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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el efecto inhibidor del crecimiento micelial de extractos acuosos de plantas, se realiza-
ron dos experimentos. En el primero, se evalué mataraton (Gliricidia sepium), tarantan (Senna reticulata), piion
(Jatropa curcas) y cundeamor (Momordica charantia) sobre el crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides; en
el segundo se evalud tarantan, piidén, cundeamor y la pulpa del fruto de tapara (Crescentia cujete) sobre el cre-
cimiento de Fusarium sp. Los medios se esterilizaron en autoclave. Las soluciones extracto-medio de cultivo se
vertieron en capsulas de Petri estériles. Los aislamientos se sembraron en el centro de las placas, con un disco
de 1 cm? del aislamiento de C. gloeosporioides o Fusarium sp., cultivados en medio PDA. Se utilizaron disefios
experimentales completamente aleatorios con nueve tratamientos, tres repeticiones para el primer ensayo; cinco
tratamientos y cuatro repeticiones en el segundo ensayo, y tres placas por unidad experimental en ambos. Las
evaluaciones del area del halo de inhibicion se efectuaron a las 24, 48 y 72 h después de instalacion de los en-
sayos. Se realiz6 analisis de varianza y los promedios fueron comparados por Tukey a 5% de probabilidad. En
el primer ensayo solo tarantan redujo en 9,94 y 11,46 % el crecimiento micelial de C. gloeosporioides, en las dos
concentraciones evaluadas; mientras en el segundo ensayo, tapara, pifidon, cundeamor y tarantan, redujeron el
crecimiento de Fusarium sp, en 2,54; 13,36; 52,21 y 54,58 % en relacion al testigo. Los resultados muestran la
potencialidad de extractos acuosos en el control de enfermedades de plantas.

Palabras clave: bioensayos, control de hongos, extractos vegetales.

Evaluation of aqueous extracts on the in vitro growth of Colletotrichum
gloeosporioides Penz. and Fusarium sp.

ABSTRACT

In order to evaluate the inhibitory effect of aqueous plant extracts on mycelial growth, two experiments were car-
ried out. In the first, mataratén (Gliricidia sepium), tarantan (Senna reticulata), pifion (Jatropa curcas) and cunde-
amor (Momordica charantia) were evaluated on the growth of Colletotrichum gloeosporioides; in the second es-
say, tarantan, pifién, cundeamor and the pulp of the tapara (Crescentia cujete) fruit were evaluated on the growth
of Fusarium sp. The media was sterilized in an autoclave. The isolates were sown in the center of the plates, with
a 1 cm? disc of the isolation of C. gloeosporioides or Fusarium sp., grown in PDA medium. Completely random-
ized experimental designs were used. The firs essay counted with 10 treatments and three repetitions; while the
second essay counted with four treatments and four repetitions. In both cases three plaques per experimental unit
were used. The evaluations of the area of the inhibition halo were realized at 24, 48 and 72 h after the installation
of the tests. Analysis of variance was performed and the medias were compared by Tukey at 5% probability. In the
first trial, only tarantan reduced the mycelial growth of C. gloeosporioides in 8,08 and 9,63%, in the two concentra-
tions evaluated; while in the second trial, tapara, pifién, cundeamor and tarantan, reduced the growth of Fusarium
sp, in 2.54; 13.36; 52.21 and 54.58% in relation to the control. The results show the potential of aqueous extracts
in the control of plant diseases.
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INTRODUCCION

Los hongos constituyen el grupo mas importan-
te entre los agentes causales de tipo infectivo
que provocan enfermedades en las plantas. El
numero exacto de hongos fitopatégenos se des-
conoce, pero se estima en por lo menos diez mil
especies, pertenecientes a diversas categorias
taxondmicas (Agrios 2004).

Entre las enfermedades de mayor impacto cau-
sadas por hongos se encuentra la antracnosis
por Colletotrichum gloeosporioides Penz. Esta
enfermedad afecta cultivos como: la fresa, el
mango, la lechosa, el aguacate, el limén y el pla-
tano (Landero et al. 2013), entre otras plantas;
de manera similar, la marchitez vascular del to-
mate y otras solanaceas, causada por Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, se encuentra dis-
tribuida en el mundo, donde causa devastacio-
nes de importancia econémica en el cultivo de
tomate. Ambos patdgenos, producen pérdidas
significativas en las plantaciones, aun con el uso
de agroquimicos convencionales; por lo que, es
pertinente elaborar nuevas estrategias de con-
trol con productos alternativos para minimizar la
reduccion de los rendimientos; asi como, dismi-
nuir los costos de control y evitar el surgimien-
to de resistencia a los agroquimicos (Gonzalez
2006).

En la agricultura, estrategias de control que
produzcan menor impacto ambiental pueden
limitar las pérdidas causadas por hongos fito-
patégenos; es decir, proteger a los cultivos con
bioproductos menos dafiinos y degradables, con
menor contaminacién al medio ambiente (Pareja
et al. 2000; Puente et al. 2003); por otro lado,
en humanos se disminuiria la alta incidencia de
enfermedades y presencia de diversos cuadros
clinicos por intoxicacion o elevados niveles de
agroquimicos en las cosechas (Tagliaferro et al.
2005).

Entre las alternativas para el control de proble-
mas fitosanitarios que se inserten en el desa-
rrollo de agrosistemas sostenibles, esta el uso
de extractos de plantas. Estos extractos actuan
como reguladores del desarrollo de los patége-
nos y se pueden incluir en un manejo integrado
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de cultivos, sin alterar el equilibrio del siste-
ma (Guevara et al. 2000; Rondén et al. 2006;
Landero et al. 2013). El efecto fungistatico o
fungicida de extractos de plantas cultivadas
o silvestres ha sido demostrado para diversos
patosistemas (Flores et al. 2014; Guevara et al.
2000; Lépez et al. 2006; Ronddn et al. 2006).

Los extractos son productos a base de sustan-
cias producidas por las plantas, que potencian
la fortaleza de los cultivos; asi como también,
son capaces de suprimir el patdgeno. Su efi-
cacia depende de diversos factores y no todos
los patdégenos son controlados totalmente; por
lo tanto, los resultados son variables, en funcion
del estado fisioldgico del cultivo, las condiciones
de extraccion, la calidad de la planta de la cual
se extrae, entre otros. Estas sustancias favo-
recen mecanismos de defensa de las plantas,
refuerzan la pared celular, con sustancias inhibi-
doras de los patégenos, sobre todo en condicio-
nes de estrés, como falta de agua o nutrimentos,
ataques fuertes de insectos (Rosello 2001). Los
extractos pueden ser obtenidos a partir de: pu-
rines fermentados o en fermentacion, infusion,
decoccién y maceracion (Rosello 2001).

Como parte del metabolismo, las plantas produ-
cen diversidad de compuestos organicos, de los
cuales la mayoria no parece tener participacion
directa en su crecimiento y desarrollo. A estos
compuestos se les conoce como metabolitos
secundarios y sus propiedades quimicas se han
investigado ampliamente desde mediados del
siglo XIX (Croteau et al. 2000). La actividad anti-
microbiana de los extractos de plantas esta aso-
ciada a la presencia de metabolitos secundarios
(Croteau et al. 2000). Como ejemplo, la fraccién
fenodlica de aceites esenciales de varias plantas
aromaticas muestra ser toxica contra Fusarium
moniliforme, Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum y Phytophthora capsici (Muller-
Riebau et al. 1995).

Se estima que en el mundo existen entre 310.000
y 422.000 especies de plantas, encontrandose
en los bosques tropicales cerca de 125.000 de
estas. De acuerdo a esta vasta diversidad, es
sefialada la existencia de especies vegetales
con propiedades de interés para la investigacion
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e identificacion de nuevos productos; aunque se
calcula, que menos del 10 % de las plantas han
sido evaluadas en la busqueda de actividad bio-
I6gica (Harvey 2000).

En Venezuela existe gran cantidad de especies
de plantas (Vélez et al. 1980); en razén de ello,
las investigaciones estan orientadas a detectar
los efectos de sustancias, producto del metabo-
lismo secundario, sobre los hongos y otros pato-
genos. En tal sentido, el objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto inhibidor de extractos acuo-
sos de plantas sobre el crecimiento micelial de
C. gloeosporioides Penz y Fusarium sp.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion de los experimentos

Los ensayos se realizaron en condiciones
de laboratorio en la Clinica Universitaria de
Diagnostico  Agricola (CUDA), adscrita al
Postgrado de Agricultura Tropical, ubicada en
el Campus de Juanico del Nucleo Monagas
de la Universidad de Oriente, Maturin, estado
Monagas, Venezuela.

Aislamientos fungicos

El aislamiento de C. gloeosporioides se obtuvo
de frutos de platano (Musa paradisiaca L.), en
medio PDA. La incubacion se realizé durante 15
dias con alternancia de 12 h de luz y 12 h de os-
curidad. Para obtener cultivos puros del hongo,
los aislamientos se replicaron y purificaron en
medio PDA. Las colonias y cuerpos fructiferos
fueron examinados en un microscopio estereos-
copico Cambridge Instrument, modelo 745 L.
Las esporas se examinaron en un microscopio
Leitz Dialux 20 EB (x100; x200 y x400) con el
objetivo de ser caracterizadas e identificadas
segun Barnett y Hunter (1998). Con el aisla-
miento se procedid a verificar los postulados de
Koch. El aislamiento de Fusarium sp., se obtuvo
de la micoteca de la CUDA.

Tratamientos, diseino
experimental

bioensayos y
Ensayo 1

Se utilizaron extractos obtenidos de cuatro espe-
cies, correspondientes a cundeamor (Momordica

163

charantia L.), pindn (Jatropha curcas L.), tarantan
[Senna reticulata (Willd.) Irwin & Barneby] y ma-
taraton [Gliricidia sepium (Jacq.) Walp]; estas se
recolectaron en el municipio Cedefio del estado
Monagas. Muestras de 0,5 kg de hojas, por cada
especie, se seleccionaron en relacién a las con-
diciones fisicas y sanitarias del material vegetal.
Cada muestra se lavo con agua corriente por 5
min y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Con el uso de las hojas, las concentraciones de
los extractos se prepararon el mismo dia del en-
sayo. Estas se pesaron y licuaron en 100 mL de
agua destilada en las proporciones de 20 y 30
g de cada muestra. Una vez lograda la homo-
geneidad del material, se pasaron por un tamiz
de 200 mallas; luego se filtraron mediante dos
capas de gasa para obtener el sumo de cada
planta. Los extractos se envasaron e identifica-
ron y en cada uno se prepararon con 200 g de
tubérculos de papa (S. tuberosum L.). La decoc-
cion de la papa con cada uno de los extractos
se filtr6 a través de dos capas de gasa (Rivero
et al. 2013).

La preparacion de los medios para realizar los
bioensayos se efectud con la colocacién en un
Erlenmeyer de 2 L, medio litro de agua prove-
niente de la decoccién de la papa con cada uno
de los extractos de las plantas. Se le adicionaron
20 g de dextrosa 'y 15 g de agar y se completo el
volumen a 1 L con agua destilada. El Erlenmeyer
con su contenido se mantuvo en agitacion cons-
tante y a latemperatura de 80 = 2°C, en un calen-
tador-agitador Orbital PC-351, hasta la completa
homogenizacion. Posteriormente, se esterilizd
en una autoclave Market Forge por 15 min, a 15
psi y 121°C (Rivero et al. 2013). Las soluciones
extracto-medio de cultivo se vertieron en capsu-
las de Petri estériles en condiciones de camaras
de flujo laminar; luego sembradas, en el centro
de cada una de estas, con un disco de 1 cm? del
aislamiento de C. gloeosporioides cultivado en
medio PDA.

El experimento consté de nueve tratamientos,
representados por cada uno de los extractos de
las cuatro especies estudiadas, en dos concen-
traciones, mas el testigo, agua destilada esté-
ril. La unidad experimental estuvo constituida
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de tres capsulas de Petri, con tres repeticiones,
para un total de 81 placas. El disefio experimen-
tal fue completamente aleatorio. Los resultados
obtenidos se evaluaron mediante el analisis de
varianza y las medias se compararon por la
prueba de Tukey al 5% de probabilidad.

Ensayo 2

Se evaluaron extractos obtenidos de plantas de
cundeamor (M. charantia L.), pifidn (J. curcas L),
tarantan [S. reticulata (Willd.) Irwin & Barneby]
y tapara (Crescentia cujete L.). Las plantas se
recolectaron en diferentes areas del municipio
Maturin del estado Monagas.

Las muestras vegetales se lavaron y desinfecta-
ron con una solucion de cloro comercial al 10%,
para eliminar las impurezas de la superficie del
material. Se pesaron 30 g de hojas de cundea-
mor, piion y Tarantan y 30 g del contenido del
fruto de la tapara; cada uno se disolvié en 500
mL de agua estéril y se licué. Una vez lograda
la homogeneidad del material, se pasaron en
un tamiz de 200 mallas. Seguidamente se filtra-
ron mediante dos capas de gasa para obtener
el sumo de cada planta. Cada extracto fue en-
vasado e identificado y, en este, se prepararon
los 200 g de papa. La decoccién de la papa con
cada uno de los extractos fue filtrada en dos
capas de gasa (Rivero et al. 2013).

La preparacion de los medios para los bioen-
sayos, se efectudé colocando en un Erlenmeyer
de 2 L, el medio litro de agua proveniente de la
decoccion de la papa, se le agregd los 20 g de
dextrosa y 15 g de agar. Se completé el volumen
a 1 L con agua destilada. El Erlenmeyer con su
contenido se mantuvo en agitacion constante a
la temperatura de 60°C + 2°C, en un calentador-
agitador Orbital PC-351, hasta la completa ho-
mogenizacion. Luego se esterilizaron en una
autoclave Market Forge, por 15 min, a 15 psi y
121°C (Rivero et al. 2013). Las soluciones extrac-
to-medio de cultivo fueron vertidas en capsulas
de Petri estériles, en condiciones de camaras
de flujo laminar. Seguidamente, sembradas en
el centro de cada una de estas con un disco de
1 cm? del aislamiento de Fusarium sp., cultivado
en medio PDA.
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El experimento se realizd con cinco tratamien-
tos, cuatro repeticiones y la unidad experimental
constituida por tres capsulas de Petri. El disefio
experimental fue completamente aleatorio. Los
resultados se evaluaron mediante analisis de
varianza y los promedios de area colonizada en
las capsulas de Petri de la unidad experimental
se compararon por la prueba de Tukey al 5% de
probabilidad.

Para ambos ensayos, previo al analisis de varian-
za, las variables fueron exploradas por el soft-
ware Assistat version 7.7 (Silva y Azevedo 2016)
para las pruebas de normalidad de Shapiro Wilk
y la de homogeneidad de varianza de Bartlett y
los analisis estadisticos de los datos se realiza-
ron con el programa estadistico Infostat version
2017 (Di Rienzo et al. 2017).

Evaluaciones del crecimiento micelial

Para ambos ensayos, los aislamientos de C.
gloeosporioides y Fusarium sp se incubaron a
25+ 2°C, con régimen de iluminacién de 12 h de
luz y 12 h de oscuridad. La primera evaluacién
se realiz6 a las 48 horas de la transferencia del
disco micelio al medio de cultivo que contenia el
respectivo extracto. Las evaluaciones se conti-
nuaron hasta que el micelio del hongo cubrio el
medio de cultivo contenido en la capsula de Petri
del tratamiento testigo.

En el periodo de conducciéon de los ensayos se
midio6 el crecimiento radial de las colonias por el
reverso de las placas, con una regla milimetra-
da. Posteriormente se determind el area (cm?)
de crecimiento micelial de cada uno de los pato-
genos estudiados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo 1

El comportamiento de C. gloeosporioides en
los tratamientos con los extractos de mataraton,
cundeamor y pifdén, en sus dos concentracio-
nes, fue similar al del testigo. Al concluir el pe-
riodo de evaluaciones, el micelio habia cubierto
toda el area de la capsula de Petri. Caso distinto
se observd para el tarantan, donde el area de
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colonizacion del hongo no fue capaz de colo-
nizar todo el medio de cultivo contenido en la
capsula.

En el analisis de varianza (Cuadro 1) se constato
diferencias significativas por la prueba de F al 1%
de probabilidad para los tratamientos. La com-
paracion de medias de los mismos, por la prue-
ba de Tukey a 5% de probabilidad (Cuadro 2),
ubico los tratamientos en dos grupos. El primer
grupo formado por los extractos de Mataraton,
cundeamor, piidn en sus dos concentraciones
y el testigo; estos presentaron la mayor area co-
lonizada por el hongo, no hubo ninguna inhibi-
cion o retardo del crecimiento micelial. Desde el
punto de vista estadistico este grupo de extrac-
tos fueron similares entre si. El segundo grupo
estuvo formado por los tratamientos con el ex-
tracto de tarantan en sus dos concentraciones,
los cuales difieren estadisticamente del primer
grupo. Estos dos ultimos tratamientos presenta-
ron menor area colonizada por el patdégeno y no
difieren entre si. En ambas concentraciones el
area de colonizacién del patégeno fue menor.

En términos porcentuales los promedios de los
tratamientos evaluados (Cuadro 2) de los extrac-
tos de Mataraton, cundeamor y piidn no cau-
saron reduccion del crecimiento micelial porque
sus areas de inhibicién (cm?) fueron idénticas al
testigo; sin embargo, el tarantan en la concen-
tracion de 20 y 30 g de hojas/100 mL de agua
destilada redujo el area colonizada en 9,94 y
11,46 % en relacion al testigo, respectivamente.

Ensayo 2

Por medio del analisis de varianza (Cuadro 3)
se verifico diferencias de los tratamientos por la
prueba de F a 1% de probabilidad. Por la prueba

de Tukey a 5% de probabilidad (Cuadro 4) se ob-
serva que los tratamientos testigo y tapara pre-
sentaron las mayores areas de crecimiento mi-
celial de Fusarium sp y fueron estadisticamente
similares. En los demas medios-extractos pinon,
cundeamor y tarantan se constaté la reduccién
creciente del desarrollo micelial. El extracto de
piidn presentd menor area colonizada en rela-
cion al testigo y su comportamiento estadistico
difiere de los tratamientos con las mayores areas
de crecimiento del hongo Fusarium; caso similar
presentan los extractos-medios de cundeamor
y tarantan, que muestran las menores areas de
crecimiento micelial y difieren estadisticamente.

En valores de reduccion porcentual con relacion
al testigo, se observo que el extracto de tapara
redujo en 2,54 % el area colonizada en la cap-
sula de Petri, 13,36 % con el pifién, 52,21% con
el cundeamor y 58,54 % con relacion al tarantan
(Cuadro 4). Estos resultados muestran las parti-
culares bondades del cundeamor y del tarantan
al causar inhibicion del crecimiento del patdgeno
en mas de 50%. Se sugiere que estas dos espe-
cies vegetales deben evaluarse en condiciones
de campo, en mayores concentraciones de los
extractos evaluados para cuantificar el compor-
tamiento de las enfermedades causadas por C.
gloeosporioides 'y Fusarium sp. Estos fitopatdge-
nos producen pérdidas de importancia en varios
cultivos, en virtud de ello, la opcién de uso del
cundeamor y del tarantan en futuros ensayos de
campo abre la posibilidad de un nuevo horizon-
te de control de estas enfermedades, amigable
con el ambiente.

Es conocido que las plantas generan metabo-
litos secundarios a través de diferentes vias
metabdlicas, que le permiten crear compuestos

Cuadro 1. Andlisis de varianza de la variable area de crecimiento (cm?) de C. gloeosporioides
en los extractos-medio evaluados para dos concentraciones.

Fuente de Grados de
variacion libertad
Tratamientos 8
Error 18
CV (%)

Suma de

Cuadrados

cuadrados medios F
131,76 16,47 20,08**
14,84 0,82
1,87

**Significativo a 1 % de probabilidad por la Prueba de F.
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Cuadro 2. Areas de crecimiento (cm?) del aislamiento de C. gloeosporioides en los extractos-
medio evaluados para dos concentraciones y un testigo de agua destilada.

Tratamientos Area Reduccion en relacion al testigo
(cm?) (%)
Testigo (Agua destilada) 49,48 a -
Mataratén' [G. sepium (Jacq.) Walp] 49,48 a 0,0
Mataraton?[G. sepium (Jacq.) Walp] 4948 a 0,0
Cundeamor' (M. charantia L.) 49,48 a 0,0
Cundeamor? (M. charantia L.) 49,48 a 0,0
Pifon® (J. curcas L.) 49,48 a 0,0
Pifon2(J. curcas L.) 49,48 a 0,0
Tarantan' [S. reticulata (Willd.) Irwin & Barneby] 4456 b 9,94
Tarantan? [S. reticulata (Willd.) Irwin & Barneby] 43,81 b 11,46

"y 2concentraciones: 20g.100mL" y 30g.100mL"", respectivamente. Promedios con la misma letra son
estadisticamente iguales al 5 % de probabilidad por la prueba de Tukey.

Cuadro 3. Analisis de varianza de la variable area de crecimiento (cm?) del aislamiento de
Fusarium sp., en los extractos-medios evaluados.

Fuente de Grados de
variacion libertad
Tratamientos 4
Error 15
CV (%)

Suma de

Cuadrados

cuadrados medios F
3892,39 973,09 615,87
23,83 1,58
3,03

**Significativo a 1 % de probabilidad por la Prueba de F.

de naturaleza fungitéxica. Estos compuestos al
ser almacenados en los tejidos jovenes ejercen
funcién protectora; ademas, intervienen en los
mecanismos de defensa de las plantas frente a
diferentes patégenos, al actuar como biopestici-
das (Bravo et al. 2000). De acuerdo con su ori-
gen, forman tres grandes grupos: terpenoides,
compuestos fendlicos y alcaloides (Sepulveda et
al. 2003), que pueden ser fuentes importantes
de antifungicos (Gullino et al. 2000).

Marin-Corba (2005) sefiala en estudios fitoqui-
micos de hojas, cogollos y frutos de cundea-
mor, se encontraron dos alcaloides; uno es la
momordicina y el otro, aun no identificado, con
Rf. 0,098 y 5-Hidroxitriptamina; asi como tam-
bién la presencia de carantina, que es un fitoes-
terol no nitrogenado, el cual al ser hidrolizado
produce glucosa y un esterol. Por los resultados
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promisorios obtenidos en esta investigacion
para el cundeamor la presencia en el extracto
de alguno de los productos citados por Ospina
(2007) como existentes en las hojas posee el
efecto antifungico que disminuyen de forma sig-
nificativa el desarrollo del micelio de Fusarium
sp., en condiciones in vitro.

Mendoza et al. 2007; Hernandez-Castillo et al.
2008; Lopez-Elias et al. 2008; y recientemen-
te Landero et al. (2013) y Flores et al. (2014)
demostraron la potencialidad de extractos ve-
getales, sean acuosos, etandlicos o en otros
solventes organicos sobre la inhibicidn in vitro
e in vivo, respectivamente, el crecimiento mice-
lial, germinacion y esporulacion de patégenos
fungicos, bacterias y C. gloeosporioides. Los
resultados de esta investigacion, ratifican la po-
tencialidad de extractos acuosos de Tarantan
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Cuadro 4. Areas de crecimiento (cm2) del aislamiento de Fusarium sp. en los extractos-medios

evaluados.
Tratamientos Area Reduccion en relacion al testigo

(cm?) (%)

Testigo (Agua destilada) 55,75 a -
Tapara (C. cujete L.) 54,34 a 2,54
Pifon (J. curcas L.) 48,30 b 13,36
Cundeamor (M. charantia L.) 26,64 c 52,21
Tarantan [S. reticulata (Willd.) Irwin & Barneby] 23,11d 58,54

Promedios con la misma letra son estadisticamente iguales al 5 % de probabilidad por la prueba de

Tukey.

(S. reticulata) en inhibir el crecimiento micelial
de C. gloeosporiodes aislado de platanos y de
Fusarium sp., obtenido de plantulas de café; por
otro lado, se agrega que el extracto de cundea-
mor (M. charantia) inhibio el crecimiento micelial
de Fusarium sp.

CONCLUSIONES

Concentraciones de 20 y 30 g de hojas de
tarantan.100mL" de agua destilada inhibieron el
crecimiento micelial de C. gloeosporioides y de
Fusarium sp.

Los extractos acuosos de pifién, cundeamor y
tarantan a la concentraciéon de 30 g.100mL" de
agua destilada causaron inhibicion del creci-
miento micelial del aislamiento de Fusarium sp.
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