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Resumen

Los hongos fitopatogenos Fusarium spp. y Alternaria spp.,
provocan enfermedades vasculares que se manifiestan en tallos y
hojas, ocasionando lesiones que debilitan a la plantula hasta la
muerte. Son enfermedades de gran importancia en zonas donde
se cultiva pimiento morrén y otros cultivos de interés econdmico.
Actualmente sdlo pueden ser eficazmente controladas con
tratamientos quimicos. El objetivo de éste estudio fue determinar
el efecto inhibitorio del extracto etandlico de Chilcuague
(Heliopsis longipes L.) sobre el crecimiento radial de los hongos
Fusarium spp. y Alternaria spp. en condiciones in-vitro. Se
utilizd un disefio experimental completamente aleatorizado
(DCA), con tratamientos: 10%, 25%, 50%, 75% y 100% de
concentracion de extracto. Adicionalmente se midio la
periodicidad de aplicacion y el mejor método de inoculacién. Se
utilizaron plantulas de pimiento morrén de 15 cm, infectandolas
en hoja, tallo y sustrato. Los resultados fueron analizados en
software Minitab 17. Las inhibiciones mas altas se obtuvieron
con concentracion de extracto al 25 % en aplicaciones cada 24
horas, mostrando porcentajes de inhibicién de 33.15 % en
Alternaria y 25.9 % en Fusarium. Los mejores resultados de
inoculacion se obtuvieron para Fusarium en sustrato con 87.36
% de érea afectada y Alternaria en hoja con 73.98 %
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Abstract

The phytopathogenic fungi Fusarium spp. and Alternaria spp.,
cause vascular diseases that manifest themselves in stems and
leaves, causing lesions that weaken the seedling until death,
diseases of great economic importance in Bell pepper and other
crops. Currently they can only be controlled with chemical
treatments. The objective of this study was to determine the in
vitro inhibitory effect of ethanolic extract of Chilcuague
(Heliopsis longipes L.) on the radial growth of fungi Fusarium
spp. and Alternaria spp. in seedlings of Bell pepper. A
completely randomized experimental design (DCA) was used,
with treatments: 10%, 25%, 50%, 75% and 100% of extract
concentration. Additionally, the periodicity of application and
the method of effective inoculation were determined. Seedlings
treated with vermiculite of 15 cm were used, infecting them in
leaf and stem. The results show that the highest inhibition was
obtained with the 25% extract concentration in applications
every 24 hours, showing percentages of inhibition of 33.15% in
Alternaria and 25.9% in Fusarium. The inoculation efficiency
was obtained in seedlings with vermiculite for Fusarium with
87.36% of affected area and Alternaria in leaf with 73.98%. The
results were analyzed in Minitab 17 software.
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Introduccion

La necesidad de encontrar nuevos mecanismos
que eleven la productividad del cultivo de
pimiento morrén ha impulsado la bdsqueda de
nuevas alternativas como lo son los extractos
naturales, siendo un cultivo de gran importancia
en México ya que el pais se considera como el
centro de origen de algunas especies, siendo
también potencia en la produccion y exportacion
del chile (Capsicum annum L), es un cultivo
susceptible a presentar dafios por enfermedades
bidticas que son causadas por nematodos,
bacterias, virus, y hongos, y no bi6ticas causadas
por factores extremos humedad del suelo, luz,
temperatura, falta de nutrientes en cualquier
etapa de su desarrollo, quedando mas propenso
durante su germinacion y después de esta.
Damping-Off es una de las enfermedades mas
relevantes en el cultivo de pimiento morron, esta
enfermedad es causada por varios patdgenos
como Pythium spp, Fusarium spp., Rhizoctonia
spp. y Alternaria spp., los dafios ocasionados por
el damping-off son la muerte del embrion de la
semilla, pudricién de tallos y raices, asi como
también la reduccion del nimero de plantulas.

El chilcuague (Heliopsis Longipes) es una
de las nuevas alternativas a experimentar para el
control de enfermedades fingicas, ya que dicha
planta produce metabolitos secundarios como la
afinina producida por la biosintesis de la planta,
una de sus grandes ventajas es que no tiene
efectos secundarios en el ecosistema, ya que
pueden ser metabolizados por uno u otro
organismo, a diferencia de los fungicidas
quimicos comunmente aplicados. En el presente
trabajo se evaluo el efecto fungico del extracto
etanolico del chilcuague para medir la inhibicion
del crecimiento de los hogos Fusarium spp. y
Alternaria spp.

Metodologia

Se realizé la evaluacién in vitro del extracto
etanolico de chilcuague con el método de
sensidiscos. Para la reproduccion de los Hongos
Fusarium spp. y Alternaria spp. Se preparo el
medio de cultivo Agar dextrosa y papa. La
proliferacion de los hongos se realiz6 a partir de
la cepa Alternaria spp. 4-D, V8, Ms, purif.
3,2017, y Fusarum spp., PDA, 2017 utilizando
la técnica de siembra por puncion central,
posteriormente se incubaron durante tres dias en
la estufa de cultivo (Terlab BTC-9100), y se
observo su crecimiento cada 24 hrs.
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Para la Reproduccion en medio liquido, La
reproduccion de los hongos alternaria spp. y
fusarium spp. se realizé en un medio nutritivo de
caldo de papa, en un matraz se colocaron 250 ml
del medio previamente estéril, y se colocoé una
colonia de hogo respectivamente, se realizaron
dos repeticiones por cada hongo, posteriormente
se colocaron en el agitador orbital (Dabital
genie, scientific industries) durante 48 horas.

Se realizaron diluciones seriadas para
hacer el conteo de unidades formadoras de
colonia, utilizando la férmula de Sadl Javier,
20016. Para la evaluacion del extracto se
utilizaron  tres  repeticiones para cada
concentracion (100%, 75%, 50%, 25%, 10% y
Testigo) en cada uno de los tratamientos: Al-
Aplicacion una vez, A2- Aplicacion cada tercer,
A3- Aplicacion diaria, utilizando la técnica de
sensidiscos, en las cuales se colocd un cubo de
pre inoculo de aprox. 0.5 cm de hongo
respectivamente, en el centro de cada caja,
posteriormente se colocaron 4 discos en cada
extremo a 26 mm de distancia del pre inoculo, en
cada disco se colocaron 7ul de extracto de
acuerdo a cada tratamiento.

El experimento se llevd acabo en todo
momento dentro la camara de flujo laminar
(Laminar flow cabinet ESCO) y finalmente cada
una de las cajas fue sellada con cinta auto
adherente y debidamente rotulada de acuerdo al
tratamiento, posteriormente los cultivos se
incubaron a una temperatura promedio de 26° C
en la estufa de cultivo (Terlab BTC-9100).
Ademas, se realizaron mediciones cada 24 hrs.
durante un lapso de 120 horas aproximadamente,
registrando el crecimiento radial del micelio,
utilizando un vernier (Truper, analogico
standard y milimetrico, CAL-6MP).

Conjuntamente se evalud el porcentaje de
inhibicion de crecimiento radial (PICR),
utilizando la férmula de Ezziyyani et al. (2004),
PICR =(R1-R2) /R1 x100, donde R1 es radio del
patogeno testigo y R2 es el radio del patdgeno en
enfrentamiento. Para la Evaluacion del mejor
método de inoculacion en pléantulas de pimiento
morrén bajo condiciones de invernadero, El
trabajo se desarroll6 en el invernadero de
investigacion ubicado en las instalaciones de la
Universidad Politécnica Bicentenario en los
meses de septiembre del 2017 a enero del 2018.
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Se realizé la limpieza y desinfeccion del
invernadero, asi mismo se desinfectaron las
charolas de germinacion y herramientas a
utilizar con soluciones de hipoclorito, Se utilizd
semillas de pimiento morron (Capsicum annum)
con porcentaje de germinacion de 85 al 90%, El
trasplante se realizé a los 24 dias después de la
germinaciéon, en macetas de 0.5 litros con
sustrato Peat moss de shagnum,55lb, OMRI
listed previamente estéril por el método de
vaporizacion activa, Las labores culturales se
realizaron segin el manual de produccion de
pimiento: fertilizacion cada 15 dias, riego cada
tercer dia y cuando se requiera.

El experimento se desarroll6 bajo un
disefio completamente al azar con 9 repeticiones
para el hongo Alternaria 'y 12 para Fusarium con
tres diferentes tratamientos: T1-Inoculacion en
Sustrato, T2- Inoculacién en Tallo, T3-
Inoculacién en Hoja, y T- testigo, utilizando una
suspension de 1x105 ufc/ml respectivamente.

La Evaluacion del grado de infeccién de
Fusarium spp. y Alternari spp. se realizo a los
30 dias posteriores a la inoculacién con base a la
presencia o ausencia de sintomas evaluando la
severidad e incidencia (Barea, 2006) de acuerdo
a cada enfermedad, considerando la escala de
virulencia para el hongo Fusarium spp. (Ploetz
et al. 1999) y la Escala de virulencia para el
hongo Alternaria spp. (Novisel Veitia et. al,
2001). Para el analisis del crecimiento radial se
realiz6 un analisis estadistico de varianza
(ANOVA), dichos analisis se realizaron con el
programa Minitab 17.

Resultados y discusion

De acuerdo a los métodos evaluados se observo
que los 5 tratamientos propuestos tienen efecto
inhibitorio sobre los hongos Alternaria spp. y
Fusarium spp. en comparacién con el Testigo,
obteniendo como mejor tratamiento en
Alternaria spp. para A-1, A-2 y A-3 al T2-25%
con un promedio de 33.15% de inhibicidn radial,
para el hongo Fusarium spp., se consideré como
mejor tratamiento al T2-25% con un promedio
de 29.14% de inhibicion radial, anteriormente se
ha reportado inhibicion para Fusarium del
35.83% y para Alternaria 33.33% de inhibicion,
utilizando 5gr de raiz en un medio acuoso
(Romero, 2016).
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En otras investigaciones se ha observado
la potente accion inhibitoria de la afinina,
presente en la raiz de chilcuague, en el desarrollo
de cultivos in vitro de Escherichia coli y otros
Fitopatogenos (Garcia-chavez, 1998) como
Sclerotium cepivorum con una inhibicién de casi
80% con 25ug/MI y en Sclerotium rolfsii se
inhibié casi un 90%, a lo que comenta que
existen estudios con distintos microorganismos
gue muestran una marcada tendencia a la
variacion considerable de la accion fungistica de
la afinina, dependiendo del organismo que se
evalué (Ramirez et al.. 2000).

Segun Molina et al., 2004, para el género
Fusarium con 150 ug/ml se obtendrd una
inhibicion del 38%, Robles reporta que con 600
y 900 ug/ml mostraron un peso seco superior a
0.15 g pero inferiores a 0.2 gr obtenido con otros
tratamientos. (Robles, 2005)

Se pudo observar que el efecto fungistatico
disminuye al pasar las horas es por ello que se
recomienda observar  detenidamente  los
resultados obtenidos a las 72 hrs ya que se
observd que en este tiempo el hongo se
desarroll6 lo suficiente para entrar en contacto
con el perimetro del sensidisco y observar si
existe 0 no inhibicion, para Fusarium spp, se
determind como mejor tratamiento para A-1 al
T1-10% con inhibicion del 16.70%, A-2 al T1-
10% con inhibicion del 15.15%, para A-3 al T2-
25% con inhibicion del 14.83%.

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Figura 1 Grafica de tendencia de medias de inhibicion,
utilizando distintas concentraciones de chilcoague para
hongo Alternaria

Fuente: Elaboracion Propia

Segun los resultados obtenidos para la
periodicidad de aplicacion en el hongo
Alternaria spp. se observo con mayor inhibicion
al A-3 (aplicacion diaria) con un promedio de
inhibicion de 21.97%, en A-1 de 18.79% y en A-
2 de 17.55%, para el hongo Fusarium spp.
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Se obtuvo con mayor inhibicion A-2 con
un promedio de 16.38% seguido de A-1 con
15.88% y A-3 con 13.46% de inhibicién, la
accion fungistatica de la afinina va a variar segun
el microorganismo que se evalué (Ramirez et al..
2000).

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Figura 2 Gréfica de tendencia de medias de inhibicidn,
utilizando distintas concentraciones de chilcoague para
hongo Fusarium

Fuente: Fuente Propia

En las pruebas de mejor método de inoculacion
no se mostraron diferencias significativas entre
los tratamientos planteados en ambos hongos.
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Conclusiones

El extracto proveniente de Heliopsis longipes
mostré actividad antifungica para Alternaria
spp. y Fusarium spp. medida en base al
crecimiento radial del micelio, donde se
recomienda una aplicacion del 25% in vitro para
Fusarium spp. y 25% para Alternaria spp.,
observando una diferencia dependiente de la
periodicidad de aplicacion, para Fusarium spp.
muestra mayor inhibicion en A-3 y para
Alternaria spp. en A-2, Es posible que actuen
otros compuestos bioactivos presentes ya que no
se obtuvo un extracto 100% puro de afinina.
Para poder comprender la forma de accion de la
afinina, se requieren estudios mas detallados
sobre el mecanismo de accion de este
metabolito, del cual existen algunas
investigaciones como la de Ramirez et al, en el
2000, Grow y Geoffrey, 1995, y Crombie y
Krasinski en 1962 sugieren que debido a que
existen evidencias que la posicién de los dobles
enlaces, juegan un papel importante en la
actividad fisiologica e insecticida de las
alcamidas.
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Perspectivas

El trabajo futuro sobre ésta investigacion debe
estar enfocado en experimentar las dosis de
concentracion del extracto de chilcoague en
condiciones de invernadero. Ademas, es
necesario determinar la concentracion de
afinina, utilizando los métodos analiticos
adecuados, asi como la realizacion de un analisis
costo-beneficio para la obtencion del extracto.
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