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RESUMEN

Con el fin de desarrollar estrategias que permitan minimizar el uso de
agroquimicos que afectan de manera negativa el ambiente y la salud humana, se
llevé a cabo una investigacion en el laboratorio de Fitopatologia de la UNELLEZ
sede Guanare, del estado Portuguesa, en la cual, se evaluaron tres extractos
vegetales (acuosos), cola de caballo (Equisetum arvense), Moringa (Moringa
oleifera L), y Jabillo (Hura crepitans L.) para el control de fitopatdgenos como
Colletotrichum ssp y Meloidogyne spp en concentraciones de 1 y 5%. Los
resultados obtenidos dan cuenta que el tratamiento que mostro mayor efecto en
la inhibicion del crecimiento del hongo Colletotrichum spp, fue el extracto de
moringa (M. oleifera L) y que se comporta mejor en la medida que su

concentracion es mayor.

Palabras claves: Extractos vegetales, Colletotrichum ssp y Meloidogyne spp.

Abstract:

In order to develop strategies to minimize the use of agrochemicals that negatively
affect the environment and human health, an investigation was carried out in the
Phytopathology laboratory of UNELLEZ, Guanare campus, in the state of
Portuguesa, in which, Three plant extracts (aqueous), horsetail (Equisetum
arvense), Moringa (Moringa oleifera L), and Jabillo (Hura crepitans L.) were
evaluated for the control of phytopathogens such as Colletotrichum ssp and
Meloidogyne spp in concentrations of 1 and 5%. . The results obtained show that
the treatment that showed the greatest effect in inhibiting the growth of the
Colletotrichum spp fungus was the extract of moringa (M. oleifera L) and that it

behaves better as its concentration is higher.

Key words: plant extracts, Colletotrichum ssp y Meloidogyne spp.



INTRODUCION

Durante los ultimos afios, los sistemas agricolas se han visto afectados por el uso
de agroquimicos para controlar el ataque de malezas, plagas y enfermedades, lo
que ha generado graves problemas sobre la salud humana y de caracter
ambiental; entre estos problemas, se cita la reduccion de la biodiversidad como
uno de los mas importantes, seguido de la pérdida en la sanidad del suelo (Gan et
al, 2017).

Algunos autores sefialan que las pérdidas directas en rendimiento en productos
agricolas causadas por patdgenos, animales y malezas oscilan entre el 20% y el
40%; mientras que otros estiman que al discriminar por continentes las pérdidas

pueden variar entre el 29% y el 43% (Castafio et al, 2015).

Entre los hongos y oomycetos fitopatdgenos mas significativos tanto en pre como
en poscosecha en distintos cultivos se encuentran algunos géneros como:
Botrytis, Puccinia, Rhizoctonia, Cladosporium, Fusarium, Colletotrichum,
Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Mycosphaerella, Hemileia, Tilletia,
Ceratocystis, Cochliobolus, Sclerotium, Sclerotinia, Erysiphe, Sphaerotheca,
Phytium, Plasmopara, Peronospora, Phytophthora, entre otros (Hosni et al., 2013;
Castario et al, 2015).

Los fungicidas de sintesis han sido una de las estrategias mas utilizadas por los
agricultores para controlar las enfermedades causadas por estos; los mas
comunes en su composicién quimica son compuestos fosforados, clorados,
carbamatos, nitroderivados y derivados arométicos (Martinez-Romero et al., 2008;
Cantrell et al., 2012)

Sin embargo, en los ultimos afios el uso de fungicidas de sintesis quimica ha
aumentado la preocupacion del consumidor y se ha visto cOmo su uso es cada vez
mas restrictivo debido a efectos carcindgenos, problemas de toxicidad residual,
contaminacion ambiental como disminucién de la biodiversidad y contaminacién
del suelo y aparicion de resistencia microbiana (Martinez-Romero et al., 2008;
Cantrell et al., 2012)



El control biologico de enfermedades de plantas constituye una practica
ampliamente difundida y sigue siendo objeto de investigaciones en desarrollo. Las
plantas tienen la capacidad de sintetizar una gran diversidad de metabolitos
secundarios relacionados con diferentes mecanismos de defensa, entre los que se
encuentran compuestos quimicos como terpenos, fenoles, compuestos
nitrogenados como alcaloides y compuestos azufrados, muchos de estos con
propiedades antimicrobianas. Estos metabolitos tienen una funcién importante en
la proteccion ante depredadores, microorganismos patdgenos y herbivoros, asi
como diversos tipos de estrés abiotico (por ejemplo, exposicion UV) (Cowan,
1999; Avalos-Garcia y Carril, 2009) (Citado por Mesa et al, 2019)

Nuestro objetivo en la presente investigacion es mostrar el desarrollo de
potenciales moléculas como fungicidas a partir de extractos obtenidos de especies
vegetales y evaluados in vitro contra hongos fitopatégenos como un paso inicial al
desarrollo de las alternativas tecnoldgicas prometedoras en el uso de bioproductos
disponibles a partir de plantas. Estos potenciales productos pueden retardar la
reproduccion de microorganismos indeseables, y seria un método realista y
ecolégicamente solido para la proteccion de los cultivos, lo que permitiria sustituir

con éxito a los agroquimicos.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mayoria de los cultivos se ven atacados por diferentes enfermedades las
cuales son provocadas por agentes bidticos que alteran las funciones fisioldgicas
de las plantas, afectando a su normal funcionamiento, reduciendo los rendimientos
y en casos muy graves, provocandoles la muerte. Estos agentes bidticos son
conocidos comunmente como patdégenos y algunos ejemplos de ellos son

bacterias, hongos, virus o nematodos. (Alvaro 2019.)

Los hongos constituyen el grupo mas importante de agentes fitopatégenos en
razon del numero y diversidad de enfermedades que causan. Ademds, existen
hongos patogénicamente especializados sobre una sola especie vegetal o sobre
las especies de un solo género. A ello hay que unir su extrema versatilidad
parasitica, indicada por la variedad de especies y 6rganos vegetales que pueden
atacar, la diversidad de sintomas y enfermedades que pueden inducir, y las
estrategias de habitos ecoldgicos, formas de nutricibn y especificidad de las

interacciones que utilizan para ello.(Carreras, et al, 2022).

Los hongos y nematodos que enferman a las plantas se conocen
como fitopatégenos y tienen un gran impacto ya que, anualmente, destruyen un
tercio de las cosechas producidas. Especificamente, causan la pérdida de cinco
alimentos estratégicos: arroz, trigo, maiz, papa y soya, que a nivel mundial son de
los mas importantes. Si estos cinco cultivos fueran infectados simultaneamente, a
tal grado de que toda la planta se perdiera, mas del 60% de la poblacion mundial

no tendria qué comer (Carreras, et al, 2022).

La antracnosis es causada por el hongo Colletotrichum spp y es considerada
como la principal enfermedad poscosecha de papaya (Carica papaya L.) siendo
limitante en paises productores como Hawai, México, y en muchas mas regiones
tropicales,Se han estimado pérdidas poscosecha en el cultivo de papaya de
alrededor del 25-40%.(Mora 2009).



El nematodo Meloidogyne sp. Es uno de los patdgenos mas nocivos del tomate y
en general de las solanaceas a nivel mundial, debido a que afecta severamente
las raices de estos cultivos (Sikora y Fernandez 2005, Bhattarai et al. 2008).
Estas afectaciones generan pérdidas a nivel mundial que se estima los $US 100
billones (Birdet al 2003).

La capacidad de un organismo para adaptarse a diferentes condiciones
cambiantes del ambiente depende de la riqueza en su “bateria” genética
(contenido en el genoma) y a la capacidad de ésta para cambiar y producir otras

posibilidades que aumenten la bateria genética. (Manzo et al, 2005)

Aunqgue los organismos de la misma especie comparten mas del 95 por ciento de
similitud en su genoma, existen diferencias entre unos y otros, lo cual constituye la
diversidad genética. De ello surge la necesidad de encontrar métodos mas
adecuados para el control de hongos fitopatdégenos, ya que actualmente el uso
indiscriminado de productos quimicos, que es el método de control mas
generalizado, causa grandes dafios a la salud humana y al ambiente, asi como

también propicia la aparicién de hongos resistentes. (Manzo et al, 2005)

La capacidad de los organismos fitopatbgenos para poder modificarse
genéticamente y adaptarse a diferentes condiciones en el ambiente, constituyen
un gran problema en la produccién (rendimiento y calidad) de alimentos, por tanto
se hace necesaria la busqueda de nuevas alternativas y nuevas moléculas que

permitan el control efectivo de estos organismos.(Manzo et al, 2005)



JUSTIFICACION

La crisis de contenedores a nivel mundial ha hecho que muchos insumos y
alimentos incrementen su valor.Venezuela no escapa de ello, puesto que muchos
agricultores importan semillas para la siembra, asi como los fertilizantes,
herbicidas y demas insumos para poder cosechar y garantizar los alimentos a los
ciudadanos.Tenemos una dependencia de agroinsumos que parten desde la

misma semilla, fertilizantes y agroquimicos de otros paises. (Lopez 2022).

La resistencia a fungicidas (y agroquimicos en general) tiene un costo financiero
para productores agropecuarios, para los fabricantes de fungicidas y para toda la
sociedad. Asimismo, el surgimiento de la resistencia reduce la disponibilidad de
ingredientes activos con diferente modo de accion disponibles en la lucha contra
los fitopatdégenos, dificultando sobremanera el manejo agronémico de las

enfermedades. (Carmona et al. 2017).

La resistencia depende del impacto de las propiedades de cada principio activo
fungicida y de la estructura genética de las poblaciones de patégenos, como asi
también de las practicas de manejo agrondmico seleccionadas para cada

patosistema. (Carmona M. et al. 2017).

En consecuencia, para combatir la resistencia, el uso de los fungicidas debe
enmarcarse dentro de un programa de manejo integrado de enfermedades en
combinacion con las buenas practicas agricolas que garantizan las estrategias de

manejo de resistencia a fungicidas. (Carmona M.et al. 2017).

Los mecanismos de resistencia a los fungicidas es un término que refiere a una
reduccion adquirida y heredable de la sensibilidad de un hongo a un principio
activo antifungico especifico (Beckerman, 2013).

Es decir, la resistencia constituye una propiedad heredable y estable de los
organismos fungicos, por la cual obtienen la habilidad de adaptacion a diferentes
condiciones agronomicas normalmente adversas, y por lo tanto les permite

sobrevivir. Por medio de este proceso de adquisicibn de resistencia, algunos



individuos de la poblacién fangica logran sobrevivir, multiplicarse y propagarse, a
pesar de haber sido expuestos a la aplicacion de un fungicida que normalmente
controlaba a esa poblacion (Hobbelen et al., 2014).

El fungicida ejerce una fuerte presion de seleccion sobre la poblacién de
patégenos ya que mata a la poblacion inicial sensible, pero no mata a la poblacion

gue ha cambiado (o mutante) (Gressel, 2011).

Sobre la base de estos planteamientos, se hace necesaria la busqueda de
nuevas moléculas en la naturaleza que muestren alguna actividad antifungica o

nematicida que permita el control de estos microorganismos (Gressel, 2011).



Objetivos:

Objetivos General

« Evaluar el efecto de tres extractos vegetales sobre Colletotrichum spp y

Meloidogyne spp, patégenos de plantas

Objetivos Especificos

< Determinar in vitro el efecto de tres extractos acuosos sobre el hongo

Colletotrichum spp

s Comparar el efecto de dos concentraciones diferentes de tres extractos

acuosos sobre la inhibicién de crecimiento del hongo Colletotrichum spp

«+ Comprobar in vivo el efecto de tres extractos acuosos sobre el nematodo

agallador Meloidogyne spp.



REVISON BIBLOGRAFICA

Marco teérico:

Antecedentes

A continuacidén se exponen algunos estudios relacionados con la evaluacion del
efecto de extractos vegetales en diversos agentes fitopatogenos, para generar
informacion que sirva como base a la recomendacion de los extractos vegetales

como biocontrolador.

Maria C. Lizcano (2007). Realizo un estudio titulado Evaluacion de la actividad
antifungica del extracto de tomillo (ThymusVulgaris) contra BotrytisCinerea,
fusarium Oxysporum y sclerotiorum a concentraciones de 150,250 y 500g/L. Las
pruebas realizadas fueron in vitro; se obtuvo un medio de cultivo con los extractos
y se evalué la tasa de crecimiento radical de los hongos, el tratamiento de 500g/L

fue el que obtuvo mejores resultados.

Verdnica Tayupanta R. (2012). Control in vitro de botrytis (Botrytiscinérea), mildiu
(Bremialactucae) y esclerotinia (Sclerotiniasclerotiorum) en lechuga (Lactua
sativa), usando extractos de cola de caballo (Equisetum arvense), ortiga (Urtica
dioica L), ruda (Ruta graveolens) mas tomillo (Thymusvulgaris). Los factores en
el estudio fueron cuatros dosis de cada extractos (50% - 100% - 200% - 500%),
aplicando 5ml de cada uno en cajas petri con el medio con el medio de cultivo
PDA (papa, Dextrosa, agar/25ml/ caja. Se obtuvo que el extracto de cola de
caballo (Equisetum arvense), presento la mayor accion fungicida tanto para el
hongo Botrytiscinera como para el hongo BremialLactucae a la dosis de 4
(500%), ya que presento el mayor halo de inhibicion con promedios de 44 mm y
46,5mm y el extracto de Ruda (Ruta graveolens), tuvo mayor acciéon fungicida
sobre el hongo SclerotiniaSclerotiorum a las dosis 4 (500%), ya que igualmente

presento el mayor halo de inhibicién con un promedio de 40,75mm.



Bases tedricas

Extractos vegetales:

Un extracto vegetal es una mezcla compleja, con multitud de compuestos
qguimicos, obtenible por procesos fisicos, quimicos y microbiolégicos a partir de
una fuente natural y utilizable en cualquier campo de la tecnologia. El caracter
especial de los extractos vegetales es que a partir de una misma planta se pueden
obtener extractos diferentes con principios activos variados. También depende del
solvente empleado para extraer una parte vegetal definida. (Becerra et al 2010).

Los extractos vegetales los componen multiples ingredientes activos de origen
natural y actlan bajo diversos modos de accién cuando son usados para el

manejo de plagas y enfermedades. (Cock et al 2007).
Modos de accion de los extractos vegetales:
Segun Cock et al (2007), los modos de accion son:

e Efecto repelente, se expresa cuando un extracto o sustancia tiene
propiedades para que la plaga objeto del manejo se aleje, no llegue y
permanezca fuera de la zona de interés en el sistema productivo (cultivo,
potrero, establo, entre otros).

e Efecto deterrente, se refiere a la capacidad de una sustancia para evitar que
una plaga cumpla su ciclo en una zona tratada, al interferir en su
alimentacion u ovoposicion, sin importar si ésta se encuentra o no en la
zona de interés.

e Por otro lado, algunas plantas tienen la capacidad de interferir en el normal
desarrollo de otras plantas, este es el llamado efecto alelopatico. A pesar
de tratarse en su mayoria de efectos no letales, algunos extractos tienen la
posibilidad de eliminar insectos (insecticidas), hongos (fungicidas), y
bacterias (bactericidas) entre otras actividades biocidas.



Tipos de extractos vegetales

> Extractos Etandlicos:

Extracto con olor caracteristico, obtenido a partir de materia prima desecada de
origen vegetal, por maceracion o percolacién en contacto con etanol, seguida de la
eliminacién de dicho solvente por un procedimiento fisico. Estos procesos
pueden ser sometidos a determinadas operaciones para eliminar algunos de sus
componentes y asi mejorar notablemente la calidad del producto deseado.
(Brewster, 1970).

» Extractos acuosos:

Son extractos cuyo solvente es el agua, son menos concentrados que los
extractos hidroalcohdlicos. No presentan sedimento y su color y aroma son mas
suaves. Se obtienen inmediatamente a partir de una planta fresca, segun el

meétodo descrito por (Pérez et al. 2002).
» Extraccion por centrifugacion:

Los extractos y aceites obtenidos por este proceso tienen caracteristicas
aromaticas superiores a las conseguidas por extraccién por arrastre de vapor. Al
no ser un proceso térmico, sus propiedades son mas estables, por los
antioxidantes naturales presentes. Aun asi, la friccion interna de la materia prima
provoca un aumento de temperatura no controlable que puede implicar una

degradacion térmica y un oscurecimiento del extracto. (Bisset, 1994).

Uso de Extractos Vegetales en el sector agricola.

Los extractos vegetales son preparados que se obtienen de la extracciéon
alcohdlica de sustancias fotoquimicas de diferentes productos vegetales,

alimentos o condimentos, tienen importantes aplicaciones en el sector agricola.



Los compuestos fotoquimicos presentes en extractos vegetales son de gran
variedad y concentracion, por lo que sus beneficios son muchos: pueden servir
para combatir plagas y enfermedades en diferentes cultivos, asi como también
funcionar como estimulantes en el desarrollo, igualmente favorecen su desarrollo
vegetativo y la activacion de sus ciclos bioquimicos para la produccion de

sustancias especificas en las plantas.(Félix 2018).

Por otra parte, estos compuestos ayudan, como parte de la estimulacion, a la
induccion de resistencia en las plantas ante factores bioticos y abioticos (Félix
2018).

Descripcién de las plantas:

Cola de caballo (Equisetum arvense).

Equisetum es un género de helechos llamados comunmente “colas de caballo” de
distribucion mundial y de mayor riqueza en el hemisferio norte. Este género es
reconocible por los ejes longitudinalmente surcados con costillas, por lo general,
pronunciadas, con hojas verticiladas reducidas a escamas que forman una vaina y
por esporofilos agrupados distalmente en unas estructuras a manera de cono, los
estrobilos.(Hauke 1969; Mickel et al Smith 2004).

Se reconoce en la actualidad tres especies: E. bogotense Kunth, E. giganteum L.
y la escasamente reportada E. myriochaetum Schitdl. & Cham. Existe la
posibilidad que ocurran también hibridos (Equisetum X schaffneri Milde) entre
estas dos ultimas en las areas de contacto como si ocurre en América Central
(Hauke 1969; Mickel et al 2004).

El uso de Equisetum como planta diurética es conocido en varios paises de la
region andina, especialmente E. bogotense y E. giganteum (Navarrete et al. 2006).

La presencia de oleorresinas en esa ultima es tema de interés farmacoldgico (e.g.
Michielin et al. 2005; Danielski et al. 2007) habiéndose evaluado su

caracterizacion fisicoquimica para control de calidad (Francescato et al. 2011).



Figura 1: Planta de Cola de caballo (Equisetum arvense).

Moringa (Moringa oleifera L)

Es originaria de la zona de los Himalayas. Como especie comestible se introdujo a
América durante el siglo XIX (Falasca et al 2008), o quiza en la época colonial
desde Filipinas por los tripulantes de la Nao de China (Olson et al 2011).

Es una de las 13 especies identificadas de la familia Moringaceae, perteneciente
al género Moringa. Se identifica por sus hojas pinnadas y su vaina larga y lefiosa,
gue al madurar se abre en tres valvas, la cual contienen las semillas con tres alas
(Olson et al, 2011).

Esta planta se consume como alimento por su valor nutricional, y de acuerdo con
la medicina ayurvédica (Singh, 2012a) se le atribuyen propiedades para el
tratamiento de algunos padecimientos como asma, epilepsia, enfermedades de los

ojos y de la piel, fiebre y hemorroides (Sanjay et al, 2015).

La semilla se usa para tratamiento de agua de rio con sélidos suspendidos y

aguas subterraneas (Aziz, Jayasuriya et al, 2015; Lijesh et al, 2016; Sasikala et al,



2015), y como fuente de aceite para la produccion de biodiesel (Mofijur et al.,
2014).

En moringa se han identificado proteinas, fibra, carbohidratos, aminoéacidos,
vitaminas, minerales (Amaglo et al., 2010; Asiedu-Gyekye et al, 2014), metabolitos
secundarios (carotenos y tocoferoles) (Amaglo et al., 2010) y algunos metabolitos
minoritarios (Muller et al, 2015); esto indica que puede ser materia prima para la
industria alimentaria, de alimentos balanceados para animales y de cosméticos
(Aney et al, 2009).

Figura 2: Planta Moringa (Moringa oleifera L)

Jabillo (Hura crepitans L.):

Arbol monoico de 7-8 m de altura, siempre verde o caducifolio, segun los climas
donde se cultive, con la copa ancha. Tronco y ramas normalmente con espinas
cortas. La corteza es gruesa, lisa y de color gris marrén. Contiene un latex muy
irritante. Hojas alternas, ovadas o acorazonadas, de 12-20 cm de longitud, con
peciolo de hasta 10-13 cm de longitud. Margen entero o dentado.
Nerviacionparalela muy marcada. Haz de color verde oscuro y envés algo mas
palido. (Hartshorn, 1983).



Se encuentra distribuido en toda la planta: semilla, flor y latex, y esta representado
por dos toxoalbuminas: hurina y crepitina. Su latex es irritante y puede causar

severas reacciones en la piel. (Hartshorn, 1983).

Figura 3: Planta de Jabillo (Hura crepitans L.)

Descripcién de los fitopatogenos

Hongos:

Segun Agrios, (2005); Urbina, (2011), los hongos son pequefios organismos
productores de esporas, generalmente microscopicos, eucariéticos, ramificados y
a menudo filamentosos que carecen de clorofila y que tienen paredes celulares
que contienen quitina, celulosa, 0 ambos componentes. La mayoria de las 100000
especies de hongos conocidas son estrictamente saprofitas y viven sobre la

materia organica muerta, a la que descomponen.

Alrededor de 50 especies de hongos producen enfermedades en el hombre y casi
el mismo numero ocasiona enfermedades en los animales, la mayoria de las
cuales son enfermedades superficiales de la piel o de sus apéndices. Agrios,
(2005);



Se considera que mas de 8.000 especies de hongos producen enfermedades en
las plantas. Todas las plantas son atacadas por algun tipo de hongo, y cada uno
de los hongos parasitos ataca a uno o mas tipos de plantas.Agrios, (2005);
Algunos hongos crecen y se reproducen soélo cuando establecen una cierta
asociacion con las plantas que les sirven de hospedante, durante todo su ciclo de
vida estos hongos se conocen como parasitos obligados o biotrofos. Agrios,
(2005);

Otros requieren de una planta hospedante durante una cierta etapa de su ciclo de
vida, el cual lo pueden concluir desarrolldndose en materia organica muerta o bien
creciendo y reproduciéndose tanto en materia organica muerta como en plantas

vivas (como por ejemplo los parasitos no obligados.Agrios, (2005);

Morfologia:

La mayoria de los hongos tienen un area o soma vegetativo similar al de las
plantas que consta de filamentos microscépicos continuos mas o menos alargados
y ramificados que tienen paredes celulares definidas. Al soma del hongo se le
denomina micelio, y a las bifurcaciones individuales o filamentos del micelio se les
denomina hifas. Cada hifa o micelio puede tener un grosor uniforme o pueden

terminar en porciones mas delgadas o mas anchas. (Agrios, 2005).

Las hifas de algunos hongos tienen un diametro de tan sélo 0.5 um, mientras que
otras tienen un espesor de mas de 100 um. En algunos hongos, el micelio tiene
una longitud de tan sdélo unos cuantos micrOmetros, pero en otros produce

filamentos miceliales de varios metros de longitud (Agrios, 2005).

En algunos hongos, el micelio esta constituido por células que contienen uno o
dos ndcleos por célula. En otros, el micelio es cenocitico, es decir, contiene
muchos nucleos y estéa integrado por una célula multinucleada continua y tubular
que puede o no ramificarse, o bien puede estar dividido por varias paredes
transversales (septos), de ahi que cada segmento represente una hifa

multinucleada. (Agrios, 2005).



El crecimiento del micelio se produce en las puntas de las hifas. Algunos de los
hongos inferiores carecen de un micelio verdadero y producen un plasmodio
multinucleado, amiboideo y desnudo (como en los myxomycetes) o un sistema de
filamentos de didmetro mas o menos distinto y que varia constantemente,

denominado rizomicelio (como en los chytridiomicetes). (Agrios, 2005).

Reproduccién de los hongos

Los hongos se reproducen principalmente mediante esporas, las esporas son
estructuras reproductoras o especializadas para la propagacion del hongo, que
constan de una o varias células. Estas estructuras pueden formarse asexualmente
(mediante la produccion, por el micelio del hongo, de células individuales
especializadas las esporas sin intervencion de cariogamia 0 meiosis) o ser el

resultado de un proceso sexual (Agrios, 2005).

En los hongos inferiores, las esporas asexuales se forman en el interior de un
saco denominado esporangio y se diseminan en el momento en que se rompe
esta estructura o a través de una abertura que posee. Algunas de esas esporas se
mueven mediante flagelos y se les denomina zoosporas (Agrios, 2005).

Otros hongos producen esporas asexuales denominadas conidios, que se
desprenden de las células terminales o laterales de hifas especializadas
denominadas conidiéforos (Agrios, 2005)

En algunos hongos, las células intercalares o terminales de una hifa se alargan,
estan rodeadas por una pared densa y se separan para formar clamidosporas. En
otros grupos de hongos, las esporas asexuales (conidios) se forman en el interior

de estructuras de pared gruesa denominadas picnidios. (Agrios, 2005).

La reproduccion sexual, o los procesos que se asemejan a ella, se presentan en
la mayoria de los grupos de hongos. En algunos de ellos, un par de células
(gametos) de tamafio y forma semejante se fusionan y producen un cigoto,

denominado zigospora. (Agrios, 2005).



En otros grupos, los gametos son de tamafo distinto y al cigoto que forman se le
denomina oospora. En algunos hongos, no se forman gametos definidos, y en
lugar de ello un micelio se fusiona con otro micelio compatible (Agrios, 2005).

La fusion de los nucleos sexuales del cigoto produce un nucleo diploide (2n). Por
lo coman, las primeras divisiones de este nucleo son meidticas, de ahi que el
hongo contenga nucleos haploides (1n) durante todo su ciclo de vida, excepto en

el momento en que se han fusionado los nucleos genéticos (Agrios, 2005).

Sin embargo, en algunos grupos de hongos, en particular en los basidiomicetos y
en menor grado en los ascomicetos, las células de todo el micelio o de ciertas
partes de él contienen un par de nudcleos haploides, los cuales se mantienen
separados en el interior de la célula. A dicho micelio se le denomina dicariético,
pero se comporta de manera bastante semejante a como lo hace un micelio

diploide (en el que ambos ndcleos se mantienen fusionados) (Agrios, 2005).

En la mayoria de los hongos, los gametos masculino y femenino se forman en un
mismo micelio (como es el caso de los hongos hermafroditas). Cuando los
gametos masculinos fecundan a los femeninos del mismo micelio, el hongo se le
denomina homotalico. Sin embargo, en la mayoria de los casos, los gametos
masculinos fecundan Unicamente a los gametos femeninos de otro micelio
sexualmente compatible, por lo que se dice que el hongo es heterotalico (Rivera,
2007).

Tipos de hongos:

e Colletotrichum spp
Es uno de los géneros patdgenos de plantas mas importantes y de mayor

distribucion en el mundo ya que ataca especialmente cultivos de regiones

tropicales y subtropicales. (Manners et al., 2000).

La sintomatologia se presenta en las hojas, peciolos y/o tallos. Inicialmente las
hojas afectadas presentan puntos rojizos, las lesiones crecen en forma irregular y

se unen entre si ocasionando necrosis total de la hoja (Negrete et al 1997).



En cuanto a las condiciones predisponentes, tenemos que la enfermedad se ve
favorecida durante los periodos de invierno por lluvias intensas y fuertes con alta
humedad relativa, ocasionando en muy poco tiempo brotes epidémicos severos

gue comprometen casi toda la planta en desarrollo (Melotto et al. 2000).

La severidad de la antracnosis ha llevado a los productores a realizar aplicaciones
exageradas de fungicidas, causando contaminaciéon ambiental, un aumento en los
costos de produccion y en algunos casos el abandono total del cultivo ante el

fracaso de ésta practica (Melotto et al. 2000).

El agente causal de antracnosis Colletotrichumsp, ha tomado gran importancia en
cultivos a nivel mundial, intentandose desarrollar sistemas que modelen los
procesos de infeccion y mecanismos de resistencia bioguimica para tener mayor

conocimiento que sustente el manejo del patdgeno. (Rodriguez et al, 2000).

Nematodos fitopatogeno

Los nematodos son un grupo diverso de organismos, parasitos y de vida libre.

Generalmente son encontrados en todo el mundo (Coyne et al, 2007).

Es dificil o imposible ver a los nematodos en el campo, sus sintomas no suelen ser
especificos, y por eso el dafio que ocasionan suele ser atribuido a algun otro
patdogeno. Los nematodos reducen la produccion agricola aproximadamente un
11% a nivel mundial, ocasionando pérdidas de millones de toneladas anuales
(Agrios, 2004).

Los nematodos fitoparasitos generalmente tienen una longitud que va de los 300-
1000 micrémetros. Las hembras de algunos géneros pierden su forma de gusano
o vermiforme al llegar a la etapa adulta, tomando forma de pera, limén, esférica o
de rifién (Coyne et al., 2007).

En algunas especies existe un dimorfismo sexual definido, con hembras y machos
bien diferenciados. Los sistemas reproductores estan bien desarrollados: los

nematodos hembras tienen de uno a dos ovarios y un Utero que termina en una



vulva; los nematodos machos tienen un testiculo, una vesicula seminal y termina

en un orificio comuan con el intestino (Agrios, 2004).

Los nematodos fitoparasitos difieren de los nematodos que se alimentan de
bacterias y hongos, por poseer una estructura especializada para alimentarse
denominada estilete. Este es usado para inyectar enzimas dentro de las células

vegetales y los tejidos, para luego extraer su contenido (Coyne et al., 2007).

Estos pueden constituir rapidamente una poblacion a partir de uno o dos
nematodos. La reproduccion se realiza por la copulacion de hembras y machos,
anfimixis, pero puede darse por partenogénesis, hermafroditismo,
pseudofertilizacién

en la cual se da una falsa fertilizacién del 6vulo, y los nematodos intersexos,
cuando un individuo tiene ambos d&rganos reproductivos, pero solo uno es

funcional. Muchas especies carecen de machos (Agrios, 2004).

Todos los nematodos fitoparasitos pertenecen al flo Nematoda. La mayoria del
género de los parasitos pertenece al orden Tylenchida, pero unos cuantos
pertenecen al orden Dorylaimida y Aphelenchida (Agrios, 2004).

Importancia de los nematodos fitopatogenos

En la producciéon de alimentos hay factores que a menudo se combinan dando
lugar a la disminucién de la produccion agricola y es preciso cuantificar los
principales factores limitantes de la produccion, entre los cuales se incluyen los

nematodos fitopatégenos. (Talavera, 2003).

Teniendo en cuenta la amenaza de los nematodos en relacion a otras plagas y
enfermedades, es un reto de enorme beneficio la cuantificacion de los problemas
nematolégicos a través del reconocimiento, la mejora de los procedimientos de

campo y laboratorio (Talavera, 2003).



Desde el punto de vista agricola, los nematodos sedentarios son frecuentemente
responsables de reducciones en la productividad de muchas cosechas. (Sanz-
Alférez., et al. 1995).

Aunque todos los nematodos pueden ejercer cierto impacto en la produccion
agricola, los nematodos fitopatogenos constituyen el grupo mas importante por su
accion patogeénica. Por ende, facilitan la entrada de otros agentes patdgenos de
suelo que pueden incrementar el dafio en muchas plantas generando la

disminucién de la produccion agricola. (Agrios, 1997).
Habitos alimenticios:

Los nematodos pardsitos pueden separarse en parasitos aéreos (aquellos que se
alimentan de partes aéreas de las plantas) y parésitos de raices y tubérculos
(aquellos que se alimentan de las partes subterraneas de la planta). Se dividen en
tres grupos principales por su comportamiento alimenticio y movilidad:
endoparésitos migratorios que son nematodos moviles que se alimentan dentro

del tejido de las raices (Coyne et al., 2007).

Los endoparéasitos sedentarios los cuales una vez tienen un sitio de alimentacion
dentro de la planta, dejan de moverse y se alimentan solamente de una locacion.
Y los ectoparasitos, que se alimentan desde afuera de la planta (Coyne et al.,
2007).

Nematodo de agalla (Meloidogyne spp):

El género Meloidogynespp agrupa a los nematodos formadores de agallas
radicales y comprende a mas de 90 especies descritas. La palabra Meloidogyne

es de origen griego y significa hembra con forma de manzana (Perry et al, 2009).

Son un grupo polifago de importancia econémica, altamente adaptados como
parasitos obligados, estan distribuidos cosmopolitamente y parasitan cada especie
de planta superior (Perry et al, 2009).



Tipicamente se reproducen y alimentan en células modificadas dentro de la raiz

de la planta, donde ellos inducen pequefas o largas agallas (Perry et al, 2009).

Después del primer descubrimiento en raices de melon en invernaderos de
Inglaterra, Meloidogynespp., fue reconocido como un importante patégeno en
numerosos hospederos de plantas alrededor del mundo. Al final del siglo XIX, el
reconocimiento de la importancia econdmica de Meloidogynespp, motivd a la
realizacion de muchos estudios detallados sobre la morfologia del los nematodos
(Perry et al, 2009).

Aunqgue contribuciones adicionales en la morfologia de todas las etapas en el ciclo
de vida de Meloidogynespp. fueron hechas por Nagakura (1930), el estudio mas
significativo en este aspecto fue realizado por Chitwood (1949), quien revel6 que
Meloidogynespp. Comprende diferentes especies (Perry et al, 2009).

El nematodo se fija en las raices y provoca la aparicion de células gigantes que
forman una agalla. Esta estructura dificulta la absorcién de elementos del suelo.
Los sintomas ocasionados por el ataque de este nematodo son similares a los
producidos por deficiencias nutricionales e invasion de hongos del suelo (Agrios,
2004).

Frecuentemente las discusiones sobre Meloidogynespp., se concentran en las
cuatro mayores especies: las tres especies tropicales, M. incognita, M arenaria y
M. javanica, y la especie de clima templado, M. hapla. Cada una tiene un extenso

rango de hospederos y estan distribuidas alrededor del mundo (Perry et al, 2009).

Estas cuatro especies comprenden el 99% de todas las especies identificadas de
una coleccion de 662 aislamientos de 65 paises (Perry et al, 2009).



Taxonomia

Animalia

Nematoda

Secernentea

Tylenchida.

Heteroderidae.

Meloidogyne.

Meloidogyne.Meloidogyne spp.

Habitat:

Segun Perry et al (2009), las poblaciones de Meloidogynespp. de mayor
importancia econdémica son habitantes de suelos agricolas. En regiones tropicales,
donde la temperatura no varia grandemente entre estaciones, Meloidogynespp.,
puede reproducirse constantemente en la presencia de un hospedero y humedad

favorable en el suelo.

Con suficiente aireacion en el suelo y una adecuada humedad necesarios para el
movimiento y la infeccion, suelos arenosos o bien estructurados y drenados,
combinados con un régimen apropiado de irrigacion o suficiente lluvia, favorece la
reproduccion del nematodo. Meloidogynespp., €s encontrado en suelos arenosos
o franco arenosos (Taylor et al, 1983).

Otros factores como el pH y la salinidad del suelo pueden afectar la densidad de la
poblacién del nematodo, pero en general, si los hospederos del nematodo pueden
desarrollarse satisfactoriamente en condiciones donde el pH del suelo y la
salinidad no sean las adecuadas para Meloidogynespp., la reduccion de la

poblacion de Meloidogynespp. Sera insignificante (Taylor et al, 1983).



La mayoria de la poblacion se encuentra generalmente de los 5 a 30 centimetros
debajo de la superficie del suelo, decreciendo su densidad hasta 1 metro de
profundidad (Taylor et al, 1983).

Reproduccién:

El estado citogenético del género Meloidogynespp. es complejo pero importante
en el entendimiento de la biologia y evolucién de estos nematodos. Tienen tres
modos de reproduccion: anfimixis, automixis y afomixis. Unicamente un pequefio
namero de especies se reproduce por anfimixis; es decir con la fusion obligatoria

de los gametos del macho y de la hembra (Perry et al, 2009).

La mayoria de especies de Meloidogynespp. Se reproducen por partenogénesis
(automixis y afomixis). Durante la maduracion del oocito, las especies apomicticas
experimentan solo una divisibn mitética. No existe la meiosis en esta division
mitética partenogenética obligatoria. En especies automicticas, los oocitos

experimentan una divisién por meiosis (Perry et al, 2009).

Cuando hay presencia de machos, el esperma y el huevo se fusionan. Sin
embargo, sin la presencia de un nucleo del esperma, el nuacleo del segundo
cuerpo polar se fusiona con el pronucleo del huevo y restaura el estado diploide.
Por lo tanto, especies automicticas son facultativamente partenogenéticas (Perry
et al, 2006).



MATERIALES Y METODOS

1. Ubicacion

El ensayo se llevo a cabo en el laboratorio de Fitopatologia de la UNELLEZ sede
Guanare, situada en la carretera nacional via Biscucuy, exactamente en la
parroquia San Juan De Guanaguanare, sector mesa de cavaca, municipio
Guanare del estado Portuguesa, Venezuela. A la cual le corresponden las
coordenadas 4°10°91.5"E 10°02’06.1"N UTM Huso 19.
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Figura 4: Imagen satelital del campus universitario UNELLEZ Guanare

Fuente: Laboratorio de cartografia, realizado por Ing. (Jhon Méndez, 2017)



Materiales y equipos

. Capsulas de Petri

. Medios de cultivo (AM o PDA Y AN)

. Extractos (Moringa, Jabillo, Cola de caballo)
. Gasas

. Beaker 1000ml|

. Fiolas de 1000ml

. Balanza

. Microscopio

. Papel parafilm

. Plancha de calentamiento y agitacion
. Licuadora

. Autoclave

. Lapiz y cuaderno de nota

. Mechero

. Vial

. Tubos de ensayo

. Marcador



DISENO METODOLOGICO

Con el fin de dar cumplimiento a los objetivos planteados, las actividades se

cumplieron en 2 fases:

. Fase de campo
II. Fase de laboratorio
I-. FASE DE CAMPO
1-. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS
1.1-. Recoleccion de las muestras:

Las muestras vegetales para la preparacion de los extractos se colectaron dentro de

las instalaciones del campus universitario.

1.2-. Muestreo del suelo y raices para extraccién de nematodos:

Para la extraccion de los nematodos (Meloidogynespp) se procedié a colectar raices
y suelo de plantas de tomate (Lycopersiconesculentum Mill) afectadas con el
patdgeno, las raices presentaban abultamientos o crecimientos exagerados

(hiperplasias e hipertrofias) conocidas como agallas.

Figura 5: Muestreo en campo del suelo y raices para extraccion de nematodos.



1.3-. Manipulacion y traslado de las muestras:

Se previé todo lo concerniente al manejo adecuado de las muestras con el fin de
preservar las mismas. Las muestras vegetales para la preparacion de los extractos
fueron colectadas considerando solo tejido sano, en el caso del jabillo se colectaron
semillas, para la moringa se colectaron las vainas para posteriormente obtener las
semillas y en el caso de la cola de caballo se colecto tejido foliar, las muestras fueron

envasadas e identificadas.

Las muestras de tejido enfermo, agallas, tejido foliar y suelo para la extraccion de los
nematodos, se recolectaron y se depositaron en bolsas plasticas, etiqguetadas y
cerradas adecuadamente, con la informacion basica, la cual se etiqueto
externamente a la bolsa plastica con la muestra. Es importante sefialar que las
muestras de raices se introdujeron en bolsas individuales debidamente identificadas
y cerradas. Todas las muestras vegetales y de suelo fueron colocadas en una cava
con hielo hasta su traslado al laboratorio de Fitopatologia para su posterior

procesamiento.

Il. Fase de laboratorio
1-. Procesamiento de las muestras
1.1-. Aislamiento del hongo:

Esta técnica consistio en lavar las muestras colectadas con agua corriente del
chorro, se tomo la muestra con una pinza de metal, se coloco sobre papel
absorbente estéril para cortar el tejido que se llevo a desinfeccion, fue necesario
contar con tres tapas de capsulas de Petri previamente esterilizadas, la primera con
cloro al 3%, la segunda y tercera con agua destilada estéril (ADE), una vez
desinfectado el tejido fue colocado sobre papel absorbente estéril, se cortaron los
bordes para eliminar restos de cloro y se cortaron trozos de tejido de
aproximadamente 5mm?, posteriormente el tejido fue sembrado en capsulas

contentivas con medio de cultivo Agar Papa Dextrosa, acidificado (PDAa).



1.2-. Multiplicacién del Patégeno:

Una vez obtenidas las colonias puras del hongo se procedié con la ayuda de una
aguja de diseccion estéril a cortar un pequefo disco de aproximadamente 5mm y se
trasladd a una capsula con medio de cultivo PDAa, las capsulas fueron selladas con
papel parafilm e identificadas y observadas durante su crecimiento (Fig.6)

Figura 6: Multiplicacion del hongo Colletotrichumspp en medio de cultivo PDA

2-. Extraccion de nematodos del suelo:

En el laboratorio de Fitopatologia mediante el empleo del método de flotacion en

azucar (modificado por Pérez et al, 2007) se procesaron las muestras de suelo.

Actualmente esta técnica, es utilizada rutinariamente en muchos laboratorios, debido
especialmente a que es efectiva para extraer huevos, estados inmoviles, formas
inactivas y nematodos muertos. Ademas es un método rapido, que permitira procesar
y leer gran cantidad de muestras en pocas horas, solo es importante destacar que
dicho método por medio del estrés osmatico que se produce en la solucién, pudiese
matar o distorsionar los nematodos, por lo tanto es necesario enjuagarlos con
suficiente agua para ayudar a la recuperacion de los mismos.



Los pasos que se emplearon para poder llevar a cabo esta metodologia fueron los

siguientes:

e Se pesaron 100 gramos del suelo al que previamente se le eliminaron
residuos de raices, piedras y otros desechos, se mezclaroncon 2 litros de
agua, a continuacion se agito la solucion durante 2 min y se dejo reposar

por 1 minuto.

e Luego se trasvaso la solucion a través de los tamices de 100, 200 y 325;
seguidamente se recolecto el sedimento que reste en el tamiz de 200 y se

mezcld con el sedimento del tamiz de 325.

e Sucesivamente se procedi6 a trasvasar el sedimento a un tubo de
centrifuga con la menor cantidad de agua y centrifugar a 1750 rpm por 5
minutos, (a través de este procesos se espera que los nematodos queden
sedimentados en el suelo). Al cumplirse los 5 minutos se retir el tubo de la
centrifuga y se descarté del exceso de agua, el cual fue sustituida por una
solucion saturada de azUcar a una concentracion 454 gramos por litro (g/l)
de agua.

e Luego, el tubo con la solucion saturada de azucar se llevé nuevamente a la
centrifuga y se centrifugo a 1750 rpm, por espacio de 2 minutos (en este
proceso los nematodos quedaran suspendidos o flotando en la suspension

de azlcar)

e Posteriormente se recolectd el excedente de la solucidon saturada de azucar

en un punto fijo del tamiz de 325.

e Seguidamente se lavo rapidamente el area donde se dispenso la solucion
azucarada, los nematodos recuperados se verteran en un cilindro pequefio
donde se enrazara hasta 10 ml. seguidamente se podra realizar la
observacion en el microscopio, que permiti6 determinar la presencia de
nematodos en la muestra evaluada, concluyendo asi la extraccion de

nematodos de la muestra de suelo.



2.1-. Extraccion de nematodos en raices:

El protocolo de extraccion de nematodos que se llevo a cabo fue a traves
de la metodologia de macerado vy filtrado, el cual se ejecuté en el Laboratorio de
Fitopatologia (adaptacion del método de Pérez y Suarez, 2007) utilizado en el sub-

proyecto de Fitopatologia. (Fig 7)

Las muestras de raices se seleccionaron y lavaron con agua corriente,
eliminando asi la tierra adherida sin eliminar las raicillas secundarias. Luego las
raices fueron cortadas en trozos de 1 a 2 cm de longitud, se tomaron y pesaron
25 gramos de la muestra, seguidamente se vertieron las raices en una licuadora
(Oster) se licuaron 3 veces por un periodo de (5 segundos) separados en
intervalos de (5 segundos), seguidamente la solucion se filtr6 a través de una
bateria de tamices de 100-200-325 micras (u), del tamiz de 325 p con la ayuda de
una piseta con agua destilada se colecto la solucién con nematodos en tubos para
centrifuga (Dynac), para ser sometidos al proceso de centrifugacion a 1750 rpm
por 5 minutos, (en este proceso los nematodos quedan sedimentados en el
fondo).

Transcurrido los 5 minutos se retir6 el tubo de la centrifuga y descarto el
sobrenadante, procediendo a sustituirlo con una solucién saturada de azucar,
(concentracion de 454 gramos de azUcar/litro de agua) se agito rapidamente con
una varilla de vidrio, y se llevé nuevamente el tubo a la centrifuga por 2 minutos.
(En este procedimiento los nematodos quedan suspendidos o flotando en la
solucion de azucar). Posteriormente se recolecto el excedente (solucion saturada
de azucar) en un punto fijo del tamiz de 325 lavando rapidamente el area donde
se vertio la solucién azucara, lavando el exceso de la misma, se recuperaron los
nematodos en un cilindro de 10 ml, enrazado hasta obtener 10 ml. La solucion se
colocé en viales de vidrio y se realizaron las observaciones en microscopio

(Leica),

Al obtenerse los 10 ml de la solucion madre resultante del proceso de

extraccion contenida en viales se procedio a tomar 6 ml de esta solucion de la cual



se realiz6 el conteo de nematodos en base a ese volumen. El resultado de
nematodos/ml se multiplico por el volumen de la solucion original recuperada de la
extraccion, para conocer la cantidad de nematodos total en la solucion madre, las
cuales se corroboraron con 5 réplicas de conteo. Luego del total de nematodos de
la solucién madre mediante el uso de una pipeta se extrajeron 2 ml del inoculo con

el fin de tener un aproximado de 20 nematodos por cada repeticion.

Figura 7: Proceso de extraccion de nematodos en las raices.

2.2-. Preparacién de las unidades experimentales

Para comprobar el efecto de los extractos sobre el nematodo agallador
Meloidogyne spp, se procedié a esterilizar suelo en estufa durante dos periodos
de tres horas a 180°C, una vez enfriado, se procedi6 a la siembra de semillas de
tomate en vasos plasticos numero 77, a tal efecto se sembraron dos semillas de la

variedad Santa Clara y se colocaron bajo techo. (Fig 8)

Figura 8: Germinacion de las semillas y sobre de semillas certificadas



3-. Preparacion de los extractos vegetales
3.1-. Colecta del material vegetal:

El material vegetal empleado consisti6 en semillas de moringa (M.
oleiferal.), semillas de jabillo (H. crepitansL.) y tallos de cola de caballo (E.
arvense) recolectadas en las areas verdesdel campus universitario, se etiquetaron

y trasladaron al laboratorio de fitopatologia para su procesamiento.

.3.2-. Preparacion de los extractos acuosos de moringa (M. oleifera L.),

jabillo (H. crepitans L.) y Cola de caballo (E. arvense)

Para la obtencién de los extractos acuosos se siguié la metodologia

utilizada por Widmer y Laurent (2006), (Fig 9) descrita a continuacion:

e EIl material vegetal fue descortezado y despulpado manualmente para liberar
las semillas, las cuales se deshidrataron por 24 horas al medio ambiente y por
42 horas a una temperatura controlada de 40°C en un horno de secado
(estufa). Se pesaron 20 gramos de semillas, las cuales fueron colocadas en
un erlenmeyers de 500 m de capacidad, el cual contenial00 ml de agua

destilada.

e El material vegetal de cada una de las plantas en estudio se vertieron en una
licuadora (Oster) con 100 ml de agua destilada. Luego cada una de las
especies se licud tres veces por periodos de 15 segundos con intervalos de 5
segundos consecutivamente. Posteriormente las soluciones obtenidas se

colocaron cada una en fiolas de 500 ml.

e Cada uno de los concentrados obtenidos y dispensados en fiolas fueron
tapados con papel de aluminio y llevados a esterilizacion en autoclave(Tipo
olla marca Allamerican) durante 45 minutos a 121°C y una atmosfera de

presion (15 lbp).



e Cumplido el tiempo de esterilizacion, se procedio a filtrar el liquido a través de
gasa estéril, asi de este modo se separaron los residuos sdlidos de la parte

liquidaque fue colocada en fiolas estériles.

e A continuacién se redujo el volumen del liquido filtrado por medio de
calentamiento con un mechero hasta obtener 20 ml, el extracto obtenido se
procesé mediante centrifugado (Dynac),a 5000 rpm durante 10 minutos, esto

con el fin de eliminar los sélidos remanentes.

e El sobrenadante se coloc6 en contenedores de vidrio (viales) y se procedié a
esterilizar nuevamente durante 20 minutos a 121°C y una atmosfera de
presion. Luego estos extractos obtenidos se almacenaron en nevera a 8 °C

hasta el momento de su empleo.

Cola dc ¢o1>¢|'0

Figura 9: Pesado y preparacion de los extractos.

4-. Determinacion in vitro del efecto de los extractos acuosos sobre el hongo

Colletotrichum spp

Para determinar el efecto de cada uno de los extractos sobre el crecimiento
del hongo Colletotrichum spp, se procedio a preparar el medio de cultivo PDAa y
se mezcld con cada extracto, se dispenso en capsulas de Petri y se dejo
solidificar para posteriormente sembrar un disco de aproximadamente 5mm de

diametro contentivo del micelio del hongo a evaluar. (Fig 10)



Figura 10: preparacion de PDA y PDA con los extractos

4.1-. Comprobacion del efecto de dos concentraciones diferentes de los
extractos acuosos sobre la rata de crecimiento del hongo Colletotrichum spp

Se procedio a preparar dos concentraciones diferentes de cada uno de los
extractos 1 y 5%, una vez preparado el medio de cultivo PDAa se mezclé con

cada concentracion segun los calculos siguientes:

Ci1xV1=CyxVy
Extracto al 1%
1x11=100xV,V,-1x1/100=0,011=10ml
Extracto al 5%

5x 11 = 100 x V,V, 55x'1/ 100 = 0,05 | = 50ml

Seguidamente con la ayuda del reverso de una pipeta Pasteur debidamente
esterilizada, se procedié a cortar discos de 5mm de didmetro del medio con el
micelio del hongo Colletotrichum spp, (Fig 11) Una vez dispensada la mezcla de

PDAa y extracto vegetal y dejado solidificar el medio, se procedié a sembrar en el



centro de la capsula de Petri con la ayuda de una aguja de diseccién un disco de
agar con micelio del hongo, se sellé con papel parafilm y se dej6 incubar sobre el
meson del laboratorio a 25 + 1 °C, a partir de las 24 horas de crecimiento se
procedié a tomar la medicion del diametro de la colonia hasta el momento en que

el testigo completase o llenase la capsula de Petri

Figura 11: Siembra del Hongo en capsulas con PDA y los extractos.

4.1.1-. Distribucién de los tratamientos (in vitro):

Cuadro 1. Tratamientos aplicados en condicion de laboratorio (fase in vitro).

TRATAMIENTO DESCRIPCION

SOLO Colletotrichum spp
Extracto de Moringa 1% + Colletotrichum spp
Extracto de Cola de Caballo 1% + Colletotrichum spp
Extracto de Jabillo 1% + Colletotrichum spp

Extracto de Moringa 5%+ Colletotrichum spp
Extracto de Cola de Caballo 5%+ Colletotrichum spp

Extracto de Jabillo 5%+ Colletotrichum spp




4.2-. Comprobacion del efecto de dos concentraciones diferentes de los
extractos acuosos en la sobrevivencia 'y desarrollo de las agallas causadas
por Meloidogyne spp

Con el fin de comprobar la efectividad de los extractos de moringa ( Moringa
oleifera L) , jabillo (Hura crepitans L.), y cola de caballo (Equisetum arvense) en
concentraciones de 1y 5 %, se procedio a inocular en plantas de tomate, a tal
efecto, con la ayuda de una pipeta se tomaron 2 ml de una solucion con
nematodos la cual tenia una concentracion aproximada de 10 nematodos/ml, se
evaluaron de igual manera dos condiciones, una primera condicion donde se
aplicé en primer lugar la solucibn de nematodos y a las 24h se aplico el
tratamiento en cada una de sus concentraciones, y una segunda condicion o
momento donde se aplicé en primer lugar el tratamiento con cada una de las
concentraciones de los extractos y posteriormente el inoculo con el
nematodo(Cuadro 2). Una vez aplicados los tratamientos, las plantas se

mantuvieron bajo techo y con los cuidados y labores pertinentes. (Fig 12)

Figural2: Inoculacion de nematodos y aplicacion de extractos a las plantas.



4.2.1 Distribucién de los tratamientos (in vivo):

Cuadro 2. Tratamientos aplicados en condicion de laboratorio (fase in vivo).

TRATAMIENTO DESCRIPCION

T1 Nematodos

T2 Nematodos + Jabillo 1%

T3 Nematodos + Cola de caballo 1%
T4 Nematodos + Moringa 1%

T5 Jabillo 1% + Nematodos

T6 Cola de caballo 1% + Nematodos
T7 Moringa 1% + Nematodos

T8 Nematodos + Jabillo 5%

T9 Nematodos + Cola de caballo 5%
Nematodos + Moringa 5%
Jabillo 5% + Nematodos

Cola de caballo 5% + Nematodos

Moringa 5% + Nematodos

5-. Disefio experimental

El experimento se realizd bajo un disefio completamente al azar con seis repeticiones

por tratamiento, aplicando la T de Student para muestras independientes.



RESULTADOS Y DISCUSION

1-. Determinacién in vitro del efecto de tres extractos acuosos sobre el

hongo Colletotrichum spp

El cuadro 3 y el grafico 1 nos muestran los valores promedios de crecimiento del
hongo Colletotrichum spp sobre el medio PDAa con cada uno de los extractos

vegetales objetos de estudio

Cuadro 3. Crecimiento promedio de la colonia de Colletotrichum spp en cada uno

de los tratamientos

0 1,78 3,07 3,8 4,42 5,61
0 1,2 2,35 3,16 3,83 4,63
0 1,4 2,63 3,78 4,42 5,14
0 1,71 3,11 4,09 4,84 5,56

TO= testigo; TMO= moringa; TCC= cola de caballo; TJA= jabillo

En el grafico 1, podemos apreciar que el tratamiento que mostro un mayor efecto
en la inhibicion del crecimiento del hongo Colletotrichum spp, fue el extracto de
moringa (Moringa oleifera L), seguido de los extractos cola de caballo (Equisetum
arvense), y jabillo (Hura crepitans L.) respectivamente, este comportamiento se
mantuvo durante los seis dias de medicion de la colonia, es decir, desde el punto
de vista estadistico moringa (Moringa oleifera L) resulto superior al resto de los

tratamientos.



Grafico 1. Crecimiento diario promedio de la colonia de Colletotrichum spp en

cada uno de los tratamientos

La evaluacion de extractos vegetales sobre la inhibicion de patégenos a nivel in
vitro es la primera fase que indica el potencial prometedor de una planta para ser

usada en tratamientos pre y poscosecha.

Hernandez et al., 2007 citado por Duarte et al., 2021 sefialan que en
condiciones in vitro los extractos inhiben el crecimiento del patégeno, asi como la
esporulacion y germinacion de esporas, de modo que ayudan a controlar las

enfermedades de diferentes productos agricolas.

En base a los resultados, podemos sefialar que existe una similitud con los
resultados obtenidos por Holguin (2016) quien logro controlar el crecimiento de

Fusarium oxysporum f. sp. Quitoense, con extractos acuosos de moringa

De igual manera Barrios y Herrera (2022) sugieren que el tratamiento de Moringa
presenta potencial para ser incorporado en los programas de control de la sigatoka
negra (Mycosphaerella fijiensis) en banano



Sin embargo difieren con los resultados presentados por Restrepo y Martinez
(2021) quienes reportaron que el extracto de moringa no presento efecto
antifungico en el control de la sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) en

platano.

2-. Comprobacién del efecto de dos concentraciones diferentes de tres

extractos acuoso sobre la rata de crecimiento del hongo Colletotrichum spp

Los cuadros 4, 5 y 6, nos muestran los valores promedios (medias) de cada
tratamiento en cada una de sus concentraciones (Fig 13), en el cuadro 4 se
puede apreciar la comparacion de los valores medios de los tratamientos 1y 4
correspondientes a moringa (Moringa oleifera L), al 1 y 5 % respectivamente, de
igual manera nos muestra el valor del estadistico F, el cual nos indica que existe
una significancia entre estos tratamientos, esto es, el tratamiento moringa tuvo un
efecto en la inhibicion del crecimiento de la colonia de Colletotrichum spp al
compararse con el testigo, al observar los valores de las medias entre las
concentraciones se aprecia que la mayor concentracién (5%) resulto superior a la

menor concentracion (1%)

Figura 13: Mediciones finales del crecimiento del hongo.



Cuadro 4. Comparacién de medias del crecimiento de la colonia de Colletotrichum

spp en el tratamiento moringa (Moringa oleifera L), concentraciones 1y 5 %

Estadisticos de grupo

Grupos N Media Desviacion tip. | Error tip. de la
media
1% 42 3,0619 1,86010 ,28702
Tratamientos_1 4
5% 42 2,0167 1,35789 ,20953

Significancia (F)=0,04*

Seguidamente se muestran los cuadros 5y 6, en los cuales se puede apreciar los
valores medios de crecimiento para la colonia de Colletotrichum spp en los
tratamientos cola de cola (Equisetum arvense) Yy jabillo (Hura crepitans L.) (1y 5
%), los valores de F nos indican valores no significativos (ns) para ambos
tratamientos, esto significa que estadisticamente no existen diferencias al
compararse con el tratamiento testigo, esto es, no hubo efecto de los tratamientos

en la inhibicion del crecimiento de la colonia de Colletotrichum spp

Cuadro 5. Comparaciéon de medias del crecimiento de la colonia de Colletotrichum

spp en el tratamiento Cola de caballo concentraciones 1y 5 %

Estadisticos de grupo

Grupos N Media Desviacion tip. | Error tip. de la
media
1% 42 3,0095 2,00388 ,30920
Tratamientos_2_5
5% 42 2,9929 1,88943 ,29155

Significancia (F)= 0,969 ns



Cuadro 6. Comparacién de medias del crecimiento de la colonia de Colletotrichum

spp en el tratamiento Jabillo concentraciones 1y 5 %

Estadisticos de grupo

Grupos N Media Desviacion tip. | Error tip. de la
media
1% 42 3,2286 2,12423 32778
Tratamientos_3 6
5% 42 3,2167 1,96704 ,30352

Significancia (F) = 0,979 ns

VALORES MEDIOS DE CADA TRATAMIENTO
EN LAS CONCENTRACIONES1Y 5%

Cocab Jab Testigo

™ Seriesl ™ Series2

Grafico 2, valores medios de cada tratamiento en las concentraciones 1y 5%

Estos resultados muestran similitud con los reportados por Holguin (2016), quien
encontré que la mayor concentracion (15%) del extracto de moringa tuvo mejor
efecto en la inhibicion del hongo Fusarium oxysporum f. sp. quitoense, en

plantulas de lulo (Solanum quitoense Lam.).



De igual manera Morales (2017), en evaluaciones in vitro del extracto de hoja de
moringa, reporto que la mayor concentracion usada (10%) resulto con efecto

antifungico ante el hongo Mycosphaerella fijiensis.

3- Comprobacion in vivo del efecto de tres extractos acuosos sobre el

nematodo agallador Meloidogyne spp

El cuadro numero 7, nos muestra los valores promedio del efecto de los extractos
acuosos sobre el nematodo agallador Meloidogyne spp, (Fig 14). Se puede
apreciar que solo en los tratamiento T3, T4, T5, T10, y T11 se desarrollaron
agallas, el resto de los tratamiento no mostro el desarrollo de sintomas, de igual
manera, al apreciar el comportamiento del tratamiento testigo (To) observamos
gue el nematodo no tuvo la capacidad patogénica esperada, es decir, no se

presento el desarrollo de nédulos en las raices.

Cuadro 7. Promedio de agallas en las raices una vez aplicados los tratamientos

o|O|O|O|O
o| Oo| o

oO|Oo|O|O|O|O

- 0.25

o
o
o

O|OIN|FP|O|O|OC|O|(RP|W|F,|[O]|O
O|O|O0O|O|O|O|O|O|(FR,|OI|FL,|[O]|O

o
1
o




Desde el punto de vista estadistico no se pudo realizar una comparacién valida
debido a que el testigo no mostro el desarrollo de agallas por efecto del
nematodo, dada esta situacion podemos inferir que la presion del inoculo no fue la
adecuada, es decir, la concentracion de nematodo fue muy baja como para que se

pudiesen desarrollar las agallas.

Figura 14: conteo de agallas en las raices de las plantas de tomate.



CONCLUSIONES

> El extracto con mejor comportamiento en cuanto a la inhibicion del

crecimiento del hongo Colletotrichum spp fue Moringa oleifera L.

» La concentracion correspondiente al 5% resulto con mejor efecto

sobre el patogeno Colletotrichum spp

> No se logro demostrar el efecto de los extractos sobre el nematodo

Meloidogyne spp



RECOMENDACIONES

Emplear otros érganos de las plantas en la preparacion de los

extractos.

Aumentar la concentracion de los extractos.

Realizar andlisis fitoquimicos a los extractos.

Enfrentar estos extractos con otros tipos de hongos.

Aumentar la concentracion de nematodos.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Agrios, G. 1989. Fitopatologia. Trad. del Inglés por Manuel Guzman Ortiz. México:
Limusa. p. 147, 663- 673

Barrios M, |. y Herrera Q, J. 2022. Comparacion de la eficacia antifungica del
extracto de Moringa (Moringa Oleifera Lam) frente a fungicidas quimicos
y biologicos comerciales para el control de Sigatoka Negra
(Mycosphaerella Fijiensis variedad Difformis Morelet) en el municipio de
Carepa Antioquia. Universidad Nacional Abierta y a Distancia - UNAD
Escuela De Ciencias Agricolas, Pecuarias Y Del Medio Ambiente Turbo —
Antioquia.

https://repository.unad.edu.co/bitstream/handle/10596/50841/jlherreraqg.p

df?sequence=1&isAllowed=y

Cock N. y J. Jiménez. 2007. Los Extractos Vegetales De Uso Agricola: Solucién

Eficaz Y Sostenible Para El Manejo Integrado De Cultivos.

Chen, J. (2007). Extractos estandarizados de hierbas medicinales chinas: estudio
de caso del danshen (Salvia miltiorrhiza Bunge). J. FoodDrug Anal., 347 —
364

Chirinos, J. 2009. Uso de extractos naturales como una alternativa
Ecoldgica para el control de enfermedades en plantas. INIA divulga.
Septiembre-diciembre. 40-42p.

Giraldo, S., & Bernal, M. (2015). Descripcion del uso tradicional de plantas
Medicinales en mercados populares de Bogota, D.C. Universidad Nacional
Abierta y a Distancia, 73-80.

Gonzalez, A. (2004). Obtencion de Aceites Esenciales y Extractos Etanolicos de

Plantas Amazonicas Colombia; Universidad Nacional de Colombia.


https://repository.unad.edu.co/bitstream/handle/10596/50841/jlherreraq.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://repository.unad.edu.co/bitstream/handle/10596/50841/jlherreraq.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Gonzélez A. j 2013. Area de Cultivos Hortofruticolas Y
Forestales. Sclerotiumrolfsii, un patdgeno de judia que produce

danos de forma ocasiona.

Holguin O, N. 2016. Evaluacion in vitro de actividad inhibitoria de extractos de
Moringa oleifera Lam. contra Fusarium oxysporum f. sp. Quitoense, en
plantulas de lulo (Solanum quitoense Lam.). UNIVERSIDAD CATOLICA
DE MANIZALES INSTITUTO DE INVESTIGACION EN MICROBIOLOGIA
Y BIOTECNOLOGIA AGROINDUSTRIAL MAESTRIA EN
MICROBIOLOGIA AGROINDUSTRIAL MANIZALES.

https://repositorio.ucm.edu.co/bitstream/10839/1486/1/N%C3%A9stor%20Fabio%?2

OHolgu%C3%ADN%200sorio.pdf

Jiménez M, Arrellanes 2015. Usos potenciales en la agricultura, y Medicina.
Morales M, F. 2017. EVALUACION DE DOSIS CRECIENTE DEL
EXTRACTO DE MORINGA (MORINGA OLEIFERA)

SOBRE MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS, CONDICIONES DE CAMPO
Y LABORATORIO. Universidad Técnica de Machala
http://repositorio.utmachala.edu.ec/bitstream/48000/10530/1/DE00004 _TRABAJO

DETITULACION.pdf

Manzo S. M, Blondy, C y Andrew J. 2005. Hongos patégenos: enemigo Verséatiles.

Morales M, F. 2017. EVALUACION DE DOSIS CRECIENTE DEL EXTRACTO
DE MORINGA (MORINGA OLEIFERA) SOBRE MYCOSPHAERELLA
FIJIENSIS, BAJO CONDICIONES DE CAMPO Y LABORATORIO.


https://repositorio.ucm.edu.co/bitstream/10839/1486/1/N%C3%A9stor%20Fabio%20Holgu%C3%ADn%20Osorio.pdf
https://repositorio.ucm.edu.co/bitstream/10839/1486/1/N%C3%A9stor%20Fabio%20Holgu%C3%ADn%20Osorio.pdf
http://repositorio.utmachala.edu.ec/bitstream/48000/10530/1/DE00004_TRABAJODETITULACION.pdf
http://repositorio.utmachala.edu.ec/bitstream/48000/10530/1/DE00004_TRABAJODETITULACION.pdf

Universidad Técnica de Machala.
http://repositorio.utmachala.edu.ec/bitstream/48000/10530/1/DE00004 TRABAJO
DETITULACION.pdf

Restrepo R, W y Martinez S, J. 2021. Evaluacién del efecto antifungico del
extracto de moringa (Moringa Oleifera Lam.) para el control de la
sigatoka negra (Mycosphaerella Fijiensis Morelet) en el cultivo de

platano, Municipio de Turbo- Antioquia.
https://repository.unad.edu.co/bitstream/handle/10596/42716/werestrepor.pdf?seq
uence=1&isAllowed=y

Rodriguez, M.G, Sanchez, L., Arocha, Y., Peteira, B., Solérzano E., Rowe J.
Identificacion y caracterizacion de nematodo Meloidogynemayaguensis
por Cuba. #3 Reunién Anual de la Organizacion de Nematélogos de los
Trépicos Americanos.: 6.

Santana, R. (2014). Evaluacion de Métodos de Extraccion y Dosis de Aplicacion
de cola de caballo (Equisetum arvense) para el Control Ecolégico de roya
(Pucciniasp.) en el cultivo de cebolla blanca (Alliumfistulosum). Ambato:

Universidad Técnica de Ambato.

Silvia C. 2014. Uso de extractos vegetales
Acuosos como estrategia alternativa para el control poscosecha
de manilana fruticola, agente responsable de la podredumbre

morena de los frutales de corozo

Walder, R. (1997). Actividad anti-VIH de extractos de flores de

Calendulaofficinalis. . BiomedPharmacother, 176-180.


http://repositorio.utmachala.edu.ec/bitstream/48000/10530/1/DE00004_TRABAJODETITULACION.pdf
http://repositorio.utmachala.edu.ec/bitstream/48000/10530/1/DE00004_TRABAJODETITULACION.pdf
https://repository.unad.edu.co/bitstream/handle/10596/42716/werestrepor.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://repository.unad.edu.co/bitstream/handle/10596/42716/werestrepor.pdf?sequence=1&isAllowed=y

