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RESUMEN
Theobroma cacao L., Solanum lycopersicum, Mangifera indica L. y Carica papaya L.
son cultivos de importancia econdmica para los productores del estado Chiapas, estas
especies enfrentan una serie de enfermedades que afectan en pre y poscosecha, tales
como: el moho negro en tomate (Alternaria alternata), mancha negra en cacao
(Phytophthora spp.) y antracnosis en mango Yy papaya (Colletotrichum
gloeosporioides). Estas enfermedades ocasionan pérdidas econdmicas y una crisis
productiva, ya que para su control es comun utilizar plaguicidas sintéticos, a veces de
manera indiscriminada que ademas del dafio ambiental y a la salud han encarecido
los costos de produccién. Dadas las escasas alternativas para el manejo y control de
éstas enfermedades, asi como la creciente demanda de productos limpios y libres de
plaguicidas sintéticos, se planted la siguiente investigacion, la cual tiene como objetivo
determinar la efectividad de extractos vegetales (E) y preparados minerales (PM) sobre
C. gloeosporioides aislado de M. indica y C. papaya, Phytophthora spp. de Th. cacao
y A. alternata de S. lycopersicum. La investigacion se realiz6 en el periodo 2015-2017
en las instalaciones del Laboratorio de Agrotecnologias de la AUDES Cacao-
Chocolate, de la Universidad Autbnoma de Chiapas, la investigacion consto de cuatro
etapas: Etapa 1. Aislamiento de los hongos y determinacién de la efectividad de
preparados minerales. En condiciones de laboratorio se aislaron y cultivaron los
patégenos en medio de Papa-Dextrosa-Agar (PDA). Se elaboraron seis preparados
minerales (PM): caldo visosa (CV); caldo bordelés mas permanganato de potasio
(CBP); caldo bordelés mas sulfato de zinc y sulfato de magnesio (CBS); caldo de
bicarbonato de sodio (BiS); caldo silicosulfocalcico (SSC) y polisulfuro de calcio (PC).
Etapa 2. Efectividad de extractos vegetales sobre hongos: La elaboracion de extractos
vegetales (E) de Pimenta dioica (hoja y fruto), Tradescantia spathacea Swartz y
Zingiber officinale Roscoe fue mediante hidrodestilacién. Para las etapas 1y 2 se
realiz6 un primer ensayo para cada patdgeno al 40% de concentracion de PM/E
(volumen:volumen [V:V]) mediante la técnica de medio envenenado en PDA. Se tuvo
un testigo absoluto (PDA) y testigo quimico (producto comercial para cada patdégeno).
Las variables evaluadas fueron crecimiento del micelio, esporas totales y germinadas.
Para aquellos PM/E que presentaron inhibicion total del crecimiento y desarrollo del
patdogeno, se determind la concentracibn minima inhibitoria (CMI) evaluando
concentraciones de 30, 20 y 10% (V:V). La unidad experimental fue una caja Petri y
los tratamientos se distribuyeron con un disefio completamente al azar con cuatro
repeticiones. Etapa 3. Determinacion del efecto sobre la formacion de esporas:
Previamente se realizdé un ensayo para establecer el mejor medio liquido de para cada
patogeno, posteriormente se ejecuto la prueba en medio liquido con el mejor producto
(PM/E) que ejercio el mejor efecto inhibitorio sobre cada patdégeno. Las variables
cuantificadas: niumero de esporas totales y germinadas a las 0, 24, 48, 72 y 96 h
después de la inoculacion de los tubos. Etapa 4. Efectividad de extractos y preparados
minerales sobre C. gloeosporioides en poscosecha. Con los resultados de las etapas
anteriores y una vez establecidos los mejores E/PM y su CMI, se evaluaron el efecto
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de la aplicacion sobre frutos sanos en etapa de inicio de maduracién de papaya cv.
Maradol y mango cv. Ataulfo. En cada tratamiento se utilizaron ocho repeticiones. En
cada etapa el disefio utilizado fue completamente al azar, con la prueba de Tukey
(P<0.05). (SPSS® versién 17 para Windows®), para la diferencia de medias. Los
resultados indican que los preparados minerales de PC, CBS, CBP, SSC y CV al 40%
(V: V) ejercieron diferentes grados de inhibicion sobre A. alternata aislado de tomate,
Phytophthora spp. aislado de cacao y C. gloeosporioides aislados de mango y papaya,
presentando inhibicion del crecimiento micelial del 35 al 100%, en conidias totales del
47.09 al 100% y germinadas del 95.67 al 100%. Aunque BiS no fue uno de los mejores
tratamientos de los seis minerales evaluados, este ejerci6 cierto grado de inhibicion en
tres patégenos en relacion al testigo absoluto, sin embargo, para Phytophthora spp.
este tratamiento estimuld su crecimiento y desarrollo, similar al testigo absoluto. Se
determiné que PC al 40% inhibié completamente el crecimiento y desarrollo de los
cuatros patdgenos, siendo su CMI al 40% para C. gloeosporioides aislado de mango,
al 20% para A. alternata y al 10% para C. gloeosporioides aislado de papaya y
Phytophthora spp. Respecto al efecto de CBS sobre C. gloeosporioides aislada de
mango, esta presento una CMI al 30%. Estos dos ultimos tratamientos presentaron
diferencias significativas con el testigo absoluto (P<0.05) y con el quimico, superando
los resultados obtenido por éste. De los extractos vegetales, el tratamiento de hoja de
P. dioica mostré los mejores efectos, al presentar inhibicién del 100% en el crecimiento
de micelio, formacion y germinacion de esporas de C. gloeosporioides, Phytophthora
spp. Y A. alternata en relacion al testigo absoluto (P<0.05); mientras T. spathacea solo
inhibi6 a C. gloeosporioides en M. indica y Phytophthora spp. en Th. cacao; los
extractos del fruto de P. dioica y Z. officinale permitieron el crecimiento del micelio
entre 70 al 100% (P<0.05). En poscosecha el extracto de hoja de P. dioica a
concentracion del 30% (mango) y 40% (papaya) aplicados 24 horas después de la
inoculacion (pos-inoculacion) presentaron menor severidad y dafio por antracnosis en
los frutos, esta misma técnica funcion6 para los tratamientos de CBS al 30% y PC al
10% al registrar valores menores al testigo quimico e inoculado, mismo que
presentaron diferencias significativas (P<0.05). En conclusién los extractos de plantas
como la hoja de P. dioicay T. spathacea, asi como los preparados minerales polisulfuro
de calcio y caldo bordelés con sulfatos de zinc y magnesio se perfilan con potenciales
alternativas de control de hongos fitopatégenos como C. gloeosporioides aislado de
M. indica y C. papaya L, Phytophthora spp. de Th. cacao y A. alternata de S.
lycopersicum. En condiciones de poscosecha tanto el extracto obtenido de hoja de
pimienta al 30%, como caldo bordelés con sulfatos de zinc y magnesio al 30%
asperjados 24 horas o después de la inoculacion del patdogeno sobre frutos de mango
y el polisulfuro de calcio al 10% en frutos de papaya permitieron reducir la aparicion de
C. gloeosporioides, asi como reducir la severidad y el dafio interno en frutos de papaya,
superando los resultados de los tratamientos quimicos, pudiendo ser alternativas para
el manejo de éstos patdégenos.

Palabras clave: Hidrodestildos, Patégenos, in vitro.
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ABSTRACT

Theobroma cocoa L., Solanum lycopersicum, Mangifera indica L. and Carica papaya
L. are crops of economic importance for the producers of Chiapas state, these species
face a series of diseases that affect in pre and post-harvest, such as: black mold in
tomato (Alternaria alternata), black spot in cocoa (Phytophthora spp.) and anthracnose
in mango and papaya (Colletotrichum gloeosporioides). These diseases cause
economic losses and a productive crisis, since for its control it is common to use
synthetic pesticides, sometimes indiscriminately, which in addition to environmental
damage and health have increased production costs. Given the scanty alternatives for
the managing and control of these diseases, as well as the increasing demand of clean
and free products of synthetic pesticides, one raised the following investigation, which
has as aim determine the efficiency of vegetable extracts (E) and prepared minerals
(PM) on C. gloeosporioides isolated of M. to indicate and C. papaya, Th.'s Phytophthora
spp. cocoa and A. alternata of S. lycopersicum. The investigation fulfilled in the period
2015-2017 in the facilities of Agrotecnologias's Laboratory of the AUDES Cocoa-
chocolate, of Chiapas's Autonomous University, the investigation consisted of four
stages: Stage 1. Isolation of the fungi and determination of the efficiency of prepared
minerals. In laborator conditions they isolated and cultivated the pathogenic ones in the
middle of Pope-Dextrosa-Agar (PDA). There were elaborated six prepared minerals
(PM): broth visosa (CV); broth bordelés more permanganate of potassium (CBP); broth
bordelés more sulfate of zinc and sulfate of magnesium (CBS); broth of bicarbonate of
sodium (BIiS); broth silicosulfocalcico (SSC) and polysulphur of (PC) calcium. Stage 2.
Efficiency of vegetable extracts on fungi: The production of vegetable extracts (E) of
Pimenta dioica (leaf and fruit), Tradescantia spathacea Swartz and Zingiber officinale
Roscoe was by means of hidrodestilacion. For the stages 1 and 2 the first test was
realized for every pathogenic one to 40 % of PM/E's concentration (volumen: volumen
[V:V]) by means of the technology of way poisoned in PDA. There was had an absolute
witness (PDA) and chemical witness (commercial product for every pathogenic one).
The variables evaluated were growth of the mycelium, total spores and germinated. For
those PM/E that showed total inhibition of growth and development of the pathogen,
the minimum inhibitory concentration (CMI) was determined by evaluating
concentrations of 30, 20 and 10% (V:V). The experimental unit was a Petri dish and the
treatments were They distributed with a completely randomized design with four
replicates. Stage 3. Determination of the effect on the formation of spores: Previously
a trial was performed to establish the best liquid medium for each pathogen, then the
test was executed in liquid medium with the best product (PM/E) that exerted the best
effect Inhibitory over each pathogen. The quantified variables: number of total and
germinated spores at 0, 24, 48, 72 and 96 h after inoculation of the tubes. Stage 4.
Effectiveness of extracts and mineral preparations on C. gloeosporioides in post-
harvest. With the results of the previous stages and once the best E/PM and its CMI
were established, the effect of the application on healthy fruits at the beginning stage
of maturation of papaya CV was evaluated. Maradol and Mango CV. Ataulfo. Eight
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replicates were used in each treatment. At each stage the design used was completely
random, with the Tukey test (P < 0.05). (SPSS ® version 17 for Windows ®), for the
mean difference. The results indicate that the mineral preparations of PC, CBS, CBP,
SSC and CV at 40% (V: V) exerted different degrees of inhibition on A. Alternata
isolated from tomato, Phytophthora spp. Isolated from cocoa and C. Gloeosporioides
isolated from mango and papaya, presenting inhibition of mycelial growth from 35 to
100%, In total conidia from 47.09 to 100% and germinated from 95.67 to 100%.
Although BiS was not one of the best treatments of the six minerals evaluated, it exerted
a certain degree of inhibition in three pathogens in relation to the absolute control,
however, for Phytophthora spp. This treatment stimulated its growth and development,
Similar to the absolute witness. It was determined that PC at 40% completely inhibited
the growth and development of the four pathogens, with its CMI at 40% for C.
gloeosporioides isolated from Mango, 20% for A. Alternata and 10% for C.
gloeosporioides isolated from papaya and Phytophthora spp. Regarding the effect of
CBS on C. gloeosporioides isolated from Mango, this presented a CMI to 30%. These
last two treatments showed significant differences with the absolute control (P < 0.05)
and with the chemical, surpassing the results obtained by this one. Of the vegetal
extracts, the treatment of P. Dioica Leaf showed the best effects, by presenting
inhibition of 100% in the growth of mycelium, formation and germination of spores of
C. gloeosporioides, Phytophthora spp. and A. Alternata in relation to the absolute
control (P < 0.05); While T. Spathacea only inhibited C. gloeosporioides in M. indica
and Phytophthora spp. In Th. Cacao; The extracts of the fruit of P. Dioica and Z.
Officinale allowed the growth of the mycelium between 70 to 100% (P < 0.05). In
Postharvest P. Dioica leaf extract at a concentration of 30% (mango) and 40% (papaya)
applied 24 hours after inoculation (post-inoculation) showed less severity and damage
by anthracnose in the fruits, this same technique worked for the Treatments of CBS at
30% and PC at 10% by registering lower values to the chemical and inoculated control,
which showed significant differences (P < 0.05). In conclusion the plant extracts such
as the leaf of P. Dioica and T. Spathacea, as well as the mineral preparations of calcium
polysulfide and Bordeaux broth with zinc sulphates and magnesium are profiled with
potential alternatives of control of phytopathogenic fungi as C. gloeosporioides isolated
from M. indica and C. Papaya L, Phytophthora spp. of Th. Cacao and A. Alternata of
S. Lycopersicum. In post-harvest conditions both the extract obtained from pepper leaf
to 30%, as Bordeaux broth with zinc sulphates and 30% magnesium sprinkled 24 hours
or after inoculation of the pathogen on mango fruits and calcium polysulfide at 10% in
papaya fruits they allowed to reduce the emergence of C. gloeosporioides, as well as
reducing the severity and internal damage in papaya fruits, surpassing the results of
the chemical treatments, being able to be alternatives for the management of these
pathogens.
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1. INTRODUCCION

Los plaguicidas sintéticos han contribuido sustancialmente al mejoramiento de la
productividad agricola, pero su uso ha tenido efectos adversos que incluyen el
deterioro ecologico y dafios a la salud humana.

El servicio de informacion toxicoldgica (SINTOX, 2015) registr6 54 a 1069 casos de
intoxicacion por sobreexposicion a agroquimicos durante el periodo del 1994 al 2014,
donde el estado de Chiapas ocupa el tercer lugar a nivel nacional, este se ha visto
evidenciado por el uso inadecuado y la alta frecuencia de aplicaciones de plaguicidas
en los cultivos de mango, papaya, tomate, chile, platano y palma de aceite.
Considerando el incremento en la demanda de productos limpios y organicos, asi
como las escasas investigaciones en el control alternativo de hongos fitopatégenos y
la baja oferta tecnoldgica local. Se requiere el estudio y desarrollo de tecnologias que
permitan el control de patdgenos cosmopolitas como Colletotrichum gloeosporioides,
Phytophthora spp. y Alternaria alternata que afectan a cultivos de importancia
econdémica y social para el estado de Chiapas tales como cacao, tomate, mango y
papaya.

Una de las estrategias que han mostrado buenos resultados para el manejo de
problemas fitosanitarios es la aplicacion de extractos vegetales y preparados
minerales, los cuales tienen varias ventajas tales como su alta efectividad, facilidad de
preparacién, bajos costos de produccién, ademas son aceptados dentro de los
sistemas de produccién orgénica y no requieren altas inversiones para su preparacion
o aplicacion. En el aspecto ambiental los usos de estos productos son eficientes y
eficaces ya que controlan organismos fitopatdgenos, no afectan la fauna y flora
asociada al cultivo, disminuyen la contaminacion hidrica, edlica y del suelo. Ademas,
aportan una mayor sostenibilidad en los sistemas de produccion y son econdmica,
ecolégicamente y técnicamente viables para los productores. Sin embargo, son pocas
las investigaciones que se realizan en el estado Chiapas para el uso de estas
tecnologias de manejo que permitan brindar alternativas para el control de estos
graves problemas fitopatoldgicos.

La utilizacion de los extractos de Pimenta dioica L., Tradescantia spathacea Swartz,
Zingiber officinale Roscoe y preparados minerales se ha documentado para el control
de enfermedades de importancia econémica (Ramirez et al., 2011; Ochoa et al., 2017).
Sin embargo, se desconoce su efecto sobre la antracnosis (C. gloeosporioides) de
mango y papaya, mancha negra (Phytophthora spp.) en cacao y pudricion negra
(Alternaria alternata) en tomate.



1.1 Objetivos
Objetivo general

Determinar la efectividad de extractos vegetales y preparados minerales sobre C.
gloeosporioides, Phytophthora spp. y Alternaria alternata causantes de enfermedades
en cultivos de importancia econémica.

Objetivos especificos

a) Seleccionar in vitro los extractos y preparados minerales que logren reducir el
crecimiento y desarrollo de C. gloeosporioides aislados de mango y papaya, de
Phytophthora spp. aislado de cacao y A. alternata en tomate.

b) Determinar la concentracion minima inhibitoria de los extractos vegetales y
preparados minerales sobre C. gloeosporioides aislados de mango y papaya, de
Phytophthora spp. aislado de cacao y A. alternata aislado de tomate.

c) Establecer en condiciones de poscosecha el efecto inhibitorio del mejor extracto
de planta y preparado mineral sobre C. gloeosporioides en papaya y de mango.

1.2 Hipoétesis

a) Los extractos vegetales y preparados minerales son capaces de reducir in vitro
significativamente el crecimiento y desarrollo de C. gloeosporioides aislados en
mango y papaya Yy de Phytophthora spp. en cacao y A. alternata en tomate.

b) Al menos uno de los extractos vegetales y preparados minerales reduce el dafio
poscosecha ocasionado por C. gloeosporioides en frutos de mango y papaya.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Hongos fitopatégenos
2.1.1 Phytophthora spp. en cacao

Phytophthora spp. es considerado un importante fitopatdgeno en el cultivo del cacao
(Theobroma cacao L.), ya que se encuentra diseminada en todas las regiones
cacaoteras (Evans, 2007; Ortiz, 2004). Este hongo es de la clase Oomycetes, afecta
a cualquier organo del arbol (frutos, flores, ramas, tronco, raices y renuevos). Las
pérdidas a nivel mundial son del 40 y 50% de la produccion; en México las perdidas
oscilan entre 40 y 80% en las regiones de Chiapas y Tabasco (Suarez, 1979; Lopez et
al., 1996; Cordova et al., 2001; Lopez et al., 2002; Castillo, 2003; Ortiz, 2004).

En campo, la enfermedad presenta dos fases: una de sobrevivencia y otra epidémica
cuando la plantacion esta en fructificacion, Lopez et al. (2002) mencionan que es
necesaria la integraciéon de diversas practicas que deben estar orientadas a la
reduccion del inéculo primario, a la disminucion de las condiciones que favorecen el
desarrollo de la enfermedad y a la proteccion de los frutos formados. El principal
método de control de Phytophthora spp. se ha basado en el uso de fungicidas
convencionales, este método ha perdido eficacia (Enriquez, 2003), por los costos
elevados y la generacién de cepas resistentes.

2.1.2 Alternaria alternata en tomate

Alternaria alternata (Fr.:Fr.) Keissl, es una especie cosmopolita que se encuentra como
saprofito facultativo en un amplio rango de hospedantes y en subproductos (Andersen
et al., 2001; Carrillo, 2003). Este hongo presenta un micelio de color oscuro, conidios
grandes, alargados y oscuros, o bien multicelulares en forma de pera con septos tanto
transversales como longitudinales. Los conidios germinan y se introducen por los
tejidos susceptibles a través de heridas y en poco tiempo producen nuevos conidios
gue pueden ser diseminados por el viento (Carrillo, 2003; Agrios, 2005).

Alternaria alternata (Fr.:Fr.) Keissl, es una de las principales enfermedades que afecta
a frutos de tomate (Solanum lycopersicum.) en campo y en poscosecha, puede
comportarse como oportunista o infectar por si solo, y sus lesiones iniciales aumentan
cubriendo el fruto con un moho negro (Rotem, 1994). El control de este fitopatdégeno
se realiza con el uso de agroquimicos sintéticos el cual han ocasionado diversos
problemas como la toxicidad a los usuarios (Whalen et al., 2003), detencién de
exportaciones por residuos en producto de consumo y dafos al medio ambiente
(Ramirez y Jacobo, 2002), asi como afectacion de organismos benéficos (Anderson et
al., 2003). Otro aspecto importante es que los microorganismos fitopatbgenos han
generado resistencia al ingrediente activo de algunos fungicidas sintéticos (Leroux,
2003), como respuesta a la presion de seleccion debido a las altas dosis y aplicaciones
continuas, ocasionando grandes pérdidas econdémicas. Hernandez et al. (2005) y



Sanchez et al. (2005) reportan el uso de quitosano a concentracién de 2.5% para inhibir
esporulacién, crecimiento vegetativo y germinacion de esporas de este patégeno.

2.1.3 Colletotrichum gloeosporioides en mango

La antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc.) es una de las
enfermedades mas importantes del mango (Mangifera indica L.) (Arauz, 2000), debido
a que ocasiona disminucion de la produccion, deterioro de la calidad del fruto y fuertes
pérdidas poscosecha; principalmente en regiones con temperatura y humedad
relativas elevadas (Derbyshire y Shipway, 1978; Jeffries et al., 1990). Esta enfermedad
se encuentra distribuida en todas las regiones productoras de México con ataques
severos en floracion, fructificacion y poscosecha, ocasionando pérdidas que varian del
15 al 50% (Becerra, 1995).

Existen diferentes alternativas para control en precosecha y poscosecha entre los que
se encuentran el uso de aire caliente, tratamientos hidrotérmicos, atmédsferas
modificadas (Karabulut y Baykal, 2004; Gutiérrez et al., 2004; Ragazzo et al., 2015),
luz ultravioleta, ozono (Cia et al., 2009 ), extractos de plantas (Bautista-Bafios et al.,
2003) y microorganismos agentes de control bioldgico que actian como antagonismo
contra diversos patdégenos como Rhodotorula minuta, Bacillus subtilis, Trichoderma
spp., por mencionar algunos (Janisiewics y Korsten, 2002; Spadaro y Gullino, 2004,
Vos et al., 2014). Sin embargo, el uso de fungicidas sintéticos sigue siendo (Becerra,
1995; Orozco, 1992) la principal estrategia de manejo poscosecha de esta
enfermedad.

Existen restricciones de orden sanitarias sobre el uso de compuestos quimicos, debido
a sus efectos téxicos y de residuos (que pueden impactar en la salud humana),
contaminacion del medio ambiente y la induccion del desarrollo de patdégenos
resistentes (Astua et al., 1994; Gutiérrez et al., 2003).

2.1.4 Colletotrichum gloeosporioides en papaya

El cultivo de la papaya (Carica papaya L.), ha venido en aumento, debido a la elevada
demanda, alta rentabilidad del cultivo y rapidez en su produccion; sin embargo es
afectado por la antracnosis causada por Colletotrichum gloeosporioides Penz., es
considerada como la principal enfermedad poscosecha siendo limitante en paises
productores como Hawai, México, y en muchas mas regiones tropicales, (CropLife
Latin America, 2017) ocasiona pérdidas significativas en campo y poscosecha entre
un 10 al 75%. El manejo que se da comercialmente es principalmente con el uso de
fungicidas.

El tratamiento hidrotérmico es asimismo efectivo en el control de la antracnosis que es
un dafo ocasionado por el hongo C. gloeosporioides. Este hongo es capaz de atacar
a los frutos en cualquier estado de desarrollo, aunque se presenta con mayor
intensidad en los frutos maduros. La fruta madura o mal formada puede ser utilizada
en la industria de procesamiento.



2.2  Alternativas en el manejo de fitopatdogenos
2.2.1 Extractos vegetales

La utilizacién de plantas se realiza desde los inicios de la especie humana y se ha
empleado de forma empirica por las virtudes toxicoldgicas, farmacoldgicas y
alucinégenas antes de su real descubrimiento por la fitoquimica (Vergara, 1997).

Los plaguicidas naturales son utilizados como una alternativa para el manejo de
problemas fitosanitarios, los que comprenden: fungicidas, fungistaticos, insecticidas,
antialimentarios, inhibidores de crecimiento, hormonas, atrayentes, repelentes y
disuasorios, a través de la liberacion de sustancia quimicas (Whittaker y Feeny, 1971;
Liebman y Ohno, 1998).

La importancia de las plantas se debe a que contienen principios activos en algunos
de sus 6rganos, los cuales, extraidos en forma adecuada y administrados en dosis
suficientes, producen efectos curativos que permiten el manejo de microorganismos
fitopatdgenos y de insectos-plaga en los cultivos (Ramirez, 2013). Vergara (1997),
menciona caracteristicas que deben poseer los plaguicidas naturales, tales como:
ocupar poco espacio para su produccidén, ser perennes, necesitar poca agua y
fertilizacion, esta no debe destruirse cada que se obtienen material de sus partes para
elaborar extractos, que no se conviertan en maleza ni traigan plagas de cultivos y que
ademas posean usos complementarios.

Existe una amplia gama de plantas que producen una diversidad de metabolitos
secundarios téxicos, esta caracteristica les permite actuar como antagonistas de
patdgenos bibticos y plagas. Su potencial antagonista se puede explotar al rotarlas o
asociarlas en el sistema de produccion, asi como la incorporacion de los residuos al
suelo (Zavala, 1999). Otra forma de aprovechar dicho antagonismo es mediante la
preparacion de extractos o infusiones a partir de sus tejidos citado por Zavala, 1999
(Garcia y Montes, 1992; Montes et al., 1992, 1993, 1997; Fraire et al., 1993; Campos
etal., 1994; Diaz, 1994; Medrano et al., 1994; Diaz-Plaza, 1996; Verduzco et al., 1996).

Los productos naturales o extractos vegetales han jugado un papel significativo en el
descubrimiento de nuevos fungicidas y bactericidas. El uso de fungicidas naturales se
remonta a agricultores romanos quienes usaron varios extractos en el control de
infecciones flngicas en sus cultivos. Los extractos pueden ser usados como un
extracto crudo para aplicacion directa a los cultivos. Alternativamente una vez
purificado el ingrediente activo puede ser formulado en mezclas o puede ser usado
con productos sintéticos (Godfrey, 1994).

Los extractos vegetales son sustancias y compuestos que se obtienen de tejido vegetal
(hojas, tallos, flores o frutos) que son producidos por la planta pos su metabolismo
secundario. Los principios activos pueden ser sustancias simples o bien mezclas
complejas. Los componentes activos de las plantas son alcaloides, lipidos, gomas,
mucilagos, principios amargos, taninos, aceites esenciales, resinas, balsamos,
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oleorresinas, &cidos organicos, enzimas y vitaminas, estos ejercen accion
farmacoldgica.

Los metabolitos secundarios (alcaloides, esteroides, terpenoides, flavonoides, etc.)
son compuestos quimicos de estructura relativamente compleja, se encuentran en
menor proporcion en la planta y su distribucién es mas restringida. La forma mas
utilizada de extraer estos metabolitos es mediante técnicas simples y faciles, como
infusiones, extraccion con alcohol, maceracion o fermentacion (Ramirez, 2006) a partir
de sus tejidos (Duke et al., 2002).

Diversas investigaciones han reportado la actividad antifungica de los extractos
vegetales, aceites esenciales y sus compuestos realizando pruebas in vitro, en
invernadero y en campo; utilizando diversos métodos de extraccion de los metabolitos
y mostrando variacién de respuestas dependiendo de la especie, la parte utilizada, la
concentracion, la cepas de fitopatdgenos y de la técnica de evaluacion utilizada
(Wilson et al., 1997; Gogoietal., 1997; Pitarokili et al., 1999; Meepagala et al., 2002;
Hernandez et al., 2007; Ramirez, 2013).

2.2.1.1 Maguey morado

El maguey morado (Tradescantia spathacea Swartz) es una planta originaria de
Yucatan, se distribuye en México, Centroamérica y las Antillas (Reséndez, 1996). Es
una planta ampliamente utilizada en la medicina tradicional en Tabasco, es usada para
el tratamiento de heridas infectadas, pustulas, hinchazén, gangrena, para contrarrestar
el efecto de la mordedura de serpiente y acelerar la cicatrizacién. Esta planta contiene
propiedades como antioxidantes, antigenotoxicas, antimutagénicas, ademas de
carotenos, polifenoles de tipo flavonoides y compuestos cumarinicos (Gonzalez et al.,
2003).

Diversas investigaciones reportan el uso del maguey morado para el control in vitro de
fitopatdgenos; Reyes et al. (2009) mencionan que las hojas de maguey morado fresco
contienen humedad de 91 y 91.5% y Ramirez et al. (2007) indican que el extracto de
maguey morado (T. spathacea Swartz) a concentracion del 50% (V:V) controla a
Phytophthora palmivora de cacao en condiciones de laboratorio, mientras a
concentraciones del 30% (V:V) inhibe totalmente a Moniliophthora roreri empleando el
método de hidrodestilacion (Ramirez et al., 2011).

Pupo et al. (2011) mencionan que el maguey morado tiene efecto antifungico frente al
agente causal del tizon temprano del tomate (Solanum lycopersicum), con inhibicion
menor al 10%. Resultados de Tamayo et al. (2016) reportan que el extracto de T.
spathacea Swartz fresco al 50% de concentracion inhibio la formacién de conidias de
M. roreri, mientras que al 40% (V: V) presento la formacion de conidios; sin embargo,
estas no lograron formar el tubo germinativo.



2.2.1.2 Jengibre

El jengibre (Zingiber officinale Roscoe) es una de las plantas medicinales mas
importantes en varios paises. Es consumido en todo el mundo como un agente de
especias y sabor de la antigliedad, ademés aporta beneficios para el cuerpo humano
ya que cura varios tipos de enfermedades. Nguefack et al. (2004) menciona el efecto
inhibitorio de Z. officinale sobre tres hongos procedentes de alimentos (Fusarium
moniliforme, Aspergillus flavus y Aspergillus fumigatus), utilizando el método por
destilacion.

Se ha documentado el uso del jengibre en el control de diferentes enfermedades en
cultivos de importancia econdmica, debido a su potencial antifungico. Reportes de
Ramirez, et al. (2007) indican que Z. officinale Roscoe a concentracion del 50% (V:V)
controla in vitro a P. palmivora en cacao, al no presentar crecimiento radial del micelio
y formacién de zoosporas. Los mismos autores (Ramirez et al., 2011) reportan la
accion antifangica sobre M. roreri al inhibir al 100% el crecimiento y desarrollo del
patdgeno utilizando concentraciones del 50, 40 y 30% (V:V). Esta planta contiene
gingerol que es una molécula organica que se deriva de la familia de los gingeroles y
aproximadamente 2-3% del rizoma son aceites volatiles compuestos por una mezcla
de monoterpenos y sesquiterpenos (Ghosh et al., 2011).

Estudios por Joya et al. (2015) muestran que los hidrolatos de jengibre, obtenidos tanto
con material fresco como seco al sol, asi como con solventes agua: alcohol (45 g/L,
relacion 10:1) permiten extraer metabolitos capaces de inhibir la germinacién de
conidias de M. roreri, evidenciando un alto potencial de los hidrodestilados obtenidos
de jengibre en el manejo de este patdgeno. Tamayo et al. (2016) mencionan que el
uso de jengibre a concentraciones de 50 y 40% es efectivo en el control M. roreri,
donde fundamenta que esta posee metabolitos capaces de inhibir el crecimiento y
formacion de conidias del hongo, utilizando planta fresca o seca, por el método de
hidrodestilacion.

2.2.1.3 Pimienta fruto y hoja

La pimienta gorda (Pimenta dioica L.), también conocida como “allspice” por su sabor
parecido al clavo y la canela, pertenece a la familia Myrtaceae. Es una especie
mesoamericana y caribefia de consumo popular y exportacion en Jamaica y México
(Ledn, 1987). Esta planta presenta una notable actividad antifingica, en especial el
aceite esencial extraido de las hojas y frutos (Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana, 2009). En hojas poseen compuestos como los monoterpenos
delta-cadineno, 1-8-cineol, para-cimeno, limoneno, linalol, cis- y trans-beta-ocimeno,
alfa-felandreno, alfa-pineno, saboneno, terpin-1-en-4-ol, gama-terpineno y terpinoleno;
los sesquiterpenes beta-cariofileno, alfa-copaeno, alfa-guneno, alfa-humuleno, alfa-
muroleno y alfa-selineno; y los componentes ferulicos coniferaldehido, eugenol, su éter
metilico e isoeugenol; en fruto se ha identificado componentes fenilico coniferaldehido,
flavonoides ramndsidos, xilésido de quercetin e isoquercetin y feralico eugenol.
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Diversos estudios han demostrado el antifingico del extracto de pimienta. Hernandez
et al. (2003) indican actividad antifingica de aceites de P.dioica L. y de Ocimum
tenuiflorum L., encontrando el metabolito eugenol en mayor concentracion, mientras
Ramirez, et al. (2007) reportan inhibicion total en el crecimiento y formacion de
zoosporas de P. palmivora en cacao mediante el empleo de pimienta obtenidos de los
frutos y las hojas a concentracion del 50% (volumen/volumen). Ramirez et al. (2016)
en condiciones de laboratorio sefialan que los extractos de fruto de pimienta obtenidos
por destilacion y asistido por microondas inhiben a Colletotrichum gloeosporioides a
concentraciones del 30 y 20%, mientras el aceite esencial permite el crecimiento y
formacién de conidios superando al testigo, siendo su concentracidon minima inhibitoria
al 10% empleando el método de extraccion por microondas, mientras por el método
de destilacién a la misma concentracion permitio el crecimiento y desarrollo del
patdogeno. ElI mismo estudio reporta que los hidrolatos y aceites de P. dioica a
concentraciones del 30% permiten el crecimiento micelial y formacién de conidios de
Alternaria solani. Ramirez et al. (2016) reportan que la concentracion minima inhibitoria
del extracto de pimienta (fruto) con el método de extraccion por microondas fue al 10%,
al inhibir completamente a C. gloesporiodes, mientras por el método de destilacion a
concentracion del 10% permitio el crecimiento y desarrollo del patégeno.

2.2.2 Preparados minerales

Durante varios siglos se ha conocido el efecto positivo que tienen diferentes productos
a base de sales inorganicas y otros compuestos de origen natural en el control de
numerosos problemas fitosanitarios. Los mas estudiados, segun indican Deliopoulos
et al. (2010) son los bicarbonatos, fosfatos, silicatos, cloruros y fosfitos. Reuveni y
Reuveni (1995) sefalan algunas ventajas de estos productos como su bajo costo, la
baja toxicidad para mamiferos y en general, un buen perfil de seguridad para el hombre
y el ambiente; ademas es importante sefialar que el uso de estos preparados minerales
es aceptado en el marco de las normas de produccién organica (Reglamento (CE)
nam. 834/2007 y USDA-NOP).

2.2.2.1 Efecto de los preparados minerales sobre fitopatdgenos
Diversas investigaciones evidencian el efecto de los preparados minerales sobre

fitopatdgenos de diversos cultivos. En el caso del cacao, Ochoa et al. (2015) reportan
que en condiciones in vitro al evaluar la actividad antifingica de seis preparados
minerales: caldo visosa (CV), caldo bordelés mas permanganato de potasio (CBP),
caldo bordelés mas sulfato de zinc y sulfato de magnesio (CBS), caldo de bicarbonato
de sodio (BiS), caldo silicosulfocalcico (SSC) y polisulfuro de calcio (PC) en el control
de M. roreri , encontrando con mayor eficacia sobre este patégeno los tratamientos de
SSC y PC al inhibir el 100 % de crecimiento micelial a concentraciones de 10 %. Por
otro lado, la prueba en medio liquido mostré que a las 96 horas los preparados de SSC
y PC fueron los mas eficaces, llegando a reducir el nUmero de esporas en 98.2y 79.9
%.



Ochoa (2014) menciona que el primer reporte de utilizacion del caldo bordelés fue en
Francia en 1882, a raiz de la introduccion a Europa de Plasmopara viticola (Gessler et
al., 2011). Este preparado mineral se compone de sulfato de cobre e hidroxido de
calcio y su efecto esta dado principalmente por la inhibicion en la germinacién de las
esporas de los hongos (Kdller, 1999). Es uno de los preparados minerales mas
conocidos y que se ha empleado con éxito para controlar P. palmivora en el cacao
(Hislop, 1963; Adejumo, 2005), En vid es aplicado para el control del mildit P. viticola
(Gessler et al., 2011). Kiely (1950) reporta el control de la mancha negra (Guignardia
citricarpa) en naranja Valencia con la aplicacion de caldo bordelés en mezcla con un
aceite blanco. En Guatemala, su aplicacién para el control del ojo de gallo (Mycena
citricolor) en café, redujo la incidencia del 20% al 3% (Avelino et al., 1992).

Restrepo (2007) sefiala que el caldo bordelés mas permanganato de potasio se
recomienda para los casos de ataques fuertes y simultaneos de mildiu y oidium, para
ataques severos del tizon temprano (Alternaria spp.) y tardio (Phytophthora spp.),
principalmente en tomate, papa y chiles; por su parte, el caldo bordelés més sulfatos
de zinc y magnesio lo recomienda para controlar deficiencias nutricionales de estos
elementos y estimular la proteosintesis. Ochoa et al. (2015) mencionan la utilizacion
de caldo bordelés mas permanganato de potasio (CBP) y caldo bordelés mas sulfatos
de zinc y magnesio (CBS), mostraron un comportamiento similar entre ellos, inhibiendo
completamente el crecimiento micelial de M. roreri en las concentraciones de 50, 40 y
30%.

El caldo visosa surgi6é en Brasil como resultado de investigaciones de la Universidad
Federal de Vicosa (Brasil) para el control de la roya del cafeto (Hemileia vastatrix).
Segun Restrepo (2007) este caldo ha sido adaptado para su uso en otros cultivos como
vid, hortalizas y frutales. La formula original del caldo contiene urea, sin embargo, al
no estar permitida en las normas de produccién organica, se excluye este compuesto
de la férmula para uso en sistemas organicos. Heredia (2008) evalué diferentes
productos para el control de tres enfermedades en maracuyd y encontré que el caldo
visosa redujo la severidad de Phomopsis spp. (calculada como porcentaje de area
foliar infectada) de 11% en el testigo absoluto a 2.94%, aun cuando no logré reducir
su incidencia; por otra parte, redujo la incidencia de Xanthomonas campestris de
33.5% a 9.1%.

Son escasos los aportes cientificos sobre la utilizacion de caldo visosa, pero existen
estudios sobre la accion fungicida de sus compuestos empleados para su preparacion
como el &cido borico, sulfatos de cobre, zinc y magnesio. Citado por Ochoa (2014)
menciona que Dreaden y Smith (2013) realizaron aplicacion de acido borico (bérax)
granulado previene la pudricién de la raiz de los pinos causada por Heterobasidion
annosum, cuando se aplica después de los cortes realizados durante la cosecha de la
madera. También se recomienda su uso para prevenir la podredumbre negra causada
por Ceratocystis fimbriata en la patata dulce (Ipomoea batatas), mediante su inmersion
en una solucion de borax antes de sembrarlas (Kluepfel et al., 2012).
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Otras investigaciones demuestran que el sulfato de zinc tiene propiedades antifingicas
sobre Alternaria tenuis (Singh y Khanna, 1969), Spongospora subterranea (Tomlinson
y Hunt, 1987), Leptosphaeria maculans (Rouxel et al., 1990), entre otros hongos. Otro
de sus componentes es el sulfato de magnesio el cual ejerci6 una reduccion
significativa del mildéu polvoso en pepino y tomate cultivados bajo invernadero (Dik et
al., 2003).

El bicarbonato de sodio ha sido evaluado por su efecto contra varios patégenos en
cucurbitaceas, vid, chile, tomate y otros cultivos (Deliopoulos et al., 2010). La EPA
(Environment Protection Agency of the United States, 2014) citado por Ochoa (2014)
indican que este compuesto existe de forma natural y no se espera que tenga efectos
adversos sobre el hombre o el medio ambiente cuando se usa como fungicida. Yildirim
et al. (2002) citado por Ochoa et al. (2015) evaluaron bicarbonato de sodio para el
control del mildéu polvoso (Uncinula necator) de la vid. Otros ensayos evaluaron
plantas creciendo en macetas, mostrando que la aplicacion de este producto antes de
la inoculacion con el patdgeno redujo su habilidad para formar esporas, mientras que
a nivel de vifiedo mostré una baja eficacia contra la infeccion del patdégeno. Dik et al.
(2003) reportan alta eficacia contra el mildéu polvoso del pepino y el tomate, en chile
logré un control del 50 - 90% del oidium (Leveillula taurica) comparado con el testigo y
en lechuga redujo la severidad del mildéu (Bremia lactucae) en un 70 — 80%. Otros
estudios mencionan al bicarbonato de sodio al 1% como alternativa para el control de
hongos poscosecha en naranjas valencia (Citrus sinensis) pero no para otros
patégenos que causan pudriciones al fruto (Guédez et al., 2010).

Dessalegn et al. (2013) citados por Ochoa et al. (2015) evaluaron diferentes
tratamientos en poscosecha para el control de la antracnosis del mango, para la
obtencidn de resultados efectivos contra esta enfermedad las frutas fueron inmersas
en una solucién de bicarbonato de sodio al 3% a 51.5 °C., y obtuvieron una severidad
inferior al 5%, con una proporcién de fruta comercializable del 93.3%, comparado con
una severidad del 30% y 0% de fruta comercializable en el testigo. Estos autores
concluyen que un manejo integrado que incluya el uso de bicarbonato de sodio, es una
opcioén efectiva para el control de esta enfermedad.

El polisulfuro de calcio, es un preparado a base de azufre y éxido de calcio, con efecto
fungicida e insecticida. Con mayor frecuencia se ha reportado su uso en frutales de
hoja caduca, sin embargo, ha mostrado eficacia en diferentes cultivos. Se requiere
precaucion sobre la dosis y el momento de su aplicacion, pues se ha documentado
fitotoxicidad sobre varios cultivos, entre ellos manzana, cucurbitdceas y algunas
leguminosas en floracién (Holb, et al., 2003; Restrepo, 2007). Ghorbani y Wilcockson
(2007) sefialan que el polisulfuro de calcio es especialmente efectivo contra mildius
polvosos y el tizon tardio de la papa (Phytophthora infestans). Desrosiers y Diaz (1955)
encontraron efecto significativo de seis fungicidas, donde el mas eficaz fue el azufre
humectable logrando una reduccion del 85% en porcentaje de infeccién y un
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incremento del 290% en el rendimiento, aunque éste Ultimo se atribuye también al
control ejercido sobre otros problemas fitosanitarios presentes en el cultivo.

Otros estudios mencionan que el hidroxido de cobre y el polisulfuro de calcio son de
gran éxito debido a que su uso en bajas cantidades es aceptado por las normas de
produccion organica (Hidalgo et al., 2003; Bateman et al., 2005 y Krauss et al., 2010).
Por su parte Rojas et al. (2014) indican que el polisulfuro de calcio a concentraciones
de 1,25; 2,25; 3; 3,75; y 4,5 L/hL registro eficiencia en el control de hongo Neonectria
ditissima, causante de la enfermedad cancro europeo del manzano en un huerto
cultivar Royal Gala, mientras Ramirez et al. (2011b) muestra que el polisulfuro de
calcio presenta buen control sobre M. roreri en Th. cacao al reducir in vitro el nimero
de conidias hasta el 74% en medio liquido y reduccion del 100% de crecimiento en
medio solido, y en campo logré bajar la incidencia a 0.53% de frutos enfermos, frente
a 21% en el tratamiento con manejo cultural y 69.6% en el testigo sin manejo.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Ubicacién geografica

La investigacion se realizo en las instalaciones del Laboratorio de Agrotecnologias de
la Universidad Auténoma de Chiapas ubicado en Ciudad Universitaria en Tuxtla
Gutiérrez en las siguientes coordenadas geogréficas 16°41'41.8" latitud norte y
93°11'08.6" longitud oeste (Figura 1).

d
K
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Figura 1. Ubicacién gegréfica del area de estudio.
3.2 Materiales
3.2.1 Material bioldgico

Para el aislamiento de los patdgenos se realizaron recorridos en las plantaciones de
tomate, cacao, mango y papaya ubicadas en la regién Centro, Frailesca y Soconusco
del estado de Chiapas (Figura 2).

Figura 2. Localizacion y muestreo de las plantaciones infestadas por los fitopatégenos
en diferentes regiones del estado de Chiapas.
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El material vegetal con la sintomatologia de los patégenos (Figura 3) se llevo al
laboratorio y se procesaron las muestras (lavado, desinfeccion del tejido enfermo con
hipoclorito de sodio al 5% durante 5 min) para realizar los aislamientos. Una vez en el
laboratorio y en condiciones estériles se cortaron fragmentos de tejido enfermo con
tejido sano y fueron sembrados en cajas Petri con medio de papa-dextrosa-agar (PDA)
e incubados a 23°C + 2°C, luego se realizo la purificaciéon y multiplicacion de los
aislamientos en medio PDA.

Alternaria alternata

Phytophthora spp. C. gloeosporioides

Figura 3. Sintomatologia de los patégenos en diferentes érganos de las plantas.

Respecto al material biolégico se utilizd Alternaria alternata aislado de tomate,
Phytophthora spp. aislado de cacao, Colletotrichum gloeosporioides aislado de mango
y papaya (Figura 4).
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Figura 4. Cepas de diferentes hongos fitopatdgenos: a) Phytophthora spp. aislado de
cacao; b) Colletotrichum gloeosporioides aislado de mango; c) C. gloeosporioides
aislado de papaya; d) Alternaria alternata aislado de tomate.

3.3 Métodos

Los pasos que se siguieron para el cumplimiento de los objetivos planteados, se
desarrollaron en cuatro etapas (Figura 5):

Etapa 1: Consistié del estudio en medio semisolido de la efectividad de los preparados
minerales sobre los patdgenos (C. gloeosporioides de mango y papaya, Phytophthora
spp. y A. alternata).

Etapa 2: Consistié del estudio en medio semisoélido de la efectividad de los extractos
vegetales sobre los patdgenos.

Etapa 3: Determinacién en medio liquido de los efectos sobre la formacién de esporas
de los mejores tratamientos de las etapas 1y 2.

Etapa 4: Determinacioén de la efectividad de los extractos y preparados minerales sobre
C. gloeosporioides en poscosecha en frutos de mango y papaya bajo condiciones de
laboratorio.
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Etapa 4. Efectividad de extractos y preparados minerales sobre C. gloeosporioides en postcosecha
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Figura 5. Disefio metodoldgico de la investigacion.

3.3.1 Etapa 1. Efectividad de preparados minerales
3.3.1.1 Elaboracion de preparados minerales

Se realiz6 la preparacion de seis preparados minerales: Caldo visosa (CV); Caldo
bordelés (1%) + permanganato de potasio (0,125%) (CBP); Caldo bordelés (1%) +
sulfato de zinc (0,05%) + sulfato de magnesio (0,05%) (CBS); Caldo de bicarbonato
de sodio (BiS); Caldo silicosulfocalcico (SSC) y Polisulfuro de calcio (PC). Para su
elaboracion se utilizaron elementos y compuestos grado analitico, siguiendo la
composicién indicada por Restrepo (2007) y Ramirez et al. (2011) (Cuadro 1).

3.3.1.2 Montaje de ensayo al 40% de concentracién

Para los hongos aislados de tomate (Alternaria alternata), papaya (Colletotrichum
gloeosporioides), mango (Colletotrichum gloeosporioides) y cacao (Phytophthora spp.)
se utilizé la técnica de difusion en agar.

Inicialmente se realizé un ensayo exploratorio en la que cada preparado mineral se
afadio de manera individual al medio de cultivo (PDA), a una concentracion del 40%
(volumen/volumen); una vez elaborado el medio con el preparado mineral se distribuy6
en cajas Petri estériles y se realizo la inoculacion del respectivo hongo. Los cultivos se
mantuvieron en sala de cultivo bajo condiciones controladas de 23 °C +/- 2 °C. Se
incluyeron como testigos; uno absoluto en el cual el hongo fue cultivado en el medio
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original (PDA) sin ningun control y otro un control quimico (producto comercial de

sintesis quimica especifico para cada patdégeno).

Cuadro 1. Composicion de los preparados minerales evaluados.

Gramos
Preparado o -
! Composicion o] Preparacion
mineral -
mililitros
En un recipiente se disuelven el sulfato de
Sulfato de cpbre 5 cobre, zinc y magnesio y el bérax en 200
Sulfato de zinc 6 . S
. . mL de agua. En otro se diluye el hidroxido
Caldo visosa Sulfato de magnesio 4 d lci i los d
(CV) Borax 4 e calcio en 776 mL y se aglltan os dos.
Hidroxido de calcio 5 Después se mezclan las soluciones de los
Agua 1000 ﬂos remplenftgs y se agitan para su
omogenizacion.
Disolver el sulfato en 100 mL de agua, el
hidréxido en 800 mL y el permanganato en
Caldo Sulfato de cobre 10 el agua restante, en recipientes
bordelés+ Hidréxido de calcio 10 separados. En un recipiente de mayor
permanganato Permanganato de tamafio se vierte la solucién con hidréxido
de potasio potasio 1.25 de calcio y sobre ella la del sulfato, se
(CBP) Agua 1000 agitan para homogenizar y finalmente se
agrega el permanganato, volviendo a
agitar.
Disolver el sulfato de cobre en 100 mL de
agua y el hidréxido en 800 mL, en
recipientes separados. En un recipiente de
Caldo bordelés | Sulfato de cobre 10 mayor tamano € vierte la solucion con
S : hidréxido de calcio y sobre ella la del
+ sulfato de Hidroxido de calcio 10 :
X ; sulfato, agitando hasta su
zinc + sulfato Sulfato de zinc 5 o
. . homogenizacion. Aparte, en otro
de magnesio Sulfato de magnesio S recipiente se disuelven los sulfatos de zinc
(CBS) Agua 1000 P
y manganeso en el agua restante y
finalmente se afaden a la mezcla del
sulfato de cobre e hidroxido de calcio y se
agitan.
Caldo de . . Se mezcla directamente el bicarbonato
. Bicarbonato de sodio 15 .
bicarbonato de con el agua y se agita hasta obtener una
. - Agua 1000 <
sodio (BiS) mezcla homogénea y transparente.
En un recipiente se mezclan el azufre, el
oxido de calcio y la ceniza vegetal en seco.
Caldo Azufre 50 En otro se pone a calentar el agua
. o Oxido de calcio 200 s€ P gua 'y
silicosulfocalcico . cuando hierve se le agrega la mezcla seca,
Ceniza vegetal 50 o
(SSC) revolviéndola constantemente, a fuego
Agua 1000 .
alto y manteniendo el volumen de agua
constante por 50 min.
Se pone a calentar el agua, cuando esté
) tibia se agrega el azufre y se agita hasta
. Oxido de calcio 100 disolucién. En ese momento se agrega el
Polisulfuro de f o lci . I
calcio (PC) Azufre 200 Oxido de calcio. Se mantiene en agitacion
Agua 1000 constante a fuego alto hasta que la mezcla

toma coloracibn vino tinto. En ese

momento se retira del fuego.
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En el cuadro 2 se describen los tratamientos estudiados en la etapa 1.

Cuadro 2. Tratamientos evaluados en la etapa 1.

No. Descripcion

T1 Caldo visosa (CV)

T2 Caldo bordelés + permanganato de potasio (CBP)
T3 Caldo bordelés + sulfato de zinc y magnesio (CBS)
T4 Caldo de bicarbonato de sodio (BiS)

T5 Caldo silicosulfocalcico (SSC)

T6 Polisulfuro de calcio (PC)

T7 . Testigo quimico:
" C. gloeosporioides en mango (Oxicloruro de cobre)
. C. gloeosporioides en papaya (Boscalid+Pyraclostrobin)

A. alternata (Boscalid+Pyraclostrobin)
Phytophthora spp. (Oxicloruro de cobre).
T8 Testigo absoluto: Medio PDA

Variables: para el efecto inhibitorio de los preparados minerales se midieron: a)
crecimiento cada 24 horas del diametro del micelio (mm) del patégeno de cada caja
Petri durante 12 dias, b) numero total de esporas y c) el nimero de esporas
germinadas. Estas se cuantificaron en camara de Neubauer a los 13 dias después de
la siembra, para lo cual se realiz6 un raspado superficial del micelio con agua destilada.
Todas las diluciones fueron preparadas siguiendo un factor de dilucién, que fue
calculado para cada caso en particular mediante la siguiente férmula: (No. esporas/ml
= No. esporas contadas * diluciéon * 2500 (Phytophthora spp., *5000). Como espora
germinada se consideré aquella en la que se habia dado inicio o ya se encontraba
desarrollado el tubo germinal.

El disefio experimental fue completamente al azar con ocho tratamientos consistentes
en los seis preparados minerales mas un testigo absoluto (PDA) y un Testigo quimico,
todos los tratamientos contaron cuatro repeticiones, la unidad experimental consistié
de una caja Petri. A los datos obtenidos se les realiz6 un andlisis de varianza y
comparaciéon de medias a través de la prueba de Tukey (P<0.05). El analisis estadistico
se realizd con el programa SPSS® version 17 para Windows.

3.3.1.3 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Los preparados minerales que presentaron inhibicién total del crecimiento y desarrollo
del patégeno fueron seleccionados para los ensayos correspondientes a la etapa en
la que se determind la concentracion minima inhibitoria; estos productos fueron
evaluados a concentraciones del 30, 20 y 10%. Cuando inhibieron al 10%, se
evaluaron concentraciones menores (5, 2 y 1%). Se preparo el medio de cultivo con
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PDA al cual se afiadi6é cada uno de los minerales a las concentraciones a estudiar,
posteriormente se realiz6 la inoculacion del patdgeno.

Como variable indicadora del efecto inhibitorio se midi6é cada 24 horas el diametro de
crecimiento del micelio del patégeno durante 12 dias, también se cuantificd la
produccién de esporas mediante el uso de la camara Neubauer a los 13 dias después
de la siembra, tal como se describié en el apartado anterior. Los tratamientos fueron
distribuidos en un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones cada uno; la
unidad experimental consistio en una caja Petri. A los datos obtenidos se les realizo
analisis de varianza y comparacion de medias a través de la prueba de Tukey (P<0.05).
El andlisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS® versién 17 para Windows.

3.4 Etapa 2. Efectividad de extractos vegetales sobre hongos.
3.4.1 Elaboracion de extractos vegetales

Los materiales vegetales para la elaboracion de extractos vegetales fueron obtenidos
de plantas procedentes de municipios de las regiones Mezcalapa y Norte, en el estado
de Chiapas.

Las plantas de las cuales se obtuvieron los extractos para determinar su efectividad
en el control de hongos se muestra en el cuadro 3.

Cuadro 3. Material vegetal para la elaboracién de extractos

Nombre comun Nombre cientifico Parte a utilizar
Pimienta Pimenta dioica L. Frutos y hojas
Maguey morado Tradescantia spathacea Swartz Hojas
Jengibre Zingiber officinale Roscoe Rizoma

Las partes de las plantas a evaluar fueron llevadas al laboratorio y se seleccionaron
materiales sanos y que no presentaran afectacion por insectos. Se utilizaron frutos
secos de pimienta (45 g L) que fueron secados al sol en el area de invernadero y
guardadas en un lugar seco para evitar su humedecimiento y contaminacion por
hongos o insectos, las hojas de maguey morado, pimienta hoja y rizomas de jengibre
fueron utilizados en fresco (300 g L1).

3.4.1.1 Método de extraccion por destilacion

Para la obtencién del extracto se emple6 un destilador adaptado para obtencién de
extractos. El material vegetal se colocd en bolsas de tela para posteriormente ser
introducido en la marmita del destilador junto con la mezcla de solvente (10:1), se tapé
herméticamente para hacer el proceso de extraccion continuo mediante la aplicacion
de calor y presion constante, el vapor es conducido a un condensador y mediante
enfriamiento con agua corriente se obtiene el hidrolato. Las partes de las plantas a
evaluar fueron llevadas al laboratorio y seleccionaron materiales sanos y que no
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presentaron afectacion por insectos. Los frutos de pimienta fueron secados al sol en
el area de invernaderos y guardadas en un lugar seco para evitar su humedecimiento
y contaminacion por hongos o insectos, las hojas de maguey morado, pimienta hoja y
rizomas de jengibre fueron utilizados en fresco.

3.4.1.2 Montaje de extractos al 40% de concentracién

Para los hongos aislados de tomate, papaya, cacao y mango se utilizé la técnica de
difusién en agar. Inicialmente se realizdé un ensayo exploratorio en la que cada extracto
se afiadi6 de manera individual al medio de cultivo (PDA), a una concentracion del
40% (volumen/volumen); una vez preparado el medio con el extracto se distribuy6 en
cajas Petri estériles y se realizo la inoculacion del respectivo hongo. Los cultivos fueron
mantenidos en sala de cultivo bajo condiciones controladas de 23 °C +/- 2 °C. Se
incluyé como testigo uno absoluto en el cual el hongo se cultivd en el medio original
(PDA).

Variables: para el efecto inhibitorio de los preparados minerales se midieron: a)
crecimiento cada 24 horas del diametro del micelio (mm) del patégeno de cada caja
Petri durante 12 dias, b) numero total de esporas y c) el numero de esporas
germinadas. Estas se cuantificaron en camara de Neubauer a los 13 dias después de
la siembra, como se describi6 en la etapa 1. La unidad experimental estuvo constituida
por una caja Petri y los tratamientos fueron distribuidos en un disefio completamente
al azar con tres repeticiones. Para determinar los efectos de los tratamientos
estudiados, a los datos obtenidos se les practicé una prueba de normalidad. A los
datos obtenidos se les realizé analisis de varianza y comparacion de medias a través
de la prueba de Tukey (P<0.05). El andlisis estadistico se realiz6 con el programa
SPSSP® version 17 para Windows.

3.4.1.3 Determinaciéon de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Los extractos que presentaron inhibicion total del crecimiento y desarrollo del
patdégeno, fueron utilizados para los ensayos correspondientes a la etapa en la que se
determinara la concentracion minima inhibitoria; estos productos seran evaluados a
concentraciones del 30, 20 y 10%. En caso de inhibir al 10% se evaluaron
concentraciones menores (5, 2 y 1%). Se prepar6 el medio de cultivo con PDA al cual
se afadié cada uno de los extractos a las concentraciones a estudiar, posteriormente
se realizara la inoculacién del patégeno.

Como variable indicadora del efecto inhibitorio se midié cada 24 horas el diametro de
crecimiento del micelio del patégeno durante 12 dias también se cuantificd la
produccion de esporas mediante el uso de la camara Neubauer, tal como se describio
anteriormente. Los tratamientos fueron distribuidos en un disefio completamente al
azar con cinco repeticiones cada uno; la unidad experimental consistio de una caja
Petri. En todas las pruebas se incluyo un testigo absoluto. Para determinar los efectos
de los tratamientos estudiados, a los datos obtenidos se les practicé andlisis de
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varianza y comparacion de medias a traves de la prueba de Tukey (P<0.05). El analisis
estadistico se realiz6 con el programa SPSS® version 17 para Windows.

3.5 Etapa 3. Determinacion del efecto sobre la formacién de esporas

3.5.1 Determinacion del medio para la formacién y germinaciéon de conidias de
Colletotrichum gloeosporioides y Alternaria alternata

Se realizé la siguiente prueba para establecer el medio de cultivo que mejor efecto
presente sobre la formacién y produccion de esporas de Colletotrichum
gloeosporioides de papaya y Alternaria alternata de tomate. Para la realizacién del
ensayo se aislaron los patdgenos y se propagaron en PDA. Los hongos se
mantuvieron en incubacion por 12 dias a una temperatura de 26°C (+/-2°C). En el
siguiente cuadro se muestra los tratamientos evaluados segun metodologia descrita
por Ramirez (2013).

Cuadro 4. Tratamientos evaluados para la produccion de conidias de C.
gloeosporioides y A. alternata.

No. Descripcién

T1 Caldo de papa (40 mL) + dextrosa (4.8g) + jugo V8® (40 mL) + bicarbonato de
sodio (3.6 g) + agua (40 mL)

T2 Caldo de papa (60 mL) + dextrosa (4.8g) + bicarbonato de sodio (3.6 g) + agua

(60 mL)
T3 Caldo de papa (60 mL) + dextrosa (4.8g) + agua (60 mL)
T4 Agua (120 mL)

Para la realizacion de esta prueba se emplearon tres tubos de ensayo por tratamiento
en cinco horas de conteo, el cual se agregaron los medios correspondientes, es decir,
5 mL del medio liquido y 5 mL de la solucion madre (C. gloeosporioides o A. alternata)
este proveniente de un raspado superficial del hongo de tres cajas Petri de 90 mm (de
12 dias de crecimiento), colocadas en agitacién por una hora con 3 gotas de tween®
80.

Variables: nimero de conidias totales y el numero de conidias germinadas. Se
realizaron tres lecturas de cada tubo de ensayo en cdmara de Neubauer a las 0, 24,
48 y 96 horas.

El disefio experimental fue completamente al azar, con cuatro tratamientos y tres
repeticiones, se realizo el analisis de varianza y comparacion de medias mediante la
prueba de Tukey (P<0.05), usando el software S.A.S® version 17 para Windows.

3.5.1.1 Pruebaen medio liquido

Una vez seleccionado el mejor extracto vegetal y preparado mineral que ejerciera el
mejor efecto inhibitorio sobre cada patégeno. Se llevé a cabo la prueba en medio
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liquido para conocer la evolucidn del nimero de esporas, en cinco tiempos de conteo
(0, 24, 48, 72 y 96 h). Para lo cual se prepard una solucion madre de esporas de cada
uno de los patégenos, obtenidas del raspado superficial de siete cajas Petri de 50 mm.
Estas se agregaron a un Erlenmeyer que contenia el mejor medio de cultivo y dos
gotas de tween® 80; esta solucién se mantuvo en agitacion constante, por 60 min. Para
el caso de Phytophthora spp. aislada de cacao se utiliz6 el extracto de cacao al 10%.
Se marcaron tres tubos de ensayo por cada hora de medicion y tratamiento, a los
cuales se les llevo a la concentracién del 50% (extracto y/o preparado mineral), se
agrego un tratamiento testigo a base de agua destilada. Se agitaron en un vortex hasta
homogenizacion y se incubd a 26 +2°C en la oscuridad por 5 dias. Las variables
cuantificadas en esta prueba fueron: el nUmero de esporas vivas a las 0, 24, 48, 72y
96 h después de la inoculacion de los tubos. Se realizaron tres lecturas de cada tubo
de ensayo en cAmara de Neubauer. El disefio experimental fue completamente al azar,
con tres tratamientos y tres repeticiones, se realiz6 el analisis de varianza y
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (P< 0.05), usando el software
S.A.S® version 17 para Windows.

3.6 Etapa 4. Efectividad de extractos y preparados minerales sobre C.
gloeosporioides en poscosecha

Con los resultados de las etapas anteriores y una vez establecidos los mejores
extractos, preparados minerales y su concentracion minima inhibitoria para cada
patégeno se evalud el efecto de su aplicacion en frutos sanos en estado de inicios de
maduracion.

Para evaluar esta etapa se utilizaron frutos de cv. Maradol procedentes de la localidad
La Nueva del municipio de Copainald, Chiapas, de la parcela del sefior Rosendo Pérez
Pérez ubicada en las coordenadas geograficas 17°03'02.9"N y 93°10'44.0"W; para el
caso de mango cv. Ataulfo, el material fue procedente de la parcela del sefior Francisco
Clemente Llaven ubicado en las coordenadas geograficas 16°36'52.9"N vy
93°06'04.7"W del municipio de Suchiapa, Chiapas. Los frutos se desinfestaron con una
solucion de hipoclorito de sodio (mango al 5% por 10 minutos y papaya al 3% por 10
min), se lavaron con agua destilada estéril y se secaron en la cAmara de flujo laminar.
Se probo el efecto de la aspersion de los extractos, antes y después de la inoculacion
con esporas del hongo proveniente de los cultivos en cajas Petri de 12 dias de siembra.
Para lo cual se realizo6 la aspersion con atomizador (a la CMI establecida en las etapas
anteriores) de los productos 24 h antes de la inoculacién y 24 h después de la
inoculacion La inoculacién en frutos de mango se realiz6 mediante el método puncion,
se utilizé una aguja de diseccion para efectuar una herida entre la cavidad y la insercion
del péndulo y posterior se asperjé sobre la superficie de los frutos la solucién 5.15X107
conidias/mL. Mientras para papaya se les asperjo una suspension de esporas 1.46x108
sobre la superficie de los frutos. Se colocaron las frutas de mango en vasos
precipitados de 250 mL dentro de bolsas de polipapel y mientras para papaya se utilizd
contenedores de pastico (KPS) de 24x16x9 cm, se les introdujo un algodén humedo
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con agua destilada estéril como camara humeda y se colocaron en la camara
bioclimatica a temperatura ambiente (24°C +2°C) para propiciar condiciones para el
crecimiento y desarrollo del patdgeno. Se utilizaron ocho frutos de mango y siete de
papaya por tratamiento y se dejo un testigo inoculado y otro sin inocular (Cuadro 5).

Cuadro 5. Tratamientos evaluados in vivo en frutos en papaya y/o mango.

No. Descripcion
T1 Preparado mineral 24 h antes de la inoculacién
T2 Preparado mineral 24 h después de la inoculaciéon
T3 Extracto vegetal 24 h antes de la inoculacion
T4 Extracto vegetal 24h después de inoculacion
T5 Testigo quimico:
" C. gloeosporioides en mango (Oxicloruro de cobre)
" C. gloeosporioides en papaya (Boscalid+Pyraclostrobin)
T6 Testigo inoculado
T7 Testigo absoluto sin inocular

Las variables estudiadas fueron:

Crecimiento del micelio: se midi6é cada 24 horas el crecimiento del dafo alrededor
de las punciones de los frutos de mango por 13 dias.

Severidad por antracnosis: para determinar el porcentaje de infeccién se observo el
dafio ocasionado por la enfermedad en frutos. Se calcul6 el nimero de frutos que
presentaron dafio por antracnosis, con base en el total de frutos por tratamiento. Para
medir el area afectada, se disefidé una escala de cuatro grados de severidad (Cuadro
6). En el caso de papaya se midi6 el didmetro de las nuevas colonias en la superficie
de los frutos.

Dafio interno por antracnosis: los frutos se cortaron trasversalmente y se
observaron en el tejido la presencia o afectacion por la enfermedad, se utiliz6 una
escala del uno al cuatro para medir el dafio ocasionado por antracnosis.

Tanto en severidad y dafio interno por antracnosis se considerd una escala de dafo
del uno al cuatro.

Cuadro 6. Grado de severidad y dafio interno por antracnosis.

Grado de severidad por Dafo interno por
antracnosis antracnosis
0 ninguno ninguno
1 1-25% 1-25%
2 26-50% 26-50%
3 51-75% 51-75%
4 76-100% 76-100%
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Patogenicidad: Sobre aquellos frutos que no manifestaron dafio se realizé un corte
del area donde se inoculd y fueron sembradas en cajas Petri con medio de PDA, para
apreciar si hay o no crecimiento de C. gloeosporioides.

Cuantificacion de conidias totales y germinadas: sobre los frutos que presentaron
crecimiento micelial del patbgeno, se realizé un raspado superficial a los frutos antes
de la prueba de destruccion y se lavo con agua destilada hasta su dilucién, mismo en
la que se cuantificd el nUmero de esporas totales y germinadas.

El disefio experimental fue completamente al azar, se realizé el analisis de varianza y
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (P< 0.05), usando el software
S.A.S® version 17 para Windows.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Etapal. Efectividad de preparados minerales

4.1.1 Efecto de preparados minerales al 40% [V: V] sobre Colletotrichum
gloeosporioides aislado de papaya

El efecto inhibitorio de los preparados minerales al 40% (V:V) polisulfuro de calcio,
caldo visosa, caldo bordelés + permanganato de potasio, caldo bordelés + sulfato de
zinc + magnesio y silicosulfocéalcico sobre el crecimiento radial de C. gloeosporioides
a los 12 dias después de la siembra, presentaron menor crecimiento micelial respecto
al testigo quimico, testigo absoluto y bicarbonato de sodio (Figura 6).

CALDO BORDELES CALDO BORDELES +
+ PERMANGANATO SULFATO DE ZINC Y BICARBONATO SILICOSULFOCALCICO POLISULFURO DE
DE POTASIO MAGNESIO DE SODIO CALCIO
“ ; - =

o B
<
!

(\
(‘ d - 4 ) (
A N
TESTIGO QUIMICO TESTIGO ABSOLUTO %
BOSCALID+PYRACLOSTROBIN PDA \

Figura 6. Efectos in vitro de Preparados minerales al 40% sobre sobre C.
gloeosporioides de papaya.

Los resultados sefialan que existen dos grupos de preparados minerales, el primero
gue inhibe totalmente a C. gloeosporioides, y el segundo que permite el crecimiento
de micelio y la formacién de conidios. En el primer grupo se encuentra polisulfuro de
calcio, respecto al segundo grupo los tratamientos de caldo bordelés + sulfato de zinc
+ magnesio, caldo visosa, caldo bordelés + permanganato y silicosulfocélcico
inhibieron el crecimiento micelial entre el 87.77 al 47.50%, mientras en conidias totales
inhibieron el desarrollo de estas estructuras entre el 92.59 al 99.97% en comparacion
al testigo absoluto. De igual manera, los preparados minerales inhibieron en mayores
porcentajes tanto en crecimiento micelial que va de 12.5 al 100%, en la formacion de
conidias totales del 8.38 al 100% y germinacion de esporas con valores de 21.28% al
100% (Cuadro 7).

El polisulfuro de calcio al 40% [V:V] inhibi6 totalmente el crecimiento y desarrollo de
Colletotrichum gloeosporioides, lo cual coincide con lo reportado por Ramirez (2013)
y por Ochoa et al. (2015).
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Cuadro 7. Efectos in vitro de los preparados minerales al 40% de concentracion
sobre C. gloeosporioides aislado de papaya.

Crecimiento Conidias totales Conidias germinadas

Tratamiento (mm) (x105 mLY) (x105 mLY)
PC (0 0?2 (0
CBS 11.00° 0.122 02
Ccv 19.00°¢ 2.662 02
CBP 38.50¢ 0.292 (0
SSC 47.25° 41.852 0@

T. quimico 72.25f 219.952 1.412
BiS 78.759 517.56° 6.77°
T. absoluto 90.00" 564.91° 8.60°

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05).

Los tratamientos PC, CBS, CV, CBP y SSC inhibieron totalmente la germinacion de
las conidias, mientras que el tratamiento de bicarbonato de sodio redujo su
germinacion en 21.28% y el testigo quimico (boscalid + pyraclostrobin) en 83.60% con
respecto al testigo absoluto, donde registraron la mayor cantidad esporas germinadas.

El testigo quimico boscalid+ pyraclostrobin presenté crecimiento y desarrollo del
patdgeno, aunque en menor proporcion que el BiS y el testigo absoluto, pero fue
superado por los demas preparados minerales evaluados. Resultados a los que difiere
por Estrada et al., (2017) donde reportan inhibicion in vitro de C. gloeosporioides con
tiabendazol, azosxystrobin+fludioxonil, gluconato de cobre y pyraclostrobin.

Los resultados indican que PC, CBS, CV, CBP y SSC, de los seis preparados
minerales experimentados, tienen efecto fungico al presentar diferentes grados de
inhibicion en el crecimiento y desarrollo del patégeno, siendo una alternativa en el
manejo de la enfermedad, sin embargo, el polisulfuro de calcio, debido a su alta
efectividad, fue seleccionado como el mejor para pasar a la siguiente etapa del
presente estudio.

4.1.1.1 Determinacion de CMI de preparados minerales sobre C. gloeosporioides
aislado de papaya

Para la determinacién de la CMI del polisulfuro de calcio en un primer ensayo se evalué
a concentraciones del 30, 20y 10% [V:V] sobre C. gloeosporioides aislado de papaya,
el efecto se puede apreciar en la figura 7 y cuadro 8, donde ve claramente la inhibicion
total sobre el crecimiento del patdogeno hasta la concentracion mas baja utilizada. El
analisis de varianza registro diferencias estadisticas entre los tratamientos para las
tres variables evaluadas (Cuadro A2). La prueba de medias de Tukey (P<0.05),
muestra que las concentraciones de 30, 20 y 10% presentan diferencias estadisticas
con respecto al testigo absoluto, el cual registr6 el mayor valor de crecimiento de
micelio (90 mm) y de conidias totales 12.39 mL* x1068.
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POLISULFURC DE CALCIO

TESTIGO ABSOLUTO
PDA

Figura 7. Efecto del polisulfuro de calcio al 30, 20 y 10% [V:V] sobre C. gloeosporioides
aislado de papaya.

Considerando que el polisulfuro de calcio a concentraciones del 10, 20 y 30% [V:V]
inhiben totalmente a C. gloeosporioides aislado de papaya, fue necesario realizar la
evaluacion de concentracion inferiores a fin de determinar la CMI.

Cuadro 8. Efecto in vitro del polisulfuro de calcio (PC) sobre el crecimiento y formacion
de conidios de C. gloeosporioides aislado de papaya.

Tratamientos Crecimiento Conidias totales Conidias
(mm) (X106 mL?) germinadas mL?
PC al 30% 02 02 0
PC al 20% 02 02 0
PC al 10% 02 02 0
Testigo absoluto 50.00° 12.39Pb 0

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05).

En un segundo ensayo para la determinacion de la CMI de polisulfuro de calcio se
evaluaron concentraciones del 5y 3% y los resultados se pueden apreciar en el cuadro
8y figura 9.

26



POLISULFURO DE CALCIO
_. -

.

TESTIGOABSOLUTO
PDA

Figura 8. Efecto in vitro del polisulfuro de calcio al 5 y 3% [V:V] sobre C.
gloeosporioides aislado de papaya.

Cuadro 9. Efecto in vitro del polisulfuro de calcio al 5, 3y 1% sobre C. gloeosporioides
aislado de papaya.

Tratamientos Crecimiento  Conidias totales  Conidias germinadas

(mm) (x1 0’ mL2) (x10* mLY)
PC 5% 42.332 80.66% 8.332
PC 3% 432 193.00° 41.66°
T. absoluto 50b 544 25¢ 92.50¢

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05).

Polisulfuro de calcio a concentraciones menores inhiben el crecimiento del micelio de
C. gloeosporioides aislado de papaya entre el 15.34 al 14%, mientras en conidias
totales reducen un 85.17 al 64.53% y germinadas del 90.99 al 54.96%, resultados
inferiores al testigo absoluto. Estos resultados fueron similares a los de Rojas et al.
(2014) donde menciona que el polisulfuro de calcio a concentraciones de 1,25; 2,25;
3;0 3,75; y 4,5 L/hL controlan en campo a Neonectria ditissima, causante de la
enfermedad Cancro Europeo del Manzano.

El analisis de varianza (Cuadro A3) indica que se existen diferencias estadisticas entre
los tratamientos en las tres variables evaluadas, y la prueba de comparacion de medias
por Tukey (P< 0.05), el cual se puede apreciar en el cuadro 9, donde indica que el PC
registra diferencia con el testigo.

4.1.2 Efectos de los preparados minerales al 40% de concentracién (V/V) sobre
Colletotrichum gloeosporioides aislado de mango

En la figura 9 y el cuadro 10 se aprecian los efectos de los preparados minerales al
40% [V:V] sobre el crecimiento micelial y desarrollo de C. gloeosporioides de mango.
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Estos resultados indican que existen dos grupos de productos minerales, aquellos que
producen inhibicién total y los que inhiben parcialmente el crecimiento y desarrollo del
patégeno. El polisulfuro de calcio, el caldo bordelés mas sulfato de zinc
complementado con magnesio presentaron inhibicion completa, tanto de crecimiento
como de formacién de conidias, mientras que el caldo visosa inhibi6 88.33% el
crecimiento radial del patogeno y el 99.54 % de la formacion de conidias y el 83.4% la
germinacion de las mismas. Los tratamientos con CBP, SCC y BIS a pesar que
permitieron algun grado de crecimiento del micelio y la formacién de conidias,
inhibieron completamente la germinaciéon de las mismas.

CALDO BORDELES + CALDO BORDELES +
CALDOVISOSA PERMANGANATO DE SULFATO DE ZING Y BICARBONATO SLICOSULFOCALCICE POLISULFURO DE
POTASIO MAGNESIO DE SODIO CALCIO

TESTIGO QUIMICO TESTIGO ABSOLUTO
OXICLORURO DE COBRE PDA

Figura 9. Efecto in vitro de los preparados minerales al 40% [V:V] sobre el crecimiento
micelial de C. gloeosporioides a 12 después de la siembra.

Estos resultados se corroboran con el analisis estadistico en el cual se registro
diferencias significativas entre los tratamientos para las tres variables evaluadas
(Cuadro A4); la comparacion de medias de Tukey (P<0.05) indica que para la variable
crecimiento micelial los tratamientos CBS y PC registraron los menores valores y
diferencia estadistica con todos los tratamientos incluidos los testigos quimico y
absoluto. Sin embargo, en la produccion de conidias los tratamientos CBS, PC, CV,
CBP, testigo quimico y SSC, no registraron diferencias entre ellos, pero si con el
tratamiento BiS y el testigo absoluto. En cuanto a la germinacién de conidias tan solo
se registré en el CV y el testigo absoluto, los cuales registraron diferencias estadisticas
entre ellos.
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Cuadro 10. Efectos in vitro de los preparados minerales al 40% de concentracion sobre
C. gloeosporioides aislado de mango.

Tratamientos Crecimiento  Conidias totales Conidias germinadas
(mm) (x10" mLY) (x10" mLY)

CBSs 02 0@ 02
PC 02 02 02

CVv 10.50° 2.952 1.66°
CBP 12.75b¢C 1.022 02
Testigo quimico 21.25¢ 0.752 02
SSC 31.50¢ 28.432 02
BiS 49.25¢ 121.91° 02

Testigo absoluto 90.00f 654.41° 10.00¢

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05).

El Polisulfuro de calcio y el caldo bordelés mas sulfato de zinc y magnesio, evaluados
a concentracion del 40 % [V:V] no permitieron el crecimiento y desarrollo del patdgeno,
este efecto es importante, ya que mediante el crecimiento del micelio y la formacion
de conidios, el patdgeno se reproduce y puede entonces infectar tejido vegetal sano.
Resultados que son similares a los reportados por Ramirez et al. (2011) y Ochoa et al.
(2015) los cuales sefialan que el polisulfuro de calcio inhibe in vitro el crecimiento del
micelio y la formacion de conidias del hongo M. roreri.

Los preparados minerales PC y CBS demuestran ser mejores al testigo quimico,
oxicloruro de cobre, al no permitir el desarrollo del patégeno en condiciones de
laboratorio.

Con respecto a los tratamientos de CBP, SSC y BIS, estos resultaron ser mejores al
testigo ron crecimiento del micelio y conidios totales, sin embargo, no permitieron la
germinacion de las conidias, este efecto es importante ya que, mediante estas
estructuras, el patogeno realiza la infeccion al penetrar la cuticula del fruto.

Existen pocos reportes bibliograficos de productos quimicos de sintesis con un efecto
de inhibicion total sobre C. gloeosporioides, es de destacar que los resultados
obtenidos en esta investigacion, muestran que los seis preparados minerales
estudiados tienen un efecto reductor significativo del crecimiento y desarrollo de este
patogeno.

Otros estudios indican que la aplicacion de fungicidas como el curacarb, captan,
oxicloruro de cobre y Mancozeb (Ploetz y Prakash, 1997) son exitosos en la proteccién
de frutos de mango contra la antracnosis (Arias y Carrizales, 2007), en esta
investigacién se utilizé el oxicloruro de cobre como testigo, sin embargo, los resultados
mostraron que permitio el crecimiento micelial y la formacién de conidios del hongo, C.
gloesporioides.
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Por su parte Gutiérrez et al. (2003) indican que en condiciones de laboratorio y campo
los fungicidas a base de benzimidazoles, inhiben el crecimiento del hongo C.
gloeosporioides, aunque por el uso indiscriminado de este producto se ha observado
la induccion de resistencia del patégeno (Astua et al.1994; Arauz, 2000; Spalding
1982).

4.1.2.1 Determinacion de CMI de preparados minerales sobre C.
gloeosporioides aislado de mango

Considerando que los unicos preparados minerales que a concentracion del 40%
inhibieron completamente el crecimiento y desarrollo del patégeno fueron el polisulfuro
de calcio y caldo bordelés méas sulfato de zinc y magnesio, estos se evaluaron a
concentraciones mas bajas (30, 20 y 10%) con el fin de determinar su CMI. Los
resultados de esta prueba se pueden apreciar en la figura 10 y cuadro 11, en donde
se aprecia que el CBS al 30% no permite el crecimiento del micelio y desarrollo de C.
gloesporioides, pero a concentraciones inferiores (20% y 10%) inhibe el crecimiento
del patdgeno en un 81.66 y 23.61% respectivamente con relacion al testigo absoluto,
respecto a la formacion de conidias inhibio un 99.76% a concentracion del 20%,
mientras que para la del 10% fue del 93.64% con relacion al testigo absoluto (Cuadro

11).
CALDO BORDELES + SULFATO DE POLISULFURO DE
ZINC Y MAGNESIO CALCIO

/o

TESTIGO ABSOLUTO
PDA

Figura 10. Efectos in vitro de CBS y PC sobre C. gloeosporioides aislado de mango.

Con respecto al PC las tres concentraciones evaluadas permitieron el crecimiento
parcial del patégeno, con una inhibicion del 46.11 al 11.38% y la formacién de conidias
entre un 94.83 y 85.16%, con respecto del testigo absoluto.
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El analisis de varianza (Cuadro A5) realizado indica que existen diferencias
estadisticas para cada variable, crecimiento micelial y formacién de conidias. Y tal
como se aprecia en el cuadro 11, la prueba de comparacion de medias de Tukey
(P=0.05) indica la existencia de diferencias estadisticas del CBS al 30% para la
variable crecimiento con respecto a las demas concentraciones evaluadas y a las tres
concentraciones de PC y al testigo absoluto, mientras que para la formacién de
conidias se cuantifico diferencia con respecto al testigo absoluto.

El caldo bordelés complementado con sulfato de zinc y sulfato de magnesio, en
concentraciones del 20 y 10%, aunque inferior en eficacia al CBS al 30%, ejercio
inhibicion sobre el crecimiento, esporulacion y germinaciéon de esporas de C.
gloeosporioides de mango, estos resultados son similares a los que reporta Ochoa et
al. (2015), al controlar a M. roreri en condiciones in vitro.

Cuadro 11. Determinacion in vitro de CMI de preparados minerales sobre crecimiento
y desarrollo de C. gloeosporioides aislado de mango.

Tratamientos  Crecimiento (mm) Conidias totales Conidias
(X105 mL) germinadas mL*

CBS 30% 02 02 0
CBS 20% 16.502 0.722 0
CBS 10% 68.75¢ 19.812 0
PC 30% 48.50° 16.102 0
PC 20% 79.00¢d 25.812 0
PC 10% 79.75¢d 46.222 0
T. Absoluto 90.004 311.60° 0

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05).

Polisulfuro de calcio a 30, 20 y 10% aunque, no hinibieron completamente a C.
gloeosporioides aislado de mango, reduce el crecimiento y desarrollo de este,
resultados similares son reportados por Lozano et al. (2008) donde PC al 10% registro
disminucion de la germinacion de las conidias de Fusarium sp.

La concentracion minima inhibitoria de CBS fue al 30% al inhibir completamente el
desarrollo y crecimiento del patdgeno en relacién a los otros tratamientos (figura 11).
Ochoa et al. (2015) indican a CBS como producto con potencial en el control de M.
roreri, al inhibir el crecimiento micelial.

4.1.3 Efectos de los preparados minerales al 40% de concentracion sobre
Alternaria alternata aislada de tomate

El efecto de los seis preparados minerales evaluados a concentracion del 40% sobre
el crecimiento y desarrollo de A. alternata aislado de tomate se puede apreciar en la
figura 11 y cuadro 12.
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Figura 11. Aspecto del crecimiento micelial de A. alternata aislado de tomate.

El Polisulfuro de calcio presento el mejor efecto fungicida al inhibir completamente a
A. alternata aislado de tomate, en relacidn a los testigos absoluto y quimico, los cuales
permitieron el crecimiento de micelio, formacion y germinacion de conidios. Estos
resultados son similares a los que reporta Ochoa et al. (2015), al utilizar polisulfuro de
calcio al 40% sobre M. roreri, al causar in vitro la mayor mortalidad de esporas e
inhibicion del crecimiento micelial del patégeno.

Cuadro 12. Efecto in vitro de los preparados minerales al 40% de concentracion sobre
el crecimiento y desarrollo de A. alternata aislando de tomate.

Tratamientos Crecimiento  Conidias totales ~ Conidias germinadas

(mm) x10* mL) (x10° mL)

PC 02 02 02

Ccv 12.00°P 2.082 7.292

CBS 14.50P 2.182 14.582

SSC 32.50¢ 4.162 27.082

CBP 16.50P 9.372 40.622
Testigo quimico 12.75P 36.612 178.642

BiS 37.25¢ 61.6672 350.00°
Testigo absoluto 50.00¢ 157.50° 626.04°¢

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05).

Respecto a los tratamientos de caldo visosa, caldo bordelés mas permanganato de
potasio, caldo bordelés mas sulfato de zinc y magnesio, silicosulfocalcico y bicarbonato
de sodio, aunque permitieron el crecimiento del hongo y la formacion de conidios, estos
resultados fueron menores al testigo absoluto, mismos que presentando diferencias
significativas (P< 0.05).
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El CV presento inhibicion del 76% del crecimiento del micelio encontrando diferencias
significativas con el testigo absoluto mas no con el testigo quimico. Respecto a la
formacion y germinacion de conidias el tratamiento de caldo visosa registro resultados
menores a los testigos, al inhibir la formacién de conidias totales y germinadas entre
el 98.68 al 98.84%. Estos resultados coinciden con el reporte de Aquino et al. (2008).

Respecto a CBP y CBS estos presentaron inhibicion del 67 al 71% sobre el crecimiento
radial del hongo comparados con el testigo absoluto, mientras en conidias totales
inhibieron entre el 94.05 al 98.61% vy las germinadas del 93.51 al 97.67%, en
comparacion al testigo quimico, el cual mosré mayor nimero de estas estructuras.

El Bicarbonato de sodio al 40% de concentracion ejercié el menor efecto de inhibicion
respecto al crecimiento y desarrollo de A. alternata en comparacion a los demas
compuestos.

El polisulfuro de calcio present6 el mayor efecto de inhibicion respecto a los
tratamientos a base de cobre al reducir el 100% del crecimiento del micelio, formacion
y germinacion de esporas del patégeno.

En cuanto al testigo quimico (boscalid+ pyraclostrobin) este present6é diferencias
significativas con los tratamientos SCC y BiS (P< 0.05), siendo mas eficiente en la
reduccion del crecimiento del micelio. En la formacion de conidios el tratamiento de
SSC redujo el niumero de esporas totales y germinadas respecto al testigo quimico,
caso contrario se observo con el tratamiento BiS al registrar mayores valores, sin
embargo, todos registraron diferencia estadistica con respecto al testigo absoluto.

En la figura 12 y cuadro 13 se presentan el efecto de polisulfuro de calcio a
concentraciones de 30, 20 y 10% sobre el crecimiento micelial de A. alternata en
tomate.

Cuadro 13. Determinacién de CMI de los preparados minerales sobre A. alternata
aislado de tomate

Tratamientos Crecimiento Conidias totales Conidias germinadas
(mm) (x 104 mL-1) (x 103 mL-Y)
PC 30% 02 02 02
PC 20% 02 02 02
PC 10% 31.67% 25.252 71.802
Testigo Absoluto 46.33P 33.542 66.662
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POLISULFURC DE CALCIO

Figura 12. Efecto de polisulfuro de calcio sobre A. alternata aislado de tomate.

El polisulfuro de calcio al 30 y 20% inhibié6 completamente al hongo A. alternata,
mientras que al 10% presentd inhibicion tan solo del 31.64%; en la formacién de
conidias totales mostro un efecto inhibidor del 24.71%, y en conidias germinadas este
tratamiento supero ligeramente al testigo absoluto. El Andlisis de varianza registré
diferencias estadisticas entre los tratamientos para las tres variables evaluadas
(Cuadro A6).

Cuadro 13. Determinacién de CMI de polisulfuro de calcio sobre A. alternata aislada
de tomate.

La concentracion minima inhibitoria del Polisulfuro sobre de calcio sobre A. alternata
resulto del 20%, este producto representa una alternativa para el manejo de este
patdgeno dada su facilidad de preparaciéon y bajo costo.

4.1.4 Efectos de los preparados minerales al 40% de concentracién sobre
Phytophthora spp. en cacao aqui nos quedamos

En la figura 13 se aprecia el crecimiento de Phytophthora spp. aislado de cacao bajo
los efectos de los seis preparados minerales al 40% (V: V), se observa que el
polisulfuro de calcio, el caldo visosa, el caldo bordelés mas permanganato de potasio
y caldo bordelés mas sulfato de zinc y magnesio no permitieron el crecimiento del
hongo comparativamente con los otros tratamientos evaluados.
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Figura 13. Efecto in vitro de los preparados minerales al 40% sobre Phytophthora spp.

En el cuadro 14 se presenta el efecto de los preparados minerales a concentracion del
40% sobre la inhibicion del crecimiento del micelio y la formacion de zoosporas de
Phytophthora spp en cacao.

Cuadro 14. Efecto in vitro de Preparados minerales al 40%de concentracion sobre el
crecimiento de Phytophthora spp.

Tratamientos Crecimiento Zoosporas Totales
(mm) (x10° mLY)
Ccv 02 02
CBP 02 02
CBS 02 02
PC 02 02
**Testigo quimico 02 02
SSC 18.00P 1.00°
BIS 50.00¢ 1.89¢
Testigo absoluto 50.00¢ 1.83°¢

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05). **Oxicloruro de
cobre (3509/100 L).

Los preparados de CV, PC, CBS y CBP inhibieron totalmente a Phytophthora spp., al
no presentar crecimiento micelial y zoosporas del hongo, estos tratamientos poseen
efecto fungicida al compararlos con SSC, BIS y el testigo absoluto en los que se
registraron crecimiento y desarrollo del patégeno (P< 0.05). Aunque los tratamientos
de PC y SSC contengan casi los mismos minerales en concentraciones diferentes, el
efecto que ejercieron fue diferente, al registrar polisulfuro de calcio inhibicion total en
el crecimiento y desarrollo de Phytophthora spp., mientras silicosulfocélcico presento
inhibicién del 64% sobre el crecimiento micelial del hongo y permitié la formacion de
zoosporas del 47.09 %.
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El Oxicloruro de cobre present6 inhibicion de Phytophthora spp., Sin embargo, otros
los preparados minerales fueron mas eficaces al registrar mayor efecto inhibitorio del
patdégeno.

El Bicarbonato de sodio al 40% no presento efecto de inhibicién del patdgeno,
registrando valores similares para las variables evaluadas a las del testigo absoluto. El
Andlisis de varianza registré diferencias estadisticas entre los tratamientos (Cuadro
A7) para las tres variables evaluadas. La prueba de comparacién de medias por Tukey
(P< 0.05) registro diferencias estadisticas de CV, PC, CBS, CBP con los demas
tratamientos, pero no entre ellos, asi como SSC mostro diferencias con los testigos.

4.1.4.1 Determinacién de CMI de preparados minerales sobre Phytophthora spp.

En la figura 14 se aprecian los resultados del diametro de crecimiento del micelio de
Phytophthora spp., bajo el efecto de los preparados minerales a tres concentraciones
(30, 20 y 10%), dicho efecto se ve reflejado que, a mayor concentracion del producto
utilizado, presenta menor crecimiento del hongo; resultados que se corroboran en el
siguiente cuadro 15.

CALDO BORDELES + CALDO BORDELES + POLISULFURO DE
CALDO VISOSA PERMANGANATO DE SULFATO DE ZINC Y cALCIO
POTASIO MAGNESIO
- -~ - - N

o X

Figura 14. CMI de CV, CBP, CBS y PC sobre Phytophthora spp en cacao.

Los tratamientos caldo visosa (CV), polisulfuro de calcio (PC), caldo bordelés mas
permanganato de potasio (CBP) y caldo bordelés més sulfatos de zinc y magnesio
(CBS) al 30% mostraron un comportamiento similar entre ellos, inhibiendo
completamente el crecimiento micelial y la formacion de zoosporas.

El tratamiento de CV a concentracion del 30% presento inhibicién total de
Phytophthora spp., mientras a concentraciones del 20 y 10% redujo del 91.11 al
71.11% el crecimiento del hongo y en zoosporas totales entre el 98.86 al 96.24%
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comparado con el testigo absoluto, el cual registré los mayores valores de crecimiento
y formacion de zoosporas (figura y cuadro 15), estos resultados son similares a los
reportados por Lozano et al. (2008).

Los tratamientos de CBP y CBS a concentraciones del 30 y 20% inhibieron
complemente a Phytophthora spp., en relacion con el testigo absoluto, con el que se
encontré diferencias significativas. A concentracion del 10% estos dos tratamientos
ejercieron menor efecto de inhibicion sobre el crecimiento del micelio del 90.56 al
77.22% y zoosporas totales entre 98.94 al 95.67% sin embargo estos fueron menores
al testigo absoluto (cuadro 15). El analisis de varianza (Cuadro A8) registro diferencias
estadisticas entre los tratamientos para las dos variables evaluadas. La prueba de
comparacion de medias por Tukey (P< 0.05) mostro diferencias significativas de todos
los tratamientos con el testigo absoluto para las dos variables evaluadas.

Cuadro 15. Determinacion de CMI de los preparados minerales sobre Phytophthora
spp. aislado de cacao

Tratamientos Crecimiento Zoosporas totales
(mm) (x10° mL™%)
CV 30% 02 02
CBP 30% 02 02
CBP 20% 02 02
CBS 30% 02 02
CBS 20% 02 02
PC 30% 02 02
PC 20% 02 02
PC 10% 02 02
CV 20% 8.002 0.582
CBP 10% 8.502 0.542
CBS 10% 20.50P 2.202
CV 10% 26.00P 1.912
Testigo absoluto 90.00¢ 50.83°

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05).

El Polisulfuro de calcio a las concentraciones de 30, 20 y 10% Inhibe totalmente el
crecimiento y la formacion de zoosporas de Phytophthora spp. de cacao en
comparacion a los demas compuestos minerales y al testigo absoluto. Sin embargo, a
concentraciones menores (5, 3 y 1%), este producto presenta diferentes grados de
inhibicion del patogeno (figura 15).
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POLISULFURQ DE CALCIO

TESTIGO ABSOLUTO

Figura 15. Determinacién de CMI de PC sobre el crecimiento de Phytophthora spp. en
cacao.

Estos datos indican que el efecto inhibitorio del polisulfuro de calcio sobre
Phytophthora spp, es afectado por la concentracion utilizada; a medida que se
incrementa las dosis, este ejerce una mayor inhibicién sobre el crecimiento radial del
hongo, tal como se aprecia en la figura 15 y cuadro 16.

Cuadro 16. CMI de PC sobre Phytophthora spp. en cacao

Crecimiento Zoosporas

Tratamientos (mm) (x106 mL™1)
PC 5% 10.252 2.242
PC 3% 12502 3.142
PC 1% 34.25P 5.68P
T. Absoluto 50.00¢ 8.90°

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05).

El polisulfuro de calcio a concentraciones del 1, 3 y 5% presento inhibicién del 31.50
al 79.50% sobre el crecimiento del micelio y del 36.18 al 74.83% en produccion de
zoosporas totales, encontrandose diferencias significativas entre los tratamientos (P<
0.05). El PC a las concentraciones del 5, 3 y 1% permitié la formaciéon de micelio y
produccion de zoosporas; estos resultados si bien presentaron un efecto menor en la
inhibicion del patégeno, fueron superiores al testigo absoluto. De lo anterior se
concluye que la CMI para Phytophthora spp. aislado de cacao es del 10%. Estos
resultados son concordantes con los reportados por Ochoa et al. (2015) y Ramirez et
al. (2011) que indican que la concentracion minima inhibitoria de polisulfuro de calcio
sobre M. roreri en cacao es del 10%. Este producto es promisorio para el control in
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vitro de Phytophthora spp. aislado de cacao en condiciones de laboratorio. El andlisis
de varianza (cuadro A9) registro diferencias estadisticas entre los tratamientos para
las dos variables evaluadas, la prueba de comparacion de medias de Tukey (P< 0.05)
registro diferencias significativas de las concentraciones del 5y 3% con la del 1% asi
como con el testigo absoluto, tanto para el crecimiento micelial como para la formacion
de zoosporas.

4.2 Etapa 2. Efectividad de extractos vegetales

4.2.1 Evaluacidén extractos vegetales al 40% de concentracion sobre C.
gloeosporioides aislado de papaya

En el cuadro 17 y la figura 16 se aprecia el efecto de los extractos vegetales evaluados
a concentracion del 40% [V:V] sobre el crecimiento y desarrollo de C. gloeosporioides
aislado de papaya.

MAGUEY MORADO JENGIBRE PIMIENTA SEMILLA : PIMIENTA HOJA

TESTIGO ABSOLUTO

Figura 16. Efecto de los extractos vegetales sobre C. gloeosporioides aislado de
papaya.

Los resultados muestran el potencial antifangico del extracto de la hoja de pimienta, al
inhibir totalmente el crecimiento del micelio y la formacién de esporas de C.
gloeosporioides comparado con el testigo absoluto. El efecto fungicida del extracto
puede deberse al contenido de metabolitos secundarios que estan constituidos en su
mayoria por aceites esenciales, siendo una alternativa con bastante potencial para el
control in vitro de la antracnosis en el cultivo de papaya.

El analisis de varianza (Cuadro A10) registr6 diferencias estadisticas entre los
tratamientos para las tres variables evaluadas. La prueba de comparacion de medias
por el método de Tukey (P< 0.05) (cuadro 17), para la variable de crecimiento registro
diferencias estadisticas entre los tratamientos de pimienta hoja y maguey morado con
los demas tratamientos y para conidias totales y germinadas se registraron diferencias
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entre los extractos de la hoja y el fruto de pimienta y el maguey morado con respecto
al testigo absoluto.

Cuadro 17. Efecto de los extractos vegetales al 40% sobre C. gloeosporioides en
papaya

Tratamientos Crecimiento Conidias totales  Conidias germinadas
(mm) (x10* mL) (x10° mLY)
Pimienta hoja 02 02 0@
Maguey morado 15.002 3.752 4.162
Pimienta fruto 39.33° 2379.442 98.612
Jengibre 50.00° 6380.00° 894.442
T. Absoluto 50.00° 7166.66° 1158.33P
Coeficiente de variacion ~ 0.7136 1.0327 1.3948

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05).

Se encontré que maguey morado fue el Unico tratamiento que a concentracion del 40%
no inhibe totalmente a C. gloeosporioides aislado de papaya, estos resultados difieren
con los reportados por Ramirez et al. (2007) y Ramirez et al. (2011) que encontraron
que el extracto de T. spathacea a concentracién del 50% y 30%, inhibio el crecimiento
de los patdgenos P. palmivora y M. roreri.

El extracto de pimienta fruto presento inhibicién del 21.34% sobre el crecimiento radial
del hongo, mientras en conidias totales y germinadas registraron el 66.80 al 91.49%
de inhibicidn respectivamente. Estos resultados difieren a los de Ramirez et al. (2016)
que reportan que los extractos de pimienta fruto obtenidos por destilacién y asistido
por microondas inhiben in vitro a C. gloeosporioides en papaya a concentraciones del
30y 20%.

42.1.1 Determinacion de CMI de los extractos vegetales sobre C.
gloeosporioides aislado de papaya

Para la determinacion de la concentracidn minima inhibitoria del extracto de la hija de
pimienta, en un primer ensayo se evaluaron concentraciones del 30, 20 y 10% sobre
C. gloeosporioides aislado de papaya, el resultado se puede apreciar en la figura 17 y
el cuadro 18, se observa un efecto de inhibicion que varia con la concentracion, asi
como un cambio en la coloracion del micelio con los productos utilizados.

El tratamiento de pimienta hoja al 30% presenté una inhibicién del 88% en el
crecimiento del hongo, mientras en conidias totales registré 99.61% en comparacion
al testigo absoluto; al 20% registré una inhibicién del 47.34 con respecto al crecimiento
y del 99.32% para conidios totales, encontrando diferencias estadisticas con el testigo
absoluto (cuadro 18). Resalta que a la concentracion del 10%, el extracto no presento
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inhibicién en el crecimiento micelial y por el contrario estimulo la produccion de
conidias totales en comparacion al testigo absoluto, con el cual no se registro
diferencias significativas.

PIMIENTA HOJA

Figura 17. CMI de pimienta hoja sobre C. gloeosporioides aislado de papaya.

Estas observaciones son corroboradas con el andlisis de varianza de los datos
registrados, determinandose diferencias estadisticas entre los tratamientos (cuadro
A11). La prueba de medias de Tukey (P< 0.05) muestra que las concentraciones de
30y 20 presentan diferencias estadisticas con respecto a la concentracion del 10% y
al testigo absoluto, donde registraron mayores valores de crecimiento de micelio (50
mm) y de conidias totales. A medida que su concentracion del extracto disminuye, el
efecto que produce es menor.

Cuadro 18. CMI de pimienta hojas sobre C. gloeosporioides en papaya

Tratamientos Crecimiento  Conidias totales Conidias
(mm) (x105 mLL) germinadas mL-!
Pimienta hoja 30% 6.002 1.122 02
Pimienta hoja 20% 26.33P 1.982 0@
Pimienta hoja 10% 50.00¢ 293.182 0@
T. Absoluto 50.00¢ 53.832 02

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05)

4.2.2 Evaluacion extractos vegetales al 40% sobre C. gloeosporioides aislado
de mango

En la figura 18 se aprecia el efecto de inhibicidon que ejercieron los extractos vegetales
al 40% sobre el crecimiento radial de C. gloeosporioides aislado de mango, donde se
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observa que los tratamientos con hoja de P. dioica L., y T. spathacea Swartz no
permitieron el crecimiento del hongo.

MAGUEY MORADQ JENGIBRE PIMIENTA PIMIENTA HOJA

SEMILLA

TESTIGO ABSOLUTO

Figura 18. Efecto de los extractos vegetales al 40% sobre crecimiento de C.
gloeosporioides aislado de mango.

Los resultados de los extractos vegetales evaluados al 40% de concentracion sobre el
crecimiento y desarrollo de C. gloeosporioides aislado de mango se pueden apreciar
en cuadro 19, el analisis de varianza (Cuadro Al12) indica que existen diferencias
estadisticas entre los tratamientos y la prueba de comparacion de medias de Tukey
(P< 0.05), registré diferencia estadistica entre los tratamientos de pimienta hoja y
maguey morado con respecto el testigo absoluto, el cual present6 los mayores valores
de crecimiento y formacion y germinacion de conidias.

Cuadro 19. Extractos vegetales sobre crecimiento y desarrollo de C. gloeosporioides
en mango

Tratamientos Crecimiento Conidias totales Conidias germinadas
(mm) (x10° mL2) x10* mL2)
Maguey morado 02 02 02
Pimienta hoja 02 02 02
Pimienta fruto 39.00° 96.182° 49.86°
Jengibre 45.33bc 174.09° 19.86%
Testigo absoluto 50¢ 86.182° 7.082
Coeficiente de variacion ~ 0.8636 1.1224 1.4419

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05)

Los tratamientos T. spathacea Swartz y hoja de P. dioica L., a la concentracién del
40% inhiben totalmente a C. gloeosporioides aislado de mango, los efectos de estos
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dos tratamientos pueden deberse a los metabolitos secundarios presentes. Resultados
que se suman a diversas investigaciones realizadas en otros centros de investigacion,
en las que se han reportado diferentes actividades biologicas de estos extractos (Pérez
et al., 2010; Ramirez, 2013; Tamayo et al., 2016; Ramirez et al., 2016).

Respecto a los extractos de P. dioca fruto y Z. officinale ejercieron efectos inferiores,
al inhibir entre el 9.34 al 22% en el crecimiento radial del hongo, mientras en la
formacion y germinacion de conidios registraron mayor produccion de estas
estructuras en relacion al testigo absoluto. Estos resultados difieren los que reportan
Ramirez et al. (2007) y Joya et al. (2015) al encontrar inhibicion de P. palmivora aislado
de cacao y M. roreri utilizando al 50% el extracto de jengibre.

4.2.2.1 Determinacién de CMI de los extractos sobre C. gloeosporioides aislado
de mango.

En la figura 20 se puede apreciar el efecto que ejercen los extractos de pimienta hoja
y maguey morado sobre el crecimiento radial de C. gloeosporioides aislado de mango
a concentraciones del 30, 20 y 10%. El extracto de la hoja de pimienta al 30% ejercid
el mejor efecto de inhibicidn, al no permitir el crecimiento del hongo respecto a los otros
tratamientos evaluados. En la misma imagen se observa una menor esporulacion del
hongo de los tratamientos de hoja de pimienta al compararlos con el testigo absoluto.

PIMIENTA HOJA MAGUEY MORADO

TESTIGO ABSOLUTO
PDA

Figura 19. Efecto in vitro de los extractos de pimienta hoja y maguey morado sobre C.
gloeosporioides aislado de mango.

En el cuadro 20 se aprecian los resultados del crecimiento radial del hongo y la
formacion de esporas de C. gloeosporioides aislado de mango bajo los efectos de los
dos extractos evaluados a concentraciones del 30, 20 y 10%; el analisis de varianza
(cuadro A13) indica que existen diferencias estadisticas entre los efectos de estos
tratamientos (P< 0.05).
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El extracto de la hoja de Pimienta al 30% inhibi6 totalmente a C. gloeosporioides
aislado de mango en relacién al testigo absoluto; a las concentraciones de 20 y 10%
redujo el crecimiento del micelio entre un 47.86 al 52.15%, mientras en conidias totales
del 63.62 al 85.16% y en conidias germinadas del O al 100%, entre los que se
encontraron diferencias significativas (P< 0.05) con el testigo absoluto.

Cuadro 20. Determinacion in vitro de CMI de pimienta hoja y maguey morado sobre el
crecimiento y desarrollo de C. gloeosporioides aislado de mango.

Tratamientos Crecimiento Conidias totales Conidias germinadas
(mm) (x10* mLY) (x10° mL2)
Pimienta hoja 30% 02 02 02
Pimienta hoja 20% 22.33b¢ 349.232 02
Pimienta hoja 10% 24.33bc 856.082 142.082
Maguey morado 30% 8.672b 2.502 1.382
Maguey morado 20% 39.33¢d 438.332 133.332
Maguey morado 10% 45.679 2353.33P 83.332
Testigo Absoluto 46.67¢ 720.972 43.052

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05)

Los tratamientos de maguey morado a concentraciones del 30, 20 y 10% presentaron
inhibicion del 81.42 al 2.14 en el crecimiento radial del hongo, aunque en menor efecto
que el del extracto de pimienta hoja. Respecto a conidias totales los tratamientos del
30y 20% redujeron un 99.65 al 39.20% y en esporas germinadas de 96.79 al 0%. A la
concentracion del 10%, este tratamiento estimulo la formacion de estas estructuras
reproductivas, en comparacion al testigo absoluto, el cual registr6 un menor nimero
de conidios.

La concentracidon minima inhibitoria del extracto de pimienta hoja fue al 30% al inhibir
completamente a C. gloeosporioides en mango, donde no presentd crecimiento y
desarrollo del patdgeno en relacion a los otros tratamientos evaluados. Para el caso
de maguey morado su concentraciébn minima inhibitoria fue del 40%, debido a que a
concentraciones menores se presentd el crecimiento micelial y la formacion de
conidios. El analisis de varianza (cuadro Al4) indica que existen diferencias
estadisticas entre los tratamientos (P< 0.05), al registrar a pimienta hoja los mejores
efectos de inhibicion respecto el testigo.
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4.2.3 Evaluacion extractos vegetales al 40% de concentracion sobre Alternaria
alternata aislado de tomate

En la siguiente figura 20 se aprecia los diferentes grados de inhibicién que ejercen los
extractos vegetales al 40% sobre el crecimiento radial de A. alternata, donde pimienta
hoja obtuvo el mejor efecto de inhibicidn, al no permitir el crecimiento del patégeno en
relacion a los otros tratamientos evaluados.

MAGUEY MORADO JENGIBRE PIMIENTA SEMILLA PIMIENTA HOJA
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.
N > 4

Figura 20. Efectos de inhibicion de los extractos de plantas en el crecimiento micelial
de A. alternata.

El efecto de los extractos vegetales a concentracion del 40% sobre A. alternata se
puede apreciar en el cuadro 21. El extracto de hoja de P. dioica L. al 40% presento el
mejor efecto inhibitorio sobre el crecimiento micelial y formacién de conidias de este
patbgeno en comparacion al testigo absoluto (cuadro 21). Este extracto presentd
inhibicién del 100% sobre el crecimiento micelial y formacion y germinacion de
conidias, resultados que superan a los reportados por Guerrero et al. (2007) al
encontrar inhibicién micelial de los extractos de metanol: cloroformo (1:1), hexano y
etanol con un promedio de 82.0, 81.6 y 80.3%. El analisis de varianza (Cuadro Al15)
indica que existen diferencias estadisticas entre los tratamientos (P< 0.05), los
tratamientos de pimienta hoja y maguey morado mostraron diferencias para las tres
variables evaluadas con los demas tratamientos incluido el testigo absoluto.

El extracto de maguey morado al 40% presentd inhibicibn de A. alternata en el
crecimiento radial con el 37.40%; efecto superior al de los extractos de pimienta fruto
y jengibre. Resultados similares a Tamayo et al.(2016) donde reportan inhibicion en la
formacién de conidias totales y germinadas de M. roreri utilizando el maguey morado
a concentraciones de 50 y 40%.

45



Respecto al extracto del fruto de pimienta, el efecto ejercido fue menor al reducir un
6.47% el crecimiento del hongo con relacion al testigo absoluto, mientras que, para la
variable formacion y germinacion de conidios, esté presentd mayores valores en
comparacion al mismo testigo.

Cuadro 21. Efecto in vitro de los extractos vegetales 40% sobre A. alternata aislado de
tomate.

Tratamientos Crecimiento  Conidias totales ~ Conidias germinadas

(mm) x10* mLY) (x10" mL)
Pimienta hoja 02 02 02
Maguey morado 29.002 36.523 9.932
Pimienta fruto 43.33b° 167.91¢ 86.522
Testigo absoluto 46.33bC 33.542 6.662
Jengibre 50.00¢ 129.77b¢ 43.132

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05).

Estos resultados son similares a los que reportan Ramirez et al. (2016) al encontrar
crecimiento y desarrollo de Alternaria solani y Fusarium oxysporum utilizando el
extracto de pimienta fruto obtenidos por destilacién y asistido por microondas al 30%.

Mientras Ramirez et al. (2007) reportan inhibicion total de P. palmivora, en esta
investigacion se observo que el extracto de jengibre estimulé el crecimiento micelial,
la formacién y germinacién esporas del hongo superando los resultados del testigo
absoluto, de la misma manera Joya et al. (2015) y Tamayo et al. (2016) reportan
inibicion del 100% del crecimiento micelial M. roreri aislado de cacao, utilizando
extracto de jengibre a concentraciones del 50 y 40%.

4.2.3.1 Determinacion de CMI de los extractos vegetales sobre Alternaria
alternata aislado de tomate

En la siguiente figura 21 se observan los diferentes grados de inhibicion que ejerce el
extracto de la hoja de pimienta a concentraciones de 30, 20 y 10% sobre A. alternata
aislada de tomate.

En cuadro 22 se aprecian los resultados del efecto de hoja de pimienta a
concentraciones de 30, 20 y 10% sobre el crecimiento y desarrollo A. alternata. El
analisis de varianza (Cuadro A16) indica diferencias estadisticas entre los tratamientos
(P< 0.05), en las tres variables evaluadas; el extracto de hoja de pimenta dioica al 30
y 20% inhibi6 el 100% el crecimiento del patdgeno, mientras a concentracion del 10%
permitio el crecimiento de A. alternata, asi como la formacion y germinacion de
conidias, sin embargo, fueron menores al testigo absoluto. El andlisis estadistico
practicado para la variable crecimiento micelial, corrobora que existen diferencias
significativas entre la concentracion de pimienta hoja al 10% con las demas evaluadas,
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pero no con el testigo absoluto. Mientras que para numero de conidias totales y para
las germinadas el mayor valor lo present6 el testigo absoluto registrando diferencias
estadisticas con respecto a la concentracion del 10% que fue la Unica que presento
estas estructuras y con las concentraciones del 20 y 30%, las cuales las inhibieron.

PIMIENTA HOJA

Figura 21. Efecto de inhibicion de pimienta hoja sobre el crecimiento de A. alternata
aislada de tomate.

Estos resultados son similares a los encontrados por Ramirez et al. (2016) quienes
reportan que al utilizar extracto de pimienta dioica al 30% con dos formas de extraccion
(hidrolato y hidrolato microndas) y aceite esencial al 0.1% permiten el crecimiento y
formacion de conidias de A. solani y pero que inhiben totalmente el desarrollo de C.
gloeosporioides de papaya.

Cuadro 22. Efecto in vitro del extracto pimienta hoja a concentraciones de 30, 20 y
10% sobre el crecimiento y desarrollo de A. alternata aislado de tomate.

Tratamientos Crecimiento Conidias totales  Conidias germinadas
(mm) (x10° mL) x10* mL)
Pimienta hoja 30% 02 02 02
Pimienta hoja 20% 0@ 02 02
Pimienta hoja 10% 49.33° 3.64P 8.122
Testigo Absoluto 50.00° 38.58¢ 155.00°

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05)
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4.2.4 Extractos vegetales al 40% sobre Phytophthora spp. aislado de cacao

En la figura 22 se observa el crecimiento micelial de Phytophthora spp. aislado de
cacao en presencia de extractos vegetales; los resultados para las tres variables
evaluadas de los extractos vegetales sobre el crecimiento y desarrollo de Phytophthora
spp. aislado de cacao se presentan en el cuadro 23.

MAGUEY MORADO JENGIBRE PIMIENTA SEMILLA PIMIENTA HOJA
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Figura 22. extractos vegetales sobre el crecimiento de Phytophthora spp. aislado de
cacao.

El analisis de varianza (cuadro Al17) muestra diferencias estadisticas entre los
tratamientos (P< 0.05), La prueba de comparacion de medias de Tukey indica que los
extractos de maguey morado y pimienta hoja, no registraron diferencias significativas
entre ellos para el crecimiento y formacién de zoosporas del patégeno, pero si con los
demas tratamientos evaluados, incluido el testigo absoluto. Es posible que este efecto
de inhibicién sea provocado por el contenido de metabolitos secundarios presentes en
los extractos. El efecto logrado es muy importante para ambos tratamientos, ya que
pueden ser una alternativa para el manejo de esta enfermedad; sin embargo, debe ser
probado en campo para corroborar el efecto de estos extractos, ademas es muy
importante remarcar que la inhibicion lograda en esta investigacion fue utilizando 300
g/L de hojas frescas de maguey morado y 300 g/L de pimienta hoja utilizando el método
de hidrodestilacion.
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Cuadro 23. Efectos in vitro de los extractos vegetales sobre Phytophthora spp., aislado
de cacao.

Tratamientos Crecimiento Zoosporas
(mm) (x10* mLY)
Maguey morado 02 02
Pimienta hoja 02 02
Jengibre 35.00° 99.162
Pimienta fruto 40.67¢ 281.38
T. absoltuto 50.00¢ 395.55°

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05)

El extracto obtenido de pimienta fruto, aunque presentd menor grado de inhibicién
respecto a los demas extractos evaluados, los resultados fueron mejores al testigo
absoluto. Resultados similares a los que reporta Ramirez et al. (2007; 2016) al
encontrar diferentes grados de inhibicion sobre el crecimiento micelial y formacion de
esporas F. oxysporum y P. palmivora.

El extracto de Z. officinale presenté crecimiento, formacion de zoosporas, sin embargo,
registro diferencias con respecto al pimienta fruto y al testigo absoluto. Respecto al
porcentaje de inhibicién este tratamiento redujo el 30% del crecimiento micelial de
Phytophthora spp., y en zoosporas del 74.93%, resultados menores al testigo absoluto,
donde se encontro diferencias significativas. Resultados similares reporta Ramirez et
al. (2007) al controlar in vitro a P. palmivora y en M. roreri. Mientras Joya et al. (2015)
muestran que los hidrolatos de jengibre, obtenidos tanto con material fresco como seco
al sol (45 g/L, relacién 10:1) son capaces de inhibir la germinacién de conidias de M.
roreri.

4.2.4.1 Determinacién de CMI de los extractos vegetales sobre Phytophthora
spp. aislado de cacao

El efecto de inhibicién de pimienta hoja y maguey morado a concentraciones del 30,
20y 10% sobre el crecimiento radial de Phytophthora spp. aislado de cacao se aprecia
en figura 23.
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Figura 23. Efecto de inhibicion de los extractos vegetales sobre el crecimiento de
Phytophthora spp. aislado de cacao.

En el cuadro 24 se aprecian los resultados de los extractos de hoja de P. dioica L. y
Tradescantia spathacea Swartz (maguey morado) a concentraciones del 30, 20y 10%
sobre Phytophthora spp. aislado de cacao. El analisis de varianza (cuadro A18) indica
que existe diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (P< 0.05),
para las dos variables evaluadas.

Cuadro 24. Evaluacion in vitro de pimienta hoja y maguey morado al 30, 20 y10% sobre
el crecimiento y desarrollo de Phytophthora spp. aislado de cacao.

Tratamientos Crecimiento Zoosporas
(mm) x10* mL2)
Pimienta hoja 30% 02 02
Pimienta hoja 20% 02 0@
Pimienta hoja 10% 32.00° 65.272
Maguey morado 30% 02 02
Maguey morado 20% 40.00¢ 47.502
Maguey morado 10% 50.00¢ 264.58°
Testigo Absoluto 50.00¢ 321.66°

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05)

El extracto de maguey morado al 30% inhibi6 completamente el crecimiento y
desarrollo del patégeno, mientras a concentracién del 20% registrd reduccion tanto en
el crecimiento radial del hongo y en la formacién de zoosporas del 20 al 85.23%
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respectivamente, mientras a concentracion del 10% igualo el crecimiento del hongo
respecto al testigo absoluto.

La CMI de maguey morado fue al 30% y hoja de pimienta al 20%, al encontrar
inhibicion del 100% sobre Phytophthora spp. aislado de cacao. A concentraciones
inferiores se registro crecimiento y formacién de estructuras del patégeno. El extracto
de hoja de P. dioica L. a concentraciones del 30 y 20% presentaron inhibicion total en
el crecimiento radial y formacion de zoosporas del patégeno, mientras a concentracion
del 10% ejercio inhibicion del 36% en el crecimiento del hongo y en formacion de
zoosporas del 79.70%, resultado menor al testigo absoluto el cual registré diferencias
significativas (P< 0.05).

En el cuadro 25 se presenta un resumen de los efectos de inhibicibn que los
preparados minerales y los extractos vegetales expresaron sobre los cuatro patdégenos
estudiados.

El Polisulfuro de calcio a diferentes concentraciones (40, 30 y 20%) inhibe
completamente el crecimiento y desarrollo de C. gloeosporioides aislado de Carica
papaya L, Phytophthora spp. de Th. cacao y A. alternata de S. lycopersicum, mientras
a concentraciones menores permitié el crecimiento, aunque limitado de estos
patégenos.

Para el caso de C. gloeosporioides aislado de Mangifera presento inhibicion del 11.39
al 100% sobre el crecimiento del hongo y en la formacion y germinacién de conidias
del 85.17 al 100% (40,30, 20 y 10%). Resultados que coinciden con Ramirez (2011b,
2013) y Ochoa et al. (2015) al encontrar in vitro inhibicién del crecimiento de micelio
de M. roreri con polisulfuro de calcio a diferentes concentraciones, mientras Holb et al.
(2008) indican el control de la Rofa (Venturiaina equalis) del manzano y Lozano et al.
(2008) registra disminucion de la germinacién de las conidias de Fusarium sp. con PC
10%.

Los tratamientos de CBS y CBP a concentraciones (40, 30, 20 y 10%) registran
diferentes grados de inhibicion en los cuatro patégenos evaluados, mismos que
mostraron diferencias significativas con el testigo absoluto. Estos resultados son
corroborados con los de Ochoa et al. (2015) al encontrar inhibicion total en el
crecimiento de M. roreri aislado de cacao a concentraciones de 50 al 30%, mientras al
20%, estos redujeron mas del 60%. Otras investigaciones han demostrado que los
caldos minerales bordeles y sulfocéalcico son eficientes para el manejo de la mancha
negra (Phythophtora spp.) (Lopez et al., 2002; Ramirez et al., 2007), ademas estos
compuestos podrian estar incorporando elementos minerales como el calcio, azufre,
cobre, magnesio, entre otros, favoreciendo la disponibilidad de nutrimentos para la
nutricion de los cultivos, favoreciendo la expresion de mecanismos de resistencia a
posibles enfermedades fungosas. Criterios que ha sido sefialado por Tomlinson y Hunt
(1987), Huber y Wilhelm (1988) y Rouxel et al., (1990).
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Cuadro 25. Porcentajes de inhibicion de los productos minerales y extractos vegetales
sobre C. gloeosporioides aislado de C. papaya L. y de M.a indica, Phytophthora spp.
aislado de Th. cacao y A. alternata de S. lycopersicum.

C. gloeosporioides C. gloeosporioides Alternaria alternata Phytophthora
de papaya de mango de tomate spp.
de cacao
PRODUCTO  Con/%ln. Cre Co.T Co.Ger  Cre Co.To Co.Ger Cre Co.To Co.Ger Cre Zo.
PC 40% 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
30% 100 100 100 46.11 94.83 100 100 100 100 100 100
20% 100 100 100 1222 91.72 100 100 100 100 100 100
10% 100 100 100 11.39 85.17 100 31.64 2471 0 100 100
5% 15.34 85.18 90.99 79.50 74.83
3% 14.00 64.54 54.96 75.00 64.72
1% 31.50 36.18
CBS 40% 87.78  99.97 100 100 100 100 71 98.62  97.67 100 100
30% 100 100 100 100 100
20% 81.67 99.77 100 100 100
10% 23.61 93.64 100 77.22 95.67
Ccv 40% 78.89 99.529 100.00 88.33 99.54  83.40 76 98.68  98.84 100 100
30% 100 100
20% 91.11 98.86
10% 71.11 96.24
CBP 40% 57.22 99.949 100.00 85.83 99.84 100 67.00 94.05 9351 100 100
30% 100 100
20% 100 100
10% 90.56 98.94
SsC 40% 4750 9259 100.00 65.00 95.65 100.00 35.00 97.36 9567 64.00 47.09
BIS 40% 12.5 8.38 21.28 4527 81.37 100.00 2550 60.85 44.09 0 0
Pimienta 40% 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
hoja 30% 88.00 99.62 100 100 100 100 100 100 100 100 100
20% 47.34  99.32 100 52.15 85.16 100 100 100 100 100 100
10% 0 0 100 47.87 63.62 0.00 134 90.57 94.76 36.00 79.71
Maguey 40% 70 99.95 99.64 100 100 100 37.40 0 0 100 100
morado 30% 8142 99.65 96.79 100 100
20% 15.73  39.20 0 20 85.23
10% 2.14 0 0 0 17.75
Pimienta 40% 21.34 66.80 9149 22.00 0 0 6.47 0 0 18.66 28.86
fruto
Jengibre 40% 0 10.98 22.78 9.34 0 0 0 0 0 30 74.93

*Con=concentracion; % In= Porcentaje de inhibicidon. Cre= inhibicién en el crecimiento de
micelio; Co.To= inhibiciéon conidias totales; Co.Ger= inhibicion conidias germinadas; Zo=
inhibicion de zoosporas.

Respecto al Caldo mineral Visosa al 40% redujo significativamente el crecimiento y
desarrollo de A. alternata en tomate, Phytophthora spp. aislado de cacao, C.
gloeosporioides aislado de mango y papaya. Este mineral registré inhibicion en el
crecimiento radial del micelio del 76 al 100%, en formacion de conidias totales del
98.68 al 100% y germinadas del 83.40 al 100%. En relacion a la inhibicion total, esta
se dio en Phytophthora spp. aislado de cacao utilizando al 40 y 30%, mientras a
concentraciones del 10 y 20% mostro inhibicion en el crecimiento micelial del 71.11 al
91.11% y en zoosporas totales del 96.24 al 98.86%. Resultados similares a los que
reporta Lozano et al. (2008) donde sefalan que caldo visosa a concentraciones del 50
y 30% ejerce la inhibicion en la germinacién de Fusarium sp. en el cultivo de maracuya,
mientras Aquino et al. (2008) reporta el control de la mancha de Ramularia en algodon.

El caldo silicosulfocélcico presentd cierto grado de inhibicion sobre los cuatro
patogenos, este efecto que se le puede atribuir a la ceniza vegetal, este ingrediente

presenta macro y microelementos (Solla et al., 2001; Omil, 2007), dentro de las cuales
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el silicio es uno de los componentes importantes, segun reportes presenta accion
fungicida. Chérif et al. (1994) indica el efecto del silicio sobre plantulas de pepino
infectadas con Phytium spp. y encontraron que indujo mecanismos de defensa en
respuesta a la infeccion, entre los que se encuentran la produccién de compuestos con
una fuerte actividad fungistética sobre el hongo. Riveros (2010) menciona que el silicio
tuvo efectos importantes en el control de patégenos como Magnaporthe grisea en
arroz, Sphaerotheca fuliginea en pepino cohombro, melén y zucchini y Blumeria
graminis en trigo.

Mientras Ochoa et al. (2015) y French et al. (2010) reportan inhibicion total de M. roreri
y Phytophthora capsici respectivamente al tratarlos con silicosulfocalcico. Otras
investigaciones documentan estos mismos efectos (induccion de resistencia a
diversos cultivos sobre el ataque de enfermedades y sequia) (Chérif et al., 1994;
Fauteux et al., 2005; Qin & Tian 2005; Restrepo, 2007). Aunque BIiS presento
diferentes grados de inhibicién sobre el crecimiento y desarrollo de los patégenos
evaluados, solo en Phytophthora spp. en caco supero ligeramente al testigo absoluto.
Resultados similares a los que reporta Mills et al. (2004) donde encuentran efecto
similar, al estimular el crecimiento de Verticilium albo-atrum y Ochoa et al. (2015)
sobre M. roreri utilizando bicarbonato de sodio al 10%.

Otras investigaciones mencionan al bicarbonato de sodio como alternativa de manejo,
al reducir un 69% la severidad de la roya blanca (Puccinia horiana) del crisantemo
(Rodriguez et al., 1996) y mildeo polvoso del pepino Sphaerotheca fuliginea (Reuveni
et al., 1996; Dik et al., 2003). Pérez et al.(2010) sefiala que a dosis del 1% reduce la
severidad de dafio de cenicilla en el follaje de Cucumis sativus, mientras Dessalegn et
al. (2013) reportan control en postcosecha la antracnosis del mango, al sumergir los
frutos con una solucion de bicarbonato de sodio al 3% a 51.5 °C. Sin embargo, estos
resultados no coinciden con los de la investigacion ya que se encontrd crecimiento y
desarrollo del patdégeno.

Respecto a los extractos vegetales se encontré que todas las concentraciones delde
pimienta hoja presentaron diferentes grados de inhibiciébn sobre el crecimiento y
desarrollo de los cuatro patégenos, tal como se aprecia en el cuadro 25, es de destacar
que a concentracion del 40% inhibi6 totalmente a Phytophthora spp. aislado de cacao,
A. alternata aislado de tomate y C. gloeosporioides aislado de mango y papaya, a
concentracion del 20 y 30% redujeron del 47 al 100% el crecimiento radial de los
hongos y en formacion y germinacion de conidias del 52.15 al 100%. Mientras
concentraciones del 10% el efecto fue casi nulo en algunos patégenos y en otros
presentaron inhibicion del 1.34 al 47.87%. El efecto de inhibicion puede deberse a los
metabolitos secundarios, estos ejercen cierta actividad fungica a medida que la
concentracion se incrementa, estudios por Hernandez et al. (2003) indican la actividad
antimicrobiana con aceite de hoja de P. dioica L., siendo el principal componente el
eugenol. Por su Ramirez et al. (2007) reporta inhibicion totalmente el crecimiento y
formacion de zoosporas de P. palmivora en cacao en condiciones de laboratorio. Otras
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investigaciones reportan diferentes grados de inhibicién sobre C. gloeosporioides.
Silva et al. (2011) reporta el 61% de inhibicion del crecimiento micelial y la germinacion
C. gloeosporioides aplicando aceite de neem (Azadirachta indica). Mientras Guédez et
al. (2014) registra actividad antifangica del aceite esencial de naranja (Citrus sinensis
L.) sobre hongos postcosecha en frutos de lechosa (Carica papaya L.) y Narvaez et al.
(2017) inhibicion del 100% en el crecimiento radial de C. gloeosporioides en papaya
con el uso de 4% de solucion Citrus sinensis L.

El extracto T. spathacea al 40% registra inhibicion de 100% en C. gloesporioides
aislado de mango y Phytophthora spp., aislado de cacao, mientras a concentraciones
inferiores (30, 20 y 10%) reduce considerablemente del 81.42 al 0% .Estos resultados
concuerdan a los que reporta Ramirez et al. (2007) al controlar a P. palmivora de cacao
en condiciones de laboratorio con T. spathacea a concentracion del 50%(V:V);
mientras a concentraciones del 30% (V:V) inhibe totalmente a M. roreri (Ramirez et al.,
2011) empleando el método por hidrodestilacion. El efecto que puede poseer maguey
morado se deba a los compuestos como los fenoles. Reyes et al. (2009) menciona que
el extracto de las hojas frescas de maguey morado contiene propiedades
antioxidantes, fenoles y una humedad de 91,5%. EIl tratamiento de pimienta fruto
ejercié un menor efecto de inhibicion en los cuatro patdégenos, respecto al extracto de
maguey morado y pimienta hoja.

El tratamiento de pimienta fruto registré reduccion sobre el crecimiento del 6.34 al 22%
y en formacion y germinacion de esporas del 0 al 91.49%. estos resultados difieren a
Ramirez et al. (2016) donde reporta que los extractos de pimienta fruto obtenidos por
destilacion y asistido por microondas inhiben in vitro a C. gloeosporioides en papaya a
concentraciones del 30 y 20%. Esta misma autora menciona encontrar crecimiento y
desarrollo de A. solaniy F. oxysporum utilizando el extracto de pimienta fruto obtenidos
por destilacion y asistido por microondas al 30%. Mientras Ramirez et al. (2007)
menciona el efecto de inhibicion en P. palmivora a concentracion del 50%
(volumen/volumen) en condiciones de laboratorio.

Respecto a jengibre solo presenté inhibicidn en el crecimiento radial del hongo de C.
gloeosporioides aislado de mango y Phytophthora spp., aislado de cacao, mientras en
C. gloeosporioides aislado de papaya y Alternaria alternata aislado de tomate estimul6
su crecimiento. Resultados que corroboran a los de Montes et al. (2000) donde
evaluaron 206 especies vegetales contra 26 especies de hongos fitopatdgenos, y
encontraron que entre 32 y 51% de las plantas evaluadas, interactuaban con los
hongos y causaban desde estimulacion biolégica hasta inhibicion total. Ramirez et al.
(2007) mencionan inhibicion total de P. palmivora aislado cacao utilizando
concentracion del 50% (V: V). Esta misma autora obtiene el mismo efecto fungico de
en M. roreri a concentraciones del 50, 40 y 30% (V: V) al inhibir al 100% el crecimiento
y desarrollo del patégeno (Ramirez et al., 2011). Mientras Joya et al. (2015) muestran
gue los hidrolatos de jengibre, obtenidos tanto con material fresco como seco al sol
(45 g/L, relacion 10:1) son capaces de inhibir la germinacion de conidias de M. roreri.
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y Tamayo et al. (2016) reportan inibicion del 100% el crecimiento micelial M. roreri
asilado de cacao, utilizando jengibre a concentraciones de 50 y 40%.

Estos resultados muestran que los extractos vegetales y los preparados minerales
presentan compuestos que ejercen una accion directa sobre el crecimiento y desarrollo
de los cuatro patégenos evaluados, lo cual evidencia un alto potencial para el manejo
de estas enfermedades a nivel de campo.

4.3 Etapa 3. Prueba de medio liquido

4.3.1 Determinacion del medio parala formacion y germinacion de conidios de
A. alternatay C. gloeosporioides

4.3.1.1 C. gloeosporioides aislado de papaya

En la figura 24 se aprecia los resultados de la evaluacion para la determinacion del
mejor medio de cultivo para la produccion de conidias de C. gloeosporioides aislado
de papaya en cinco horas de conteo (24, 48, 72 y 96 horas). La primera variable
evaluada fue la produccién de conidias; la mayor produccién de éstas estructuras se
encontré en el tratamiento de papa+dextrosa+bicarbonato de sodio+agua que, durante
las cinco horas de evaluacion registré los mayores valores con respecto otros medios
evaluados.

El andlisis de varianza practicado para las cinco horas de evaluacion indica la
existencia de diferencias entre los tratamientos (cuadro Al19). La prueba de
comparaciéon de medias por Tukey (P< 0.05) registré diferencias significativas con el
testigo absoluto (agua destila estéril) con los demas tratamientos en las cinco
momentos de evaluacién, no obstante el tratamiento de papa+dextrosa+agua presento
mayor produccibn de esporas al tratamiento de papa+dextrosa+jugo
V8®+bicarbonado de sodio+agua durante la primera evaluacion, sin embargo estos
resultados variaron durante las 24 y 96 horas, siendo superior el tratamiento a base de
papa+dextrosa+ bicarbonato de sodio+agua. Los medios de cultivo a base de
bicarbonato de sodio registraron mayor efecto en la produccién a esporas por mL?en
comparacion a los demés tratamientos. Estos resultados son similares a los que
reporta Mills et al. (2004), al encontrar al bicarbonato de sodio como estimulante en el
crecimiento de Verticillium alboatrum, mientras Ochoa et al. (2015) en la moliniasis del
cacao.
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Figura 24. Evaluacion de medios de cultivo para la formacion de conidias de C.
gloeosporioides durante cinco horas de conteo. *Letras diferentes en cada hora de
conteo presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05).

El comportamiento de los medios de cultivo sobre la germinacién de conidias de C.
gloeosporioides aislado de papaya durante las cinco horas de conteo, se puede
observar en la figura 25.
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Figura 25. Evaluacion de medios de cultivo para la formacion de conidias germinadas
de C. gloeosporioides durante cinco horas de conteo. *Letras diferentes en cada hora
de conteo presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05).

Si bien los tratamientos a base de bicarbonato de sodio presentaron mayor nimero de
esporas totales durante las 0 y 96 horas de conteo, estos dos tratamientos ejercieron
menor efecto en la germinacibn de esporas en relacibn al tratamiento de
papa+dextrosa+agua, donde se registrdé un aumento significativo de esporas
germinadas durante las cuatro horas restantes de evaluacion, pasando de 58.82% al
100% en relacion a los demas tratamientos. Estos resultados del analisis de varianza
indican diferencias entre los tratamientos para las cinco horas de evaluacion y la
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prueba de comparacion de medias (cuadro A19) indica la existencia de diferencias
estadisticas entre el medio de papat+dextrosatagua con relacidon a los demés
tratamientos el cual registro los mayores valores a las 48, 72 y 96 horas.

El testigo absoluto registr6 mayor numero de conidias germinadas de C.
gloeosporioides aislado de papaya a las 0, 72 y 96 horas en relacion a los tratamientos
a base de bicarbonato de sodio donde su comportamiento y efecto fue casi nulo, al no
presentar un mayor porcentaje en la formacion de estas estructuras. Resultados
similares se obtuvieron con Ochoa et al. (2014) al inhibir la germinacion de esporas M.
roreri tratadas con bicarbonato de sodio al 50% de concentracion.

43.1.2 Alternaria alternata aislado de tomate

En la figura 26 se aprecia el comportamiento los cuatro medios de cultivo en solucion
liquida para evaluar la produccién de esporas de A. alternata aislada de tomate durante
cinco horas de conteo (0, 24, 38, 72y 96 h).

El tratamiento de extracto de papa +dextrosa+ bicarbonato de sodio+ agua presento
el mejor comportamiento en la produccion de esporas por mL durante las dos primeras
horas de conteo (0 y 24 h), seguidos del tratamiento papa+dextrosa+jugo V8®+
bicarbonato de sodio+ agua.
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Figura 26. Evaluacion de medios de cultivo para la formacion de conidias de A.
alternata aislado de tomate durante cinco horas de conteo. *Letras diferentes en cada
hora de conteo presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05).

Durante las siguientes evaluaciones los tratamientos a base de papat+ dextrosa
manifestaron un crecimiento significativo en la formacién de esporas de A. alternata, a
diferencia del testigo absoluto, donde registré una disminucién del nimero de esporas
durante las cinco horas de conteo.

Los medios de cultivos tratados con bicarbonato de sodio y jugo V8® registraron un
mejor comportamiento en las dos primeras evaluaciones, mientras a las 48 horas estas
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descendieron significativamente, a las 72 horas el tratamiento con extracto de
papat+dextrosa+ agua present6é el mayor nimero de conidias totales respecto a los
demas tratamientos, encontrando con ellos diferencias significativas.

El testigo absoluto redujo el porcentaje de esporas durante las cinco evaluaciones
pasando de 51.28 al 14%, este efecto pudo deberse a que las esporas no tenian las
condiciones germinar y comenzar con el proceso de reproduccion. Para el caso de los
demas tratamientos se observé diferentes picos de aumento y disminucién de nimero
total esporas; sin embargo, el tratamiento de papatdextrosa+ agua presentd un
comportamiento mas constante en el transcurso de las cinco horas de evaluacion,
registrando diferencias estadisticas con los demés tratamientos.

En relacion a las conidias germinadas por mL, el comportamiento de los medios de
cultivo para A. alternata se puede apreciar en la figura 27. El efecto que ejercen dichos
medios de cultivos fueron estadisticamente iguales en la primera hora de conteo, sin
embargo, a las 24 horas este efecto cambio al aumentar ligeramente el nimero de
esporas germinadas en el tratamiento de papa+dextrosa+bicarbonato de sodio+agua.
Durante la tercera evaluacion el tratamiento de papa+dextrosa+jugo V8®+bicarbonato
de sodio+agua presentaron mayor numero de esporas germinadas, sin embargo, estas
disminuyeron en las siguientes dos evaluaciones.

g 120.00

?  100.00 B

f=gn

€. 80.00

s €

o 60.00

% -

=< 40.00

= A C <A

g 2000 A AXL?-}\ Eé A ANA

i A A A

Oh 24 h 48 h 72h 96 h

— Papa-+Dextrosa+Bicarbonado de sodio+Agua
—Papat+Dextosa+tagua

Papa+Dextrosa+jugo V8®+Bicarbonado de sodio+Agua
— Agua

Figura 27. Evaluacion de medios de cultivo para la formacion de conidias germinadas
de A. alternata aislado de tomate durante cinco horas de conteo. *Letras diferentes en
cada hora de conteo presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05)

Andlisis de varianza (Cuadro A20) indico la existencia de diferencias entre los
tratamientos. En la cuarta hora de conteo el tratamiento que sobresali6 fue el extracto
de papatdextrosatagua superando los medios de cultivos a base de bicarbonato de
sodio, y la prueba de comparacion de medias Tukey (P<0.05) registré diferencias
estadisticamente significativas entre este tratamiento con los demas.
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En base al nUmero de conidias germinadas los tratamientos con bicarbonato de sodio
estimularon ligeramente a la formacion de estas estructuras superando el testigo
absoluto, este mismo efecto lo reporta Mills et al. (2004) y Ochoa et al. (2015) al
promover el numero de conidias totales de Verticillium alboatrum y de la moliniasis del
cacao. Otras investigaciones reportan como alternativa de manejo en la roya blanca
(Puccinia horiana) del crisantemo, al reducir un 69% la severidad (Rodriguez et al.,
1996). Mientras Pérez et al. (2010) sefialan que a dosis del 1% reduce la severidad de
dafno de cenicilla en el follaje de Cucumis sativus y la antracnosis del mango en
postcosecha (Dessalegn et al., 1992).

4.3.2 Determinacion del efecto del preparado mineral y extracto vegetal en la
formacion y germinacion de conidios

43.2.1 Prueba medio liquido de C. gloeosporioides aislado de papaya

En la figura 28 se aprecia los resultados de los conteos de esporas realizados a las 0,
24, 48, 72 y 96 horas después de inoculacién utilizando el medio seleccionado de
papa+dextrosa+ agua.

El extracto de hojas de pimienta y polisulfuro de calcio al 50% provocaron la mayor
mortalidad de esporas en todas las horas de evaluacion, mostrando diferencia
estadisticamente significativa con el testigo.

A las cero horas el extracto de hoja de pimienta y polisulfuro de calcio al 50% redujeron
del 49.96 al 42.31%, a las 24 horas el porcentaje de reduccién fue mayor del 82.23 al
57.21%, mientras a las 48 horas el porcentaje de inhibicién disminuyo al presentar
conidias totales del 21.16 al 18.82%. A las 72 horas el preparado mineral de polisulfuro
de calcio solo registrd inhibicion del 13.08% en la formacién de conidias, mientras
pimienta hoja al 50% [V:V] el efecto fue nulo al superar ligeramente al testigo absoluto,
sin embargo no se encontré diferencias significativas entre los tratamientos; a las 96
horas de conteo el porcentaje aumento, al registrar inhibicion de conidias totales del
49.87 y 69.81% respecto al testigo absoluto, mismos que presentaron diferencias
significativas. Estos resultados son similares a los que reporta Ramirez et al. (2011b)
al encontrar reduccion del 74.7% a las 72 h con PC sobre M. roreri y Ochoa et al.
(2015) registra diferentes porcentajes de inhibicion con polifulfuro de calcio en medio
liquido durante las cinco hora de conteo reduciendo el numero de esporas hasta
79.9%.

59



(%]
% ~ 7000 C
S 7, 6000 B
H € 5000
S S 4000
o <
'€ £ 3000 A
3 2000
1000 S
0
96
Horas
=o—Polisulfuro de calcio 50% =e=Pimienta Hoja 50% =e==Testigo absoluto

Figura 28. Efecto del polisulfo de calcio y extracto de hoja de pimienta sobre la
formacion de conidios de C. gloeosporioides aislado de papaya durante cinco horas
de conteo. *Letras diferentes en cada hora de conteo presentan diferencias
significativas (Tukey, P< 0.05).

En la figura 29 se observan el comportamiento el efecto del extracto y preparado
mineral a concentracion del 50% sobre conidias germinadas de C. gloeosporioides
aislado de papaya durante las cinco horas de evaluacion. El andlisis de varianza
practicado (cuadro A21) registr6 diferencias entre los tratamientos para las cinco
evaluaciones.

El extracto de hoja de pimienta, presento inhibicidn total de conidias germinadas de C.
gloeosporioides aislado de papaya, al no permitir la formacién de estas estructuras
durante las cinco horas de evaluacién, en relacién al testigo absoluto, con el cual
registrd diferencias estadisticas. El polisulfuro de calcio, aunque presentd algunas
conidias germinadas, la prueba de Tukey (P<0.05) no registré diferencias significativas
con el extracto de hoja de pimienta, pero si con el testigo absoluto.

El extracto de hoja de pimienta no ha sido reportado para la prueba en medio liquido,
pero existen antecedentes en otras evaluaciones sobre el control de patdgenos a nivel
in vitro. Hernandez et al. (2003) reporta la actividad antimicrobiana con aceite de hoja
de Pimenta dioica L., siendo el principal componente el eugenol. Ramirez et al. (2016)
reportan control in vitro de C. gloeosporioides con extracto de frutos secos de pimienta
al 30 y 20%, mientras Ramirez et al. (2007) a P. palmivora en cacao mediante el uso
del extracto de hojas de pimienta a concentracion del 50% (volumen/volumen).
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Figura 29. Efectos de los tratamientos sobre la formacion de condias germinadas de
C. gloeosporioides aislado de papaya durante las cinco horas de evaluacién. *Letras
diferentes en cada hora de conteo presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05)

La eficacia de polisulfuro de calcio al 50% se aprecia a partir de las 24 h al reducir el
namero de conidias germinadas el 98.44%, mientras para las 72 y 96 horas se observo
inhibicién del 94.59 al 95.7%, encontrando diferencias significativas con el testigo
absoluto a partir de las 48 horas de conteo. Los resultados son similares a los Ramirez
(2013) y Ramirez et al. (2011) al reportar reduccién del nimero de conidias producidas
y germinadas de M. roreri, al tratarlos con polisulfuro de calcio al 10%, mientras Ochoa
et al. (2015) indican mortalidad de esporas germinadas 98.2 y 79.9%.
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Figura 30. Efectos ejercidos por PC y hoja de pimienta sobre C. gloeosporioides a las
96 horas; A) Degradacion y ruptura de la pared celular, B) Espora deshidratada por la
exposicion al extracto vegetal y/o preparado mineral.
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4.3.2.2 Prueba en medio liquido de C. gloeosporioides aislado de mango

En la figura 32 se aprecia los resultados de los conteos de esporas realizados a las 0,
24, 48, 72 y 96 horas después de inoculacion. El andlisis de varianza practicado
(Cuadro A22) indica diferencias significativas para las variable conidias totales.

El extracto de hoja de pimienta al 50% presentdé menor formacion de conidias al reflejar
inhibicion del 70.86 al 99.87% y CBS del 58.18 al 99.49%. Los resultados indican que
tanto el mineral y el extracto vegetal ejercen diferentes grados de inhibicion, al reducir
el nimero de conidias totales respecto al testigo, misma que se encontraron
diferencias significativas (Tukey, P< 0.05), para las diferentes horas de evaluacion.
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Figura 31. Efecto del extracto de hoja de pimienta y CBS sobre la formacién de conidios
de C. gloeosporioides aislado de mango durante cinco horas de conteo. *Letras
diferentes en cada hora de conteo presentan diferencias significativas (Tukey, P<
0.05).

Respecto a CBS existen antecedentes de la efectividad del producto en medio liquido
al reducir el nimero de esporas de M. roreri durante cinco horas en relacion al testigo
absoluto (Ochoa et al., 2015). Resultados que coinciden con esta investigacion al
encontrar una disminucién de esporas durante las 24 a las 96 horas, donde CBS redujo
significativamente la produccién de esporas en relacion al testigo absoluto.

En la figura 32 se aprecia los resultados de la variable esporas germinadas de C.
gloeosporioides aislado de mango durante cinco horas de evaluacion bajo los efectos
del extracto de hoja de pimienta y CBS al 50%.
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Figura 32. Efecto del extracto de hoja de pimienta y CBS en la formacion de conidias
germinadas de C. gloeosporioides aislado de mango durante cinco horas de conteo.
*Letras diferentes en cada hora de conteo presentan diferencias significativas (Tukey,
P< 0.05).

La eficacia del extracto de hoja de pimienta y CBS al 50% al inhibir las germinacién de
las conidias se aprecia desde las 24 horas, a las 48 y 96 horas redujeron del 90.91 al
99.59% en relacion al testigo absoluto donde mostro mayor produccion de estas
estructuras; el Analisis de varianza (cuadro A22) registro diferencias estadisticas entre
los tratamientos y la prueba de Tukey (P<0.05) indica diferencias estadisticas entre el
CBS y la hoja de pimienta con respecto al testigo absoluto pero no entre ellos. Estos
efectos lo han documentado, Ochoa et al. (2015) sefialan reduccién de conidios de M.
roreri utilizando CBS a diferentes concentraciones. Respecto al extracto de hoja de
pimienta el efecto de inhibicion fue inmediato al no presentar esporas germinadas
durante las cinco observaciones. Este efecto no ha sido documentado sobre medio
liqguido para C. gloeosporioides aislado de mango, sin embargo, existen otras
publicaciones donde evaltan in vitro la actividad antimicrobiana con aceite de hoja de
P. dioica L. (Hernandez et al., 2003) mientras Ramirez et al. (2016) reportan control in
vitro de C. gloeosporioides con extracto de frutos secos de pimienta al oncentraciones
del 30 y 20%. Otros estudios sefialan la actividad fungicidad los extractos vegetales,
Hernandez et al. (2016) demuestra dicha actividad, al obtener inhibicion del 100% el
crecimiento micelial de C. gloeosporioides y Pestalotiopsis clavispora al tratarlos con
extractos crudos de Argemone ochroleuca, Lantana hirta y Adenophyllum porophyllum,
obtenidos por macerado (acetato de etilo) a una concentracion de 5 mg/mL, mientras
los extractos de L. hirta obtenidos por Soxhlet (extractos etandlicos y de acetato de
etilo) inhibieron 50 y 58% respectivamente, a C. gloeosporioides.
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4.3.2.3 Prueba medio liquido de Alternaria alternata aislado de tomate

En la figura 33 se aprecia los resultados del efecto del extracto de hoja de pimienta y
polisulfuro de calcio al 50% sobre la produccion de conidias totales de Alternaria
alternata aislado tomate durante en cinco horas de conteo (24, 48, 72 y 96 horas).
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Figura 33. El efecto del extracto de pimienta hoja y polisulfuro de calcio en la formacion
de conidias de Alternaria alternata aislado de tomate durante cinco horas de conteo.
*Letras diferentes en cada hora de conteo presentan diferencias significativas (Tukey,
P< 0.05).

El Polisulfuro de calcio al 50% fue el mejor tratamiento al inhibir el mayor nimero de
conidias totales durante las cinco evaluaciones, a las 0 horas este tratamiento redujo
el 65.15% mientras a las 96 horas este porcentaje aumento hasta llegar a inhibir el
96.60%. Este mismo comportamiento se puede apreciar con el extracto de hoja de
pimienta, aunque el porcentaje de inhibicion fue menor, registré reducciéon de conidios
entre 37.37 al 84.34% con respecto al testigo, durante las cinco horas de conteo. De
acuerdo a la metodologia aplicada, tanto el extracto vegetal y preparado mineral
presentan reduccién de conidas conforme al paso tiempo, tal como se observa en la
figura 34. El analisis de varianza (cuadro A23) indica que existen diferencias
estadisticas entre los tratamientos, y la Prueba de Tukey (P< 0.05) registro diferencias
estadisticas entre pimienta hoja y PC con respecto al testigo absoluto, pero no entre
ellos para las cinco horas de evaluacion.

Los resultados de la germinacion de conidias de A. alternata se pueden observar en la
figura 34, en la cual se aprecia que el extracto de pimienta hoja y el polisulfuro de calcio
al 50% mostraron inhibicion de la germinacion de estas estructuras.
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Figura 34. El efecto del extracto de pimienta hoja y polisulfuro de calcio en la formacion
de conidias germinadas de A. alternata aislado de tomate durante cinco horas de
conteo. *Letras diferentes en cada hora de conteo presentan diferencias significativas
(Tukey, P=< 0.05).

El Polisulfuro de calcio registré inhibicion del 100% durante los conteos a 0, 24, 72 y
96 horas, mientras a las 48 horas de evaluacién redujo el 95.23%. Respecto al extracto
de hoja de pimienta al 50% registré inhibicion del 100%, durante dos horas de
evaluacion (a las 24 y 72 horas), a las 0 y 96 horas ejercieron inhibicion del 82.75 al
95% respectivamente, mientras el menor efecto de inhibicion los registro a las 48 horas
(47.61%). EIl andlisis de varianza (Cuadro A23) indica la existencia de diferencias
estadisticas entre los tratamientos. Y la Prueba de medias de Tukey (P<0.05) registré
diferencias significativas entre el extracto de hoja de pimienta y Polisulfuro de calcio
con respecto al testigo absoluto, pero entre ellos.

Tanto en conidias totales y germinadas el polisulfuro de calcio al 50% logré controlar
efectivamente A. alternata, resultados que son similares a los reportados por Ghorbani
y Wilcockson (2007) quienes sefialn que el polisulfuro de calcio es efectivo contra
mildeos polvosos y el tizon tardio de la papa (P. infestans). Por su parte, Desrosiers y
Diaz (1955) encontraron un efecto significativo de seis fungicidas, donde el mas eficaz
fue el azufre mojable logrando una reduccién del 85% en porcentaje de infecciéon y un
incremento del 290% en el rendimiento, aunque éste Ultimo se atribuye también al
control ejercido sobre otros problemas fitosanitarios presentes en el cultivo.

Aunqgue el extracto de la hoja de pimienta al 50% no presento el mayor porcentaje de
inhibicion respecto al tratamiento mineral, este ejercid inhibicion del 47.61 al 100%
durante las cinco evaluaciones, resultados mayores a los que reporto Sanchez et al.
(2007) al tratarlos con quinosato a concentraciones del 2.5%.
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En la figura 35 se aprecia el modo de accion tanto del extracto vegetal y preparado
mineral sobre A. alternata aislado de tomate. En esta figura (36 A) se observan esporas
firmes y germinadas encontradas en el tratamiento testigo, mientras las que se
estuvieron en contacto con el extracto de hoja de pimienta y/o polisulfuro de calcio
presentaron ruptura y degradacion de la pared celular de las esporas (36 By C). Este
mismo efecto lo reporta Ochoa et al. (2015) al tratar la moniliasis del cacao con
preparados minerales.

Figura 35. Efectos ejercidos por PC y extracto de hoja de pimienta sobre Alternaria
alternata aislado de tomate a las 48 horas; A) Espora normal del patégeno, B)
Degradacion y ruptura de la pared celular, C) Espora deshidratada por la exposicion al
extracto vegetal y/o preparado mineral.

4.3.2.4 Prueba medio liquido de Phytophthora spp. aislado de cacao

El efecto de los tratamientos evaluados sobre la produccion de zoosporas en
Phytophthora spp. aislado de cacao se aprecia en la figura 36. Se observa que el
Polisufuro de calcio y la hoja de pimienta al 50% redujeron significativamente el
namero de zoosporas del patégeno durante las cinco evaluaciones. En la primera hora
de conteo, registraron inhibicion del 74.83 al 78.92%, estos porcentajes de inhibicion
fueron aumentando durante las siguientes dos evaluaciones (24 y 48 horas). El analisis
de varianza (cuadro A24) indica que existen diferencias estadisticas entre los
tratamientos (P< 0.05), la Prueba de medias de Tukey (P<0.05) registr6 diferencias
estadisticas del polisulfuro de calcio y el extracto de hoja de pimienta con respecto al
testigo en las cinco horas de evaluacion, pero no entre ellos paras las 0, 24 y 48 horas,
pero si para las 72 y 96, presentando un menor numero de zoosporas el tratamiento
con el producto mineral.

En las evaluaciones de las 72 y 96 horas, el polisulfuro de calcio aumento el porcentaje
de inhibicién sobre la produccién de zooporas totales, el caso contrario fue observado
con el extracto de hoja de pimienta donde presento mayor numero de estas
estructuras, sin embargo, no sobrepaso los resultados del testigo absoluto, el cual
mantuvo la produccién de zoosporas mas alta, mismos que se encontraron diferencias
estadisticas.
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Figura 36. Cuantificacion de zoosporas de Phytophthora spp. aislado de cacao durante
cinco horas de conteo. *Letras diferentes en cada hora de conteo presentan diferencias
significativas (Tukey, P< 0.05).

Tanto el extracto de hoja de pimienta y el polisulfuro de calcio presentaron la mayor
mortalidad de zoosporas de Phytophthora spp., siendo una buena alternativa de
control para este patdgeno. Estos resultados son similares a los encontrados por
Ramirez et al. (2016) que reportan el control in vitro de A. solani, F. oxysporum, C.
gloeosporioides con extracto de frutos secos de pimienta al 30 y 20%; mientras Ochoa
et al. (2015) indican mortalidad de esporas germinadas de M. roreri entre 98.2'y 79.9%
al tratarlos con polisulfuro de calcio, este mismo efecto lo reporta Ramirez et al. (2011)
al encontrar reduccion del numero de conidias producidas y germinadas de M. roreri
con PC al 10%.

4.4 Etapa 4. Efectividad de extractos y preparados minerales sobre C.
gloeosporioides en poscosecha

4.4.1 Poscosechaen mango

Los resultados del comportamiento de los tratamientos evaluados en frutos de mango
sobre el crecimiento micelial de C. gloeosporioides durante 14 dias (cada 24 horas) se
aprecian en el cuadro 26. en el cual se aprecia que-el tratamiento del testigo inoculado
presento crecimiento desde el dia 1, mientras que el testigo quimico inicio hacia el dia
4 con un valor de crecimiento similar al del testigo inoculado, seguido por el tratamiento
de hoja de pimienta asperjado 24 horas después de la inoculacién con crecimiento
hacia el dia 6; los demas tratamientos iniciaron crecimiento hasta el dia 7, sin embargo
registraron diferencias estadisticas entre el CBS (asperjado antes y después de la
inoculacion) y el extracto de hojas de pimienta (asperjado antes y después de la
inoculacién) con el testigo quimico y el testigo inoculado, situacion similar se registrd
para los siguientes dias.

Sin embargo para el dia 14 se aprecio que el tratamiento del extracto de hoja de
pimienta asperjado 24 horas después de la inoculacion registro el menor valor de
crecimiento del patégeno, seguido por el CBS asperjado 24 horas después de la
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inoculacion, registrando diferencias estadisticas entre ellos y con los demas
tratamiento, seguido por el tratamiento de los tratamiento CBS asperjado 24 horas
antes de la inoculacion y del extracto de hoja de pimienta asperjado 24 horas antes de
la inoculacion los cuales no registraron diferencias estadisticas entre ellos pero si con
los demés tratamientos, incluido el testigo quimico el cual fue el tratamiento que
presentd el mayor crecimiento micelial aun mayor que el del testigo inoculado y
registrando diferencias estadisticas entre ellos.

Cuadro 26. Crecimiento micelial C. gloeosporioides durante 14 dias sobre frutos de
mango inoculados.

Tratamientos/ crecimiento Dia 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
(mm) 1
CBS 30% 24 h antes de la 0? 0?2 0?2 0? 0? 0? 0.22  0.8%® 2% 2.6 45 1% 78P 7.8¥c
inoculacion
CBS 30% 24 h después de 0?2 0?2 0?2 0?2 0?2 0?2 052  0.7% 0.9 22 20% 26 43® 5ab

inoculacion ab

Pimienta hoja 30% 24 h antes 0?2 0? 0? 0?2 0?2 0?2 0.72 1.3% 2.0 2.4% 25® 32® 3.8 5.7%0
de inoculacién

Pimienta hoja 30% 24 h 0?2 0?2 0?2 0?2 0?2 .072 0.12 0.6 1.5% 2@ 2.7%  3.7% 4@ 4,72
después de inoculacion
Testigo quimico 0?2 0?2 0?2 0.42 0.4* 072 12% 19®» 37% 55 7.8° 9.9° 13.2° 15.4¢
Testigo inoculado 022 02 04* 042 12° 18> 24> 30° s &7 75" 84® 123> 145>
Testigo sin inocular 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 0@ 02 02 02

*Letras iguales entre columnas no presentan diferencias estadisticamente
significativas en la prueba de comparacion de medias (Tukey, P< 0.05)

Los tratamientos de CBS al 30% mostraron presencia del patégeno hasta los siete dias
después de la inoculacion de C. gloeosporioides en frutos de mango, constatando la
presencia de la enfermedad mediante las lesiones necroticas tipicas en la superficie
de los frutos en comparacion a los testigos evaluados (inoculado y quimico), a los 14
dias el Caldo bérdeles mas sulfato de zinc y magnesio al 30% tanto en pre-inoculacion
y pos-inoculacién presentaron menor crecimiento radial de C. gloeosporioides del
inhibir del 45.81 al 65.51 con respecto al testigo inoculado. Estos resultados
concuerdan con Thompson (1987), donde argumenta que los productos a base de
cobre son efectivos el control de la antracnosis del mango. En relacion a los
tratamientos de hoja de pimienta asperjado en pre-inoculacién y pos-inoculacion (24
horas antes y 24 horas después de la inoculacion) present6 inhibiciones 60.59 al 67.48
69.44%, en comparacion con el testigo inoculado. El efecto fingico del extracto puede
estar promovido por la formacién de algiin compuesto segundario (monoterpenos, los
sesquiterpenes y los componentes ferulicos), el cual permitido la inhibicion en el
crecimiento de C. gloeosporioides. Resultados similares encontr6 Hernandez et al.
(2003) al reportar la actividad antimicrobiana con aceites de hoja de P. dioica L. siendo
el eugenol el responsable de dicha actividad.

En el cuadro 27 se observa el efecto de los tratamientos evaluados en pre-inoculacion
y pos-inoculacion sobre la formacién de esporas totales y germinadas de C.
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gloeosporioides en frutos de mango. El mejor efecto fingico se observo en el extracto
de pimienta hoja al 30% asperjado 24 h después de inoculacién, al presentar menor
namero de conidias totales en relacion al extracto asperjado 24 horas antes de
inoculacién y a los demés tratamientos. Respecto al preparado mineral CBS al 30% el
efecto que ejercié fue al contario, al encontrar en pre-inoculacion menor nimero de
conidias. El andlisis de varianza (cuadro A25) indica que existen diferencias
estadisticas entre los tratamientos (P< 0.05), al registrar a pimienta hoja y CBS al 30%
los mejores efectos de inhibicidn respecto al testigo absoluto y al testigo quimico.

Cuadro 27. Efecto del extracto hoja de pimienta y CBS al 30% sobre la formacion de
conidias totales y germinadas de C. gloeosporioides en frutos de mango.

) Conidias totales ~ Conidias germinadas
Tratamientos

(x10" mL) (x10° mLY)
CBS 24 h antes de la inoculacién 4.762 02
CBS 24 h después de la inoculacion 7.142 02
P. hoja 24 h antes de inoculacion 5.712 0@
P. hoja 24 h después de inoculacion 3.572 02
Testigo quimico 15.32° 4.76%
Testigo inoculado 67.11° 11.60P
Testigo absoluto 02 02

*Letras iguales no presentan diferencias estadisticamente significativas (Tukey, P< 0.05)

Tanto el extracto vegetal y el preparado mineral aplicados en pre-inoculacién o pos-
inoculacion no permitieron la germinacion de conidias en el momento de la
cuantificacion de esporas, en comparacion a los testigos (inoculado y quimico) donde
se registraron los mayores nameros de esporas germinadas. Resultado similar a
Ramirez et al. (2007) al encontrar in vitro inhibicion total en la formacion de zoosporas
de P. palmivora en cacao mediante el empleo de extractos de pimienta fruto y hojas a
concentracion del 50% (volumen/volumen). Respecto al uso de plantas con
propiedades antimicrobiales, Lara et al. (2014) encontraron que los glucosinolatos
aislados de floretes de brécoli a concentraciones de 1.54 y 0.92 ug/ pyL-1 inhibieron en
su totalidad la germinacion de esporas de C. gloesporioides aislado de mango (M.
indica L.).

En la figura 37 se aprecia la severidad de antracnosis en frutos de mango cultivar
Atafulfo, donde el testigo inoculado y el quimico presentaron mayor dafio de la
enfermedad.
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Figura 37. Severidad por antracnosis en frutos de mango.

En el cuadro 28 se aprecian los resultados de la severidad y el dafo interno por
antracnosis en frutos de mango evaluados al concluir el ensayo, donde el extracto de
pimienta hoja al 30% asperjado 24 horas después de la inoculacion presentaron menor
grado de severidad, asi como de dafio interno, seguido por el CBS asperjado antes,
indicando el analisis estadistico diferencias entre estos tratamientos y de ellos con los
demas, siendo los testigos inoculado y quimico los que registraron los mayores
valores. Estos resultados son similares a los que reporta Bolivar et al.(2009) al
mantener la severidad de antracnosis entre el 33 y 37%, utilizando extractos etanolicos
de 2.5% de Gliricidia sepium (mata raton) y Lippia origanoides (orégano silvestre).

Cuadro 28. Evaluacion grado de severidad y dafio interno por antracnosis en frutos de
mango.

Tratamientos Grado de severidad Dafio interno por
por antracnosis antracnosis

CBS 30% 24 h antes de inocular 1.00 abe 1.00P

CBS 30% 24 h después de inocular 1.00 abe 1.43bcd

P. hoja 30% 24 h antes de inocular 1.29 bed 1.14bc

P. hoja 30% 24 h después de inocular 0.712 0.862
Testigo quimico 2.144 2.00 ¢d
Testigo inoculado 2.00¢cd 2.144
Testigo sin inocular 0 02

*Letras iguales no presentan diferencias estadisticamente significativas (Tukey, P< 0.05)

En la figura 38 se aprecia el dafio interno provocado por la antracnosis en frutos de
mango donde el testigo absoluto y quimico presentaron mayor dafio, mientras los
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tratamientos de CBS y extracto de hoja de pimienta aplicados 24 horas antes o
después de la inoculacion.

CALDO BORDELES + SULFATO DE ZINC Y CALDO BORDELES + SULFATO DE ZINC Y EXTRACTO DE PIMIENTAHOJA
ey bt

1'“‘

TESTIGO QUIMICO TESTIGO INOCULADO TESTIGO SIN INOCULAR

Figura 38. Dafio interno por antracnosis en frutos de mango.

La utilizacion del extracto de hoja de pimienta y preparado mineral CBS parecen ser
una buena alternativa para el control de antracnosis en poscosecha, debido que el uso
indiscriminado de productos quimicos ha generado en muchos hongos resistencia.

C. gloeosporioides agente causal de la antracnosis en mango (M. indica L.), posee una
capacidad extraordinaria de adaptacion y variacion (Alahakoon et al., 1992). Mientras
Spalding (1982) reporté un incremento marcado a partir de 1976 a 1980 en el nimero
de aislamientos resistentes a benomil en el cultivo de mango. Aunque existen
diferentes alternativas para el manejo de esta enfermedad, el uso de fungicidas
sintéticos sigue siendo (Becerra-Leor, 1995; Eckert y Ogawa, 1985; Orozco, 1992;
Vega, 1994) la principal estrategia de manejo poscosecha.

Estos dos productos (pimienta hoja y CBS) poseen propiedades sistémicas y con
actividad fungica después de la infeccion de C. gloeosporioides, al ejercer efectos de
inhibicién en el crecimiento del micelio en el &rea inoculada, asi como la formacion y
germinacioén de las conidias, reduciendo el porcentaje de dafio interno y externo por la
antracnosis. Mismos que superaron los resultados del testigo quimico (oxicloruro de
cobre).
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4.4.1 Poscosecha en papaya

El efecto de polisulfuro de calcio al 10% y el extracto de hoja de pimienta al 40%,
evaluado en pre-inoculacion (24 horas antes de inocular) y pos-inoculaciéon (24 horas
después de inocular) se puede observar en la figura 39. Tanto el extracto vegetal y el
preparado mineral redujeron el dafio ocasionado por C. gloeosporioides en frutos de
papaya en relacion a los testigos (inoculado y quimico), donde presentaron mayor
crecimiento de micelial y dafio por la antracnosis.

”
-

S b

PRE-INOCULACION POS-INOCULACION PRE-INOCULACION POS-INOCULACION

POLISULFURO DE CALCIO EXTRACTO DE HOJA DE PIMIENTA

. .
TESTIGO QUIMICO

BOSCALID+PYRACLOSTROBIN TESTIGO INOCULADO TESTIGO SIN INOCULAR

Figura 39. Severidad por antracnosis en frutos de papaya después de 7 dias de
evaluacion.

Los resultados de los tratamientos en pre y pos-inoculacion evaluados a los tres y seis
dias en frutos de papaya se presentan en el cuadro 29. En este cuadro se aprecia las
variables severidad externa e interna ocasionada por antracnosis.

Cuadro 29. Evaluacion de severidad por antracnosis (S.A) y dafio interno por
antracnosis (D.l.A) en frutos de papaya

Tratamientos S.A. S. A D.I.A.
(3 dias) (6 dias) (dia 6)
PC 24 horas después de la inoculacién 02 1.50P¢ 0.752
Pimienta hoja 24 h antes de la inoculacion 0.382 1.383¢ 0.752
Pimienta hoja 24 h después de la inoculaciéon  0.502° 1.132b 0.632
PC 24 horas antes de la inoculacion 0.632° 1.50P¢ 0.752
Testigo quimico 0.8820 2.63¢d 1.88P
Testigo inoculado 1.38° 3.13 2.50°
Testigo sin inocular 02 0@ 02

* Letras iguales no presentan diferencias estadisticamente significativas (Tukey, P< 0.05)
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A los tres y seis dias de evaluacion los tratamientos de extracto de pimienta hoja 40%
y polisulfuro de calcio (10%) asperjados 24 horas antes o después de la inoculacion
fueron los mas eficaces, al presentar el grado de severidad més bajo por antracnosis,
asi como el dafio interno, en relacion al tratamiento quimico e inoculado en donde se
manifestaron los mayores valores. El andlisis de varianza realizado indica la existencia
de diferencias estadisticas entre los tratamientos (Cuadro A25). La prueba de Tukey
(P<0.05) para la Severidad evaluada a los tres dias indica la existencia de diferencias
estadisticas entre PC aplicado después de la inoculacion y el extracto de pimienta
asperjado antes de la inoculacién con los demas tratamientos pero no entre ellos,
resultados similares a los de Ramirez et al. (2011) quienes reportaron inhibicion total
de M. roreri con la aplicacién de polisufuro 10% antes o después de la inoculacion
artificial sobre frutos de cacao, encontrando el 100% de la incidencia de la enfermedad
en el testigo inoculado. Por su parte Ochoa et al. (2017) indican el control total in vivo
de M. roreri en frutos de cacao utilizando polisulfuro de calcio 10%.

El extracto de pimienta hoja al 40% present6é un mejor comportamiento sobre el grado
de severidad y dafio interno por antracnosis (cuadro 29), el cual registré un menor
porcentaje de infeccién al compararlos con los testigos (inoculado y quimico). Estos
resultados son similares a los que reporta Bolivar et al.(2009) al mantener la severidad
de antracnosis entre el 33 y 37%, utilizando extractos etanolicos de 2.5% de Gliricidia
sepium (mata raton) y Lippia origanoides (orégano silvestre).

Pre-inoculacién Pos-inoculacion Pre-inoculacién Pos-inoculacion
Polisulfuro de calcio Polisulfuro de calcio Pimienta hoja Pimienta hoja

Figura 40. Efecto de los tratamientos en pre y pos-inoculacién sobre C. gloeosporioides
en frutos de papaya.

En cuanto al polisulfuro de calcio, se observo que este producto asperjado 24 horas
antes de la inoculacion, creo una pelicula sobre la superficie del fruto permitiendo cierto
grado de severidad del patdgeno; a 24 horas después de la inoculacion el efecto fue
inmediato a inhibir el crecimiento de las nuevas colonias, al creando una capa de color
blanco del producto sobre el tejido afectado (figura 40). Resultados que concuerdan
con Holb y Schnabel (2008) quienes sefalan que polisulfuro de calcio es un fungicida
con actividad curativa al controlar la rofia del manzano (Venturia inaequalis), aunque
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Dias (2012) indica este producto actia como fungicida de contacto. El efecto sistémico
de este producto se le atribuye a la produccion de sulfuro de hidrogeno, esta es una
sustancia capaz de permear tanto las células del hongo como las de la planta (Tweedy,
1969, 1981, citado por Holb y Schnabel, 2008).

Tanto PC y pimienta hoja al 40% reducen a C. gloeosporioides, al registrar menor dafio
interno y externo en frutos de papaya, este efecto es importante ya que disminuye la
severidad de antracnosis y por lo tanto una fruta mas comercializable, segun Alvarez
y Nishijima (1987) C. gloeosporioides ocasiona pelado del fruto y pérdidas econdémicas
(Arauz, 2000). Mientras el efecto del quimico boscalid+ pyraclostrobin sobre la
antracnosis fue menor, al registrar mayor porcentaje de infeccion en comparacion con
los demas tratamientos. Estudios por Zavala et al. (2005) indicaron que en la primera
etapa de evaluacién en frutos de papaya controlaron la antracnosis aplicando procloraz
y benomilo con una efectividad promedio de 96.5 al 15.71 %.

Las variables de conidias totales y germinadas de C. gloeosporioides en frutos de
papaya se aprecian en el cuadro 30. Donde el polisulfuro de calcio al 40% aplicado 24
horas antes de la inoculacion del patdgeno presenté menor nimero de conidias totales
en relacion al tratamiento 24 horas después de la inoculacion. Estos dos tratamientos
redujeron entre 57.67 al 67.32% el nimero de conidias en comparacion al testigo
qguimico donde registré una inhibicion del 38.06%. Reportes por Ramirez et al. (2011b)
y Ochoa et al. (2015) indican que polisulfuro de calcio al 10% reduce el numero de
conidias totales y germinadas de M. roreri. Mientras Montag et al. (2005) indican el
control de la rofia del manzano (Venturia inaequalis) utilizando 1.5% del producto al
puede reducir el porcentaje de penetracion del hongo a menos de un 10%, aun en
tratamientos aplicados 40 h después de la infeccion. Respecto al extracto pimienta
hoja 24 h después de la inoculacion ejercid una inhibicion en conidias totales y
germinadas del 65.82% al 100% en relacion al tratamiento 24 horas antes de
inoculacion donde redujo el 57.67 al 98.93% de la formacion de estas estructuras.

Cuadro 30. Cuantificacion de conidias totales y germinadas de C. gloeosporioides en
frutos de papaya tratados en poscosecha con extracto de hoja de pimienta y polisulfuro
de calcio.

Conidias Conidias
Tratamientos totales germinadas
x10°mLY)  (x10° mLY)

Testigo sin inocular 02 02
PC 24 horas antes de la inoculacion 14346.42% 145.832
_lelenta}, hoja 40% 24 horas después de la 15004.68% 0
inoculacion
Pimienta hoja 24 horas antes de la inoculacion 18583.42% 24.002
PC 24 horas después de la inoculaciéon 20726.313¢ 02
Testigo quimico 27195.68" 850.000?
Testigo inoculado 43909.02¢ 2253.47°

*Letras iguales no presentan diferencias estadisticamente significativas (Tukey P< 0.05).
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El analisis de varianza (Cuadro A26) indica que existen diferencias estadisticas entre
los tratamientos (P< 0.05), al registrar a pimienta hoja y PC los mejores efectos de
inhibicidn respecto al testigo inoculado y al testigo quimico.

El efecto del extracto y preparado mineral sobre fruto de papaya es importante ya que
redujeron el niumero de conidias totales y germinadas después de seis dias de
evaluacion, estos productos fungen como fungicidas preventivos o de control.
Casarrubias et al. (2002) mencionan que las esporas del hongo germinan después de
48 h y forman un tubo germinativo que penetra de manera directa la cuticula del fruto
inmaduro donde permanece latente, pero se reactiva la invasion durante la maduracion
del fruto (Prusky, 1996).

Es de hacer notar que el tratamiento testigo quimico (boscalid+pyraclostrobin)
presentd un efecto menor sobre la formacién de conidios en comparacion al resto de
los tratamientos aplicados en pre y pos-inoculacion; sin embargo, no presentaron
diferencias significativas, pero si con el testigo inoculado, donde se reflejé la mayor
producciéon de esporas. Estos resultados difieren a los de Estrada et al. (2017) al
reportar inhibicion de C. gloeosporioides aislado de M. indica tratados con tiabendazol,
azosxystrobin+fludioxonil, gluconato de cobre y pyraclostrobin. Mientras Zavale et al.
(2005) concluye que procloraz fue el fungicida con mejor control tanto de la antracnosis
como de la germinacién y crecimiento micelial de C. gloeosporioides.

75



5. CONCLUSIONES

Los extractos de plantas como las hojas de P. dioica y T. spathacea, asi como los
preparados minerales polisulfuro de calcio y caldo bordeles con sulfatos de zinc y
magnesio se perfilan con potenciales alternativas de control de hongos fitopatégenos
como C. gloeosporioides aislado de M. indica y C. papaya, Phytophthora spp. de Th.
cacao y A. alternata de S. lycopersicum.

Los extractos de hoja de P. dioica y T. spathacea obtenidos mediante destilacion son
eficientes en el control in vitro de C. gloeosporioides aislado de M. indica y C. papaya,
Phytophthora spp. de Th. cacao y A. alternata de S. lycopersicum. La concentracion
minima inhibitoria del extracto de hoja pimienta sobre Phytophthora spp. y A. alternata
resulto en 20% [V/V], mientras que para C. gloeosporioides de mango y papaya fue al
30 y 40% respectivamente; la del extracto de T. spathacea fue 40% para C.
gloeosporioides aislado de mango y asi como para Phytophthora spp.

Los preparados minerales que son una alternativa para reducir el crecimiento y
desarrollo in vitro de fitopatbgenos son el polisulfuro de calcio al 10% para
Phytophthora spp. y C. gloeosporioides de papaya, y a concentracion del 20% para A.
alternata y el Caldo bordelés mas sulfato de zinc y magnesio a concentracién del 30%
para C. gloeosporioides de Mango.

En condiciones de poscosecha tanto el extracto obtenido de hoja de P. dioica al 30%,
como caldo bordeles con sulfatos de zinc y magnesio al 30% asperjados 24 horas o
después de la inoculacién del patégeno sobre frutos de mango y el polisulfuro de calcio
al 10% en frutos de papaya permitieron reducir la aparicion de C. gloeosporioides, asi
como reducir la severidad y el dafio interno en frutos de papaya, superando los
resultados de los testigos quimicos, pudiendo ser alternativas para el manejo de éstos
patdgenos.
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7. ANEXOS

Cuadro Al. Analisis de varianza de los preparados minerales al 40% sobre C.
gloeosporioides aislado de papaya.

Suma de cuadrados df Cuadrado medio F Sig.

Crecimiento Entre 31238.47 7.00 4462.64 698.88 0.001
(mm) grupos

Dentro de 153.25 24.00 6.39

los grupos

Total 31391.72 31.00
Conidias Entre 16410000000000000.00 7.00 2344000000000000. 18.49 0.001
totales grupos 00

Dentro de 3042000000000000.00 24.00 126700000000000.0

los grupos 0

Total 19450000000000000.00 31.00
Conidias Entre 3518000000000.00 7.00 502600000000.00 23.39 0.001
germinadas grupos

Dentro de 515800000000.00 24.00 21490000000.00

los grupos

Total 4034000000000.00 31.00

Cuadro A 2. Andlisis de varianza de los preparados minerales al 30, 20 y 10% sobre
C. gloeosporioides aislado de papaya.

Suma de cuadrados  df Cuadrado medio F Sig.
Entre grupos 6683.00 3.00 2227.67 13366.00 0.001
Crecimiento Dentro de los 200 12.00 0.17
(mm) grupos
Total 6685.00 15.00

Entre grupos 461000000000000.00 3.00 153700000000000.00 632.35 0.001

Conidias  Dentro de los 5, 4700000000.00  12.00 243000000000.00

totales grupos

Total 463900000000000.00 15.00

Entre grupos 0.00 3.00 0.00
Com@as Dentro de los 0.00 12.00 0.00
germinadas grupos

Total 0 15
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Cuadro A3. Andlisis de varianza de polisulfuro de calcio al 5 y 3% sobre C.

gloeosporioides aislado de papaya

Suma de cuadrados df  Cuadrado medio F Sig.

Crecimiento  Entre 108.222 2 54,111 30437 O
(mm) grupos

Dentro de 10.667 6 1.778

los

grupos

Total 118.889 8
Conidias Entre 3509048472222220.00 2 1754524236111110.00 746.37 O
totales grupos

Dentro de 14104479166666.60 6 2350746527777.77

los

grupos

Total 3523152951388880.00 8
Conidias Entre 1077916666666.66 2 538958333333.33 67292 O
germinadas  grupos

Dentro de 48055555555.56 6 8009259259.26

los

grupos

Total 1125972222222.22 8

Cuadro A4. Analisis de varianza de los preparados minerales al 40% sobre C.

gloeosporioides aislado de mango

Suma de cuadrados df Cuadrado medio F Sig.

Entre grupos _ 25802.17 700 3686.07 226.69 0.001
Crecimiento Dentro de los .o, o 24.00 16.26
(mm) grupOS

Total 26192.72 31.00

Entre grupos  14470000000000000.00 7.00 2067000000000000.00 201.52 0.001
Conidias ~ Dentro de los /- ,000000000.00 24.00 10260000000000.00
totales grupos

Total 14720000000000000.00 31.00

Entre grupos  19170000000.00 7.00 2738000000.00 766  0.001
Conidias ~ Dentro de 10s 5076600600 09 24.00 357300000.00
germinadas 9rupos

Total 27740000000.00 31.00
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Cuadro A5. Analisis de varianza de los preparados minerales al 30, 20 y 10% sobre C.
gloeosporioides aislado de mango.

Suma de cuadrados df Cuadrado medio F Sig.
Entre 28466.93 6.00  4744.49 37956 0001
grupos
Crecimiento
(mm) Ei”;ﬁpz: 262.50 2100 12,50
Total 28729.43 27.00
srr:;is 7220000000000000.00  6.00  1203000000000000.00 32.07 0%
Conidias
totales Dentro de 2 q0100000000000.00  21.00  37530000000000.00
los grupos
Total 8009000000000000.00  27.00
Entre 0.00 600  0.00
grupos
Conidias
Dentro de
germinadas los grupos 0.00 21.00 0.00
Total 0.00 27.00

Cuadro A6. Analisis de varianza de los preparados minerales al 40% sobre Alternaria
alternata

Suma de cuadrados df Cuadrado medio F Sig.

Entre grupos ~ 7531.38 7.00 1075.91 52.43 0.001
Crecimient
recimiento - Dentro de los 4, g4 2400  20.52
(mm) grupos

Total 8023.88 31.00

Entre grupos 8282936062282.98 7.00 1183276580326.14 17.05 0.001
Conidi
onicias Dentro de 105 46rg66970486.11 2400  69411123770.26
totales grupos

Total 9948803032769.09 31.00

Entre grupos 1421864013671.87 7.00 203123430524.55 21.04 0.001
Conidi
onicias Dentro de 105 31 708984375.00 24.00  9654541015.63
germinadas grupos

Total 1653572998046.87 31.00
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Cuadro A7. Andlisis de varianza de los preparados minerales al 30,20 y 10% Alternaria
alternata aislado de tomate.

Suma de Cuadrado

cuadrados f medio F Sig.
Entre grupos 4885.667 3 1628.556 8.475 0.007
Crecimiento Dentro de 1537333 8 192 167
(mm) los grupos
Total 6423 11
Entre grupos 2.69547E+11 3 89849088542 3.714 0.061
Conidias Dentro de 1.93551E+11 8 24193923611
totales los grupos
Total 4.63099E+11 11
Entre grupos 14420529514 3 4806843171 2.115 0.177
Conidias Dentro de 18181018519 8 2272627315
germinadas los grupos
Total 32601548032 11

Cuadro A8. Andlisis de varianza de los preparados minerales al 40% sobre
Phytophthora spp. aislado de cacao.

Suma de cuadrados df Cuadrado medio F Sig.
Entre 14334.00 7.00 2047.71 273029  0.001
grupos
Crecimiento
(mm) Dentro de ¢ 55 24.00 0.75
los grupos
Total 14352.00 31.00
Entre
grupos 20670000000000.00 7.00 2952000000000.00 41.13 0.001
Zoosporas Dentro de
totales 1723000000000.00 24.00 71790000000.00
los grupos
Total 22390000000000.00 31.00
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Cuadro A9. Analisis de varianza los preparados minerales al 30, 20 y 10% sobre
Phytophthora spp. aislado de cacao.

Suma de cuadrados  df Cuadrado medio F Sig.

Crecimiento Entre 30306.92 12.00 2525.58 190.15 0.001
(mm) grupos

Dentro de 518.00 39.00 13.28

los grupos

Total 30824.92 51.00
Zoosporas  Entre 95600000000000.00 12.00 7967000000000.00 834.74 0.001
totales grupos

Dentro de 372200000000.00 39.00 9544000000.00

los grupos

Total 95970000000000.00 51.00

Cuadro A10. Analisis de varianza los preparados minerales al 5,3 y 1% sobre

Phytophthora spp. aislado de cacao

Suma de cuadrados df Cuadrado medio F Sig.

Crecimiento  Entre 4288.50 3.00 1429.50 257.96 0.001
(mm) grupos

Dentro  66.50 12.00 5.54

de los

grupos

Total 4355.00 15.00
Zoosporas Entre 106881119791666.00 3.00 35627039930555.50 50.92 0.001
totales grupos

Dentro 8396223958333.33 12.00 699685329861.11

de los

grupos

Total 115277343749999.00 15.00
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Cuadro All. Andlisis de varianza los extractos vegetales al 40% sobre C.
gloeosporioides aislado de papaya

Suma de cuadrados df Cuadrado medio F Sig.

Crecimiento Entre 6025.07 4.00 1506.27 19.60 0.001
(mm) grupos

Dentro de 768.67 10.00 76.87

los grupos

Total 6793.73 14.00
Conidias Entre 14090000000000000.00 4.00 3523000000000000.00 33.16 0.001
totales grupos

Dentro de 1063000000000000.00 10.00  106300000000000.00

los grupos

Total 15160000000000000.00 14.00
Conidias Entre 3667000000000.00 4.00 916700000000.00 6.57 0.01
germinadas grupos

Dentro de 1396000000000.00 10.00  139600000000.00

los grupos

Total 5062000000000.00 14.00

Cuadro Al2. Andlisis de varianza los extractos vegetales al 30,20 y 10% sobre C.
gloeosporioides aislado de papaya

Suma de cuadrados df Cuadrado medio F Sig.
Entre grupos 4054.25 3 1351.417 523.13 0.001
Crecimiento ~ Dentro de los ) .. 8 2583
(mm) grupOS
Total 4074.917 11

Entre grupos  1746421606987840.00 3.00 582140535662615.00 1.585 0.27

Conidias Dentro de los
totales grupos

Total 4685298406756360.00  11.00

2938876799768510.00 8.00 367359599971064.00

Entre grupos  1746421606987840.00 3.00 582140535662615.00 1.585 0.27

Conidias Dentro de 10s »o39576709768510.00  8.00 367359599971064.00

germinadas  9rupos

Total 4685298406756360.00  11.00
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Cuadro A13. Andlisis de varianza los extractos vegetales al 40% sobre C.
gloeosporioides aislado de mango

Suma de cuadrados  df Cuadrado medio F Sig.
Entre grupos 7401.07 4.00 1850.27 135.39 0.001
Crecimiento  Dentro de los ) 3¢ o7 10.00  13.67
(mm) grupos
Total 7537.73 14.00

Entre grupos 647300000000000.00 4.00 161800000000000.00  6.49 0.01

Conidias ~ Dentro de los , \o,07000000000.00 10.00  24920000000000.00
totales grupos
Total 896400000000000.00  14.00
Entre grupos  525300000000.00 4.00 131300000000.00 8.13 0.001
Conidias  Dentro de los , o) 10760000.00 1000  16160000000.00
germinadas 9rupos
Total 686900000000.00 14.00

Cuadro Al4. Andlisis de varianza los extractos vegetales al 30,20 y 10% sobre C.
gloeosporioides aislado de mango

Suma de cuadrados df Cuadrado medio F Sig.
E
ntre 5942.286 6 990.381 25302  0.001
grupos
Crecimiento
Dentro de
4 14 14
(mm) los grupos 548 39.143
Total 6490.286 20
;r:;s 1176515676703040.00 6.00 196085946117173.00 11.98  0.001
Conidias
totales Dentro  de ) 5524668287037.00  14.00 16373190591931.20
los grupos
Total 1405740344990070.00  20.00
Entre 70625777116.40 6.00 11770962852.73 111 040
grupos
Conidias
Dentro de
germinadas  |oq grupos  146152662037.04 14.00 10582333002.65
Total 218778439153.44 20.00

97



Cuadro A15. Analisis de varianza los extractos vegetales al 40% sobre Alternaria
alternata aislado de tomate.

Suma de cuadrados df

Cuadrado medio F Sig.

Crecimiento (mm)

Conidias totales

Conidias germinadas

Entre grupos

Dentro de los grupos
Total

Entre grupos

Dentro de los grupos
Total

Entre grupos

Dentro de los grupos

Total

5027.60

531.33

5558.93

6134000000000.00

2190000000000.00

8324000000000.00

1564000000000.00

1313000000000.00

2876000000000.00

4.00 1256.90 23.66 0.001

10.00 53.13

14.00
4.00 1534000000000.00 7.00 0.01

10.00 219000000000.00

14.00
4.00 390900000000.00 2.98 0.07

10.00 131300000000.00

14.00

Cuadro A16. Analisis de varianza los extractos vegetales al 30,20 y 10% Alternaria
alternata aislado de tomate.

Suma de cuadrados df Cuadrado medio Sig.

Entre grupos 7500 3 2500 0.001
Crecimiento ~ Dentrode 8 0
(mm) los grupos

Total 7500 11

Entre grupos  31684202473958.30  3.00  10561400824652.70 0.001
Conidias Dentro  de ) 51302083333.33 8.00  16412760416.67
totales los grupos

Total 31815504557291.60  11.00

Entre grupos 5231572265625.00 3.00  1743857421875.00 0.001
Conidias Dentro — de g, 484375000.00 8.00  10185546875.00
germinadas  l0s grupos

Total 5313056640625.00 11.00
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Cuadro Al7. Analisis de varianza los extractos vegetales al 40% sobre Phytophthora
spp. aislado de cacao.

Suma de cuadrados  df Cuadrado medio F Sig.

Entre 6,661.07 400  1,665.27 1,921.46 0.001
grupos

Crecimient
Dentro de

0 (mm) los grupos 8.67 10.00 0.87
Total 6,669.73 14.00
Entre 37,500,000,000,000.0 4.00 9,376,000,000,000.0 45.75 0.001
grupos 0 0

Zoosporas Dentro de

2,049,000,000,000.00 10.00  204,900,000,000.00
totales los grupos

39,550,000,000,000.0

Total 0

14.00

Cuadro A18. Analisis de varianza los extractos vegetales al 30,20 y 10% sobre
Phytophthora spp. aislado de cacao.

Suma de cuadrados df Cuadrado medio F Sig.
Entre grupos 10193.143 6 1698.857 5946 0.001
Crecimiento  Dentro de los 4 14 0.286
(mm) grupos
Total 10197.143 20

Entre grupos 33055659722222.20 6.00 5509276620370.37 84.275 0.001

Zoosporas Dentro de los
totales grupos

915219907407.41 14.00 65372850529.10

Total 33970879629629.60 20.00
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Cuadro A19. Andlisis de varianza mejor medio de cultivo de las variables nimero de
Conidias (totales y germinadas) m L-1de C. gloeosporioides aislado de papaya.

Suma de df Cuadrado medio F Sig.
cuadrados
Conidias totales 0 h Entre grupos 15791.811 3 5263.937 35.533 0.001
Dentro de los 1777.701 12 148.142
grupos
Total 17569.512 15
Conidias germinadas Oh  Entre grupos 5.743 3 1.914 5.074 0.017
Dentro de los 4.528 12 0.377
grupos
Total 10.271 15
Conidias totales 24 h Entre grupos 9714.062 3 3238.021 34.16 0.001
Dentro de los 1137.486 12 94.791
grupos
Total 10851.549 15
Conidias germinadas 24 Entre grupos 279.644 3 93.215 30.769 0.001
h Dentro de los 36.354 12 3.03
grupos
Total 315.998 15
Conidias totales 48 h Entre grupos 19727.403 3 6575.801 24.033 0.001
Dentro de los 3283.319 12 273.61
grupos
Total 23010.722 15
Conidias germinadas 48 Entre grupos 68.089 3 22.696 15.656 0.001
h Dentro de los 17.396 12 1.45
grupos
Total 85.484 15
Conidias totales 72 h Entre grupos 10803.236 3 3601.079 24.959 0.001
Dentro de los 1731.375 12 144.281
grupos
Total 12534.611 15
Conidias germinadas 72  Entre grupos 593.229 3 197.743 11.046 0.001
h Dentro de los 214.819 12 17.902
grupos
Total 808.049 15
Conidias totales 96 h Entre grupos 6327.056 3 2109.019 14.486 0.001
Dentro de los 1747.139 12 145.595
grupos
Total 8074.194 15
Conidias germinadas 96 Entre grupos 503.486 3 167.829 67.791 0.001
h Dentro de los 29.708 12 2.476
grupos
Total 533.194 15
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Cuadro A20. Anova mejor medio de cultivo en Alternaria alternata aislado de tomate

durante cinco horas de conteo.

Conidias totales 0
h

Conidias
germinadas 0 h

Conidias  totales

24 h

Conidias
germinadas 24 h

Conidias  totales

48 h

Conidias
germinadas 48 h

Conidias  totales

72 h

Conidias
germinadas 72 h

Conidias  totales

96 h

Conidias
germinadas 96 h

Entre grupos
Dentro de
grupos
Total

Entre grupos
Dentro de
grupos
Total

Entre grupos
Dentro de
grupos
Total

Entre grupos
Dentro de
grupos
Total

Entre grupos
Dentro de
grupos
Total

Entre grupos
Dentro de
grupos
Total

Entre grupos
Dentro de
grupos
Total

Entre grupos
Dentro de
grupos
Total

Entre grupos
Dentro de
grupos
Total

Entre grupos
Dentro de
grupos

Total

los

los

los

los

los

los

los

los

los

los

Suma
cuadrados
87890000.00
105100000.00

193000000.00
292968.75
23830000.00

24120000.00
64530000.00
24260000.00

88790000.00
9244791.67
2170138.89

11410000.00
197,400,000.00
35,940,000.00

233,300,000.00
20,920,000.00
19,880,000.00

40,800,000.00
654,400,000.00
115,200,000.00

769,600,000.00
241,700,000.00
68,880,000.00

310,600,000.00
116,800,000.00
34,290,000.00

151,000,000.00
17,050,000.00

23,310,000.00

40,350,000.00

de df

12

15

12

15

12

15

12

15
3.00
12.00
15.00
3.00
12.00
15.00
3.00
12.00
15.00
3.00
12.00
15.00
3.00
12.00

15.00
3.00

12.00

15.00

Cuadrado medio F

29,300,000.00 3.344

8760127.315

97656.25 0.049

1985677.083

21,510,000.00 10.639

2,021,846.07

3081597.222 17.04

180844.907

65,780,000.00 21.966

2,994,791.67

6,973,379.63 4.21

1,656,539.35

218,100,000.00 22.715

9,602,864.58

80,570,000.00 14.036

5,740,017.36

38,920,000.00 13.62

2,857,349.54

5,682,146.99 2.926
1,942,274.31

Sig.

0.056

0.985

0.001

0.001

0.001

0.03

0.001

0.001

0.001

0.077
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Cuadro A21. Anova efecto del preparado y extracto sobre de C. gloeosporioides

aislado de papaya durante cinco horas de conteo.

Suma de cuadrados df Cuadrado medio F Sig.

Entre grupos  118803125000.00 2.00  59401562500.00 96.61  0.001
Conidias totales Dentro de 10 3ea9546111 11 6.00 614872685.19
Oh grupos

Total 122492361111.11 8.00

Entre grupos  12500000.00 2.00  6250000.00 2.92 0.13
Conidias Dentro de 10S 1584759 22 6.00  2141203.70
germinadas O h  grupos

Total 25347222.22 8.00

Entre grupos  18080729899691.30 2.00  9040364949845.68 85.67  0.001
Conidias totales Dentro de 10S  gaq1 63564014 g1 6.00  105530594135.80
24 h grupos

Total 18713913464506.10 8.00

Entre grupos  30771450617.28 2.00 15385725308.64 4.20 0.07
Conidias Dentro de los
Commirades 24h grupos 21987962962.96 6.00  3664660493.83

Total 52759413580.25 8.00

Entre grupos  13892129629.63 2.00 6946064814.82 2.45 0.17
Conidias totales Dentro de 10s 474,189g8148 15 6.00  2840316358.03
48 h grupos

Total 30934027777.78 8.00

Entre grupos  278742283.95 2.00 139371141.98 13.07 0.01
Conidias Dentro de 105 g404609 63 6.00  10667438.27
germinadas 48 h  grupos

Total 342746913.58 8.00

Entre grupos ~ 2873881172.84 2.00  1436940586.42 0.40 0.69
Conidias totales Dentro de 10 15,5717595 59 600  3590952932.10
72 h grupos

Total 24419598765.43 8.00

Entre grupos ~ 801851851.85 2.00  400925925.93 16.43  0.001
Conidias Dentro de 10 16492037.04 6.00  24402006.17
germinadas 72 h grupos

Total 948263888.89 8.00

Entre grupos ~ 8153658371913.58 2.00  4076829185956.79 2356  0.001
Conidias totales Dentro de los
son grupos 1038258101851.85 6.00  173043016975.31

Total 9191916473765.43 8.00

Entre grupos  14684375000.00 2.00  7342187500.00 1080  0.01
Conidias Dentro de 10s 177430555 56 600 679571759.26
germinadas 96 h grupos

Total 18761805555.56 8.00
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Cuadro A22. Anova efecto del preparado y extracto sobre de C. gloeosporioides

aislado de mango durante cinco horas de conteo.

Suma de cuadrados df Cuadrado medio F Sig.
Entre grupos 1863695988 2 931847993.8 25519  0.001
Conidias Dentro de los
otalesOh  grupos 219097222.2 6 36516203.7
Total 2082793210 8
o Entre grupos 38580.247 2 19290.123 1 0.422
conidias
germinadas 0 DeNto de 108 4,00, 24y 6 19290.123
h grupos
Total 154320.988 8
Entre grupos 1428510802 2 714255401.2 27.84  0.001
Conidias Dentro de los
totales 241 grupos 153935185.2 6 25655864.2
Total 1582445988 8
N Entre grupos 112500000 2 56250000 138.857 0.001
conidias Dent d |
germinadas ~ —°n10 €€ 105 5430555 556 6 405092.593
24 h grupos
Total 114930555.6 8
Entre grupos 18336226852 2 9168113426 47338 0.001
Conidias Dentro de los
totales 481 grupos 1162037037 6 193672839.5
Total 19498263889 8
N Entre grupos  154166666.7 2 77083333.33 45931  0.001
conidias Dent d |
germinadas ~ —c'10 9€ 105 14650444 44 6 1678240.741
48 h grupos
Total 164236111.1 8
Entre grupos 57912191358 2 28956095679 0788  0.013
Conidias Dentro de los
totales 721 grupos 17749189815 6 2958198302
Total 75661381173 8
y Entre grupos  458371913.6 2 229185956.8 42.892  0.001
coniaias
germinadas DO de oS 500016619 6 5343364.198
79 h grupos
Total 490432098.8 8
Entre grupos  54278700000000 2 27139300000000 4.398  0.067
Conidias Dentro de los
totales 96 grupos 37023000000000 6 6170510000000
Total 91301700000000 8
o Entre grupos 9225462963 2 4612731481 2.224 0.189
conidias Dent d |
germinadas ~ —c'10  0€ 105 15 445 592 592,59 6.00 2,073,765,432.10
96 h grupos
Total 21,668,055,555.56 8.00
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Cuadro A23. Anova efecto del preparado y extracto sobre Alternaria alternata aislado
de tomate durante cinco horas de conteo.

Suma de . .
cuadrados df Cuadrado medio F Sig.

Entre grupos 484992284 2 242496142 12.533 0.007
Conidias totales
oh Dentro  de 10s 446087063 6 19347993.8

grupos

Total 601080247 8

Entre grupos 27816358 2 13908179 144.2 0.001
Conidias
germinadas 0 h gDr‘zr:(r)z de 10 578703.704 6 96450.617

Total 28395061.7 8

Entre grupos 1132291667 2 566145833 85.07 0.001
Conidias totales
24 h gDr‘Zr;)tgg de 105 39930555.6 6 6655092.59

Total 1172222222 8

Entre grupos 18672839.5 2 9336419.75 17.286 0.003
Conidias
germinadas 24 h Sﬁf;técs’ de 105 3540740.74 6 540123.457

Total 21913580.2 8

Entre grupos 740625000 2 370312500 63.99 0.001
Conidias totales
48 h gDr‘f::)tgz de 105 547999922 6 5787037.04

Total 775347222 8

Entre grupos 11574074.1 2 5787037.04 8.571 0.017
Conidias
germinadas 48 h gDrirggos de 10S 4050925.93 6 675154.321

Total 15625000 8

Entre grupos 2797376543 2 1398688272 308.545 0.001
Conidias totales
72h gﬁrﬁfﬁ,ﬁ de 105 57199074.1 6 4533179.01

Total 2824575617 8

Entre grupos 222839506 2 111419753 36.79 0.001
Conidias
germinadas 72 h gDr‘Zr;)tg; de 10 18171296.3 6 3028549.38

Total 241010802 8

Entre grupos 4250115741 2 2125057870 13.724 0.006
Conidias totales
96 h gDr‘Zr;)tg; de 105 959050926 6 154841821

Total 5179166667 8

Entre grupos 367476852 2 183738426 2.426 0.169
Conidias
germinadas 96 h ngjr:cr,Z de 10 454308148 6 75733024.7

Total 821875000 8
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Cuadro A24. Anova efecto del preparado y extracto sobre Phytophthora spp., aislado
de cacao durante cinco horas de conteo.

Suma de cuadrados df Cuadrado medio F Sig.

Entre grupos 268235185185.185 2 134117592592.593 28.518 .001

ﬁOOSPOVaS O Dentro de los grupos  28217592592.593 6  4702932098.765
ora

Total 296452777777.778 8

Entre grupos 187963580246.914 2 93981790123.457 39.664 0 001
Zoosporas
24 horas Dentro de los grupos  14216666666.667 6 2369444444.444

Total 202180246913.580 8

Entre grupos 239560339506.173 2 119780169753.086 139.312 0.001
Zoosporas
48 horas Dentro de los grupos  5158796296.296 6 859799382.716

Total 244719135802.469 8

Entre grupos 205127006172.840 2 102563503086.420 789.794  0.001
Zoosporas
72 horas Dentro de los grupos  779166666.667 6 129861111.111

Total 205906172839.506 8

Entre grupos 393809876543.210 2 196904938271.605 462.047 0.001
Zoosporas
96 horas Dentro de los grupos  2556944444.444 6 426157407.407

Total 396366820987.654 8
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Cuadro A25. Anova en poscosecha de C. gloeosporioides aislado en mango

Suma de cuadrados  df Cuadrado medio F Sig.
. Entre grupos 0.00 6.00 0.00
;l{eg;r:fnto Dentro de los grupos 0.00 42.00 0.00
Total 0.00 48.00
. Entre grupos 0.28 6.00 0.05 2.08 0.08
;llfeg}r;uzento Dentro de los grupos 0.93 42.00 0.02
Total 1.20 48.00
L Entre grupos 1.35 6.00 0.22 2.28 0.05
gll’eglir:gnto Dentro de los grupos 4.14 42.00 0.10
Total 5.49 48.00
. Entre grupos 1.84 6.00 0.31 290 0.02
;llfeg;r:fnto Dentro de los grupos 4.43 42.00 0.11
Total 6.27 48.00
. Entre grupos 9.92 6.00 1.65 8.03 0.00
:I’eg;r;usento Dentro de los grupos 8.64 42.00 0.21
Total 18.56 48.00
L Entre grupos 20.77 6.00 3.46 12.11 0.00
glreglii:lgnto Dentro de los grupos 12.00 42.00 0.29
Total 32.77 48.00
. Entre grupos 30.46 6.00 5.08 6.97 0.00
;Ireglir;1|7ento Dentro de los grupos 30.57 42.00 0.73
Total 61.03 48.00
. Entre grupos 40.82 6.00 6.80 3.20 0.01
;Ireglir;gento Dentro de los grupos 89.21 42.00 2.12
Total 130.03 48.00
L Entre grupos 119.42 6.00 19.90 2.61 0.03
glreglii:lgnto Dentro de los grupos 320.86 42.00 7.64
Total 440.28 48.00
. Entre grupos 225.57 6.00 37.60 279 0.02
;Ireglgfgto Dentro de los grupos 565.93 42.00 13.47
Total 791.50 48.00
. Entre grupos 354.92 6.00 59.15 3.40 0.01
glreglir;ulelnto Dentro de los grupos 730.71 42.00 17.40
Total 1085.63 48.00
. Entre grupos 508.39 6.00 84.73 3.20 0.01
glreglirglleznto Dentro de los grupos 1111.50 42.00 26.46
Total 1619.89 48.00
. Entre grupos 989.12 6.00 164.85 5.08 0.001
ereglirglfgto Dentro de los grupos 1363.86 42.00 32.47
Total 2352.98 48.00
. Entre grupos 1297.56 6.00 216.26 6.45 0.001
glreglir;ulezto Dentro de los grupos 1407.43 42.00 33.51
Total 2704.99 48.00
. Entre grupos 2327000000000.00  6.00 387800000000.00 21.67 0.001
t%‘t’;gas Dentro de los grupos 751600000000.00  42.00 17900000000.00
Total 3078000000000.00  48.00
. Entre grupos 833900000.00 6.00 139000000.00 3.68 0.01
conidias Dentro de los grupos 1585000000.00 42.00 37730000.00
germinadas
Total 2419000000.00 48.00
- Entre grupos 22.25 6.00 3.71 12.67 0.001
:?\IA'\I',\I‘ECIQNO Dentro de los grupos 12.29 42.00 0.29
Total 34.53 48.00
Entre grupos 22.98 6.00 3.83 10.24 0.001
SEVERIDAD Dentro de los grupos 15.71 42.00 0.37
Total 38.69 48.00
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Cuadro A26. Anova en poscosecha de C. gloeosporioides aislado de papaya

Suma de cuadrados df Cuadrado medio F Sig.
Entre 1 51046 6.00 3,585.08 597 0.001
grupos
crecimiento Dentro
alos 3 dias de los 29,424.38 49.00 600.50
grupos
Total  50,934.84 55.00
Entre  304.481.43 6.00 50,746.91 14.60 0.001
grupos
crecimiento Dentro
a los 6 dias de los 170,379.13 49.00 3,477.13
grupos
Total  474,860.55 55.00
Entre 1143 600 1.91 455 0.001
grupos
Severidad a Dentro
3 dias de los 20.50 49.00 0.42
grupos
Total  31.93 55.00
Entre 4986 6.00 831 10.31 0.001
grupos
Severidad a Dentro
6 dias de los 39.50 49.00 0.81
grupos
Total  89.36 55.00
Entre 5468 6.00 5.78 13.33 0.001
. grupos
Dafio Dentro
interno a 6 4o |55 21.25 49.00 0.43
dias grupos
Total  55.93 55.00
5:};3 8,662,895,247,059,910.00 6.00 1,443,815,874,509,980.00 5.33 0.001
Conidias Dentro
totales de los 13,283,405,281,884,400.00 49.00 271,089,903,711,927.00
grupos
Total  21,946,300,528,944,300.00 55.00
5:};3 35,128,521,907,207.60 6.00 5,854,753,651,201.26 18.39 0.001
Conidias Dentro
germinadas de los 15,508,002,854,335.40 49.00 318,326,588,863.99
grupos
Total  50,726,524,761,543.00 55.00
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