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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el efecto de extractos vegetales sobre el crecimiento in vitro del hongo fitopatégeno
Sclerotium rolfsii Sacc., se realiz6 un ensayo con hojas de yerba mora (Solanum nigrum); orégano (Origanum
vulgare); mastranto (Mentha suaveolens); algodén de seda (Calotropis procera); cundeamor (Momordica
charantia), tarantdn (Senna reticulata); mata ratdn (Gliricidia sepium); semillas trituradas de neem
(Azadirachta indica) y pulpa de tapara (Crescentia cujete). Para la elaboracion de los extractos, se empled la
decoccién de cada material vegetal molido en agua destilada mezclados con dextrosa y agar; el testigo
correspondid al medio papa dextrosa agar (PDA) solo. Se colocd un disco de 1 cm? del aislamiento del hongo,
en el centro de la placa de Petri y se incubaron en condiciones de laboratorio. Se emple6 el disefio experimental
de bloques al azar, con tres repeticiones. Las mediciones del crecimiento micelial y produccion de esclerocios
se realizaron a los 4 y 16 dias después de la siembra, respectivamente, y sus comparaciones analizadas por la
prueba de Scott & Knott con una significacion de 5%. Todos los extractos evaluados inhibieron el crecimiento
fingico, tanto en area como en didmetro, y sus valores promedio difirieron significativamente del testigo. En los
medios elaborados con tapara, mata raton, algodén de seda y cundeamor, no se observd produccion de
esclerocios, mientras que para la yerba mora hubo produccién profusa de esclerocios que super6 al testigo. Los
extractos acuosos de tapara, mata ratén y cundeamor in vitro se presentan como alternativas validas para el
manejo integrado de S. rolfsii.

PALABRAS CLAVE: Afiublo surefio, extractos, inhibicion in vitro, manejo integrado.
ABSTRACT

With the purpose to evaluate the effect of plant extracts on the in vitro growth of the phytopathogenic fungus
Sclerotium rolfsii Sacc. an essay was made with leaves of nightshade (Solanum nigrum); oregano (Origanum
vulgare); apple mint (Mentha suaveolens); cotton silk (Calotropis procera); bitter gourd (Momordica
charantia), mangerioba grande (Senna reticulata); mother of cocoa (Gliricidia sepium), neem (Azadirachta
indica) and fruit pulp of calabash tree (Crescentia cujete). For extract elaboration, the decoction of each ground
vegetable material in distilled water was used mixed with dextrose and agar; the control corresponded to the
medium potato dextrose agar (PDA). Once the media were solidified, a 1 cm? disc of the fungus isolation was
placed in the center of each Petri dish and incubated under laboratory conditions. The experimental design of
random blocks was used, with three repetitions. Measurements of mycelial growth and sclerotia production
were made at 4 and 16 days after inoculation, respectively, and their comparisons analyzed by the Scott & Knott
test at 5% probability. Unlike the PDA, all the extracts evaluated inhibited the growth of the fungi both in area
and in diameter of the colony, and their average values differ significantly from the control. In the media
elaborated with calabash tree, mother of cocoa, silk cotton and bitter gourd, sclerotia production was not
observed, while with nightshade there was profuse production of sclerotia that surpassed the control. The
aqueous extracts of calabash tree, mother of cocoa and bitter gourd, in vitro, are presented as valid alternatives
for the integrated management of S. rolfsii.

KEey woRrbps: Afiublo surefio, extracts, inhibition, in vitro control, integrated management.

INTRODUCCION enfermedad producida por este fitopatogeno
recibe diferentes denominaciones, tales como
pudricién basal de tallo y raiz, mal del esclerocio,

anublo surefio o tiz6n surefio, entre otras. S.

Muchos de los hongos que ocasionan
infecciones en las plantas son parasitos

facultativos que viven en el suelo y entre estos
patégenos se encuentra Sclerotium rolfsii, con
amplio rango de hospederos, en los cuales causa
podredumbres de la raiz y del cuello (Alcala et
al. 2005). En la literatura se describe que la
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rolfsii es de dificil control, puede sobrevivir en
forma de esclerocios, tanto en el suelo como en
restos de cultivos por un largo periodo, siendo
éstos la principal fuente de indculo para el
cultivo siguiente (Punja 1985). Este pat6geno
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tiene la capacidad de penetrar en los haces
vasculares del centro de la raiz, donde produce
oclusion y se difunde sin activar los mecanismos
de deteccion y defensa del hospedero (Agrios
2005). La incidencia de S. rolfsii causa
disminuciones significativas a la densidad de
plantas y por consiguiente, importantes pérdidas
econdmicas en los cultivos.

El control de hongos fitopatégenos a través
de fungicidas sintéticos continda siendo la
medida fitotécnica mas usada para aumentar los
rendimientos de los cultivos (Bernal et al. 2005);
sin embargo, la utilizacion masiva y a veces
indiscriminada de  estos  productos, ha
incrementado resistencia en la poblaciéon de
organismos fitopatégenos (FAO 2002, Leroux
2003, Guerrero et al. 2007).En los dltimos afios,
el uso de productos quimicos para el control de
las enfermedades de plantas se ha intensificado,
como consecuencia han acrecentado los costos de
produccién; aunque, para reducir el empleo de
estos productos, la agricultura ha comenzado a
establecer nuevas alternativas, entre ellas el uso
de productos naturales con base en extractos de
plantas (Cafiedo et al. 2011). El uso de extractos
vegetales ha generado especial interés por parte
de los investigadores (Rodriguez et al. 2000,
Boyraz y Ozcan 2006, Hernandez et al. 2007,
Igbinosa et al. 2009) siendo una alternativa
natural mas factible en cultivos intensivos.

Las plantas generan sustancias bioactivas o
metabolitos secundarios que se sintetizan a través
de diferentes vias metabélicas, creando un gran
nimero de compuestos. Muchos de esos
compuestos fungitéxicos son producidos vy
almacenados en tejidos jovenes, particularmente
en hojas o tejidos como flores y semillas, estos
metabolitos ejercen funcién protectora frente a
predadores, actuando como repelentes y/o
proporcionando a la planta sabores amargos,
haciéndolas indigestas o venenosas. También,
intervienen en los mecanismos de defensa de las
plantas frente a diferentes patdgenos, donde
actian como plaguicidas naturales (Bravo et al.
2000, Barrera y Bautista 2008). Con base a su
origen sintético, los metabolitos secundarios de
las plantas pueden ser divididos en tres grandes
grupos: terpenoides, compuestos fendlicos y
alcaloides (Sepulveda et al. 2003). Estas
sustancias pueden ser una fuente importante de
agentes antifingicos y al ser desarrollados como
productos per se pueden tornarse como punto de
partida para la sintesis de nuevos compuestos
amigable con el ambiente (Gullino et al. 2000).

Investigaciones recientes (Rodriguez et al.
2000, Maselli et al. 2006, Flores et al. 2014)
sefialan que los extractos vegetales pueden ser

utilizados exitosamente en el control o inhibicion
de bacterias y hongos fitopatdgenos; ademas,
pueden constituirse en una herramienta para el
manejo agroecoldgico integral del cultivo, sobre
todo en pequefias extensiones de terreno, como
es el caso de las leguminosas y hortalizas. Bajo
esta premisa, la presente investigacion tuvo como
objetivo la evaluacion de extractos acuosos de las
plantas yerba mora, orégano, mastranto, algodén
de seda, cundeamor, tarantan, mata ratén, neemy
tapara sobre el crecimiento in vitro de Sclerotium
rolfsii Sacc.

MATERIALES Y METODOS
Lugar de realizacion del experimento

Los ensayos se realizaron en la Clinica
Universitaria de Diagndstico Agricola (CUDA),
del Postgrado en Agricultura Tropical de la
Universidad de Oriente, Nicleo de Monagas,
campus Juanico, ubicado en la ciudad de
Maturin, Venezuela.

Aislamiento de Sclerotium rolfsii

El aislamiento de S. rolfsii se obtuvo de una
muestra de cormo infectado de ocumo chino
(Colocasia esculenta) procedente del Mercado
Municipal de Maturin, y cultivados en medio
papa dextrosa agar (PDA) artesanal,
procediéndose de la siguiente manera; con ayuda
de una pinza se retiraron los esclerocios maduros
(coloracion marrén oscura), se desinfectaron
mediante inmersién por tres minutos en solucion
de cloro comercial (hipoclorito de sodio 3,75%)
al 10%. Posteriormente, se enjuagaron tres veces
con agua destilada por inmersion durante 1 min;
finalmente, se secaron en papel estéril y se
colocaron tres por placa de Petri, en la cAmara de
flujo laminar.

Las colonias resultantes y los esclerocios
fueron examinados en un  microscopio
estereoscopico Cambridge Instrument, modelo
745 L para detectar posibles contaminantes en el
cultivo puro del fitopatdgeno; de manera similar,
con el objetivo de caracterizar e identificar sus
estructuras fungicas, se empled el manual de
Barnett y Hunter (1999). Las hifas y esclerocios
fueron examinados en un microscopio Leitz
Dialux 20 EB (%100, x200 y x400) y una vez
caracterizado el aislamiento, se procedio a
verificar su patogenicidad por los postulados de
Koch.

Las placas se sellaron con parafilm, se
incubaron en condiciones controladas de luz y
temperatura (12 h luz / 12 h oscuridad, a 28°C) y
observadas a las 24 horas, para verificar el
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crecimiento fungico. Del aislamiento de S. rolfsii
obtenido, se tomaron discos de micelio de 1 cc de
didmetro, en aquellas placas donde el hongo se
encontraba cubriendo el 80% de la superficie del
medio. Los discos se colocaron en el centro de
las placas que contenian cada uno de los
tratamientos a evaluar.

Preparacion de los extractos acuosos

Para la elaboracion de los extractos se
utilizaron hojas de yerba mora (Solanum
nigrum); orégano (Origanum vulgare); mastranto
(Mentha suaveolens); algodéon de seda
(Calotropis procera); cundeamor (Momordica
charantia), tarantan (Senna reticulata); mata
raton (Gliricidia sepium); semillas trituradas del
neem (Azadirachta indica) y el epicarpio (pulpa)
de fruto tapara (Crescentia cujete).

Estas especies fueron identificadas en el
herbario de la Universidad de Oriente (UQJ).
Fueron recolectadas en los meses de julio a
septiembre en el municipio Maturin. Las
muestras vegetales estaban constituidas por hojas
sanas, adultas y sin dafios fisicos, secadas al aire
en condiciones del laboratorio y molidas
separadamente. Las semillas del neem fueron
trituradas en un mortero y secadas en estufa con
recirculacion de aire a una temperatura de 30-
35°C (Rodriguez et al. 2012); en el caso de la
pulpa de tapara, ésta fue licuada por 5 min. Cada
muestra de material vegetal (200 g/L de agua
destilada) fue cocida por 15 min y luego filtrada
a través de dos capas de gasa para obtener el
extracto acuoso de cada planta.

A todos los extractos filtrados se les agrego
15 g de agar comercial y 20 g de azlcar de mesa
y se ras6 a 1 L con agua destilada. La
preparacion del medio PDA, tratamiento testigo,
se efectu6 de manera similar, pero utilizando
solamente agua destilada. Posteriormente, fueron
mantenidos en agitacion constante, a 60°C + 2°C,
en un calentador-agitador Orbital PC-351, hasta
la completa homogenizacién y luego envasados
en erlenmeyer de 250 mL, previamente
identificados y esterilizados en autoclave Market
Forge, por 15 min., a 15 psi y 121°C (Rivero et
al. 2013). Las soluciones extracto-medio de
cultivo y el testigo PDA, fueron vertidas en
capsulas de Petri estériles y luego sembradas con
un disco de 1 cm? del aislamiento de S. rolfsii
purificado, todo este proceso se realizd dentro de
la cdmara de flujo laminar.

Disefio experimental y tratamientos evaluados

Se utiliz6 el disefio experimental de bloques
al azar, con los siguientes medios de cultivo

constituidos por extractos de: T1-yerba mora; T»-
orégano; Ts-mastranto; Ts-algodén de seda; Ts-
cundeamor; Te-tapara; Tr-tarantan; Tg-neem; To-
mata raton y Tio-medio PDA (tratamiento
testigo). De cada uno de los medios se emplearon
cuatro repeticiones, para un total de 40 unidades
experimentales, constituidas por 10 placas por
extracto a evaluar.

Evaluacion de los tratamientos y variables
cuantificadas

Las mediciones del diametro y el érea
colonizada del aislamiento de S. rolfsii, se
realizaron cuatro dias después de la siembra,
cuando el crecimiento de la colonia del
fitopatdgeno en el tratamiento testigo cubri
totalmente la placa de Petri. El conteo de los
esclerocios producidos se realizd a los 16 dias
después de la siembra (Pérez-Moreno et al.
2009). Las placas fueron inspeccionadas
diariamente para identificar el momento de inicio
de la formacién de esclerocios en cada medio
evaluado. De forma aleatoria, se seleccionaron
dos placas por repeticion de cada uno de los
medios y se cuantific6 diariamente hasta el
cuarto dia después de la siembra, para obtener el
area de crecimiento de la colonia de S. rolfsii y
determinar la forma de la curva y la tasa de
crecimiento en cada uno de los tratamientos; con
los valores promedios diarios, se calcularon las
respectivas ecuaciones de regresion.

Previo al analisis de varianza (ANAVA), los
datos obtenidos de las variables diametro y area
de la colonia, asi como la produccion de
esclerocios por centimetro cuadrado del area de
la placa de Petri, fueron examinados inicialmente
por la prueba de Bartlett para homogeneidad de
varianza. No se detectdé homogeneidad de
varianza en el ndmero de esclerocios formados
por centimetro cuadrado, por lo que estos valores
fueron transformados en raiz cuadrada méas uno,
por ser una variable discreta discontinua y luego
se realiz6 el ANAVA. Se efectud el andlisis de
correlacion de Pearson a 5% de probabilidad para
medir el grado de asociacion entre las variables
respuestas didmetro y area de la colonia de S.
rolfsii. Los valores promedios de las variables
didmetro y area de la colonia flngica, asi como la
produccion de esclerocios, fueron comparadas
por la prueba de Scott & Knott a 5% de
probabilidad. El manejo estadistico de las
variables cuantificadas se realizé por el software
ASSISTAT version 7.7 (Silva y Azevedo 2016).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los ajustes de las regresiones para el
crecimiento en area de S. rolfsii en los diferentes
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medios estudiados fueron de tipo cuadratico con
tasas de crecimiento negativas y positivas de
acuerdo con sus coeficientes de determinacion
(Fig. 1). De manera general, todas las tasas de
crecimiento de este aislamiento flngico en los
diferentes medios evaluados fueron inferiores al
testigo que correspondié al medio PDA, en los
cuatro primeros dias de realizada la siembra,
periodo cuando el crecimiento radial del
aislamiento fungico cubri6 toda el area de la
placa en el testigo.

Se pueden agrupar las tasas de crecimiento
del hongo por patrones de comportamiento,
tomando como referencia la tasa del testigo. Se
pueden distinguir tres patrones del aislamiento
fangico con relacion con los extractos vegetales
evaluados (Fig. 1), los cuales podrian depender
de la naturaleza y/o concentracion del ingrediente
quimico que promueve o inhibe el crecimiento
del aislamiento.

El primer patrdn de crecimiento corresponde
a las tasas positivas (yerba mora, orégano y
tapara), observandose inhibicion temprana del
crecimiento y posterior adaptacion del patdgeno
al medio, con excepcién de tapara donde el
efecto inhibitorio fue persistente, siendo estas
tasas de crecimiento menores al tratamiento
control (PDA), que presentd rapido crecimiento
desde el inicio de la siembra del aislamiento
fangico. Particularmente, para el caso del medio
elaborado con la pulpa de la tapara (Fig. 1A) se
constata incremento del crecimiento de S. rolfsii
a partir del segundo dia, distinto de la yerba mora
y del orégano, cuyo incremento comenzd el
primer dia; ambos medios se ubican de forma
intermedia entre el tratamiento control y el medio
elaborado con tapara.

El segundo patrén corresponde a las tasas
negativas de mastranto, tarantan y neem (forma
céncava), menores en magnitud a la tasa del
testigo, el cual consiste en un rapido crecimiento
inicial del patdgeno combinado con posterior
disminucién agresiva del ritmo de crecimiento,
con punto de maximo crecimiento entre los dos y
tres dias (Fig. 1B); mientras que, en las curvas
con tasas positivas (forma convexa), siendo el
caso de los extractos elaborados con yerba mora,
Oorégano y tapara, el crecimiento inicial fue
lento y posteriormente su tasa de crecimiento
aumentd de forma significativa. Es posible que,
tal como lo sefialan Lorenzo y Gonzalez (2010),
los valores inhibitorios de los metabolitos de
estas plantas varien en funcién de las condiciones
ambientales, 6rganos de la planta y pasen a
niveles de baja concentracion y, por tanto,
regulen el efecto sobre los hongos, condicién que
permite se refuerce y extienda la infeccién de los

fitopatdgenos involucrados.

En términos bioldgicos, se podria sefialar que
en los extractos donde el hongo presentd tasa
positiva (yerba mora, orégano y tapara) podria
existir algin metabolito proveniente del extracto
de la planta evaluada, que restringié6 el
crecimiento inicial del hongo durante los dos
primeros dias y, posteriormente, ocurrid
adaptacion del hongo al medio de cultivo,
contrario a los observado en los medios con tasas
negativas, donde esos metabolitos no existen
(PDA) o, si existen, no afectan el desarrollo del
patdgeno fungico en los primeros dos dias de
crecimiento, y es a partir del cuarto dia cuando se
presenta la disminucién del crecimiento del
micelio fangico en la placa; otra posibilidad, para
explicar ese comportamiento, es que ocurra por
acumulacién y toxicidad de ese metabolito en el
micelio del fitopatdgeno. En este sentido,
Marcano y Hasegawa (2002) indican que los
efectos fungistaticos y fungicidas estan
relacionados con los diferentes metabolitos
secundarios presentes en las plantas, en mayor o
menor grado. Por otro lado, es pertinente
destacar que al igual que ciertos metabolitos
causan la muerte de algunos microorganismos,
también existen otros patégenos que son capaces
de sobrevivir y, por tanto, adaptarse (Shivanna y
Mallikarjunaswamy 2009).

El tercer patron de crecimiento corresponde a
las tasas negativas menores en magnitud a la tasa
del testigo (algod6n de seda, cundeamor y mata
ratén), el cual de manera similar que el anterior
patron de comportamiento presenta rapido
crecimiento inicial del patégeno, pero combinado
con disminucion gradualmente lenta (casi
estacionaria) del ritmo de crecimiento, con punto
de inflexiobn en algunos casos dificil de
identificar (cundeamor y mata raton). De manera
similar en la Figura 1C, se puede constatar que
estos medios presentaron los menores valores
numéricos en las tasas y lento crecimiento en el
tiempo. De esta forma es importante resaltar que
el area colonizada de la placa de Petri, para estos
altimos medios, el mayor de ellos, algodén de
seda, no logré colonizar ni 30 cm? del area de la
placa. En el analisis de varianza de las variables
cuantificadas, relacionadas al diametro (DI) y
area (AR) de la colonia flingica, asi como
también la produccion de esclerocios/cm? (Tabla
1), se constatd efecto significativo de los medios
por la prueba de F. El diametro de la colonia y la
formacion de esclerocios lo fueron a 1% de
probabilidad, mientras que para el area de
crecimiento lo fue a 5%. Por otro lado, el analisis
de correlacién de Pearson a 5% de probabilidad
entre las variables respuestas didmetro y area del
aislamiento de S. rolfsii, mostré efecto positivo y
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significativo (r = 0,98**). Este Gltimo resultado dos variables puede explicar de forma
permite consolidar que cuando se cuantifique el satisfactoria el efecto de extracto sobre el
area o el diametro de la colonia, cualquiera de las desarrollo del aislamiento.
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Figura 1. Ecuaciones de regresion para los crecimientos radiales en los diferentes medios con extractos vegetales.
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Tabla 1. Resumen del analisis de varianza de las variables diametro (DIA), area de crecimiento (ACR) y formacion de
esclerocios/cm? de la colonia flingica (ESC) de S. rolfsii, en los diferentes tratamientos evaluados.

Cuadrados medios

FVvV GL
DIA ACR ESCt
Medios 9 22,92** 1320,95* 2,15%*
Bloques 3 2,37* 118,22* 0,008Ns
Error 27 0,62 33,05 0,005
CV (%) 15,00 18,62 4,53

CV: Coeficiente de variacion;* y ** significativos por la prueba de F a 5 y 1% de probabilidad. {Valores transformados en raiz de

X+1

La comparacion de los promedios por la
prueba de Scott & Knott al 5% de probabilidad
para las variables didmetro, &rea de la colonia de

—_
<

a
1 00 a
.

Didmetro de la colonia (cm)

S = R W B v -1 8 D
N

S. rolfsii y produccion de esclerocios por cm? de
la placa de Petri de los medios de cultivo estan
indicadas en la Figura 2.

A

Area de la colonia (cm?)

« 3.5 1 a
E 3.0 4 331 C
32,5 1
E 2.0 4
E 1,5 4
§ 1.0 4
=0,5 -
0.0
- o & oo >
FEFSTSHT SRS
& & 000 & < &
¢,
»

Extractos

Figura 2. Comparacion de los valores promedios por la prueba de Scott-Knott al 5%, medias seguidas de la misma letra
no difieren estadisticamente para las variables Didmetro de la colonia (A), Area colonizada (B) y Nimero de esclerocios

por cm? (C), de S. rolfsii en los diferentes medios evaluados.
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En cuanto al didametro (Fig. 2A) se puede
sefialar que los mayores didmetros estan
asociados a los tratamientos que correspondieron
al PDA, o medio testigo y con base en mastranto,
ambos similares entre si y diferentes de los
demés. En orden creciente de eficiencia al
reducir progresivamente el diametro de la colonia
le contindia el grupo formado por los medios con
base en yerba mora, tarantan y algodén de seda,
semejantes entre si y estadisticamente distintos
de los otros medios; le contindan en ese mismo
orden de eficiencia los medios orégano y neem,
idénticos entre si y diferentes de los demas. En
penaltimo lugar se posicionaron los medios mata
ratén y cundeamor, similares entre si y diferentes
de los demas y por Gltimo se ubico el medio de
tapara, que presentd el menor didmetro de la
colonia S. rolfsii, diferente de los demas
tratamientos; en otras palabras, demostrd la

PDA

CUNDEAMOR

TAPARA

OREGANO

TARANTAN

mejor eficiencia en disminuir el didmetro de la
colonia de S. rolfsii.

Con relacion a la variable &rea de la colonia
fangica (Fig. 2B), todos los tratamientos difieren
del tratamiento testigo que corresponde al medio
de cultivo de PDA. En orden creciente de
efectividad al disminuir el area colonizada por el
hongo en la capsula de Petri, se ubican los
medios de mastranto y tarantan, diferentes entre
si y de los otros medios evaluados. Continuando
en eficiencia, se ubican los medios de yerba
mora, orégano, algodén de seda y neem,
similares entre si y diferentes de los demaés.
Como ultimo grupo de medios se localizan el de
cundeamor, tapara y mata ratén que presentan la
menor area colonizada de la placa, similares
entre si y diferentes de los demas medios (Fig.
3).

ALGODON DE
SEDA

MASTRANTO

MATA RATON

NEEM

Figura 3. Crecimiento micelial de S. rolfsii en los diferentes medios evaluados.

Flores et al. (2014) mostraron en su
investigacion que los extractos de neem, orégano,
cundeamor y mata raton inhibieron el
crecimiento micelial de S. rolfsii, durante los
primeros tres dias posteriores a la siembra
fangica, cuando utilizé la concentracion de 277
g/L. Observaron crecimiento micelial en
didmetro hasta el quinto dia, con valores
inferiores (1,12; 0,90; 0,71 y 0,96 cm) a los
reportados en esta investigacién, posiblemente
esta discrepancia se deba a la concentracion
utilizada de los extractos; sin embargo, los
resultados en ambas investigaciones concuerdan
en que los menores didmetros de crecimientos
fueron logrados en los medios elaborados con
éstos extractos en comparacion con el resto de
los tratamientos. ElI menor crecimiento de la

colonia de S. rolfsii, tanto en didmetro como en
area, fue obtenido en el medio elaborado con la
pulpa de la tapara. Tal comportamiento podria
ser explicado por lo sefialado por Espitia-Baena
et al. (2011), quienes evaluaron la especie
Crescienta cujete y determinaron, en el epicarpio
del fruto de dicha especie, la presencia de
flavonoides, esteroides y triterpenos con efectos
antifngicos y bactericidas; por otro lado, Nava-
Pérez et al. (2012), le atribuyen a los terpenos,
ademas de actividad insecticida y acaricida, la
propiedad de inhibir el crecimiento flngico.De
forma general, se puede atribuir que la inhibicién
del crecimiento micelial exhibida por los
extractos se debe a la presencia de algunos de
estos metabolitos, pudiéndose resaltar los
flavonoides que son, segiin Al Salch (1997), un
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grupo de compuestos de amplio rango de
actividad bioldgica. De manera similar, es
relatado que extractos de la planta de cundeamor
poseen sustancias bioactivas como alcaloides,
flavonoides, saponinas, glucosidos, azlcares
reductores, resinas, constituyentes fenolicos,
aceite fijo y acidos libres (Chandravadana et al.
1997). Por otra parte, Pernia et al. (2001) le
atribuyen a los compuestos fenolicos, la
inhibicién en el crecimiento y desarrollo de
hongos fitopatdgenos cultivados en condiciones
in vitro. De esta forma, se podria explicar el
efecto inhibitorio del cundeamor sobre el
crecimiento de la colonia de S. rolfsii.

Asi mismo, Nifio et al. (2007), relataron la
existencia de actividad inhibitoria de varios
extractos, entre ellos cundeamor contra Fusarium
sp., demostrando que algunos agentes protectores
o0 inductores de resistencia por su actividad como
anti fangico, estan vinculadas a las cumarinas,
compuestos fendlicos, flavonoides, saponinas y
quinonas. De manera similar, Puente et al. (2003)
constataron que el crecimiento y desarrollo de las
colonias de R. solani es fuertemente reducido por
el potencial antifungoso mostrado por cundeamor
entre otras especies evaluadas, reportando
crecimiento en diametro de 3,4 cm; este valor
esta por encima al obtenido en esta investigacion.
Castro (2014), al evaluar in vitro, la accién
antifingica de extractos vegetales de cinco
plantas, frente a tres hongos patdgenos entre ellos
Fusarium spp., determiné que al emplear la dosis
minima del 25% de concentracion, los extractos
de moringa, caisimén y cundeamor manifestaron
niveles de inhibicién, entre el 25 al 75% a los
tres dias para los hongos estudiados. Por otro
lado, Alvarado et al. (2011) estudiaron extractos
etandlicos de orégano y neem en el control de S.
rolfsii y S. cepivorum, reportando inhibicién de
71,4% con respecto al testigo. En contraste, S.
rolfsii crecido 100% en aquellos tratamientos con
neem. Asi mismo, indican que en el extracto de
neem al 2,25%, S. rolfsii produjo un micelio
aéreo abundante, blanco, de apariencia
algodonosa, de rapido  crecimiento y
colonizacion, comportamiento similar se obtuvo
en el presente ensayo (Fig. 3). De esta forma se
puede afirmar que esta planta pudiera poseer uno
0 mas metabolitos secundarios que estimulan el
desarrollo de algunos hongos. En este estudio no
se evalud la presencia de grupos de familias
quimicas, lo que impide inferir, cuando se
compara con otros autores, a cual o cuales de
estos metabolitos podrian atribuirse la actividad
antiflngica.

Bajo la misma idea, Bolivar et al. (2009)
determinaron el efecto de la aplicacion de los
extractos etandlicos (EE) de hojas de neem,

algodén de seda, orégano, mata ratén, entre
otros, en el control de antracnosis en mango,
reportando que el EE del orégano y neem,
homogenizados en el medio, causaron la mayor

disminucion del crecimiento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides. Los EE de
orégano y mata raton fueron los mejores

tratamientos de postcosecha, ya que provocaron
reduccion del porcentaje de enfermedad del
orden de 37 y 33% respectivamente, en los frutos
de mango.

Con relacion a la variable esclerocios/cm? con
sus valores transformados en raiz cuadrada (Fig.
2C), se constaté que el medio de yerba mora
presentd el mayor nimero de esclerocios/cm?
siendo estadisticamente diferente a los demas. En
orden creciente de eficiencia en disminuir el
nimero de esclerocios producidos le sigue el
medio con PDA, utilizado como testigo, cuyo
valor es estadisticamente diferente de los demas;
le continGtan los medios elaborados con
mastranto, tarantan, neem y orégano, los cuales
son diferente entre si y, finalmente, se ubican los
medios algodén de seda, cundeamor, tapara y
mata raton que presentan la menor cantidad de
esclerocios, siendo similares entre si.

Los hallazgos de esta investigacion muestran
que los valores promedios de las variables
cuantificadas en los medios con base en tapara,
mata raton y cundeamor presentan los menores
promedios en crecimiento tanto en didmetro
como en area, cabe mencionar que los valores de
esos medios en relacion a la produccion de
esclerocios (Fig. 2C) presentan el valor de 1; sin
embargo, es conveniente sefialar que sus valores
sin transformar corresponden a cero de
produccion de esclerocios. Potencialmente, ellos
representan la primera opcién en la seleccion de
un extracto de planta con potencial para inhibir el
crecimiento y formacion de estructuras de
resistencia de S. rolfsii. Una segunda alternativa
vélida podria constituirse con los extractos de
algodén de seda, orégano, neem Yy tarantan,
aunque presentan valores intermedios de
crecimiento tanto en didmetro como en area de la
colonia fungica; particularmente, el algodon de
seda inhibe totalmente la produccion de
esclerocios mientras que orégano, neem y
tarantan presentan disminucidn significativa en la
produccién de ellos.Yerba mora y mastranto de
manera general, tuvieron poca o casi ninguna
eficiencia en el control in vitro de S. rolfsii, llegd
a darse el caso en que yerba mora supera al
testigo en produccién de esclerocios y sus
valores en disminucion del crecimiento no fueron
de apreciable importancia. Los resultados
obtenidos, para el medio de yerba mora, revelan
como una opcién valida para inducir a la
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produccién de esclerocios. Tal comportamiento
sugiere la presencia de un compuesto quimico
que, aunque afecta medianamente el crecimiento
de la colonia fangica, también estimula Ila
produccién de esclerocios, Asi mismo, en la
Figura 4, donde se observa el momento de inicio
de la produccion de esclerocios se ratifica el
anterior planteamiento, para el medio de yerba
mora sobre la produccion de esclerocios, la cual

se inicia cronoldégicamente de manera idéntica
con el testigo. Por otro lado, en los medios
elaborados con tarantan, mastranto y orégano,
comienza la produccidn a los siete, ocho y nueve
dias, respectivamente, de esclerocios, después de
iniciado el ensayo, mientras que el medio de
cultivo hecho con neem, retrasa la produccién de
esclerocios nueve dias, en comparacién al
testigo.

Presencia de esclerocios
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Figura 4. Momentos de inicio de la produccidn de esclerocios de S. rolfsii después de la siembra del aislamiento en los

diferentes medios de cultivos.

El crecimiento de la colonia de S. rolfsii en
los medios elaborados con extractos con base en
orégano y neem fue semejante al reportado por
Alvarado et al. (2011), esto demuestra que en
relacion a la formaciéon de esclerocios, los
tratamientos donde se involucré6 el neem
duplicaron el nimero de dias, en relacién al
testigo para que se iniciara la formacion de los
esclerocios, la cual ocurrio a los 10 dias de
sembrado en el medio. Por otro lado, también se
observaron mayores retrasos a 25 dias, asi como
también, menor cantidad de esclerocios en el
medio con extracto de orégano, postergando su
formacion en 5 y 12 dias, cuando se utilizaron
diferentes concentraciones.

Alcala et al. (2005) sefialan que la
informacion referida al promedio de esclerocios
maduros a los 21 dias del experimento, refleja un
menor ndmero de ellos en los tratamientos ajo,
neem y benomil en comparacion con el testigo
(27,6; 49,3; 68,3 vs 143,5 esclerocios). Asi
mismo, Flores et al. (2014) indican que lo
referente a la formacion de estructuras de
reproduccion, los extractos de yuquilla y mata
ratén, fueron més efectivos en el control de S.

rolfsii. Resultados similares al presente estudio,
fueron relatados por Faria et al. (2009) quienes
describen la actividad fungitdxica de la planta de
cundeamor,  cuando  utilizaron  extractos
hidroetandlicos y acuosos in vitro y lograron
inhibir en 100% la produccioén de esclerocios de
S. rolfsii, por un periodo de 0 a 7 dias. De igual
manera, realizaron ensayos in vivo, concluyendo
que el extracto hidroetandlico, al aplicarse a los 6
y 3 dias antes de la siembra, de manera
preventiva, redujo en 74% la incidencia de la
enfermedad.

Los esclerocios constituyen las estructuras de

resistencia que le permiten a los hongos
fitopatdgenos sobrevivir 'y reproducirse, Yy
representan el indculo de importancia

epidemioldgica de la enfermedad, de esta manera
al emplear la estrategia de control con aplicacién
del extracto de cundeamor, mata raton, tapara y
algodén de seda se podria romper el ciclo
biolédgico de S. rolfsii en el campo y, en
consecuencia, disminuir la incidencia y severidad
de la enfermedad. Por otro lado, hay que destacar
el comportamiento del fitopatgeno en el
tratamiento con el extracto de yerba mora donde
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se observé abundante produccién de esclerocios;
esta respuesta podria deberse a un mecanismo de
sobrevivencia del hongo por la presencia de
metabolitos secundarios en su sustrato de
crecimiento. El fitopatdgeno utiliza su energia,
por una parte, al elevar el potencial de in6culo
con la formacién de abundante nimero de
esclerocios, y por la otra parte, al desarrollar su
habilidad saprofitica de producir micelio vy
abundantes estructuras de resistencia para
garantizar su sobrevivencia (Baker 1987); o
desde el punto de vista fisiolégico, responder a
las defensas quimicas de la planta hospedera por
medio de genes que los ayudan a evitarlas,
degradarlas y/o que puedan alterar su fisiologia
(Agrios 2005).

La disminucién en el crecimiento de la
colonia fangica y/o disminucion o ausencia de
produccion de esclerocios in vitro lograda en los
medios con tapara, mata ratén y cundeamor,
desde el punto de vista bioldgico para esta
especie de fitopatogeno, redundaria en beneficio
para la gran cantidad de cultivos que son
afectados por S. rolfsii. Los resultados obtenidos
en condiciones de laboratorio sugieren la
necesidad de proseguir con la investigacion adn
en condiciones controladas, en esta ocasion
utilizar especies vegetales susceptibles a S. rolfsii
en suelos con diferentes concentraciones de
esclerocios y la aplicacion conjunta de los
extractos de plantas que presentaron los mejores
resultados en esta investigacion

CONCLUSIONES

Los extractos de tapara, mata raton y
cundeamor inhibieron significativamente el
crecimiento in vitro de la colonia de Sclerotium
rolfsii y, de manera similar, no permitieron la
produccién de esclerocios.

El extracto de yerba mora, en condiciones de
laboratorio, favorecid6 de manera profusa la
produccién de esclerocios.
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