontrd un estado
modificado del desarrollo de C.musae, el cual llamé Mycosphaerella musicola.
Leach 1946, sefala los posibles mecanismos de infeccién por conidias y
sugiere la importancia de las ascéspbras como causantes de epidemias de esta
enfermedad. En 1953, Fernandez demostré que el patégeno causante de la
Sigatoka requiere de ciertas vitaminas para su crecimiento.

Folgueras y Ramos (1990), realizaron el aislamiento de la toxina
implicada en el desarrollo de la enfermedad a partir de cultivos puros de
Mycosphaerella musicola.

b.2.)Caracteristicas:

La industria bananera de los paises tropicales se ha visto seriamente
afectada por la enfermedad denominada Sigatoka amarilla, la cual es causada
por el hongo Mycosphaerella musicola.

Esta enfermedad se encuentra muy difundida en todas las zonas
bananeras, a la cual son especialmente susceptibles los cultivares del sub-

grupo Cavendish, sub-grupo Morado y los clones “Manzano” y “Titiaro”,
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mientras que los topochos y platanos presentan mayor resistencia
(Trujillo,1994).

Esta enfermedad de las hojas de los bananos, se presenta en todas las
regiones del mundo donde crece este cultivo, y es conocida con muchos
nombres comunes, tales como “Candelilla de la hoja”, “Quemazon del follaje” y
“Mancha cercéspora”.

La infeccion por Sigatoka ocurre en hojas jovenes de la planta, y se
caracteriza por una leve decoloracion en forma de punto entre las nervaduras
secundarias de las hojas jovenes. Esta decoloracion se amplia, formando
estrias de color amarillo. Con el tiempo, estas estrias crecen, formando
manchas necréticas, elipticas y elongadas, dispuestas paralelamente entre las
nervaduras secundarias de las hojas. Desarrollada la lesién se presentan unos
centros deprimidos o secos, de coloracion parda, rodeada por un aro amarillo.
(Figura 1).

Las lesiones a medida que se van desarrollando van pasando por varios
estadios (Tabla 1):

Estadio I, es la fase inicial, se observan unas manchas de
aproximadamente 1mm, la decoloracion de las hojas es leve.

Estadio Il, se observan manchas de varios milimetros de longitud, la
decoloracion en las hojas es mas intenso.

Estadio lll, Se observan manchas nuevas y algunas presentan forma

ovaly la coloracion es levemente parda, presenta contornos muy mal definidos.
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Estadio IV, se caracteriza por la paralizacion del crecimiento del micelio
del hongo, aparicién de un aro amarillo envolviendo la mancha. Se inicia la
esporulacion del patégeno.

Estadio V, fase final en cual la mancha es de forma oval y alargada, con
unos 12 a 15 mm de ancho y de 2 a 5 mm de largo. El centro esta formado por
tejido seco y con una coloracion parda.

A partir del estadio de la mancha, se puede observar las fructificaciones
del hongo en forma de puntos negros. En estadios avanzados, la enfermedad
se caracteriza principalmente porque existen ataques severos, en donde,
ocurren una cohesion de lesiones y por tanto una gran cantidad de area foliar
es comprometida, teniendo un efecto mas drastico sobre las mismas, en la cual
existe una muerte prematura de sus hojas (Kimati et al,1997).

El hongo Mycosphaerella musicola presenta dos tipos de esporas, una
de origen sexual o ascospora (bicelular e hialino) y otra de origen asexual o
conidio (largos, multiseptados, producidos por los conidi6foros reunidos en un
esporodoquio).

Los peritecios de este hongo pueden permanecer durante periodos no
muy prolongados de sequia en las hojas viejas del banano. Al volver las lluvias,
los peritecios embeben en agua y se activan; las ascas se levantan una a una
hasta el ostiolo y expulsan las ascosporas, que son arrastradas por corrientes
de aire en todas direcciones. Las ascosporas que se depositan en hojas

jovenes de banano, se adhieren a la cuticula de la hoja y ahi germinan. El tubo
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germinativo se extiende sobre la cuticula y penetra por un estoma hasta
alcanzar la cavidad subestomatica, en donde se ramifica. En el punto en donde
se inicié la infeccion aparece luego una mancha amarillenta, que crece y se
torna oscura casi negra. En estas lesiones se producen esporodoquios, que
son grupos de conidioforos que emergen por los estomas y corresponden a la
fase asexual del hongo. Los conidios que se forman sobre los conidiéforos, son
hialinos y multicelulares. Se diseminan por el salpique del agua de lluvia, y de
esa manera contribuyen a que la enfermedad se extienda a las hojas vecinas.
También penetran preferentemente en hojas jovenes (Gonzalez, 1976).

En tanto, las lesiones han seguido expandiéndose y empiezan a secarse
en el centro y en las areas de la hoja donde hay muchas lesiones (&pice y
borde) se forman grandes parches necroticos. Debido a esto, el vigor de la
planta, asi como el peso y la calidad de la fruta, se reducen proporcionalmente
al area foliar necrosada.

En las lesiones maduras, donde el tejido seco aparece casi blanco,
empiezan a desarrollarse los peritecios y los esporangios; ambas son
estructuras de forma globosa, inmersas en tejido seco. Los espermogonios
producen espermacios, pequefias esporas no infecciosas que funcionan como
gametos masculinos. Cuando llueve, el agua arrastra los espermacios y
muchos van a dar a los protoperitecios; entonces ocurre la fertilizacion,
formandose nuicleos diploides en las células madres ascales. En los peritecios

fertilizados se desarrollan entonces varias ascas, cada una con ocho
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ascosporas. Cuando maduran las ascosporas y se mojan los peritecios, las
ascosporas son expulsadas una a una. Este ciclo se repite una y otra vez
durante la estacion lluviosa, simultaneamente con el ciclo asexual de
conidioforos y conidios ( Gonzalez,1976).

Existen diferencias significativas entre los conidios y las ascésporas del
agente causal de la Sigatoka Amarilla del banano, las cuales son sefaladas en
la Tabla Ill.

En los meses donde la Sigatoka Amarilla ataca con mayor intensidad , el
agricultor que no controla la enfermedad se ve obligado a entregar la cosecha
a precio mas bajo, y en ocasiones, se ve precisado a dar manos dobles por el
valor de una, ya la que la maduracion temprana de los racimos no proporciona
el tiempo necesario para el desarrollo adecuado de los mismos, donde pueden
adquirir el peso y el tamafio correspondiente.

De acuerdo con lo dicho anteriormente, aunque la Sigatoka Amarilla no
necesariamente mata al hospedero, esta enfermedad puede incidir de manera
directa en el desarrollo anormal de los frutos, debido a la destrucciéon de un alto
porcentaje de areas verdes de las hojas de la planta hospedera, afectando
drasticamente la economia de los pequefios y grandes productores de

musaceas.
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c.)Control biolégico de Hongos:

c.1.) Antecedentes:

El valor del control biolégico como un método para la supresion de
plagas fue demostrado en forma conveniente con el control de la Icerya
purchasi por la vedalia en 1889. Es de interés sefialar que después de que
Koebele fue a Hawai, en 1897, hizo los primeros trabajos practicos con una
enfermedad que atacaba insectos, controlandola con el hongo Metarrkiziun, y
posiblemente realizo el primer trabajo de control biolégico de malas hierbas
cuando en 1902, envid insectos que se alimentaban de la Lantana de México a
Hawai. Después de este primer periodo, muchos paises iniciaron proyectos de
control biologico y obtuvieron resultados tan satisfactorios que alentaron a
continuar apoyando este tipo de investigacién. Los adelantos mundiales desde
1900 han sido muy extensos y solamente se hace mencién a algunos de ellos
(De Bach,1968).

El uso de la expresion “control biologico” es reciente, no aparece en los
primeros escritos de autores americanos y britanicos. En su lugar, se

1

encuentran expresiones tales como “ el uso practico de insectos” y Smith
(1919), citado por De Bach en 1968, escribié sobre ciertas fases de control de

insectos por métodos biolégicos y usé el término de “control bioldgico”. En el
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siguiente afio Smith y Armitage (1920), citado por De Bach en 1968, usaron el
término en el titulo de un escrito Biological Control of Mealybugs in California.
Aun en este reporte no se habia adoptado completamente el término porque
describian la forma de exterminar las chinches harinosas por el “método
biol6gico” o "parasitico”. Aunque parece ser que ésta fue la primera vez que se
uso la expresion control bioldgico, no tuvo una aceptacion inmediata. Tres afios
después, cuando el trabajo dirigido por H. S. Smith fue transferido a la
Universidad de California, la recién creada divisién fue denominada, Divisidén de
Investigaciones de Insectos Benéficos. El Indice del American Economic
Entomology no sefiala a ningtn control biolégico hasta la edicién 1925-29,
publicada en 1930. Sin embargo, a pesar de lo que tardé en aparecer,
actualmente la expresion “control biologico” es muy usada y comprendida por
todo el mundo (De Bach,1968).

En el caso del control de microorganismos con extractos de plantas,
tambieén existen antecedentes remotos, asi por ejemplo se sabe que los
egipcios empleaban aceites de canela, clavo y cassia dentro del proceso de
momificacion de sus muertos. (Bullerman et al., 1977).

En Japon y la India, existe un uso tradicional de compuestos naturales de
origen vegetal para la preservacion de alimentos (Singh et al.,1980).

Del conocimiento empirico han surgido innumerables propiedades de las
plantas y su diversidad quimica ha contribuido en gran parte al desarrollo

industrial. La industria de los pesticidas agricolas tuvo como base en sus inicios
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la utilizacion de plantas como el tabaco, crisantemo, pero posteriormente con el
desarrollo de los productos sintéticos se abandoné su uso. A pesar del limitado
desarrollo de las investigaciones realizadas en esta area, Grainge y Ahmed
(1988) han demostrado que existen alrededor de 2400 especies de plantas con
propiedades contra plagas agricolas, incluyendo desde malezas y roedores,
hasta &caros, pasando por insectos, nematodos, hongos, bacterias y virus. El
conocimiento quimico de los vegetales ha dilucidado la estructura de
aproximadamente 10000 metabolitos secundarios y se calcula que podrian
existir alredor de 400000 de ellos (Swaminathan, 1988).

En Mexico, se tienen antecedentes del uso de polvos vegetales para el
control de insectos que son plagas de granos almacenados, como una técnica
tradicional transmitida verbalmente de generacién en generacion (Lagunes y
Rodriguez, 1989).

De microorganismos fitopatogenos existe informacion sobre alrededor de
400 plantas con propiedades contra 147 especies de hongos, y otras plantas
contra 23 taxas de bacterias, 19 virus y 43 especies de nematodos (Grainge y
Ahmed,1988).

Utilizando microorganismos se realiza un biocontrol de Botrytis cinerea,
la cual causa pérdidas en la produccién de violetas de los Alpes, debido a que

causa podredumbre a los en los tejidos aéreos (Rivera et al, 2001).
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Para el control biolégico del Fusarium oxysporum se utilizan cepas de
Tricoderma harzianum, teniendo ésta un efecto inhibitorio en pruebas in vitro,
debido a la produccion de metabolitos (Falico et al, 2001 ).

El control de Penicillium digitatum en postcosecha de citricos se logra
mediante el curado, el cual consiste en mantener el producto en un periodo
de tiempo determinado (1 - 3 dias) a una temperatura elevada (>30° C) con el
objeto de reducir la incidencia de podredumbre (Vifias et al, 2001 }

Los aceites constituyen un tipo de metabolito secundario de plantas que
tienen gran importancia econémica, ya que es utilizada en diversas ramas de la
sociedad, destacandose el sector alimenticio, farmacéutico y perfumeria.
Actualmente, la accién fungicida de esos aceites es bien estudiada para
controlar algunos hongos que son fitopatégenos (Salgado et al,2001 ).

De igual forma, hay alrededor de 50 familias de plantas en las que se han
encontrados especies antifingicas destacandose entre ellas el Ajo (Allium
sativum) y la Cebolla (Allium cepa), con compuestos azufrados como principios
activos. Estas especies destacan con un amplio espectro accion (Montes
Belmont,1997).

c.2.) Importancia:

Son numerosas las investigaciones que se estan realizando actualmente
basadas en el control biolégico de plagas. El mundo ha despertado ante los

avisos de la comunidad cientifica, ante el dafio inminente provocado al




21

ecosistema por el uso de pesticidas, fertilizantes, en fin una amplia gama de
productos quimicos que son utilizados para mejorar algunas cosechas,
ignorando sus efectos secundarios ante la rapida respuesta que estos trae al
problema primario. Todos estos productos quimicos acabaran no sélo con los
individuos a los cuales se queria atacar originalmente, sino también a quienes
se alimentaban de ellos, rompiendo luego importantes cadenas alimenticias.
Adicionalmente, estos productos desembocaran en las fuentes de aguas
contaminandolas, matando todos los seres vivientes que alli se encuentran, y
acelerando de esta manera el proceso de eutroficacién de los lagos. Ademas en
los alimentos quedan residuos de estos productos quimicos que pasan

directamente al consumidor, lo que puede traer consigo intoxicaciones.
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IV. MATERIALES Y METODOS

La investigacion que se plantea a continuacién, se realizé en base al
hongo Mycosphaerella musicola, causante de la Sigatoka Amarilla, el cual es
un agente patdégeno de las hojas de las plantas de musaceas. Por tanto, se
realizd un diagnéstico de la enfermedad en la planta, con el objetivo de
identificarla y aislarla para el trabajo en el laboratorio. Este hongo ha sido
detectado en cultivos de importancia econémica para Venezuela.

a)MATERIAL FITOPATOLOGICO

a.1) Coleccion del material: el hongo se aislé de cultivos de muséaceas,
especificamente plantas de banano triploides variedad Pineo Gigante (AAA),
que presentaban la enfermedad denominada Sigatoka Amarilla en el
estadio | y Il (Tabla I). Las plantaciones de banano se encontraban en un
terreno ubicado en el sector el Cuji en Los Altos de la Mariposa, el cual
pertenece al Instituto de Estudios Cientificos y Tecnolégicos (IDECYT) de la
Universidad Nacional Experimental Simén Rodriguez (UNESR).

Dicha plantacion de banano contaba con aproximadamente 15 individuos
que presentaban la sintomatologia de la enfermedad mencionada
anteriormente, a partir de los cuales se tomaron muestras para el aislamiento

del hongo Mycosphaerella musicola.
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b.1) Seleccion del material vegetal: |a seleccion de una planta que puede
ser utilizada en un proceso de control biolégico depende de una serie de
factores, ya que ademas de su eficiencia para el combate de una enfermedad,
debe determinarse las partes de la planta mas adecuadas para este proceso.
Este procedimiento se realiza tomando en cuenta una serie de factores tales
como: mayores concentraciones del principio activo, dosis 6ptima; rango de
patdgenos que son capaces de combatir; cantidad de material vegetal
necesario para hacer rentable la utilizacion de la planta en proceso de control
de la naturaleza, respuestas que dan sus principios activos al combinarse con
otros extractos; pruebas toxicolégicas y produccion masiva de metabolitos; los
cuales pueden dar respuestas ecoldgicamente inocuas (Montes Belmont,
1997).

Ademas, se debe tener conciencia que el uso de extractos vegetales tiene
ciertas limitaciones tales como: disponibilidad de la planta y peligro de que
existan en el extracto, componentes tdxicos que pudieran alterar el cultivo al
cual se le estd aplicando el control (Montes Belmont, et al 1997).

No obstante, debido a su naturaleza biodegradable y por el conocimiento
cultural que tienen las personas que trabajan la tierra, presentan buenas
perspectivas en el momento de su aceptacién como agentes fungicidas
(Montes Belmont,1996). Las caracteristicas de las plantas en estudio se

describen en la Tabla |.
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b.1.1) Ajo (Allium sativum): especie monocotiledénea que se ubica dentro
de la familia Liliaceae. Es una especie perenne que se cultiva anualmente, a
través de propagacion agamica, debido a que los clones cultivados no
producen semillas. El sistema radical es totalmente adventicio a partir del
bulbo o diente. Las raices son numerosas, finas (0.5 a 2 cm), superficiales, con
escasas ramificaciones secundarias y desprovistas de pelos radicales. El
sistema caulinar es erecto, bajo (menor de 1 m) y esta compuesto de tallo,
unas pocas hojas y, eventualmente, de un bulbo y una inflorescencia (Rama,
1994).

El tallo es subterraneo, corto - comprimido y cubierto por la base de las
hojas, que se forman a partir de la yema apical. A partir de él se generan
numerosos primordios radicales que conforman el sistema radical adventicio de
la planta. Las hojas son opuestas, enfundadas o tubulares en la base, con un
poro que permite la emergencia de la ldmina de las hojas siguientes. A partir
del poro, la ldmina es lanceolada y de seccién angular, con una cuticula
cerosa. El conjunto de partes enfundadas de las hojas da origen al bulbo y a lo
que se conoce como falso tallo del ajo. El bulbo del ajo esta compuesto de
varios bulbillos, desde 1 a méas de 30, que se encuentran protegidos por las
hojas mas viejas de la planta (Rama, 1994).

El ajo se destaca por su alto contenido de materia seca, que puede variar

entre 30 y 50%. De igual forma, presenta un alto contenido de compuestos




26

azufrados que le dan un olor y sabor caracteristico que distinguen a la familia
a la que pertenece (Rama, 1994).

El olor y sabor caracteristicos del ajo explican su uso como saborizante en
las comidas, pero otro uso, quizds mas antiguo, ha sido como medicina. Esto
debido a sus reconocidos efectos farmacolégicos, algunos de los cuales, como
su poder bactericida, fungicida, su accién anticoagulante y anticolesterol, y sus
efectos benéficos en el tratamiento de asma, cancer y diabetes y otros.
( Horticom [on line])

b.1.2) Cebolla (Allium cepa): especie monocotileddnea que se ubica
dentro de la familia Liliaceae. Es una especie bienal bajo las condiciones
habituales de cultivo, su sistema radical profuso superficial, casi en su totalidad
adventicio, de raices finas (0.5 a 2 mm), y pocas ramificaciones secundarias,
desprovistas de pelos radicales. El sistema caulinar es erecto, de poca altura
(menor de 1 m, excepto inflorescencias) y est4 compuesto de un tallo, unas
pocas hojas y, eventualmente, de un bulbo y de una o mas inflorescencias. El
tallo es subterraneo, corto — comprimido, y se encuentra cubierto por las bases
de las hojas que se generan a partir de su yema apical, a su vez en él se
generan numerosos primordios radicales que dan origen al sistema radical
adventicio de la planta. Las hojas, opuestas, son enfundadas en la base, por lo
que cubren el apice, y presentan un poro que permite la emergencia de las
hojas mas jovenes. A partir del poro, la lamina es lanceolada y tubular, hueca,

y con cuticula altamente cerosa. El conjunto de partes enfundadas de las hojas
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dan origen al bulbo y a lo que se conoce como falso tallo de la cebolla. Los
bulbos son estructuras de reserva que se forman al final de la primera
temporada de crecimiento, en respuesta a condiciones de fotoperiodo creciente,
y son el resultado de la acumulacion de carbohidratos y otros compuestos de
reserva en la base de las hojas (Rama, 1994).

La estructura de los bulbos esta conformada por el tallo, una a tres catéfilas
externas que se originan de hojas con lamina, las que se secan y sirven de
proteccion, un numero variable de catafilas engrosadas, usualmente cuatro,
provenientes también de hojas con lamina, y tres a cuatro catafilas engrosadas
sin lamina, las que a su vez envuelven a entre cuatro a cinco hojas que recién
inician su desarrollo (Rama, 1994).

Las cebollas tienen un alto contenido de agua y bajo porcentaje de materia
seca ( 8 % a 10%, y hasta mas de 20% en cebollas para deshidratacion),
carbohidratos, proteinas y lipidos. Sin embargo, tiene un olor y sabor
caracteristicos, asociados a compuestos azufrados que actian como
precursores de diversos compuestos volatiles. Estos compuestos son S-
alcenil sulfoxidos de cisteina, dominando en cebolla el S- (1- propenil), S- propil
y S metil sulféxido de cisteina, los que al dafiarse la célula reaccionan, bajo la
presencia de alianza (S - alcil- L — sulféxido de cisteina liasa), para liberar
acido sulfénicos, amoniacos y piruvato. Estos &cidos se degradan para formar
un amplio grupo de productos de fuerte olor y sabor. La presencia de estos

compuestos caracteristicos hace que las cebollas sean atractivas para muchos
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consumidores y da origen a una demanda permanente de producto natural e
industrializado (Horticom [on line])

b.1.3) Neem (Azadirachta indica): el arbol del Neem es una planta de la
familia Meliaceae. Es un arbol mediano que puede alcanzar desde 8 a 15
metros de alto, su tronco es recto y puede medir entre 30 y 80 centimetros de
diametro, tiene una copa redonda y densa. Es un arbol “siempre verde”, o sea,
que mantiene sus hojas durante todo el afio (OIKOS, 2000). Tanto las hojas,
como el tallo o las semillas del Neem estan compuestas por triterpenoides, los
cuales se dividen en nueve grupos distintos: los grupos azadirone,
amoorastatin, vepinin, vilasinin, c-seco meliacin, nimbin, nimbolinin, salannin y
azadirachtin.

El Neem tiene innumerables usos entre los cuales se pueden destacar:

- Insecticida natural: debido a que interfiere con la accién de las
hormonas juveniles elaboradas por los propios insectos para avanzar
de un estado de vida al proximo.

- Actividad antigustativa o supresora de la ingestion: esta actividad es
muy importante en la agricultura puesto que protege el cultivo al inhibir
su ingestion por las plagas presentes.

- Actividad repelente: olor caracteristico del extracto, debido a la
presencia de compuestos triterpenoides, que ahuyenta las plagas del

cultivo tratado (OIKOS, 2000).
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c) OBTENCION DE EXTRACTOS VEGETALES

c.1)Extractos en forma de polvo: se seleccionaron partes especificas de
las plantas a trabajar, es decir, el bulbo de cebolla, los dientes de ajo y las hojas
de neem. Posteriormente se dejaron secar en el horno o estufa por 72 horas a
una temperatura menor a 60° C, y luego se pulverizaron en un mortero.
(Montes Belmont, 1997)

c.2)Extractos con solventes organicos: para extraer los compuestos
activos que poseen las plantas a utilizar, se emplearon dos solventes de
diferentes grado de polaridad, uno altamente polar como el agua, y uno de
menor polaridad como el Hexano (Monte Belmont, 1997).

c.2.1)Preparacion de extractos con solventes organicos a diferentes
concentraciones: en el caso del agua se agregaron 5, 10 y 20 gr. de polvo
respectivamente, por cada litro de agua destilada. Posteriormente, el extracto
en polvo se dejo remojando durante 12 horas y se procedio a la filtracién de
cada una de las concentraciones. En el caso del Hexano, se agregaron por
cada litro de Hexano 5, 10 y 20 gr. del polvo respectivamente. Luego se dejo
hervir durante 5 minutos y posteriormente se filtrd6 como en el caso del agua

(Montes Belmont, 1997).
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d)EVALUACIONES “In Vivo” e “In Vitro”

d.1.) Evaluacion “In Vitro™ para la realizacion de las evaluaciones in vitro
se utilizé una poblacion de 10 muestras por cada tratamiento, por tal motivo,
para obtener un valor fiable se promediaron los resultados obtenidos en los
diversos tratamientos.

d.1.1) Obtencién del control: para comparar el efecto causado por los
extractos de Ajo, Cebolla y Neem en los hongos cultivados se realizé una curva
patron del desarrollo del hongo in vitro, en la cual se midi4 su patréon de
crecimiento. Con este objetivo, se cuantific6 su area de crecimiento en
capsulas de petri con 25 ml de medio de cultivo PDA, y el nimero de esporas
generadas a las 48, 96, 144 y 192 horas de haber sido sembrado el hongo.

d.1.1.1.)Determinacién del area: se rotulé el borde que delimitaba el
crecimiento del hongo en cépsulas de petri, utilizando hojas de acetatos que,
posteriormente se recortaban y pesaban en una balanza analitica
(Marca OHAUS). Este peso fue utilizado para calcular el area de crecimiento del
hongo, tomando como referencia el peso de 1 ¢cm? del mismo material. Las
mediciones fueron realizadas a las 48, 96, 144 y 192 horas de haber sido
sembrado el hongo en estudio.

d.1.1.2)Contaje de esporas: la determinacion de las esporas en cada
experimento se realizé utilizando una pipeta pasteur esterilizada, cuyo diametro

es de 0.1 cm. Las muestras fueron tomadas luego de 48 horas de la siembra
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del hongo, en una camara de flujo laminar (Marca: Microflow Pathfinder
Intermed). Posteriormente, se le agrego a la pipeta pasteur 100 microlitros de
agua destilada con la ayuda de una micropipeta. De esta manera, el contenido
de la pipeta fue vaciado en un tubo ependorf. Posteriormente, este se agito en
un vortex (Marca: Maximi thermoline), con el objeto de dispersar las esporas
por toda la solucion. Luego con la ayuda de una micropipeta se tomaron 10
microlitros de la solucién y se afiadieron en una camara de Neubauer para su
conteo. Es importante destacar que el numero de esporas contadas se
multiplicd por 10, el cual es el factor de conversion de la camara, lo que
permitio determinar el nimero de esporas que se encontraban en 0,1 ml de
solucion. Se realizo el contaje de esporas a las 48, 96, 144 y 192 horas de
haber sido sembrado el hongo.
d.1.1.3.)Registro en el Microscopio Electrénico de Barrido: se realizaron
observaciones al Microscopio Electrénico de Barrido con el fin de determinar la
estructura morfolégica del hongo Mycosphaerella musicola. Para la realizacion
de dichas observaciones se procesé la muestra a través de los siguientes
tratamientos:
- Separacion de la muestra a tratar: se extrajo un area de 3 mm? del
hongo que se encontraba sembrado en placas de petri con medio de
cultivo.PDA. Este proceso se realizd en una campana de flujo laminar,

para evitar la contaminacion de la muestra con otros microorganismos.
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Colocacion de fijadores: Se introdujo la muestra en una solucion de
Glutaraldehido al 2,5% por 24 horas. Posteriormente, se procedié a
lavar con un Buffer fosfato, cuya concentracién es de 0,1 My pH 7,2 en
dos ocasiones durante 10 minutos cada uno. Luego se fijo con tetroxido
de osmio (OsO4) al 1% en el mismo buffer por 3 horas. Pasado ese
lapso de tiempo se lavé dos veces la muestra con agua destilada,10
minutos cada una.

Deshidratacion de la muestra: se introdujo la muestra en de
diferentes  concentraciones de alcohol que aumentaban
progresivamente de 70% a 95% . Posteriormente, la muestra se colocod
en alcohol al 100% dos veces, para asegurar que no exista agua en la
muestra.

Determinacion de punto critico: este proceso permitio la
deshidratacién total de la muestra y sacar el alcohol al 100% , de tal
forma que ésta quedara seca y conservara su estructura tridimensional.
Montaje de la muestra: la muestra fue colocada sobre el porta
muestras de barrido, y debajo de ésta se afiadi6 una tira de cinta de
carbon, se afiadio pintura de plata en la parte lateral de la muestra para
que funcionara como contacto. Luego se hizo un cubrimiento metalico
con platino. Posteriormente, se realizaron observaciones al Microscopio

Electronico de Barrido utilizando diferentes aumentos en el siguiente
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rango (1560X — 25000X) utilizando un Microscopio Electronico de
Barrido Marca: Hitachi, Modelo S-4500.
- Registros fotograficos de la muestra: se realizaron registros
fotograficos de las muestras fijadas, utilizando diferentes aumentos.
d.1.2.)Aplicacion de extractos: para el estudio de cualquier fitopatdgeno
es conveniente tener una vision amplia en cuanto a su efecto en germinacion de
esporas, desarrollo micelial, esporulacion e infeccion. Por tal razén, los
extractos se aplicaron de las siguientes maneras:
d.1.2.1.)Extracto Incorporado al medio de cultivo: los extractos
obtenidos fueron pasados por filtros bacteriolégicos antes de ser agregados al
medio de cultivo (Kenneth, 1986).

De los extractos procesados con los solventes agua y Hexano, en sus
diferentes concentraciones (5, 10 y 20 gr./l.), se agregaron 2 ml del extracto a
25 ml del medio de cultivo. Este se agregd cuando la temperatura del medio de
cultivo estaba ubicada en 45 ° C. Posteriormente, el medio con el extracto
incorporado se agregd en capsula de petri. Posteriormente al solidificar el medio
se sembro6 el hongo Mycosphaerella musicola .

d.1.2.2.)Extracto Agregado sobre el hongo: luego de un periodo de 96
horas de haber sido sembrado el hongo, se agregaron 2 ml de los extractos

sefalados anteriormente sobre el hongo en crecimiento.
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d.1.3.) Evaluacién de la eficiencia de cada extracto:

d.1.3.1.) Técnica de la pesada: |a evaluacion se realizo a las 48, 96, 144 y
192 horas de haber sido efectuada la siembra del hongo. Este procedimiento
se realizo para las muestras experimentales y los controles.

d.1.3.2) Contaje de esporas: se realiz6 a las 48, 96, 144 y 192 horas de
haber sido efectuada la siembra del hongo. Este proceso, se realizo de igual
manera, para muestras experimentales y muestras controles.

d.1.3.3) Registro en el Microscopio Electréonico de Barrido: se extrajeron
diferentes muestras del hongo sometido a los tratamientos con los diferentes
extractos utilizados. Las muestras para realizar estos registros se tomaron
luego de la primera aplicacion de los extractos estudiados. Posteriormente se le
realizo el tratamiento necesario para la observaciéon de muestras al Microscopio
Electronico de Barrido explicado anteriormente, y luego se realizaron los
registros fotograficos del hongo en aumentos que van desde el siguiente rango
(1560X — 25000X). Este proceso se realizd con el objeto de visualizar el efecto
de los extractos sobre la morfologia del hongo.

d.2.) Evaluacién “In Vivo™ las plantas de musaceas utilizadas para las
pruebas “in vivo" fueron plantas de banano triploides variedad “Pineo Gigante”
(AAA),que son susceptibles a la Sigatoka Amarilla.

d.2.1.)Selecciéon del material vegetal: el conocimiento de Ila

enfermedad y del proceso de la infeccion es importante tanto para plantaciones
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no tratadas con productos quimicos, como para aquellas donde se lleva un
riguroso régimen de aspersiones. Mediante la relacién entre el promedio del
numero de hojas/ planta y el de la hoja mas joven manchada, se puede
determinar la situacion de la plantacion para un momento dado (Cordero, 1989).

Para la realizacion de las pruebas “in vivo”, se enumeraron las hojas
jovenes de 12 plantas de banano, las cuales presentaban la enfermedad en el
estadio | y Il (Tabla Il). En ese momento, las hojas presentaban una leve
decoloracion en forma de punto entre las nervaduras secundarias desde la
segunda y cuarta hoja a partir de la hoja bandera, que también presentaba
estrias de tonalidad amarilla.

La numeracion se realizé de arriba hacia abajo tal como se sefiala en la
(Figura 3). En el caso de las plantas atn sin florecer se considera hoja numero
uno a la ultima hoja emitida que esté al menos dos tercios desplegada, segun
la metodologia propuesta por Cordeiro et al, (2000). Las hojas subsecuentes
seran enumeradas en edad creciente. (Figura 14-B). En las plantas recién
florecidas se enumeran las hojas a partir de la bellota floral (Figura 14.A)
(Cordeiro et al, 2000).

De esta misma plantacién, se aislé el hongo para la realizacion de las
pruebas in vitro.

Posteriormente, en cada hoja se circunscribié un area de 144 cmz, donde se

aplicé el extracto.
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d.2.2.)Aplicacién del extracto: el area delimitada anteriormente, fue
asperjada con 10 ml de cada uno de los diferentes extractos procesados con los
solventes organicos, utilizando la concentracion seleccionada como ideal en las
pruebas “in vitro™ (20 gr/l.). Los extractos para cada tratamiento fueron aplicados
en tres ocasiones a las 48, 96,144 horas, con cuatro repeticiones por cada
tratamiento.

d.2.3.)Evaluacién de los extractos: luego de cada aplicacion se realizd
una evaluacion cualitativa de la accion de cada extracto sobre la evolucién de la
enfermedad, en la cual se determin6 el desarrollo del hongo a través del
crecimiento de la mancha producida por éste, grado de toxicidad de los
extractos, y el estado general del tejido vegetal.

e.)Andlisis Estadisticos: se realizaron promedios y desviaciones estandar
de cada uno de los tratamientos aplicados y para los controles tanto para el
numero de esporas como para el area del hongo.
Se realiz6 una prueba de bondad de ajuste, para ver si los datos se ajustaban
a una distribucion normal.

Para determinar el extracto que exhibia un mejor efecto sobre el
desarrollo del hongo, se establecié un intervalo de confianza para la media de
cada una de las poblaciones, utilizando las medias muestrales y las varianzas
muestrales. Posteriormente, se compar6 la que tenia menor media con las
medias que tenian valores cercanos a ésta. Este procedimiento se realizo para

determinar si los intervalos de confianza se interceptaban.
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De igual forma, para determinar si existieron diferencias significativas
entre los extractos se hizo un analisis de varianza simple en base al nimero de
esporas y al area de crecimiento del patégeno, y en donde la hipétesis nula
puesta a prueba fue que el efecto de los tratamientos sobre el hongo era igual
y la hipdtesis alternativa fue que al menos, que un par de estos tratamientos

tenian un efecto diferente.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Es importante sefialar, que la palabra fungicida ha sido utilizada en forma
indiscriminada tanto para los agentes que eliminan al hongo, como para los que
inhiben el desarrollo del hongo. En este trabajo, se utilizd el término fungistatico
como aquel que controla al patégeno, inhibiendo su crecimiento, tal como lo
sefiala Costa en (1979) y Bello en (1996), el término fungicida lo utilizaremos
como aquel que mata o destruye al hongo.

a.1) Curva de crecimiento del hongo:

A partir del aislamiento del hongo a través de camara humeda, se
obtuvieron colonias puras, que permitieron estudiar y cuantificar el desarrollo
del hongo, para lo cual se realizaron medidas del area ocupada por el hongo y
el nimero de esporas generadas por el mismo cada 48 horas, por un periodo
de 8 dias.

Al realizar la curva en la cual se registrd el area de crecimiento (Figura
Il), se determind que el hongo tenia un mayor crecimiento en el lapso
comprendido entre las 48 y 96 horas. De igual manera, se observé que a partir
de las 144 horas, se presentaba una fase estacionaria en el crecimiento del
hongo. Se puede inferir, que a partir de este momento, podria estar influyendo

sobre el desarrollo del hongo una reduccién de nutrientes en el medio, lo que
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limita su crecimiento. Sin embargo, sabemos que este patrén puede ser
caracteristico del desarrollo del patégeno. Debido a que el crecimiento fue muy
lento a partir de este punto, la Gltima medida tomada para la realizacion de esta
investigacion, fue a las 192 horas de haber sembrado el hongo.

a.2.) Evaluaciones “in vitro™:
a.2.1.) Determinacion de las concentraciones idéneas

a.2.1.1.) Extractos obtenidos en base Agua: en la
obtencién de los extractos en base agua, se utilizaron distintas concentraciones
del material vegetal proveniente de plantas de Ajo, Cebolla y Neem, los cuales
fueron agregados al solvente en forma de polvo, que fueron obtenidos a partir
de la deshidratacién y pulverizacién de los mismos. Las concentraciones
empleadas fueron 5, 10, y 20 gr/l. A partir de estas concentraciones se
realizaron las pruebas para evaluar los efectos del extracto sobre el desarrollo
del hongo a nivel de area y nimero de esporas a través del tiempo. Estas
variantes han sido sefialadas en investigaciones similares realizadas por
Hernandez et al, (2001). Los resultados mostraron que en todos los
tratamientos hubo una mayor reduccion en el area y en el nimero de esporas a
medida que las concentraciones de los extractos de Ajo, Cebolla y Neem eran
mas altas (Tablas IV, VI, VIII, X, XlI, XIV y Figuras 4, 5, 6, 10, 11,12), en

relacion a los controles, de lo que se infiere que a medida que se incrementa la
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concentracion del extracto hay una mayor cantidad del principio activo que
actua sobre el control de la enfermedad. Sin embargo, no se realizaron
pruebas con concentracion mayores a las de 20 gr/l. Por tal razon, en este
estudio no se pudo determinar cual era la concentracion a partir de la cual se
presenta un efecto toxico sobre el hongo en estudio.
a.2.1.2) Extractos obtenidos en base Hexano: el Hexano
se utilizd como solvente debido a que con él se pueden de extraer un mayor
numero compuestos quimicos que se encuentran en el Ajo, Cebolla y Neem,
que no pueden obtenerse en Agua (Solvente universal), porque existen
compuestos quimicos que se encuentran en estos vegetales gue solo son
solubles en solventes organicos como el Hexano (Dominguez, 1978).
Las concentraciones empleadas para éstos tratamientos fueron de 5, 10
y 20 gr/l, obteniéndose una reduccién en el area y en la esporulacion que
presentaba el hongo, en todos los tratamientos, destacando que |la mayor
reduccion se obtuvo en la concentracion de 20 gr/l, (Tablas Ill, V, VII, IX, XI, Xl
y Figuras 7, 8, 9, 13, 14, 15). Los extractos obtenidos en base Hexano,
presentan una alta volatibilidad que puede limitar la concentracion de los
principios activos (Montes Belmont, 1997). Esto podria explicar la alta
efectividad en el control de la enfermedad, en una concentracién de 20 gr/l,
debido a que en esta concentracion podria existir una mayor cantidad de

compuestos quimicos que permiten el control de la enfermedad “in vitro™.
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a.2.2.) Extractos agregados al hongo:

a.2.2.1.) Extracto en base Agua: para realizar la
comparacion del efecto producido por los distintos extractos, se prepar6 un
grupo control al cual se le agregd Agua estéril a las 96 horas de haber
sembrado el hongo. De la misma manera, se agregaron sobre el hongo 2 ml de
los extractos vegetales de Ajo, Cebolla y Neem en las concentraciones de 5, 10
y 20 gr/l, a las 96 horas de haberse efectuado la siembra, debido a que es a
las 96 horas es cuando el hongo presenta un mayor desarrollo, lo cual
facilitaria la observacion de la incidencia de los extractos sobre el crecimiento
del patogeno
Los resultados obtenidos con los extractos Cebolla - Agua (Tabla V),
Ajo - Agua (Tabla Ill), Neem - Agua (Tabla VII) en concentracién de 5 gr/l, dio
como resultado que el extracto Neem - Agua es el mas eficaz en el control del
crecimiento del patégeno en estudio, debido a que fue el que incidié
severamente en el crecimiento, pues, el area reportada en el control fue de
3,3866 cm® a las 96 horas mientras que a las 144 horas, su area fue de
10,1496 cm?, registrando un aumento en este periodo de tiempo de 6,7630 cm?
de diferencia, mientras que en el extracto Neem - Agua (Tabla VII) a las 96
horas el area es de 6,1538 cm? y a las 144 horas de 9,1182 cm? .lo que da un

crecimiento del hongo en ese periodo de tiempo de 2,9644 cm? resultando una
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reduccion significativa del &rea con respecto al control, por efectos del
tratamiento.

Por otro lado, el extracto Ajo - Agua (Tabla Ill), registra un area de 2,7923
cm’ a las 96 horas y de 6,7096 cm?a la 144 horas, o que da una diferencia de
3,9173 cm? de crecimiento en ese lapso de tiempo, lo que demuestra una
mediana eficacia de este extracto, con respecto a la reduccién en el
crecimiento ejercida por el extracto Neem - Agua.

Por otro lado, el extracto Cebolla - Agua (Tabla V), no presenté una
disminucion significativa del crecimiento con respecto al grupo control del
patdgeno, sometido a dicho tratamiento, el cual fue de 2,8776 cm? a las 96
horas y de 8,4843 cm?a las 144 horas, dando como crecimiento en este periodo
de tiempo un valor de 5,6067 que es similar al registrado por el control.

En los tratamientos realizados con concentraciones de 10 gr/l, el extracto
Cebolla - Agua (Tabla V), Ajo - Agua (Tabla Ill), Neem - Agua (Tabla Vi),
cambia en la tendencia registrada en los tratamientos con los mismos extractos
en concentracion 5 gr/l.

El extracto que obtuvo una disminucion significativa de crecimiento del
hongo con respecto al control, fue el extracto Cebolla-Agua (Tabla V) cuya area
a las 96 horas fue de 3,3939 cm?, y a las 144 horas de 5,7935 cm?lo que
registra un crecimiento en dicho periodo de 2,3996 cm?, a diferencia del grupo
control, el cual registra un crecimiento de 6,7630 cm? en el mismo periodo de

tiempo.
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En el caso del extracto Ajo-Agua (Tabla Ill) el tratamiento fue
medianamente efectivo ya que el resultado reportado es de 3,7365 cm? a las 96
horas y 8,4721 cm® a las 144 horas, registrando una diferencia de 4,7656 cm?”
en ese lapso de tiempo. Por otro lado, el crecimiento de los hongos tratados con
Neem - Agua de concentraciéon 10 gr/l, fue de 1,8789 cm? a las 96 horas y de
7,9872 cm’ a las 144 horas, lo que registra una diferencia de 6,1083 cm?, Ia
cual es similar al crecimiento registrado en el control en ese periodo de tiempo,
el cual fue de 6,7630 cm?.

De estos resultados, se puede inferir, que después de agregar el
extracto, el Agua pudo actuar como agente mecanico, permitiendo una mayor
dispersién del hongo, tal como lo indica Bello (1996). La dispersién o
diseminacion se refiere al movimiento del inéculo desde el sustrato donde se
produce hasta zonas infectables de la planta. Esta dispersion es independiente
de la escala espacial o temporal que se considere; asi, se incluyen
desplazamientos desde unos milimetros hasta miles de kilometros, cuya
duracion puede variar desde segundos hasta varios afos. El viento y el agua
son los principales agentes de dispersion de los hongos fitopatégenos.

Los resultados obtenidos con los extractos en concentraciones de 20 gr/l,
registraron una similitud bien marcada entre los valores de crecimiento del
hongo tratado con el extracto Ajo - Agua (Tabla Ill) y con extracto Cebolla-Agua

(Tabla V) en relacién al control.
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El extracto Ajo-Agua registro un area de 4,1209 cm? a las 96 horas y de
5,2968 cm?® a las 144 horas, y la diferencia de estas medidas da como resultado
1,0759 cm? , mientras que en el extracto Cebolla - Agua (Tabla V) el area
registrada es de 2,7300 cm?a las 96 horas y 4,0491 cm?a las 144 horas, lo que
implica un crecimiento de 1,3191 cm? . Ambos resultados son menores en
comparacion con el grupo control, el cual es de 6,7630 cm?. La reduccién en el
crecimiento  del hongo en los diferentes tratamientos, es significativa. En
relacion al material utilizado para estos extractos, se ha sefialado que los
compuestos de Sulfuro, presentes en ambas especies vegetales, tales como
cebolla y ajo, (Costa et al,1979). Tienen caracteristicas fungistaticas, por lo
cual, inhiben notablemente el crecimiento del hongo, Montes Belmont (1997),
reporta que el extracto de Ajo presenta un efecto inhibidor en el area del hongo
Aspergillus flavus Link, que afecta cultivos de maiz.

Cabe destacar, que la similitud obtenida entre los promedios en relacién
al area para los extractos Ajo - Agua y Cebolla — Agua, se deba posiblemente
a la similitud de sus compuestos activos (Costa et al, 1 979).

Sin embargo, el extracto Neem-Agua presenté un efecto menos evidente
ya que las 96 horas su area fue de 3,8686 cm?y a las 144 horas fue de 7,2549
cm?, generando un area de crecimiento del hongo de 3,3863 cm? . resultado
que no deja de ser significativo con respecto al control, pero menos eficaz que

los extractos Ajo - Agua y Cebolla - Agua.
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El efecto de los extractos fue comparado con la curva de crecimiento del
hongo (Figura 2). Estos resultados demuestran que al final del periodo
experimental, el area registrada por el control de Agua agregada sobre el
hongo, fue mayor que el valor obtenido en la curva de crecimiento del hongo
sin aplicacion de tratamiento, debido a que el agua puede actuar como un
agente mecanico de dispersion de las esporas. Lo anteriormente expuesto,
ocurre en la naturaleza con la lluvia como un mecanismos de dispersion de
esporas (Bello,1996).

Es importante destacar, que los resultados obtenidos en los distintos
tratamientos en relacion a la curva de crecimiento del hongo, fueron
significativamente diferentes, lo cual demuestra el efecto fungistatico de los
extractos utilizados .

Por otro lado, el nimero de esporas fue similar para la curva de
crecimiento en relacion al control Agua agregada al hongo, ya que el Agua
esteril no surtié ningin efecto sobre el proceso de esporulacion del hongo, y
solo afecto el desarrollo micelial del mismo.

En cuanto al efecto ejercido por los extractos de concentracion 5 gr/l
(Figura 4) sobre el nimero de esporas, se pudo observar que el extracto
Cebolla- Agua ejercidé un mejor efecto en la reducciéon del nimero de esporas,
siguiendole el extracto Neem - Agua. Resultados similares son sefialados por
Montes Belmont et al (1997) al trabajar con los extractos de cebolla para el

control de Aspergillus flavus link, en maiz y por Hernandez (2001) al trabajar
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con Fusarium oxysporum, cepahalosporium sp. y Verticillium albo- atrum. Se
debe destacar que el efecto ejercido por el extracto Ajo — Agua, aunque es
fungistatico, no fue tan representativo como los obtenidos en los extractos
Cebolla - Agua y Neem - Agua.

En cuanto a los resultados obtenidos para los extractos de concentracion
de 10 gr/l, (Figura 5) se puede destacar que el extracto Cebolla - Agua no tuvo
un efecto inhibitorio, por el contrario los valores obtenidos en este tratamiento
dieron mayores a los obtenidos en el control del hongo para este tratamiento.

El extracto Neem - Agua tuvo un efecto inhibitorio, debido a que en este
tratamiento se observo la mayor disminucién en relacion al nimero de esporas
del hongo, en comparacién a los resultados obtenidos para el control Agua
agregada al medio. De igual manera, el extracto Ajo - Agua tuvo un efecto
fungistatico medianamente efectivo, porque los valores obtenidos en este
tratamiento, son menores a los del control, pero a la vez mayores a los
obtenidos en el extracto Neem - Agua.

Los resultados obtenidos en los extractos de concentracion 20 gr/l,
(Figura 6) indican que tuvieron un efecto inhibitorio en comparacion al obtenido
en el control Agua agregada al medio. De igual forma, se puede destacar que el
extracto Neem - Agua tuvo el mejor efecto en la reduccion del nimero de
esporas. Hernandez (2001) sefiala resultados similares al trabajar con:

Fusarium oxysporum, Cepahalosporium sp 'y Verticillium alboatrum.
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En relacion al extracto Ajo — Agua, se puede decir que este tratamiento
tuvo un efecto medianamente inhibitorio, debido a que los valores obtenidos en
este tratamiento, son mayores a los registrados en el tratamiento con el extracto
Neem- Agua. Resultados similares son obtenidos por Montes Belmont (1997)
en investigaciones realizadas con Aspergillus flavus link. En el caso del extracto
Cebolla — Agua, se puede destacar que su efecto inhibitorio no fue muy bueno,
aunque en la dltima medicion se observé una disminucion significativa en el
numero de esporas, de lo cual se puede inferir que su efecto puede ser a largo
plazo.

Debido a estos resultados, se puede indicar que la concentracién mas
adecuada de los extractos, en la reduccion de esporas fue de 20 gr/l, debido a
que las concentraciones de los principios activos son mayores en relacién a la
concentraciones de 5y 10 gr/l.

a.2.2.2.) Extractos en base Hexano: los extractos
vegetales obtenidos en base Hexano, se realizaron con la finalidad de
obtener a partir de la materia vegetal seca (polvo) de Ajo, Cebolla y Neem sus
compuestos activos con propiedades antifingicas. Se ha sefialado que este tipo
de compuestos se disuelven con mayor facilidad en solventes medianamente
polares como el Hexano (Morrison et al, 1996).

Para el proceso experimental, se uso un grupo control con el objeto de
comparar el efecto causado por cada uno de los extractos. Este se realizd

agregando sobre el hongo 2 ml de Hexano puro en el momento en el que el
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hongo tenia 96 horas de sembrado. El mismo procedimiento se llevé a cabo
para tratar el patégeno con los extractos Ajo- Hexano, Cebolla — Hexano y
Neem - Hexano, agregando los extractos a las 96 horas, debido a que en
pruebas preliminares, se observo que el mayor crecimiento del hongo “in vitro”
sin ningun tratamiento, ocurrid en el periodo de 96 a 144 horas de haber sido
sembrado el hongo (Figura 2). Por tal razén, el Hexano se agrega sobre el
hongo para diferenciar si existe una notable reduccién del area que acredite a
los extractos como buenos controladores en el desarrollo del hongo.

Los resultados obtenidos con los tratamientos Ajo - Hexano y Cebolla -
Hexano en concentracién de 5 gr/l (Tablas VII, IX y Xl respectivamente), en
relacion al area de crecimiento, demuestran que son similares entre ellos, y
significativamente diferentes al grupo control.

En el control, donde el en el cual el Hexano es agregado sobre el hongo
se observo un valor de area de 2,5378 cm? a las 96 horas a 7,3832 cm? a las
144 horas, registrandose un crecimiento de 4,8454 cm?en ese lapso de tiempo,

Es importante destacar, que el mejor efecto se registré en el tratamiento
con el extracto Ajo — Hexano (Tabla IV) 5 gr/l, pues fue el que obtuvo la mayor
disminucion en el crecimiento del hongo. El valor registrado a las 96 horas fue
de 3,9810 cm? y a las 144 horas 6,7293 cm? lo que da un crecimiento de
2,7483 cm? en ese lapso de tiempo. El resultado obtenido para las 96 horas en

el extracto Cebolla — Hexano (Tabla VI) 5 gr/l, fue de 4,1134 cm? y a las 144
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horas fue de 7,0920 cm?, originando un crecimiento del hongo en ese lapso de
tiempo de 2,9786 cm? .

Por el contrario, el extracto Neem — Hexano (Tabla VIIl) en 5 gr,
registra un area de 4,0160 cm? a las 96 horas y una de 7,8361 cm?® a las 144
horas, valores de los que resulta un crecimiento de 3,8201 cm? en ese periodo
de tiempo, lo que en comparacién con el crecimiento de 4,0865 cm? del grupo
control, no representa una diferencia significativa

Los resultados obtenidos por los tratamientos con los extractos Ajo —
Hexano (Tabla IV) y Cebolla — Hexano (Tabla VI) en concentracién 10 ar/l
siguen la tendencia registrada con los diferentes extractos de concentracion 5
gr/l.; ya que el Ajo- Hexano (Tabla IV) registra un area de 3,8252 cm? a las 96
horas y de 6,2050 cm? a las 144 horas, lo que nos reporta un crecimiento
2,3718 cm? en ese periodo de tiempo, mientras que el extracto Cebolla —
Hexano (Tabla VI) reporta un crecimiento de 4,2057 cm? a las 96 horas y de
6,8053 cm? a las 144 horas, que representa un crecimiento neto de 2,5996 cm?
durante ese lapso de tiempo. Esto demuestra que ambos extractos tuvieron un
efecto similar a nivel cuantitativo.

Por otro lado, los resultados arrojados por el extracto Neem- Hexano
(Tabla VIII), en su area de crecimiento, sefialan un valor de 3,9782 cm?a las 96
horas y de 6,5220 cm? a las 144 horas, lo que da una diferencia de 2,5438 cm?,
valor neto que se asemeja cuantitativamente a los resultados obtenidos con los

extractos Ajo- Hexano y Cebolla- Hexano.
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De ello se puede inferirr que los compuestos fungistaticas
(Triterpenoides) (OIKOS, 2000) presentes en el extracto Neem- Hexano
10 gr/l, pudiesen actuar mejor en dicha concentracién, debido a que se
encuentran en mayor proporcion.

En relacién a los resultados obtenidos para los tratamientos hechos con
los extractos Ajo - Hexano (Tabla V), Cebolla- Hexano (Tabla VI) y Neem -
Hexano (Tabla VIII) a 20 gr/l, la mayor incidencia en la reduccién del area se
obtuvo con extracto Neem - Hexano, registrando un area de 3,5039 cm? a las
96 horas vy a las 144 horas de 5,2940 cm? , lo que da un crecimiento del hongo
de 1,7901 cm? lo cual se traduce en una reduccion significativa en
comparacion con el grupo control, cuyos datos fueron 2,5378 c¢cm® a las 96
horas y 7,3832 cm? a las 144 horas, lo que nos da un area de crecimiento en
este lapso de tiempo de 4,8454 cm?®. Este resultado demuestra que el extracto
Neem - Hexano en concentraciéon 20 gr/l tiene un efecto significativo en la
reduccion del area del hongo Mycosphaerella musicola.

Por otro lado, el resultado obtenido a la concentracion de 20 gr/l. con el
extracto Ajo - Hexano (Tabla IV) es similar cuantitativamente al extracto Neem -
Hexano (Tabla VIII), debido a que se registré un area de 3,6295 cm? a las 96
horas y un area de 5,4523 cm? a las 144 horas, lo cual sugiere que hubo un
crecimiento de 1,8228 cm? en el lapso de tiempo comprendido entre las 96 y
144 horas, cifras que al ser comparadas con las del grupo control permiten

decir que el efecto causado por este extracto es significativo en la reduccion del
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area del patégeno estudiado y que su eficacia en la reduccion del area es
similar a la presentada por el extracto Neem - Hexano (Tabla VIIl), la cual fue
de 1,7901 cm?.

Los resultados obtenidos en relacién extracto Cebolla - Hexano (Tabla
VI) son significativos con respecto al control, ya que su area a las 96 horas fue
de 4,1468 cm? y a las 144 de 6,1830 cm? delimitando estas cifras un
crecimiento de 2,0362 cm?. De éstos resultados se puede inferir que el extracto
Cebolla- Hexano tiene un efecto sobre el desarrollo del hongo, aunque no tan
efectivo como demostré ser con los extracto Neem - Hexano y Ajo - Hexano.

Cabe destacar que los resultados en relacion a la reduccion de las areas
para los diferentes tratamientos a 20 gr/l. no fueron significativamente diferentes
entre ellos.

En relacion a las concentraciones utilizadas se puede decir que la
concentracion mas eficiente fue la de 20 gr/l, debido a que la alta volatilidad del
solvente utilizado como base del extracto, limita VIa concentracion de los
principios activos, como lo demostré en su investigacion Montes Belmont,
(1997).

Cabe destacar que el efecto mas resaltante en la reduccion del area del
hongo, se registrd en el periodo comprendido entre las 96 y 144 horas de
haberse sembrado el patégeno, por tal razén, los datos empleados en la
discusion hacen referencia a este periodo, ya que en las mediciones registradas

a las 48 horas, no tenian la incidencia del extracto. Ademas, es en este periodo
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de tiempo, donde actua el extracto, ya que los mismos estan realizados en base
a Hexano, el cual es un solvente que se volatiliza rapidamente.

Cabe destacar, que comparando el control con Hexano agregado sobre
el hongo y la curva de crecimiento, los resultados del control con Hexano fueron
de 2,5378 cm? a las 96 horas y a las 144 horas de 7,3832 cm?, ocasionando
una diferencia entre éstos de 4,8654 cm?. Los resultados de la curva patrén
fueron de 6,4462 cm? a las 96 horas y de 10,5327 cm? a las 144 horas, la
diferencia resultante fue de 4,0865 cm® lo que demuestra que hubo un
crecimiento mayor que en el control Hexano. Esto puede explicarse, porque el
Hexano quedaba suspendido en la placa de petri actuando como agente de
dispersion del hongo, por lo que logré alcanzar un area mayor a la presentada
por en el hongo sin ningln tratamiento.

Ademas de determinar si existid una reduccion en el area de crecimiento
del hongo, se determind el nimero de esporas que existian por 0,1 ml de
solucién.

De acuerdo a los resultados presentados en la Figura 7, se puede inferir
que todos los extractos de concentracion 5 gr/l presentaron un efecto inhibitorio
en relacion numero de esporas en comparacién al control de las muestras a
las que le fueron agregadas 2 ml de Hexano. Es importante destacar, que la
tendencia del extracto Cebolla- Hexano de concentracién 5 gr/l es disminuir el
numero de esporas, por tanto, se puede inferir, que tiene un efecto inhibitorio

en la esporulacién del hongo. El extracto Ajo- Hexano presenta un efecto similar




53

al obtenido en el caso de la Cebolla- Hexano, pero en la medicion a las 192
horas, se observa una tendencia a incrementar el nimero de esporas. Esto se
puede explicar debido, que su efecto no es prolongado, y por tanto
medianamente efectivo. Sin embargo, en el caso del Neem- Hexano, la
tendencia es de incrementar el nimero de esporas, por tanto no se considera al
extracto Neem - Hexano, un tratamiento efectivo en esta concentracion.

En conclusién, el extracto Cebolla - Hexano presenta una mejor
reduccion en el numero de esporas, al igual que el extracto Ajo - Hexano. Estas
similitudes pueden deberse a que la Cebolla y el Ajo presentan composicion
quimica similar.

Los resultados mostrados en la Figura 8, indican que los extractos en
concentracion 10 gr/l presentan un efecto inhibitorio en relacion al namero de
esporas presentes en el control Hexano agregado sobre el hongo
Mycosphaerella musicola.

En relacion al extracto Neem - Hexano se observa una clara tendencia a
aumentar el numero de esporas, sin embargo, los valores presentados por este
tratamiento son menores al control. Por tanto, se considera un inhibidor de baja
eficiencia en este caso. En relacién al extracto Cebolla - Hexano y Ajo -
Hexano, se puede sefialar que estos tratamientos presentan un efecto similar
en la reduccion del nUmero de esporas.

En la Figura 9 se evidencia que todos los extractos con concentracion de

20gr/l tuvieron un efecto inhibitorio en relacién al nimero de esporas con
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respecto al control de Hexano agregado sobre el hongo. Sin embargo, se debe
destacar, que el mejor efecto inhibitorio lo presentdé el extracto Cebolla -
Hexano, debido a que aqui se observa una mayor reduccién en el nimero de
esporas en las ultimas mediciones, las cuales son significativamente diferentes
al control.

En el caso del Ajo - Hexano (Figura 9) se observan valores inferiores a
los del control en la tercera medicion. Montes- Belmont et al en el afio 1997,
sefiala que extractos de vegetales tales como el Ajo y la Cebolla reducian la
germinacion de los esporangios del Hongo Phytophora melonis.

Es importante destacar que en la cuarta medicion se observa un
incremento en el nimero de esporas, por lo cual podemos decir que en este
caso su efecto inhibitorio no es prolongado.

En relacion al Neem - Hexano (Figura 9),los valores obtenidos son
mayores a los del tratamiento Ajo - Hexano y Cebolla - Hexano y menores a los
obtenidos en relacion al control. Estos resultados resaltan la necesidad de
realizar experiencias futuras, a través de un periodo de tiempo mas largo, con el
objetivo de determinar si el efecto de este extracto tiene una accion retardada,
ya que es entre 144 y 192 horas donde comienza a observarse un mayor efecto
del tratamiento.

Es importante destacar, que aunque todos los extractos vegetales
demostraron tener un efecto fungistaticos se observé una mayor disminucion

en el numero de esporas en los extractos cuya concentracion es de 20 gr/l, ya
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que en los mismos se encuentra una mayor cantidad de los principios activos

que pudieran actuar sobre el hongo (Montes Belmont, 1997).

a.2.3.) Extractos agregados al medio de cultivo

a.2.3.1) Obtenidos en base a Agua: para realizar las
comparaciones del efecto causado por estos tratamientos, se tomé como
control la curva de crecimiento del hongo ya que el medio de cultivo fue
elaborado con Agua. El grupo control y los experimentales se sometieron a las
mismas condiciones ambientales. La incorporacion de los extractos Ajo - Agua,
Cebolla - Agua y Neem - Agua, surte un efecto inhibitorio significativo en el
crecimiento del patégeno Mycosphaerella musicola, como lo demuestran los
resultados obtenidos en relacién al control. Sin embargo, no se observan
diferencias significativas entre los tratamientos.

El extracto Cebolla - Agua (Tabla Xl) en todas las concentraciones tuvo
resultados exitosos en cuanto a la reduccién del area de crecimiento del hongo
en comparacion con el grupo control. Los resultados obtenidos indican que el
area de crecimiento del hongo se fue reduciendo en relacién al control, a
medida que aumentaba la concentracion del extracto. Resultados similares
fueron obtenidos por Montes Belmont (1997) al trabajar con Asperygillus flavus

Link en Maiz.
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Los mejores resultados se obtuvieron con las concentracién de 20 gr/l
para el extracto Cebolla- Agua, ya que el crecimiento registrado por el hongo
en todas las medidas (Tabla Xl) estuvo por debajo de los valores del control.
Adicionalmente, dicho extracto presenta un efecto residual significativo, ya que
el area del hongo para el extracto Cebolla- Agua fue menor en todas las
medidas realizadas, destacando que a las 192 horas fue de 1,2064 cm? para el
extracto en comparacion con 10,3147 cm? que fue el valor registrado por el
control. Esta diferencia es altamente significativa, por lo cual este extracto
demostr6 ser una excelente alternativa para el control biolégico del patégeno
en estudio.

Otra alternativa que mostré excelentes resultados fue el extracto Neem -
Agua (Tabla XlII), ya que hubo una disminucion del area del hongo a través del
tiempo. Los resultados obtenidos con dicho extracto, fueron similares a los
registrados para el extracto Cebolla - Agua (Tabla Xl). Cabe destacar, que en
estas muestras se presenté la misma tendencia en relaciéon a la concentracion
de los extractos. A concentracion de 20 gr/l el area del hongo registrada es de
1,4872 cm? lo cual es significativamente bajo en comparacion con el control
que reportd un area de 10,3147 cm?alas 192 horas. Esto permite sefalar que
el extracto Neem - Agua (Tabla XIIl) presenta un efecto residual, al igual que el
extracto Cebolla - Agua (Tabla XI).

En relacion al extracto Ajo - Agua (Tabla IX), se registra una tendencia

similar a los tratamientos anteriores, es decir, a mayores concentraciones
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menor area. Sin embargo, aunque el extracto Ajo - Agua, no presenta una
disminucién tan marcada como en los extractos mencionados anteriormente,
presentd un efecto residual puesto que a las 192 horas presentaba un area de
2,1314 cm?, valor significativamente menor, en comparacion con el control que
presentd un area de 10,3147 cm?, por tal razon, el extracto Ajo - Agua, también
puede ser sefialado como un buen agente de control para este patogeno.
Montes Belmont (1997) sefiala que el Ajo actia como un buen fungistatico al
trabajar con 106 especies de plantas sobre la germinacion y el desarrollo del
micelio de Aspergillus flavus Link en maiz.

En cuanto al efecto ejercido por los extractos en relacion al nimero de
esporas se destaca que todos los extractos en la concentracion de 5 gr/l (Figura
10) no mostraron reduccién en el nimero de esporas a las 48 horas de haber
sido sembrado el hongo, por el contrario, en todos los tratamientos se observo
un aumento en relacion al control. A las 96 horas el extracto de Cebolla - Agua
presentd una disminucion en el nimero de esporas con respecto al control,
seguido por el extracto Ajo- Agua , y el extracto Neem - Agua, que tuvieron
efectos similares. Es importante destacar que los extractos Cebolla - Agua y
Ajo-Agua tuvieron un efecto inhibitorio hasta las 192 horas de haber sido
sembrado el hongo, mientras que el extracto Neem - Agua dejé de ejercer ese
efecto a partir de las 144 horas de haber sido sembrado el hongo.

Se puede observar que en los extractos de concentracién 10 gr/l

(Figura11) durante las primeras 48 horas de haber sido sembrado el hongo, no




58

se observo una disminucion en el nimero de esporas, para ninguno de los
tratamientos. A las 96 horas de haber sido sembrado el hongo, se observa una
reduccion en el niumero de esporas para los extractos Neem - Aguay Cebolla
- Agua. Por otro lado, se debe destacar que la reduccién de esporas registrada
al utilizar el extracto Ajo - Agua es mayor a la reduccion en el nimero de
esporas sefialadas para los extractos Neem — Agua y Cebolla — Agua. Sin
embargo, los valores en relacion al nimero de esporas registradas por todos
los extractos, son menores al control. Es importante sefialar que el extracto
Neem - Agua y Cebolla - Agua tienen un efecto similar hasta las 192 horas de
haber sido sembrado el hongo.

En cuanto a los resultados obtenidos para los extractos de concentracion
20 gr/l (Figura 12), se puede destacar que todos los extractos ejercieron un
efecto inhibitorio en relacion al nimero de esporas con respecto al control,
destacando que la mayor reduccién en el nimero de esporas, se obtuvo con el
extracto de Ajo - Agua, seguida por el de Cebolla - Agua y por Gltimo el extracto
Neem - Agua.

Es importante sefialar , que un tratamiento que disminuya el nimero de
esporas producidas por un hongo, permite una mayor eficacia en el control de la
enfermedad, por que, aunque los hongos pueden reproducirse a partir de
estructuras asimiladoras vegetativas o de reposo (células individuales,
fragmentos de micelio, esclerocios, etc.), la forma mas comuin es mediante la

formacion de esporas. Estas son unidades reproductivas especializadas,
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compuestas por una o varias células que se producen asexualmente o como
resultado de un proceso sexual, y cumplen diversas funciones, multiplicacién
del hongo, diseminacién, resistencia a condiciones adversas, variabilidad
genética. (Bello, 1996)

En general, la reproduccién sexual de los hongos estad asociada con
condiciones ambientales adversas, tales como temperaturas desfavorables o
agotamiento de Agua y nutrientes (Bello, 1996), esta afirmacién podria explicar
que en algunos de los tratamientos con los distintos extractos vegetales, éstos
resultaban eficaces en el control del area de crecimiento, pero su efecto sobre
el nimero de esporas no era significativo al ser comparado con el nimero de
esporas del grupo control, de ello se puede inferir, que un mecanismo de
defensa del hongo es aumentar la produccion de esporas como mecanismo de
defensa ante la agresion del extracto vegetal, a manera de poder perpetuar su
especie.

En definitiva, al estudiar los diferentes resultados, se puede decir que
todos los extractos presentaron una mayor eficiencia a la mayor concentracion
con la que se trabajo (20 gr/l). Sin embargo, no se puede afirmar que son las
altas concentraciones las mas eficientes al trabajar con control biolégico, ya que
esto va a depender de la especie con que se este trabajando y las condiciones
de la experiencia. Especificamente, en esta investigacién no se probaron

concentraciones mayores a 20 gr/l, por lo cual no es posible determinar hasta
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que punto una concentracion por encima de este valor podria ser téxica para
la especie vegetal que es afectada por el patégeno.

a.2.3.2) Extractos obtenidos en base a Hexano: este
experimento se realizé6 con la finalidad de evaluar diferentes extractos
vegetales, incluidos en el medio de cultivo, sobre el crecimiento y la
esporulacion del hongo Mycosphaerella musicola, agregando los extractos
realizados con material vegetal de Cebolla, Ajo y Neem, disueltos en Hexano,
en  concentraciones de 5, 10 y 20 gr/l al medio de cultivo, donde
posteriormente, serd sembrado el hongo.

Rodriguez, H., et al, (1997), realizaron investigaciones utilizando este
meétodo, evaluando el efecto de extractos vegetales agregados al medio de
cultivo PDA sobre el crecimiento de Fusarium oxysporum,

El control para este ensayo se realizd agregando 2 ml de Hexano puro
por cada 25 ml de medio de cultivo PDA.

Los resultados obtenidos, demostraron que hay una disminucion
progresiva del area de crecimiento del patégeno a medida que aumenta la
concentracion de los extractos Neem - Hexano (Tabla XIV), Cebolla - Hexano
(Tabla XII) y Ajo - Hexano (Tabla X).

La inhibicion del crecimiento del hongo en relacién al area, con respecto
al grupo control, para el extracto Neem - Hexano se puede observar en la
Tabla XIV, donde se presenta una disminucion progresiva, a medida que

aumenta la concentracion de este extracto, aunque los resultados obtenidos
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para las diferentes concentraciones utilizadas no son significativamente
diferentes. Sin embargo, la mejor inhibicién se presenta con el tratamiento en
concentracion de 20 gr/l (Tabla XVI), ya que en comparacién con el grupo
control fue significativamente menor, en especial el valor la registrado a las 144
horas, la cual en el extracto de Neem - Hexano fue de 1,8906 cm? mientras
que en el control la misma medida es de 10,2542 cm? Estos resultados
permiten afirmar que el extracto Neem - Hexano afecta el crecimiento del hongo
disminuyendo su area la cual presenta una reduccion significativa en las
medidas a las 48, 96 y 144 horas. Sin embargo, a las 192 horas, el hongo
aumenta de area drasticamente de 1,8906 cm® a 7,0897 cm? (Tabla XIV),
mientras que en el control a las 192 horas se registré un area similar al valor
anterior. Sin embargo, el area registrada para el extracto Neem - Hexano, sigue
estando por debajo de los valores registrados para el control.

En el crecimiento reportado por el hongo al ser tratado con el extracto
Cebolla - Hexano (Tabla XIl), se demuestra una vez mas, que a una mayor
concentracion de los extractos hay una mayor incidencia en el crecimiento del
hongo. Hernandez et al, (2001), sefiala en los resultados de su investigacion,
que los extractos de Neem en las dosis mas altas, inhibieron de manera mas
eficaz el crecimiento micelial y la esporulacion de 5 géneros de hongos
fitopatdgenos.

Cabe  destacar que no se utilizaron concentraciones mayores a las

de 20 gr/l en esta investigacion, lo cual seria beneficioso ensayar en futuras
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investigaciones. En este caso, la tendencia fue disminuir el area a medida que
aumentaba la concentracion en las mediciones realizadas a las 48 horas y 96
horas en la concentracion de 20 gr/l.

Los resultados obtenidos no es significativamente diferentes a los
reportados para el extracto Neem - Hexano, pero si lo son en comparacion con
los reportado para el control. Sin embargo, a las 144 horas hay una reduccién
en el area para el extracto Cebolla - Hexano de concentracién 20 gr/l (Tabla
XIl) de 3,3169 cm?, lo cual es significativamente menor al area del control que
presenta un valor de 10,2542 cm?.

La tendencia de los resultados al aplicar el extracto Ajo - Hexano (Tabla
X),es similar a lo que sucede con los extractos sefalados anteriormente, sin
embargo, a las 192 horas, aumenta bruscamente su crecimiento, de lo que se
puede inferir que para ese momento ha cesado el efecto fungistatico de los
compuestos activos presentes en la Ajo.

Por otro lado, la tendencia registrada en el crecimiento del hongo con el
extracto Ajo- Hexano (Tabla X) fue similar que la registrada por el extracto
Neem - Hexano ( Tabla XIV) a las 48 y 96 horas. De ello se infiere, que el efecto
de ambos extractos en ese periodo de tiempo, es eficiente en el control del
hongo.

Sin embargo, a las 144 horas aumentan un poco los valores registrados
llegando a 4,4751 cm’ en el extracto Ajo - Hexano (Tabla X) y 1,8906 cm?

para el extracto Neem - Hexano (Tabla XlIV), que al comparar con el valor
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obtenido en el control que es de 10,2542 cm? presenta una reduccion
significativa del area la cual no es tan marcada como para el extracto Neem -
Hexano (Tabla XIV) para ese momento.

Posteriormente, a las 196 horas los resultados obtenidos para el extracto
Ajo - Hexano en la concentracion 20 gr/l (Tabla X) indican un aumento
sustancial en el area del hongo a 10,2263 cm?, alcanzando un valor similar al
valor del control en ese mismo periodo, la cual fue de 10,8910 cm?, lo que
puede indicar que la accion fungistatica del extracto ya habia cesado, debido a
que los metabolitos no tienen efecto residual, como lo fue en el caso del
tratamiento con extracto Neem - Hexano.

Los compuestos activos presentes en el Neem resultaron ser mas
eficaces para disminuir el crecimiento del hongo y con un efecto mas duradero,
en comparacion a los extractos de Ajo - Hexanoy Cebolla - Hexano, aunque el
efecto de éstos extractos fue significativo con respecto al control del
crecimiento del alas 48, 96 y 144 horas.

El control realizado con Hexano agregado al medio de cultivo, afectd de
manera significativa el crecimiento del hongo en las medidas tomadas a las 48
y 96 horas, con respecto a los datos registrados en la curva patron del
crecimiento del hongo.

Los valores registrados para la curva de crecimiento del patégeno
(Figura 2), fueron de 0,8484 cm? a las 48 horas y de 6,4462 cm? a las 96 horas,

mientras que para el control Hexano, fue de 0,2558 cm? a las 48 horas y de
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2,0417 cm? a las 96 horas, lo que representa una diferencia significativa. De
ello se puede inferir, que al principio del tratamiento, el Hexano tuvo un efecto
toxico sobre el crecimiento del hongo. Posteriormente, este efecto se disipo
hasta el punto en que el area del control Hexano llegd a ser similar a la
registrado, en la curva de crecimiento del hongo a las 144 horas, presentando
valores de 10,2542 cm? y 10,5327 cm? respectivamente.

En relacion al efecto de los extractos realizados con Hexano agregado al
medio de cultivo se pudo determinar que estos afectaron el proceso de
esporulacion del hongo a las 48 y 96 horas.

De esta manera, en los diferentes extractos a la concentracién 5 gr/l
(Figura 13) a las 48 horas de la siembra, se observé una disminucion en el
numero de esporas con respecto al control, donde los valores mas bajos se
presentaron en el extracto Cebolla - Hexano .Para el extracto Neem - Hexano y
el extracto Ajo - Hexano, se observaron valores similares en relacién al control
en esta primera medida. Es importante destacar, que a las 96 horas de haber
efectuado la siembra, el patrén de inhibicién en los diferentes extractos se
modifica, ya que el extracto Ajo - Hexano presenta un mayor efecto inhibitorio
en el niumero de esporas con respecto al control de Hexano agregado al medio
de cultivo, mientras que los extractos Cebolla - Hexano y Neem - Hexano
ocasionan una menor reduccion en el numero de esporas, con respecto al
control de Hexano agregado al medio de cultivo (Figura 13). A partir de las 144

horas de haber sido sembrado el hongo, los extractos no tuvieron ningtin efecto
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inhibitorio sobre el nimero de esporas, por tal razén, se puede inferir que los
principios activos no tienen un efecto residual en este caso.

En los extractos de concentracion 10 gr/l (Figura 14), se pudo observar
una disminucién en el numero de esporas para todos los extractos vegetales
con los que se trabajo a las 48 y 96 horas con respecto al control, donde el
menor numero de esporas fue registrado para el extracto Ajo - Hexano. Los
resultados indican que a partir de las 144 horas de haber sido sembrado el
hongo, los extractos pierden su efecto inhibitorio en relacién al nimero de
esporas, exceptuando el de Neem - Hexano que aunque Presentd un
incremento en el numero de esporas, éste no fue significativo con respecto al
control. Sin embargo, a las 192 horas, todos los tratamientos con los diferentes
extractos presentan valores superiores al control.

Los resultados obtenidos para los diferentes extractos con una
concentracion de 20 gr/l (Figura 15), indican que a las 48 horas de haber sido -
sembrado el hongo, el extracto de Cebolla - Hexano presenta un menor nimero
de esporas seguido por los extracto de Neem - Hexano y Ajo - Hexano
respectivamente, con respecto al control de Hexano agregado al medio de
cultivo. A las 96 horas de haber sido efectuado la siembra del hongo, el extracto
de Cebolla - Hexano sigue presentando una disminucién en relacién al nimero
de esporas, aunque esta reduccion no es tan marcada como la reportada a las
48 horas de la siembra, Luego es seguido por los extractos de Ajo - Hexano y

Neem - Hexano, con respecto al control de Hexano agregado al medio de
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cultivo. Sin embargo, a las 144 y 192 horas de haber efectuado la siembra del
hongo, los extractos dejan de presentar un efecto inhibitorio en la esporulacion
del hongo, lo cual se evidencia en un incremento en el nUmero de esporas,
con respecto al control.

a.2.4) Evaluaciones estadisticas: Se obtuvieron las desviaciones
estandar y medias de todos los valores obtenidos en cada extracto. A través de
una prueba de bondad de ajuste se determind que todos los resultados
obtenidos se encuentran dentro de una distribucién normalidad.

Se realizd un analisis de varianzas simples utilizando los valores
obtenidos en el numero de espora y el area de crecimiento del hongo
Mycosphaerella musicola, sometido los efectos de los diversos extractos en
analisis de varianzas simples realizados en esporas, arrojo que los extractos
presentaban distintos efectos sobre la esporulacién y el crecimiento en area del
patégeno. Por tal razon, se confirmé la hipétesis alternativa puesta a prueba,
en donde por lo menos un par de tratamiento tenia un efecto diferente sobre el

hongo (Anexos).
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a.2.5) Analisis morfolégicos del hongo Mycosphaerella musicola a
través del Microscopio Electronico de Barrido bajo el efecto de diferentes

extractos vegetales

Con la finalidad de Vvisualizar caracteristicas del hongo
Mycosphaerella musicola, y los cambios que se pudieran haber ocasionado a
nivel de ultra estructura, por la accion de los diversos extractos vegetales. Para
ello, se realizaron observaciones al Microscopio Electronico de Barrido (SEM),
con este objetivo se realizaron muestras experimentales, las cuales estaban
tratadas con extractos vegetales agregados sobre el patégeno, éstos extractos
vegetales fueron preparados en base Agua y en base Hexano, con material
vegetal seco de Ajo, Cebolla y Neem en una concentracion de 20 gr/l.

Los registros fotograficos hechos al Microscopio Electronico de Barrido,
permitieron observar caracteristicas morfologicas del patdgeno, bajo el efecto
de los extractos vegetales.

Los registros fotograficos de las muestras tratadas con los extractos en
base Agua, agregados en el medio de cultivo, reflejan que el extracto Ajo —
Agua (Figuras 18 — 19), surtio un efecto a nivel micelial, debido a que presenta
un micelio deteriorado y esporas alargadas en comparacion con el grupo control
(Figuras 16 -17), mientras que en los registros fotograficos, tomados a las

muestras tratadas con los extractos Neem - Agua (Figuras 20 — 21), y Cebolla
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- Agua (Figuras 22 - 23), agregados en el medio de cultivo, no presentaron
diferencias significativas con respecto al grupo control (Figura 16 — 17).

En la muestra tratadas con los extractos realizados en base Agua y
agregados sobre el hongo, se visualiza un inminente dafio micelial en las
muestras tratadas con el extracto Ajo - Agua (Figura 24), en comparacion con el
grupo control (Figuras 16 -17), a diferencia de los resultados obtenidos en los
tratamientos realizados para los extractos Cebolla - Agua (Figuras 25 - 26) y
Neem - Agua (Figuras 27), cuyos registros fotograficos no evidenciaron
diferencias en relacion al grupo control (Figuras 16 -17).

Los registros fotograficos realizados a las muestras tratadas con los
extractos vegetales en base Hexano, agregados en el medio de cultivo donde,
posteriormente se sembraron los hongos, permiten visualizar que en las
muestras del patégeno tratadas con el extracto Neem - Hexano (Figuras 28 -
29) y con el extracto Cebolla - Hexano (Figuras 30 - 31), se observa un dafio en
la estructura del patdégeno a nivel micelial, pero no a nivel de esporas en
relacion con el grupo control (Figuras 16 -17).

Por otro lado, los resultados obtenidos con el extracto Ajo - Hexano
(Figuras 32 - 33) indican que también existe un dafio en el patégeno, ya que
presentan cambios morfolégicos en el micelio en contraste con micelios
normales, los cuales se pueden observar en el grupo control (Figuras 16 - 17).

En el caso de los extractos en base Hexano agregados sobre el hongo,

se pudo observar que la muestra tratada con el extracto Ajo - Hexano (Figuras
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34 - 35), presentaba un dafio a nivel micelial, al compararlo con el grupo
control (Figuras 16 -17). En cambio, las imagenes reportadas en las muestras
tratadas con extracto Neem - Hexano (Figuras 36 ) y con extracto cebolla —
Hexano (Figuras 36 ), muestran un desarrollo normal, puesto que en el campo
observado en el Microscopio Electronico de Barrido (SEM), no se observan
diferencias en el hongo al compararlo con el grupo control (Figuras 15 -
16).

Es importante destacar, que el estudio realizado al Microscopio
Electrénico de Barrido, fue puntual, por tanto, no permite realizar afirmaciones
en cuanto al efecto de los extractos sobre el hongo a través del tratamiento, ya
que dicho estudio no fue sistemético. Adicionalmente, el Unico registro se
realiz6 al final del proceso experimental.

a.3) Evaluaciones “in vivo™

Las pruebas “in vivo™ fueron realizadas con 12 plantas de banano de la
variedad Pineo Gigante (AAA). Las hojas de dichas plantas fueron enumeradas
y en cada una de ellas se circunscribié un area de 144 cm? Esta area fue
asperjada con 10 ml de cada uno de los extractos, de concentracién 20 gr/l.,
debido a que esta fue la mejor concentracion obtenida en las pruebas “in vitro.

Las plantas antes de la aplicacion del tratamiento tenian la enfermedad

en estadio | y Il respectivamente ( Tabla I).
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La tabla presenta las caracteristicas mostradas por el hongo, luego de
haberse realizado las aspersiones con los distintos extractos, en las distintas
evaluaciones registradas durante lapsos de tiempo de 48 horas cada uno.

En la hoja de la planta donde se asperjo Hexano solo (control), se
observé una necrosis en la zona basal y central de la hoja, desde la primera
aplicacion lo cual indica que el Hexano es un compuesto téxico para estas
plantas.

De igual manera, todos los extractos que fueron extraidos con Hexano
tuvieron un efecto similar para las plantas en estudio. Por tal razén, no se
observaron cambios en el desarrollo de la enfermedad, lo que impidio
determinar la eficacia de los extractos obtenidos a partir de este solvente. Por el
contrario, se observé que existieron dafios mecénicos y necrosis en todas las
hojas de las plantas donde se realizaron las aplicaciones de esos extractos.

En las hojas de las plantas donde se asperj6 Agua, se presentaron
alteraciones en la sintomatologia de la enfermedad, pasando del estadio Il al IlI,
de manchas amarillas a pardas. En este caso, el Agua asperjada puede
funcionar como un agente mecéanico para la dispersion de las esporas a las
plantas circundantes (Bello, 1996).

Los extractos que fueron obtenidos con Agua, no tuvieron ningln
efecto toxico sobre las hojas de las plantas donde se aplicaron. Sin embargo, es
importante destacar que presentaron diversos efectos sobre la enfermedad en

las hojas en las cuales fueron aplicados. En el caso del extracto Cebolla -
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Agua, se puede indicar que no ejerce un efecto significativo sobre el hongo que
causa la enfermedad, debido a que no ocurrié ningun retardo en la evolucion de
sintomas mas avanzados de la enfermedad, por el contrario se observé en las
plantas una sintomatologia de la enfermedad, caracteristica de los estadios Il y
IV respectivamente .

En relacion al extracto Ajo - Agua, se observo un retardo en el avance
de la enfermedad durante las primeras dos aplicaciones del asperjado. La
enfermedad se mantuvo en el estadio Il, pero luego de la tercera aplicacion, se
observoé un avance de la enfermedad al proximo estadio, razén por la cual
extracto Ajo- Agua no demuestra tener una excelente eficiencia sobre el hongo
que causa la enfermedad denominada Sigatoka Amarilla.

Al aplicar el extracto Neem - Agua a las hojas de las plantas con la
enfermedad, se observé un retardo en el desarrollo de la misma durante las 3
aplicaciones, manteniéndose en los estadios | y Il, lo cual puede indicar que el
extracto Neem - Agua inhibe la accién del hongo, durante su ciclo de
aspersiones.

Los resultados discutidos anteriormente sefialan que fue el extracto
Neem - Agua el que demostrd tener un efecto fungistatico, deteniendo el
desarrollo del hongo, lo cual ha sido sefialado en otras investigaciones

(Hernandez et al, 2001; Okios, 2000).




TABLAS
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HOJA INFECTADA CON SIGATOKA AMARILLA

FIGURA 1.




FIGURA 2. CURVA PATRON DEL CRECIMIENTO DEL HONGO
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FIGURA 3.PATRON DE NUMERACION DE LAS HOJAS EN MUSACEAS
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FIGURA 4. EXTRACTOS CON AGUA AGREGADOS SOBRE EL HONGO
Mycosphaerella musicola. 5gr/l
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FIGURA 5. EXTRACTOS CON AGUA AGREGADOS SOBRE EL HONGO
Mycosphaerella musicola. 10gr/l
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FIGURA 6. EXTRACTOS CON AGUA AGREGADOS SOBRE EL HONGO
Mycosphaerella musicola. 20 gr/l
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FIGURA 7. EXTRACTOS CON HEXANO AGREGADOS SOBRE HONGO
Mycosphaerella musicola. 5 gr/l
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FIGURA 8. EXTRACTOS CON HEXANO AGREGADOS SOBRE EL HONGO
Mycosphaerella musicola. 10 gr/l
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FIGURA 9. EXTRACTOS CON HEXANO AGREGADOS SOBRE EL HONGO
Mycosphaerella musicola. 20 gr/l
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FIGURA 10. EXTRACTOS CON AGUA INCLUIDOS EN EL MEDIO DE
CULTIVO. 5 gr/l
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FIGURA 11. EXTRACTOS CON AGUA INCLUIDOS EN EL MEDIO DE
CULTIVO. 10 gr/l
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FIGURA 12. EXTRACTOS CON AGUA INCLUIDOS EN EL MEDIO DE
CULTIVO. 20 gr/l
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FIGURA 13. EXTRACTOS CON HEXANO INCLUIDOS EN EL MEDIO DE
CULTIVO. 5 gr/l
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FIGURA 14. EXTRACTOS CON HEXANO INCLUIDOS EN EL MEDIO DE
CULTIVO. 10gr/l
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horas de haber sido efectuada la siembra del hongo
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FIGURA 15. EXTRACTOS CON HEXANO INCLUIDOS EN EL MEDIO DE
CULTIVO. 20gr/I
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FIGURA 16. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola SIN
NINGUN TRATAMIENTO. AUMENTO (10. 000X).
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FIGURA 17.REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola SIN
NINGUN TRATAMIENTO. AUMENTO (10.000)X.
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FIGURA 18.REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO AJO - AGUA INCLUIDO EN EL MEDIO DE
CULTIVO. AUMENTO (2.500X).
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FIGURA 19. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO AJO - AGUA INCLUIDO EN EL MEDIO DE
CULTIVO. AUMENTO (7.500X).

..O......O0.0........O.QOO.......O............




03’3’3"3"33””3:’””’0"”””9””’9’-”””’

109

FIGURA 21. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO NEEM - AGUA INCLUIDO EN EL MEDIO DE
CULTIVO. AUMENTO (7.500X).
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FIGURA 22. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO CEBOLLA — AGUA INCLUIDO EN EL MEDIO DE
CULTIVO. AUMENTO (11.250X).
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FIGURA 23. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO CEBOLLA - AGUA INCLUIDO EN EL MEDIO DE

CULTIVO. AUMENTO (5.000X).
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FIGURA 24. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO AJO - AGUA AGREGADO SOBRE EL HONGO.

AUMENTO (3.750X).
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FIGURA 25. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO CEBOLLA - AGUA AGREGADO SOBRE EL
HONGO. AUMENTO (5.000X).
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FIGURA 26. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO CEBOLLA - AGUA AGREGADO SOBRE EL
HONGO. AUMENTO (2.000X).
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FIGURA 27. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO NEEM - AGUA AGREGADO SOBRE EL HONGO.
AUMENTO (7.500X).
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FIGURA 28. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO NEEM - HEXANO INCLUIDO EN EL MEDIO DE
CULTIVO. AUMENTO (2.500X).
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FIGURA 29. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO NEEM - HEXANO INCLUIDO EN EL MEDIO DE
CULTIVO. AUMENTO (3.750X).
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FIGURA 30. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO CEBOLLA - HEXANO INCLUIDO EN EL MEDIO
DE CULTIVO. AUMENTO (3.250X).
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FIGURA 31.REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO CEBOLLA - HEXANO INCLUIDO EN EL MEDIO
DE CULTIVO. AUMENTO (5.000X).
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FIGURA 32. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO AJO - HEXANO INCLUIDO EN EL MEDIO DE
CULTIVO. AUMENTO (2.000X).
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FIGURA 33. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO AJO - HEXANO INCLUIDO EN EL MEDIO DE

CULTIVO. AUMENTO (3.750X).
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FIGURA 34. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO AJO - HEXANO AGREGADO SOBRE EL

HONGO. AUMENTO (2.500X).
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FIGURA 35. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO AJO - HEXANO AGREGADO SOBRE EL
HONGO. AUMENTO (5.000X).
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FIGURA 36. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO NEEM - HEXANO AGREGADO SOBRE EL
HONGO. AUMENTO (8.750X).
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FIGURA 37. REGISTRO FOTOGRAFICO REALIZADO EN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO DEL HONGO Mycosphaerella musicola
TRATADO CON EXTRACTO AJO - HEXANO AGREGADO SOBRE EL
HONGO. AUMENTO (2.000X).
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VI. CONCLUSIONES

Luego de analizar los resultados obtenidos a través de esta
investigacion, se puede concluir :

; La obtencion de extractos vegetales utilizando como solvente al agua,
fue mas eficiente en el control biologico del patégeno, debido a las
desventajas que presentod el solvente Hexano.

8 Los extractos que demostraron mayor eficacia en el control del area
de crecimiento y en la esporulacion del hongo, fueron los extractos de
concentracién 20 gr/l.

3. Las pruebas realizadas “in vitro” permiten concluir que hay extractos
que poseen una mayor eficacia en el control del area de crecimiento
del hongo y a la vez pueden ser ineficaces en el control de esporas, lo
que se evidencio, debido a que:

* El extracto Neem — Hexano agregado sobre el hongo presenté un
efecto inhibitorio sobre el crecimiento del patégeno.

* Elextracto Cebolla — Hexano agregado sobre el hongo presenté un
efecto inhibitorio sobre La esporulacion del patégeno.

* El extracto Neem — Hexano agregado al medio de cultivo presentd

un efecto inhibitorio sobre el crecimiento del patégeno.

'...-‘.............Q.Q...........................
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* El extracto Cebolla — Hexano agregado al medio de cultivo
present un efecto inhibitorio sobre la esporulacion del patogeno.

* El extracto Cebolla — Hexano agregado al medio de cultivo
presento un efecto fungistatico sobre el crecimiento del hongo.

4, El analisis de varianza simple, determiné que todos los extractos
presentaron una diferencia en su media, en relacién al nimero de
esporas y al area de crecimiento, lo que demuestra que todos los
extractos tienen un efecto distinto sobre estas variables.

5. Las fotografias realizadas en Microscopio Electrénico de Barrido,
demostraron cambios estructurales en la morfologia del hongo, en
algunos tratamientos: Ajo — Agua agregado al medio de cultivo, Ajo —
Agua agregado sobre el hongo.

6. En pruebas “in vivo” se determiné que:

* El extracto Neem - Agua presenta un efecto fungistatico sobre el
hongo Mycosphaerella musicola.

* Elextracto Ajo — Agua es un inhibidor medianamente bueno.

* El extracto Cebolla — Agua no es un fungistatico efectivo.

4 El control biolégico de este patdgeno, podria constituir una alternativa
al uso de fungicidas altamente toxicos y que causan graves

afecciones al medio ambiente.

‘A A A A A Al AR A A A L R R R R R R R R A R R R R R R R R F Y X XX X XXXYXXXY Y
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VIl. RECOMENDACIONES

Debido a que no se realizaron pruebas con concentraciones
mayores a 20 gr/l, es recomendable que el presente trabajo se
continué, empleando concentraciones mas altas a manera de
determinar la concentracion del extracto mas adecuada para el
control biolégico del patégeno y que no presente efectos toxicos
en la planta.

Adicionalmente, se recomienda trabajar con otros solventes
organicos, que permitan monitorear la efectividad de extractos
vegetales.

Cabe destacar, que es importante realizar un estudio sistematico
en la observacion del hongo al Microscopio Electrénico de Barrido,
a fin de determinar los efectos causados por los extractos en el
patdgeno.

Adicionalmente, seria interesante estudiar el mecanismo de

accion de los extractos a nivel de biologia celular.
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