X

DE CHIAPAS

3
|

'—ﬁ =
i
e SERVIR

——
==

Fg v12
ﬂ%iﬂfﬁ:

AVAaiSy3aAINN

AUTONOMA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CHIAPAS
DES DE CIENCIAS AGROPECUARIAS

FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS CAMPUS V

Formulacion de fungicida a base de Origanum vulgare L.,
Tradescantia spathacea Swartz y Zingiber officinale Roscoe para el
manejo de Moniliophthora roreri Theobroma cacao L.

TESIS

Presentada como requisito parcial para obtener el grado de
MAESTRA EN CIENCIAS EN PRODUCCION AGROPECUARIA
TROPICAL
Por

LUZ ELENA TAMAYO ESPANA

Directora
Dra. SANDRA ISABEL RAMIREZ GONZALEZ

Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México
Febrero, 2016



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CHIAPAS
FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS
CAMPUS V

DIRECCION

AVAISHIAINN

DE CTHIAPAS

AUTONOMA

VILLAFLORES, CHIAPAS
02 DE FEBRERO DE 2016
OFICIO N° D/157/16

C. LUZ ELENA TAMAYO ESPANA
MAESTRANTE EN CIENCIAS EN PRODUCCION AGROPECUARIA TROPICAL

DE LA FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS
PRESENTE.

En atencién a que usted ha presentado los votos aprobatorios del Honorable
Jurado, designado para su evaluacion profesional, de la tesis titulada:
“Formulacién de fungicida a base de Origanum vulgare L., Tradescantia
spathacea Swartz y Zingiber officinale Roscoe para el manejo de
Moniliophthora roreri de Theobrama cacao L.”, por este conducto le comunico

que se le autoriza la impresion del documento, de acuerdo a los lineamientos

vigentes de la Universidad.

Sin otro particular, le envio un cordial saludo.

ATENTAMENTE FACULTAD
“POR LA CONCIENCIA DE LA NECESIDADiEEEﬁﬁﬁ%ﬁHﬁg

iy /

M. C. JAIME LLAVEN MARTINEZ o
DIRECTOR AUTONOMA
DIRECCION

N

QYGISUTFAIN/

C. c. p. Archivo




DEDICATORIA

A Dios,

Por su amor incondicional, por guiarme y por darme la
oportunidad de culminar mis estudios de manera
satisfactoria, ya que sin su bendicion no hubiese sido posible
cumplir este suefio.

A mis padres Roque y Luz,
Porque a pesar de la distancia que nos separa, siempre han
estado a mi lado brindandome su apoyo, amor, carifio y
comprension. Gracias inmensas por ser mis padres

A mis hermanos, primos, sobrinos y demés familiares,
Que de una u otra manera me apoyaron en este largo
recorrido.

A mi esposo William Jauregui,
Por ser el compafiero de mi vida y porque ha estado a mi
lado en todo momento, incluso en los mas turbulentos.
Gracias por tu amor.

A mi pequeiia hija Fatima,
Porque a pesar de su corta edad ha estado al pendiente de
cada paso que he dado para culminar mis estudios y, por ser
el motor de mi vida.

A mis suegros Martha y Miguel,
Por el apoyo que me han brindado y por los consejos de
aliento que me ayudaron a afrontar los obstaculos
encontrados.

A mi cufiado Paco,
Porque mas que mi cuflado es mi hermano, gracias por
demostrarme de manera desinteresada tu apoyo
incondicional.



AGRADECIMIENTOS

Primeramente quiero agradecer al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT), por todo el apoyo financiero brindado a lo largo de mis estudios para el
desarrollo y conclusion de la presente investigacion.

A la Universidad Autbnoma de Chiapas, por haberme aceptado y permitido ser parte
de ella, asi como también a los diferentes docentes que me brindaron su apoyo y su
conocimiento para llevar a cabo esta investigacion.

A la Dra. Sandra Isabel Ramirez Gonzalez; directora de tesis, por brindarme su
apoyo, por compartir sus experiencias, su paciencia y su motivacion dia a dia.
Gracias por sus apreciados aportes, criticas y comentarios para culminar de la mejor
manera con la presente investigacion.

Al Dr. Orlando Lopez Béez; asesor, por brindarme su orientacion y por los valiosos
aportes, sugerencias y comentarios realizados en el tema de investigacion. Por su
compartir sus experiencias profesionales, por guiarme y orientarme en este recorrido.

Al Dr. Saul Espinosa Zaragoza; asesor, por su colaboracién y tiempo brindado para
el desarrollo del tema de tesis. Agradezco su apoyo incondicional y sus sabios
consejos para finalizar este proyecto.

Al Dr. Ricardo René Quiroga Madrigal; asesor, quien siempre esta disponible para
cualquier duda o consulta presentada en el desarrollo de mi tesis. Le agradezco por
sus consejos y por el apoyo proporcionado para llegar al final de este camino.

A la M.C. Maria de los Angeles Rosales Esquinca, Coordinadora de Investigacion y
Posgrado, por su valioso apoyo y su constante espiritu servicial que me permitio
culminar con el desarrollo de mi trabajo.

A mis amigos, Adriana, Diego, Ana, Sara, Irving, Carlos, Isidro, Nina, Laura, Wendy,
Andrea, Azucena, Guillermo, Santiago, por sus palabras de aliento y por su valiosa
amistad que me han brindado a lo largo de mis estudios. Gracias por ser parte
fundamental en mi desarrollo profesional.



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CHIAPAS
FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS CAMPUS V

Esta tesis titulada Formulacion de fungicida a base de Origanum vulgare L.,
Tradescantia spathacea Swartz y Zingiber officinale Roscoe para el manejo de
Moniliophthora roreri de Theobroma cacao L, forma parte del proyecto de
investigacion “Disefio e instalacion de una planta piloto para el preescalamiento y
validacion de biofungicidas para el control de la moniliasis (Moniliophthora roreri),
como estrategia para la recuperacion del cacao en México” registrado en la
Coordinacion de Investigacion y Posgrado de la UNACH, financiado por el fondo de
Innovacién Tecnoldgica del CONACYT (000000000193226) y Secretaria de Economia,
bajo la direccion de la Dra. Sandra Isabel Ramirez Gonzélez.

Se incluye en la Linea de Generacion y Aplicacion del Conocimiento:
AGROECOLOGIA Y AGRICULTURA ORGANICA, del CUERPO ACADEMICO EN
AGRICULTURA TROPICAL ECOLOGICA.

Se incluye en la linea de Generacion y Aplicacién del Conocimiento: Sistemas
Agricolas Tropicales, del Programa de Maestria en Ciencias en Produccion
Agropecuaria Tropical.



|

|
r
E
.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CHIAPAS
FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS CAMPUS V

Esta tesis Wtulada Formulacion de fungicida a base de Origanum wuigare L
Tradescantia spathacea Swarlz y Zingiber officinale Roscoe para el manejo de
Moniliophthora roreri de Theobroma cacao L, fue realizada por la Ing LUZ ELENA
TAMAYO ESPANA, bajo la direccion y asesoria del Comité Tuloral indicado, como
requisito parcial para obtener el grado de MAESTRA EN CIENCIAS EN
PRODUCCION AGROPECUARIA TROPICAL

COMITE TUTORIAL

DIRECTO

Dr. SAUL ESPINOSA ZARAGOZA




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CHIAPAS
FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS CAMPUS V

Esta lesis ltulada Formulackdn de fungicida a base de Origanum wvulgare L.,
Tmﬂ““ﬂmﬂzylﬂ@nuﬁmmﬁmmﬂwﬂl
Monthophthora rorern de Theobroma caceo |, fue realizade por la Ing. LUZ ELENA
TMYDEEFm.hlﬂdanhﬂmﬂmm.m
requisito parcial pars oblener ol grado de MAESTRA EN CIENCIAS EN
PRODUCCION AGROPE CUARIA TROPICAL




CONTENIDO

1. INTRODUGCCION.....cooootieeieeeeeeieete ettt se st ss st ass s sssssssssnessseesassnassansanes 1
I @ T 11 (1Yo USRI 3
1.1.1 ODJELVO GENEIAL...c.oi ettt ettt et ettt e s te e s e besra e aesreensesreennens 3
1.1.2 ObjetiVOS ESPECITICOS ....uiiviceeiiictieecteeete ettt et s reeaesbeesaesreennens 3
1.2 HIPOLESIS. ..ttt ettt bbbt b ettt b ettt b e 3
2. REVISION DE LITERATURA . .....ooooeeeeeeeteeeeete st ses s seas s ssna s sas s sassassanansnens 4
2.1 Generalidades del cacao: Origen y distribuCiON ............cccoovieeeiiiceecceeeee e, 4
2.2 El cultivo de CaCa0 €N MEXICO .......cccirieuirieiinieirieiniciete ettt 5
2.3 Moniliasis (MoNIlIOPNTNOIa FOFEI) ......ccuiivieiecececececeeeee ettt 7
2.3.1.0rigen Y diSHBUCION ......cooviuiiiiiiiieieee et 7
2.3.2 IMPOrtanCias @CONOIMICA ......c.cruiirierieiirieierieie ettt st sttt be sttt be e e 8
2.3.3 EHIOIOGI@ ..ttt ettt 9
2.3.4 SINTOMALOIOGIA ....eveeiiiicieie ettt et e b ae s teesa e besreentesreenseseas 10
2.3.5 Ciclo de vida de Moniliophthora FOreri..........cccooeeeeiiieeciiicece e 11
ARG T o3 = o110 [T 4 a1 0] (oo [ = USROS 13
2.3.7 Métodos de control de la MONIlIASIS ........ccoeereirieirierieeee e 14
2.4 Tecnologias generadas para el manejo organico de Moniliophthora roreri.................... 19
3. MATERIALES Y METODOS .....ovtiiiimiumeieeiseesessssesssesssssssssssssssssssssssassssssssssssssesssssssnsees 26
3.1 UDICACION JEOGIATICA. ....uiivieiiitieieiecteee ettt sttt e a et e s teebesbeebesteeanenbens 26
.2 MALETIAIES. ...ttt ene e 26
3.2.1 Material DIOIOQICO. ......cceeieiectieeceee ettt sttt et et e s beeaestas 26
3.2.2 Material de 1aD0ratorio ...........ccuieirieiiiriiericee e 26
LB MEBLOUODS. ...ttt 26
3.3.1 Fase 1. Determinacion de la relacion éptima de soluto y solvente ............ccccoeueeee. 27
3.3.1.1 Multiplicacion del hongo MoniliophthOra FrOreri.........ccceveevevieeeeeresesesesee e 27
3.3.1.2 Obtencion de hidrolatos ...........ccoveireririnieeree e 28
3.3.1.3 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para los hidrolatos
ODLENIAOS ...ttt st 29
3.3.2 Fase 2. Determinacion de mezclas de hidrolatos ............coccovevnenrenieeneenecneeen 30
3.3.3 Fase 3. Evaluacion de condiciones de almacenaje........ccccceveeeececreeeenieceesiecveeeee 31

Vil



4,

© N o v

RESULTADOS Y DISCUSION.......oooitiieeieteeeeeeteseteeee s seses s sesassssess s ssssssssssassssassasssnanns 34
4.1  Fase 1. Determinacion de la relacion 6ptima de soluto y solvente ...........ccccoeeeeuenne. 34
4.1.1 Evaluacion del extracto de orégano sobre el crecimiento micelial y formacion de
conidias de MoniliophthOra FOTENi.........c.oviririirceee s 35
4.1.2 Evaluacioén del extracto de maguey morado sobre el crecimiento micelial y
formacion de conidias de Moniliophthora rOreri...........coveveerieinieineee e 38
4.1.3 Evaluacion del extracto de jengibre sobre el crecimiento micelial y formacién de
conidias de MonilioPhthOra FOTEI.........o.oiiiirireeee s 41
4.2  Fase 2. Determinacion de mezclas de hidrolatos ...........cccceceeeieineneneseneseeeeene 44
4.2.1 Efecto de mezclas de dos extractos vegetales sobre la inhibicion del crecimiento y
formacion de conidias d& M. TOTEI ......co.evirierieieieeeeeere et 44
4.2.2 Efecto de mezclas de tres extractos vegetales sobre la inhibicién del crecimiento y
formacion de conidias A& M. FOTEI ......ccevivieieieieeeeeeeee et 47
4.3 Fase 3. Evaluacion de condiciones de almacenaje..........cccceevveeueevveieeveseseecesieeeenens 50
4.3.1. Efecto de la mezcla de los destilados de maguey morado y jengibre a los ocho
meses de su obtencion sobre la inhibicion del crecimiento y formacion de conidias de M.
(0] = TP TRURRRN 50
4.3.2. Efecto de los hidrolatos de orégano, maguey morado y jengibre a los ocho meses
de su obtencién sobre la inhibicién del crecimiento y formacion de conidias de M. roreri
........................................................................................................................................................ 54
4.3.3. Caracteristicas (color, olor y sedimentacion) de los destilados de orégano,
maguey morado y jengibre a los ocho meses de almacenaje ..........cccceeveveveveecieceeeenns 58
CONCLUSIONES ...ttt ettt sttt ettt beebestesaesae s enaeneeneenes 68
RECOMENDACIONES ...ttt sttt st st s be st s e e e e eneeneas 69
LITERATURA CITADA ...ttt ettt sttt ste e staesaaesatesabesbeebaessaesseesnsesnseenseens 70
APENDICE ..ottt sttt st sttt 86

Vil



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Material vegetal evaluado..............ccooiiiiiii e
Cuadro 2. Tratamientos de orégano, maguey morado y jengibre.....................
Cuadro 3. Proporciones de volumen para la elaboracion de las mezclas...........
Cuadro 4. Tratamientos evaluados con base a los resultados obtenidos en la
fase dOS (OChO MESES)... ..o e,
Cuadro 5. Tratamientos evaluados con base a los resultados obtenidos en la
faSE UNO (OCN0 MEBSES). . v e aae e

Cuadro 6. Tiempo utilizado para la destilaciéon de orégano, maguey morado y
1= 0T L1 o =P
Cuadro 7. Efecto del extracto de orégano sobre la inhibicién del crecimiento
micelial y formacion de conidias de M. rOreri...........cooovviiiiiiiiiiiiieieeeen
Cuadro 8. Efecto del extracto de maguey morado sobre la inhibiciéon del
crecimiento micelial y formacion de conidias de M. roreri..............cocovveieininnn.
Cuadro 9. Efecto del extracto de jengibre sobre la inhibicion del crecimiento
micelial y formacion de conidias de M. roreri...........cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiieean,
Cuadro 10. Efecto de dos extractos vegetales sobre la inhibicion del
crecimiento micelial y formacion de conidias de M. roreri..............cccoeveiininnni.
Cuadro 11. Efecto de tres extractos vegetales sobre la inhibicion del
crecimiento micelial y formacion de conidias de M. roreri..............cocovvviinineni.
Cuadro 12. Efecto de los extractos de maguey morado y jengibre en
proporciones (1:1 y 1:2) a los ocho meses de su obtencién sobre la inhibicion
del crecimiento micelial y formacion de conidias de M. rorefi..................cou...
Cuadro 13. Efecto de los extractos de orégano, maguey morado y jengibre a
los ocho meses de su obtencion sobre la inhibicién del crecimiento micelial y
formacion de conidias de M. FOr€ri.........ouiuiiiiii e
Cuadro 14. Caracteristicas del hidrolato de orégano fresco al momento de la
obtencion y a los ocho meses de almacenado.............c.cooviiiiiiiiiii i,
Cuadro 15. Caracteristicas del hidrolato de orégano seco al momento de la
obtencion y a los ocho meses de almacenado..............ccooiiiiiiiiiiiiieieien,
Cuadro 16. Caracteristicas del hidrolato de maguey morado fresco al momento
de la obtencion y a los ocho meses de almacenado..................ccoooiviiiinne.n.

Cuadro 17. Caracteristicas del hidrolato de maguey morado seco al momento
de la obtencion y a los ocho meses de almacenado..................ccocoeiiiiiinnn.

Cuadro 18. Caracteristicas del hidrolato de jengibre fresco al momento de la
obtencion y a los ocho meses de almacenado..............ccooiiiiiiiiiiiiieieien,
Cuadro 19. Caracteristicas del hidrolato de jengibre seco al momento de la
obtencidn y a los ocho meses de almacenado...........c.ccoeiviiiiiiiiiiiiiiiiee,
Cuadro 20. Comparacion del hidrolato de orégano al momento de su obtencion
yalosochomeses de almacenaje..........ccoviiniiiiiiii i
Cuadro 21. Comparacion del hidrolato de maguey morado al momento de su
obtencion y a los ocho meses de almacenaje.............ccoeoiiiiiiiiiiiiiieieien
Cuadro 22. Comparacion del hidrolato de jengibre al momento de su obtencion
y alos ochomeses de almacenaje..........ccoviiiiiiiiii e

32

33

34

37

39

43

46

48

52

56

59

60

61

62

63

64

65

66



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Probable diseminacion de la moniliasis del cacao en América............
Figura 2. Estructuras morfolégicas de M. rorefi..........cooovveiiiiiiiiiiiiinn.
Figura 3. Ciclo de vida del hongo Moniliophthora roreri...............ccooooiiiiiiin.
Figura 4. Disefio de la investigacion...............oooiiii i,
Figura 5. Aislamiento del patOgeno.........coeeiiiiiei i
Figura 6. Procedimiento general para la elaboracion de hidrolatos..................

Figura 7. Crecimiento micelial del hongo Moniliophthora roreri........................
Figura 8. Conidia de Moniliophthora roreri desarrollando el tubo germinativo....

Figura 9. Aspecto del crecimiento micelial de M. roreri por efecto del extracto
(o [0 (=T o = o Lo 1N PP
Figura 10. Aspecto del crecimiento micelial de M. roreri por efecto del extracto
de MAagUEY MOFAO. ... .ot e
Figura 11. Aspecto del crecimiento micelial de M. roreri por efecto del extracto
B JENGIDIE. .o
Figura 12. Aspecto del crecimiento micelial de M. roreri por efecto de dos
extractos vegetales. ... ...
Figura 13. Aspecto del crecimiento micelial de M. roreri por efecto de tres
EXIrACTOS VEGETAIES. ... .ot
Figura 14. Aspecto del crecimiento micelial de M. roreri por efecto de los
destilados de maguey morado y jengibre a los 8 meses de su
(o o (=] o o o 1
Figura 15. Aspecto del crecimiento micelial de M. roreri por efecto de los
destilados de orégano maguey morado y jengibre a los 8 meses de su
(o] o (=] o o) o 1

30

35

38

42

45

47

50



RESUMEN

La moniliasis del cacao (Theobroma cacao L.), causada por el hongo Moniliophthora
roreri, es una enfermedad reportada en México desde 2005, y puede ocasionar
pérdidas hasta de 100% en la produccion sino se ejercen medidas de control. Por
ello, algunos productores han optado por el cambio de actividad agricola, lo cual
pone en riesgo la permanencia del cultivo en México. Es importante el uso de
estrategias de control de bajo impacto ambiental, las cuales deben ser eficaces y
econdmicamente viables. En la presente investigacion se plantedé formular un
fungicida a base de extractos de plantas que permitan la inhibicién del crecimiento y
germinacion de conidias de M. roreri en condiciones de laboratorio. Se plantearon
tres fases: en la primera se determind la relacion soluto-solvente en el proceso de
extraccion mediante destilacion de Origanum vulgare L., Tradescantia spathacea
Swartz y Zingiber officinale Roscoe sobre la inhibicion del crecimiento y formacion de
conidias de M. roreri. Los extractos fueron elaborados con material vegetal fresco y
seco a dos relaciones agua-alcohol (10:0, 10:1) y evaluados en proporciones de 50,
40, 30, 20y 10% v/v. En la segunda fase se definieron las mejores mezclas de los
destilados y en la tercera fase se establecieron las condiciones de almacenaje para
la conservacién del fungicida. Los resultados muestran que las tres plantas
evaluadas tienen diferentes porcentajes de actividad antifiingica sobre el crecimiento
y la germinacion de conidias de M. roreri. En ensayos in vitro, los extractos
estudiados presentaron inhibicién del 100% a 50 y 40% v/v, siendo su concentracion
minima inhibitoria (CMI) de 40%, tanto en material fresco como seco; sin embargo,
se observo que los tratamientos de orégano (O1), maguey morado (M1) y jengibre
(J1) fueron los que mostraron el mejor efecto sobre M. roreri; los cuales se
obtuvieron con material vegetal fresco (300 g L™) y la relacién agua-alcohol (10:1).
Con base en estos resultados, en la segunda fase se encontré que al realizar
mezclas de los mejores tratamientos (O1, M1 y J1) al 30% v/v, las mejores mezclas
fueron de una parte de maguey morado y una parte de jengibre (T3) y una parte de
maguey morado y dos partes de jengibre (T8) con inhibicién del micelio del 61 al
63%; ademas, ningun tratamiento inhibié totalmente la formacion de conidias, con
porcentajes del 31.96% al 96.89%; los tratamientos T3 y T8 registraron el 100% vy
95.87% de inhibicion de conidias germinadas. Para la tercera fase, se evalué la
efectividad de las mejores mezclas (T3 y T8) de la fase dos y los tratamientos (O1,
M1y J1) de la fase uno a los ocho meses de su obtencion; los resultados indican que
el tratamiento de una parte de maguey morado y dos partes de jengibre (T19) en
envase ambar, obtuvo los mejores resultados con 53.69% de inhibicién del
crecimiento micelial y no permitié la formacion ni germinacion de conidias. Todos los
tratamientos conservaron mejor su efectividad al ser almacenados a 4°C y con
respecto al color de recipiente se conservan mejor en color ambar para el orégano, y
para jengibre y maguey en envase transparente. Sin embargo, en todos los
tratamientos se registré crecimiento micelial pero fueron capaces de inhibir la
cantidad de conidias totales en pocentajes de 98.5% para orégano, 35.18% maguey
morado y del 96.01% para el jengibre, en todos los tratamientos inhibieron por
completo la germinaciéon de conidias. Se concluye que es posible formular un
fungicida a partir de una mezcla de hidrolato de maguey morado y jengibre (1:2 v/v)
capaz de inhibir el crecimiento micelial y la formacion de conidias de M. roreri y
almacenarlo en envase opaco a temperatura de 4°C, para su mejor conservacion.
Palabras clave: monilisis del cacao, extractos de plantas, control de patdogenos.
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ABSTRACT

Frosty pod rot of cacao (Theobroma cacao L.) , caused by the fungus Moniliophthora
roreri , is a disease reported in Mexico since 2005, and can cause losses of up to 100
% in production but control measures are exercised. Therefore, some producers have
opted for changing agricultural activity, which threatens the permanence of the crop in
Mexico. It is important to use control strategies with low environmental impact, which
must be effective and economically viable. In this investigation they proposed to
formulate a fungicide plant extracts that allow the inhibition of growth and germination
of conidia of M. roreri under laboratory conditions. Raised three phases: first the
solute-solvent ratio in the extraction process was determined by distillation of
Origanum vulgare L., Tradescantia spathacea and Zingiber officinale Roscoe Swartz
on the inhibition of the growth and formation of conidia of M. roreri. Extracts were
made from dried fresh plant material and two water- alcohol (10:0, 10:1) relationships
and evaluated at rates of 50, 40, 30, 20 and 10 % v/v. In the second phase the best
blends of distillates were defined and in the third phase storage conditions for the
preservation of the fungicide were established. The results show that the three
evaluated plants have different percentages of antifungal activity on the growth and
germination of conidia of M. roreri. In in vitro tests, extracts studied showed 100%
inhibition at 50 and 40 % v / v, and its minimum inhibitory concentration (MIC) of 40
%, both fresh and dried material, however, it was observed that treatments oregano
(O1), purple agave (M1 and ginger (J1) were those that showed the best effect on M.
roreri; which they were obtained with fresh plant material (300 g L - 1) and the water-
alcohol (10:1). Based on these results , in the second phase it was found that the
mixes of the best treatments (O1, M1 and J1) to 30% v / v, the best blends were part
of purple maguey and some ginger (T3) and a portion of purple maguey and two parts
ginger (T8) with inhibition of the mycelium from 61 to 63 %; moreover, no treatment
completely inhibited the formation of conidia, with percentages of 31.96 % to 96.89 %;
T3 and T8 treatments recorded 100% and 95.87 % inhibition of germinated conidia.
For the third phas, the effectiveness of the best mixes (T3 and T8) and phase two
treatments (O1, M1 and J1) from phase one to eight months of collection is assessed;
the results indicate that treatment of a portion of purple maguey and two parts ginger
(T19) amber bottle, obtained the best results with 53.69% inhibition of mycelial growth
and did not allow the formation and germination of conidia. All treatments better
retained their effectiveness when stored at 4 ° C and for the color container are best
stored in amber for oregano and ginger and agave transparent container. However, in
all treatments mycelial growth was recorded but were able to inhibit the amount of
total conidia pocentajes 98.5% for oregano, 35.18% purple agave and 96.01% for
ginger, all treatments completely inhibited germination conidia. It concludes that it is
possible to formulate a fungicide from a mixture of purple maguey hidrolato and
ginger (1:2 v/v) capable of inhibiting the mycelial growth and conidia formation M.
roreri and stored in opaque container at room temperature 4 ° C, for better
preservation.

Keys words: Frosty pod rot, plant extracts, control of pathogens.
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1. INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es una planta originaria de los tropicos humedos de
América, su centro de origen se cree estar situado en el Noroeste de América del
Sur, en la zona amazoénica. Su manejo fue extensivo en Mesoamérica, y luego
cultivado intensamente por los mayas en México (Mendoza, 2013).

Actualmente, el cacao se cultiva en mas de 60 paises, la produccion se concentra
Africa, Asia, Oceania, Centro, Norte y Sudamérica. (Quintero y Diaz, 2004)
mencionan que el 68 % de la produccion mundial de cacao se produce en Africa,
siendo el pais lider Costa de Marfil, seguido de Ghana, Nigeria y Camerun. Los
paises del continente Americano representan un 15% de la produccion mundial de
cacao. Hoy en dia, mas de 20 millones de personas de todo el mundo dependen
directamente de este cultivo para subsistir. Practicamente el 90% de la produccion de
cacao procede de minifundios con superficies inferiores a cinco hectareas. México
tiene un aporte cercano al 1 % a la produccién mundial de cacao, procedente de
61,168.10 ha., ubicadas en cuatro estados, siendo Tabasco y Chiapas los mayores
productores, generando mas de ocho millones de jornales al afio, con una
contribucion de 27,844.12 toneladas, en cuanto a su rendimiento promedio reportado
para el afio 2014 fue de 0.46 t ha™ (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion de México - SAGARPA, 2014).

Desafortunadamente, el cacao se ve afectado por muchas plagas y enfermedades,
las cuales reducen la produccién y calidad del grano a la vez que aumentan los
costos de produccion. La moniliasis (Moniliophthora roreri) ocasiona pérdidas en
rendimiento de acuerdo con las condiciones ambientales, el manejo del cultivo, las
medidas de control que se apliquen y las variedades cultivadas. En plantaciones
ubicadas en zonas humedas, con poca tecnificacion y sin control, es frecuente
observar pérdidas superiores al 90 %. En marzo de 2005 fue detectada por primera
vez en plantaciones del municipio de Pichucalco, Chiapas (Lopez et al., 2006).

Lopez et al. (2006) mencionan que el manejo de esta enfermedad se basa en la
integracion de practicas agrondmicas como son la tecnificacion, la reduccion del
in6culo primario, la siembra de clones de alta productividad, y la implementacion
permanente de practicas de saneamiento y de manejo cultural. Sin embargo, la poca
capacitacion a los productores y sus bajos recursos econdmicos para implementarlos
hacen dificil su control. Con respecto al uso de fungicidas de sintesis quimica para el
control de la moniliasis del cacao, han sido ensayados en diferentes lugares; sin
embargo, los resultados no son del todo satisfactorios o son inconsistentes de afo a
afo; otro punto que se cuestiona son las altas frecuencias de aplicacion y el costo de
los productos ya que resulta a menudo antieconémico para el cacaotero. (Meza y
Ledn, 1972; Sanchez et al., 2003; Merchan, 1980; Barros, 1982).



En la actualidad, se evaltan cepas nativas de hongos y bacterias para su manejo, los
resultados en laboratorio muestran buena eficiencia de control; sin embargo falta ain
desarrollarlos. De acuerdo con Sanchez (1982) reportado por Lopez et al (2006) la
busqueda de material resistente a Moniliophthora roreri se inicio desde que se
detect6 la enfermedad. Desde hace algunos afios en Ecuador, Colombia y Costa
Rica, se han realizado observaciones de la infeccion natural de diversos arboles y
con inoculaciones artificiales, estas evaluaciones han permitido seleccionar algunos
clones con cierto nivel de resistencia. Sin embargo, a la fecha se desconocen
resultados concluyentes de las evaluaciones de estos clones y sus descendentes
bajo los diferentes ambientes en donde la enfermedad estd presente; ademas, aun
es necesario estudiar si esta resistencia es heredable, asi como el mecanismo de
trasmision de los clones a las descendencias hibridas, y por otra parte, si estas
resultan de ben rendimiento y calidad organoléptica.

Diversas investigaciones demuestran el potencial de los extractos de plantas en el
manejo de problemas fitosanitarios ocasionados por hongos, (Hernandez et al., 2007,
Ramirez, 2008a; Barrera y Bautista, 2008), segun lo reporta Ramirez et al (2011). De
acuerdo con Ramirez (2006) reportado por Lopez et al (2009), una alternativa de
elaboracion de extractos es la utilizacion de técnicas simples y facilmente
reproducibles por los productores elaborandolos a partir de especies vegetales
procedentes preferiblemente del mismo agroecosistema, para facilitar su
consecuciéon y hacerlo mas econdmico. Ramirez et al. (2011) reportaron el efecto
inhibitorio en el crecimiento y desarrollo de Moniliophthora roreri con extractos
obtenidos de Origanum vulgare L., Tradescantia spathacea Swartz y Zingiber
officinale Roscoe; por lo cual en el presente trabajo se planted optimizar el proceso
de extraccion de los extractos, es por ello que se estructuraron tres fases, en la
primera se determiné la relacion soluto-solvente en el proceso de extraccion
mediante destilacién tanto con material fresco como seco al sol de Origanum vulgare
L., Tradescantia spathacea Swartz y Zingiber officinale Roscoe sobre la inhibicién del
crecimiento y formacion de conidias de Moniliophthora roreri en condiciones de
laboratorio, en la segunda se definié las mejores mezclas en los destilados y, en la
tercera se establecié las condiciones mas adecuadas de almacenaje para la
conservacion del fungicida formulado.



1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general

Formular un fungicida a base de extractos de plantas que permitan la inhibicion del
crecimiento y germinaciéon de conidias de Moniliophthora roreri en condiciones de
laboratorio y el cual pueda incorporarse en un sistema de produccién orgénica en el
cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) en México.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Determinar la relacion soluto-solvente en el proceso de extraccion mediante
destilacion de Origanum vulgare L., Tradescantia spathacea Swartz y Zingiber
officinale Roscoe sobre la inhibicion del crecimiento y formacién de conidias de
Moniliophthora roreri en condiciones de laboratorio.

2. Definir in vitro las mejores mezclas en los destilados de Origanum vulgare L.,
Tradescantia spathacea Swartz y Zingiber officinale Roscoe sobre el crecimiento
y desarrollo de Moniliophthora roreri.

3. Establecer las condiciones y el tiempo de almacenaje para la conservacion del
fungicida formulado.

1.2 Hipotesis

1. Es posible formular un fungicida a base de Origanum vulgare L., Tradescantia
spathacea Swartz y Zingiber officinale Roscoe que sea eficiente en la inhibicion
del crecimiento y desarrollo de Moniliophthora roreri en condiciones de
laboratorio.

2. Es posible conservar la efectividad del fungicida formulado por un periodo de
ocho meses.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades del cacao: Origen y distribucion

El cacao es un arbol nativo perenne nativo del trépico americano, especialmente de
Mesoamérica. Es muy probable que fueran los Olmecas los responsables de su
domesticacién, hace 3000 mil afios, pero se atribuye a los Mayas la difusion de su
uso, pues constituyd una parte importante de sus actividades culturales, como
alimento, medicina e incluso como parte de su sistema econdémico, como moneda
(Ogata, 2007). Aunque todavia se encuentra en forma silvestre, el cacao se
domestic6 desde tiempo inmemorial; fue cultivado en Centro y Sudamérica y
actualmente a nivel mundial. Su nombre Theobroma cacao significa Theobroma, del
griego, theo: Dios, y broma: alimento; es decir “alimento de los Dioses”, mientras que
el epiteto cacao es un término que proviene del nahuatl y se considera latinizado
(Waizel et al., 2012).

Desde la colonizacion espafiola, el cultivo se ha extendido, a otros paises, que hoy
son lideres en la produccion mundial; se cultiva principalmente en 13 paises, como
Costa de Marfil, Ghana, Nigeria y Camerun en el continente africano, en el continente
americano el mayor productor es Brasil con el 18 %, le siguen Ecuador con el 6 %,
Colombia y México contribuyen con el 1 % de la produccién mundial de cacao
(Gonzalez, 2008).

Con relacién a la superficie destinada al cultivo de cacao en el mundo, Ramirez
(2013) afirma que ésta se encuentra alrededor de los siete millones de hectéreas. El
70% de esta area se ubica en Africa, el 20 % en América y el 8 % en Asia. El
rendimiento de la produccion de cacao a nivel mundial alcanza un valor promedio de
0.51 t ha™. Asia presenta el mayor rendimiento a nivel mundial con 0.8 t ha™, seguido
de Africa con 0.53 t hay, finalmente América con un rendimiento de 0.3 t ha™. Los
paises con mayores rendimientos son Granada y Madagascar los cuales son
superiores a 0.95 t ha™*, Indonesia y Malasia con rendimientos mayores a 0.8 t ha™.
El Salvador, Santa Lucia y Bolivia con rendimientos entre 1.0 y 0.73 t ha™ en
promedio.

En Mesoamérica, region inicialmente libre de enemigos naturales, el cacao prospero
y formé la base de la industria moderna del chocolate (Evans, 2002). Actualmente el
cacao es un producto altamente apreciado, y el chocolate es probablemente el mas
accesible de todos los lujos palatables del hombre. Ademas, cuando se cultiva de
manera tradicional, el cacao ofrece beneficios sostenibles, no solo a los campesinos
sino también al ambiente (Evans, 2002). No obstante, esta sustentabilidad esta bajo
amenazas crecientes por enfermedades que han coevolucionado con el cultivo.
Algunas de ellas constituidas por enfermedades de nuevo encuentro, las cuales
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ahora constituyen la mas seria restriccion para la produccion del cacao (Gotsch,
1997; citado por Torres, 2010).

Durante los ultimos afos, se ha querido aumentar la productividad de los cultivos;
para ello se ha hecho uso del mejoramiento genético de fertilizantes y principalmente
de fungicidas e insecticidas, ya que se calcula que alrededor del 30 % de la
produccion mundial se pierde a causa de plagas y enfermedades. Histéricamente, la
produccion mundial de cacao se ha caracterizado por periodos de contraccion,
seguidos por periodos de estabilizacion y luego de rapida expansion. Sin embargo,
dentro de estas tendencias ha habido factores que han equilibrado en cierto modo el
panorama general del suministro. Por ejemplo, mientras el nivel productivo
descendia en determinadas regiones de cultivo tradicional, como Brasil, Ghana,
Nigeria y Camerun, debido principalmente a una combinacion de condiciones
econdmicas desfavorables y de enfermedades del cacao, habia una fuerte expansion
en otros paises, como Costa de Marfil e Indonesia. (Centro de Comercio
Internacional CCI.; Conferencia de Naciones Unidas sobre Comercio y Desarrollo
UNCTAD, 2001).

Desafortunadamente, el cultivo de cacao en Ameérica Latina atraviesa por un grave
problema causado por la diseminacion de enfermedades, tales como escoba de bruja
y la moniliasis, las cuales registran pérdidas en diferentes sentidos, con altos costos
econdémicos, sociales y ambientales. La moniliasis causa pérdidas que alcanzan el
90 % de la produccion, su alta agresividad afecta negativamente la rentabilidad del
cultivo al depender en gran parte del manejo de fungicidas, del material genético y
del manejo agrondmico y cultural. Los métodos de control quimico son de baja
efectividad y poco econdémicos. Por su rapida dispersion se ha llegado a la
conclusion que factores como el viento, insectos, mamiferos, aves y ademas del
factor humano han jugado un papel importante en el desplazamiento de este hongo
en la mayor parte de las regiones productoras de cacao en el mundo (Avendafio et
al., 2011).

2.2 El cultivo de cacao en México

El cacao, como cultivo es nativo de México, siendo la materia prima para la
produccion de un sinnimero de productos, principalmente para el chocolate, por lo
gue el total de la produccion se comercializa hasta llegar a plantas que industrialicen
y transformen en producto terminado, principalmente chocolate (Ocampo et al.,
2012). Es uno de los cultivos alimenticios que desde el punto de vista tecnolégico e
industrial ha tenido un avance mas lento. Quizas una de las razones se debe a su
caracter altamente minifundista y las caracteristicas de incompatibilidad genética que
lo caracterizan (Batista, 2009).



Las personas que se dedican al cultivo de cacao son principalmente familias de los
estados de Chiapas y Tabasco, debido a que estos estados por su clima y
condiciones de tierra son los que aportan en mayor cantidad éste recurso para
México. Ademés representa una magnifica oportunidad para implementar
alternativas de desarrollo en el tropico, ya que estas plantaciones pueden albergar
altos niveles de diversidad biologica, sobre todo si se compara con otros cultivos
tropicales. Los cacaotales son muy adecuados para reforestar areas completamente
taladas, permitiendo la repoblacién de aves, mamiferos, reptiles, anfibios, entre otras
especies.

Desde el punto de vista ecologico (Ramirez, 2013) menciona que el cacao esta
situado principalmente en tres regiones que alimentan los principales rios que
abastecen de agua tanto para consumo como para generacion de energia mediante
hidroeléctricas. Ademas, se tiene el reporte de la existencia de una gran
biodiversidad existente en las plantaciones de cacao, algunas de ellas plantadas bajo
selva y otros con diversidad de arboles para que les generen sombra. Esto hace que
el cultivo de cacao tenga una gran repercusion en el ciclo hidrolégico, en la
conservacion de la biodiversidad regional, en la captura de carbono y la regulacion
de ciclos bioldgicos de diversas especies.

De acuerdo con Diaz et al. (2013), el cacao es uno de los recursos agricolas y
culturales mas importantes del tropico humedo mexicano. Actualmente, el sistema
cacao enfrenta una crisis productiva sin precedentes debido a varios factores, entre
ellos: la presencia de moniliasis (Moniliophthora roreri), abandono de plantaciones y
baja rentabilidad en las fincas, los bajos precios por la cosecha, la ausencia de un
valor agregado que permita tener ganancias adicionales a los campesinos, asi como
el desconocimiento y las desventajas para competir en el mercado internacional.

La migracion de jovenes hacia las grandes ciudades y hacia los Estados Unidos es el
principal factor del abandono de las plantaciones. Ogata (2007) menciona que en el
pasado ciclo, en varias zonas de Tabasco fue comun observar que la edad de la
mayor parte de las personas relacionadas con la cosecha de cacao oscilaba
alrededor de los 50 afios.

Ramirez (2013) afirma que en los dos principales estados productores de cacao, las
densidades de las plantaciones son bajas (600 arboles/ha), utilizan materiales
genéticos de baja calidad, realizan usualmente un inadecuado manejo de las
mismas, con plantas que van de los seis a los siete metros de altura, existe un alto
numero de plantaciones viejas con mas de 30 afios y algunas de ellas ya estan
abandonadas. Por lo tanto, la calidad del grano de cacao se reduce, causando una
gran disminucién de ventas en empresas mexicanas, esto por falta de tecnificacion y
capacitacion a los productores (Ocampo et al., 2012).



Desafortunadamente con el ingreso a México de la enfermedad fungosa llamada
moniliasis, los productores de cacao han tenido grandes pérdidas econdmicas pese a
la alta calidad de su producto, estd siendo desplazado por variedades mas
resistentes a las enfermedades y plagas. A pesar de que a este cultivo le ataca un
sinnumero de enfermedades causando dafios y perjuicios a los agricultores, la
moniliasis es la mas peligrosa y destructiva del cacao, ya que su ataque provoca
pérdidas de hasta 100 % en la produccion.

2.3 Moniliasis (Moniliophthora roreri)

2.3.1 Origen y distribucion

La moniliasis es una de las enfermedades mas destructivas del cacao restringida a
11 paises latinoamericanos, siendo uno de los principales factores limitantes
causando pérdidas mayores al 30%, pero en muchas localidades alcanzan el 100 %.
Sus efectos devastadores han causado el abandono de miles de hectareas durante
un periodo de casi 200 afios segun lo informa Phillips (2006). Esta enfermedad es
producida por el hongo M. roreri, el cual causa la pudricion de las mazorcas de
cacao. Es también conocida con los nombres de “pringue”, “hielo”, “enfermedad

paludica, “helada”, “pudricién acuosa” y “enfermedad de Quevedo”, dependiendo del
pais y de la region donde se presenta (Lopez et al., 2006; PROAMAZONIA, 2003).

Ecuador fue considerado inicialmente como el probable centro de origen de la
moniliasis del cacao. Sin embargo, Phillips (2003) mediante estudios de genética
poblacional y el uso de marcadores moleculares, demostrd que la regién geografica
del noreste de Colombia contiene la mayor diversidad genética que supera a la
encontrada en Ecuador, por lo que se ubica a esta area como el centro de origen
mas probable.

La distribucion de M. roreri comenz6 en Colombia en 1817 (Phillips, 2003), Ecuador
en 1917 (Rorer, 1918), Venezuela en 1941 (Muller, 1941) y Perd en 1950
(McLauhghlin, 1950). La aparicion de M. roreri en Panaméa en 1956 (Orellana, 1956)
marcO una significante expansion del rango del hongo y este ha sido dispersado a
través de Mesoamérica. Durante los ultimos 50 afios M. roreri se dispersé mas de
2500 km abarcando seis paises: Costa Rica en 1978 (Enriquez y Suarez, 1978),
Nicaragua en 1980 (Lo6pez y Enriquez, 1980), Honduras en 1997 (Porras y Enriquez,
1998), Guatemala en el 2002 (Phillips y Wikilson, 2007), Belice en el 2004 (Phillips et
al., 2006) y México en el 2005 (Lopez et al., 2006), alcanzando asi el limite norte del
cultivo de cacao en el Continente Americano (Figura 1). Es de hacer notar que en
México la dispersion se dio en un salto de aproximadamente 400 km aproximados, a
la posicibn mas al norte que se conoce. La forma en que se dispersé el hongo hacia
México, y al interior del territorio mexicano, sustenta la teoria de que este evento fue
mediado por el hombre.
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Figura 1. Probable diseminacion de la moniliasis del cacao en América.
Fuente: Torres (2010).

2.3.2 Importancia econémica

En una plantacion de cacao desatendida, técnicamente la moniliasis puede destruir
hasta 95 de cada 100 frutos, lo que hace antieconémico el cultivo aun en épocas de
buenos precios en el mercado. Por el contrario, cuando se realizan practicas de
manejo en el cacaotal como control de malezas, podas a los arboles de cacao,
regulacion de sombra, remocién frecuente de frutos enfermos y mejora los drenajes,
las pérdidas en la produccién pueden reducirse a menos del 8 %, resultando rentable
la explotaciéon del cultivo. Para tener estos bajos niveles de incidencia de la
enfermedad, es necesario no desatender las otras labores agricolas como
eliminacién de chupones, el despunte de ramas y eliminacién de aquellas ramas
entrecruzadas, cosechas frecuentes de frutos sanos y enfermos y finalmente la
fertilizacion (FHIA, 2003).

En Venezuela, Meza y Leon (1972) sefialan pérdidas entre el 40 y 50 % de la
produccion por su dafio. En Colombia, Barros (1980) sefiala que las pérdidas por la
enfermedad estan alrededor del 40 %, por otro lado en Ecuador, Ampuero (1967)
sefala que las pérdidas estimadas van desde el 15 hasta el 80 %.



En el caso de México, la voz de alerta sobre la presencia de la moniliasis del cacao
se dio en marzo de 2005 por funcionarios de la Universidad Autonoma de Chiapas,
este primer reporte fue en el municipio de Pichucalco, Rancheria Zaragoza, del
estado de Chiapas. A partir de esa localidad se empezd a diseminar a municipios
cercanos, llegando hasta plantaciones del estado de Tabasco. A finales del afio
2006, se detectd en el municipio de Tuzantan, en mayo del 2007 se reporta ya en
plantaciones de Huehuetan, pertenecientes al Soconusco, otra de las regiones de
mayor produccion de cacao del estado de Chiapas y poseedores del legendario
cacao criollo del Soconusco. Desafortunadamente no se tienen reportes oficiales del
efecto de la moniliasis tanto en area como en produccién y numero de productores
afectados (Ramirez, 2008).

En un contexto mundial, las pérdidas causadas por M. roreri son proporcionalmente
pequefias comparadas con los dafios globales de Phytophthora spp (con mayor
distribucion regional); sin embargo, la diseminacion de la moniliasis a otras latitudes
podria tener efectos superiores para la actividad cacaotera mundial (Phillips, 2004).

2.3.3 Etiologia

Moniliophthora roreri se caracteriza por ser un hongo mitospérico de los Agaricales
(Correa et al., 2014; Phillips, 2003 citado por Moreira, 2006). Posee micelio septado
con doliporos tipicos (Figura 2), las esporas se producen en cadenas con
maduracion basipétala (Correa et al., 2014; Evans et al., 1978; Evans, 1981), y se
desprenden facilmente del micelio; su pared es gruesa y amarilla-palido o café
cuando forman masas de esporas.

Figura 2. Estructuras morfolégicas de M. roreri mostrando micelio septado y esporas de
pared gruesa. Fuente: Evans et al. (1981).



Por estudios citolégicos se observo que las conidias han sido postuladas a servir
como meiosporas; lo que sugiere que estas esporas representan un basidum
modificado que perdié la forma, espesor y carnosidad del basidiocarpio, formando
solo un pileus vestigial. Las esporas son multifuncionales y sirven no solo para el
intercambio genético sino también para la dispersion, infeccion y sobrevivencia
(Evans, 2007).

La geometria de las esporas varia de esféricas a ovaladas y presentan dos casos de
germinacion, ya sea por medio del poro germinativo o en ocasiones directamente
desde la pared celular (Evans et al., 2003). El tubo germinativo se localiza en el
extremo distal y se pueden encontrar estructuras similares a un apresorio. Las
esporas de mayor edad se caracterizan por sus paredes con mayor grosor y
tonalidades oscuras, las cuales dan inicio a la fase de dormancia (Evans, 1980).

Thévenin y Trocmé 1996 sefialan que M. roreri se considera un hongo hemibidtrofo,
dado que su ciclo pasa por dos fases: una fase biotréfica, que va desde la
germinacion de las esporas hasta la invasion intercelular de la epidermis de las
mazorcas; y una fase necrotica cuando el crecimiento de la mazorca disminuye y el
hongo invade las células provocando la aparicion de necrosis interna y externa.

2.3.4 Sintomatologia

En condiciones de campo, M. roreri ataca Unicamente al fruto en cualquier estado de
desarrollo (Evans, 1981; Lépez et al., 2006; Suarez y Rangel 2014; Villamil et al.,
2012), pudiendo encontrar sintomas externos e internos (Sanchez y Garces 2012;
Phillips, 2006). La infeccion ocurre en las primeras etapas de crecimiento del fruto y
conforme van creciendo, las mazorcas se vuelven mas resistentes (Enriquez, 2004).
Una vez que el fruto es infectado por el hongo, puede tardar de 40 a 60 dias para
manifestar los dafios externos. La susceptibilidad de los frutos es inversamente
proporcional a su edad; es decir, qua a mayor edad menor susceptibilidad (Jaimes y
Aranzazu, 2010).

Ramirez (2013) sefiala que la infeccion en frutos menores de dos meses y medio de
edad, su crecimiento continla aparentemente normal y luego desarrolla
protuberancias o tumefacciones de los tejidos del exocarpo, con una coloracion mas
cara y brillante que el resto de la mazorca, después del desarrollo de las
protuberancias ocurre la muerte del chilillo.

Cuando los frutos infectados han completado la mitad o mas de su desarrollo, el
sintoma mas caracteristico es una mancha color marrén oscuro y con borde irregular,
denominada “mancha chocolate” (Lopez et al., 2006; Phillips, 2004), que se
manifiesta inicialmente en forma de pequefias manchas aceitosas. Estas manchas,
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crecen rapidamente hasta tornarse de color café oscuro, frecuentemente rodeadas
de un halo amarillento y pueden llegar a cubrir totalmente la mazorca, dando la
apariencia de una pudricion; otro sintoma es la maduracién prematura de las
mazorcas afectadas, que se manifiesta por una coloracién amarillenta de distribucién
irregular (Lépez et al., 2006; Phillips, 2003).

El dafo interno causado por la enfermedad puede ser mas grave que el externo,
pudiendo llegar a perderse casi todas las almendras, sin importar la edad del fruto
(FHIA, 2003). Estos sintomas se observan al partir la mazorca (Lopez et al., 2006),
los tejidos centrales, pulpa, semillas y algunas veces la cédscara forman una sola
masa en donde los tejidos son rodeados por una sustancia acuosa debido a la
descomposicion de ellos, que produce un olor fermentado siendo también las
almendras destruidas parcial o completamente, dependiendo del tiempo de
infestacion de los frutos (IICA, 2006; Phillips, 2006). Cuatro o cinco dias después de
gue la mazorca ha sido completamente invadida, aparece sobre las manchas un
polvillo fino, de color gris como ceniza, que constituyen las esporas o semillas del
hongo. Este polvo puede ser diseminado a otra mazorca por el viento, el agua, las
aves, los roedores, los insectos y el hombre, y producir nuevas infecciones.
(PROAMAZONIA, 2003; Lopez et al., 2006).

Los frutos infectados después de los tres meses de edad pueden mostrar necrosis de
color marrén, que afecta a alguna a todas las semillas. Un sintoma externo que se
presenta con poca frecuencia es el agrietamiento de la mazorca infectada y pueden
tomar mayor peso (Arévalo et al., 2004; Lépez et al., 2006), aun cuando tengan
tamafio similar. En frutos infectados de cuatro meses de edad, la infeccién puede
limitarse al mesocarpo sin afectar las semillas, o bien, solo alcanzar algunos granos
(Desroiser y Suarez, 1974, Phillips, 2004).

2.3.5 Ciclo de vida de Moniliophthora roreri

Diversas investigaciones han permitido conocer a detalle el ciclo de la enfermedad e
identificar otros sintomas atipicos (Arguello, 2000; Barros, 1980; Gonzalez, 1982,
Jaimes y Aranzazu, 2010; Merchan, 1980). A partir de estos estudios se conoce que
en condiciones de campo solo son afectados los frutos y que los sintomas dependen
del grado de desarrollo que tenga la mazorca (Lopez et al., 2014).

Segun (Galindo y Enriquez, 1984; citado por Ramirez, 2013) la fuente de inéculo
conocida capaz de producir infecciones son los conidios. El origen de estos para
generar una nueva infeccion define dos ciclos de vida del hongo: primario y
secundario. En el primer caso, el inéculo llega a una mazorca sana procedente de un
fruto con infeccion reciente sobre el cual se ha desarrollado un estroma esporulante.
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En el segundo caso, las esporas proceden de frutos infectados y momificados en
ciclos anteriores que permanecen en el arbol durante mucho tiempo (Figura 3).

Mazorcas infectadas
con sintomas iniciales

Mazorcas

CICLO PRIMARIO

Tejido necrosado
estroma
esporulante

Conidios
CICLO SECUNDARIO

Conidios

Frutos momificados en el
arbol que liberan conidios

El ciclo comienza con la penetracion del hongo en el fruto, este proceso es llevado a
cabo por el tubo germinativo de las conidias, que son el Unico propagulo infectivo,
directamente a través de la epidermis o por via estomatal (Evans, 2002, citado por
Ochoa, 2014) sin que sea necesaria la presencia de heridas. Suarez (1980)
menciona que la penetracion se realiza mediante uno a cinco tubos germinativos que
se extienden sobre la epidermis y producen las hifas de infeccion.

Lépez et al. (2014) mencionan que los frutos infectados menores de dos meses y
medio continban su crecimiento aparentemente normal pero luego desarrollan
deformaciones en forma de protuberancias de los tejidos del exocarpo, con una
coloracién mas clara y brillante que el resto de la mazorca. Después del desarrollo de
las protuberancias ocurre la muerte del fruto o chilillo. Cuando la enfermedad ha
completado la mitad o mas de su desarrollo, el sintoma mas caracteristico es una
mancha marrén oscuro y con borde irregular que se denomina “mancha chocolate” y
que se manifiesta inicialmente en forma de pequefias manchas aceitosas. Estas
crecen rapidamente hasta tornar su color en café oscuro y pueden llegar a cubrir
totalmente la mazorca y dar la apariencia de pudricion. Aproximadamente de 3 a 8
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dias después del inicio de la mancha chocolate o lesion necrética se desarrolla un
crecimiento micelial de color blanco a crema sobre los tejidos afectados. Esto
conlleva a la muerte del fruto, para luego cubrirse de una “felpa” de color crema, que
son las esporas del hongo (Sanchez y Garcés, 2012).

2.3.6 Epidemiologia

No se ha determinado experimentalmente el papel exacto que juega la lluvia, la
humedad relativa y la temperatura en el desarrollo de la enfermedad. Se ha
observado que las lluvias intensas y frecuentes, una humedad relativa alta y un
ambiente humedo en la plantacion, proporcionado por sombra excesiva y poca
aireacion, favorecen la frecuencia e intensidad del ataque (Barros, 1977; citado por
Sanchez, 2011). Las infecciones causadas por Moniliophthora roreri se favorecen
por varios factores como la temperatura, entre 25 y 30 °C y la humedad relativa
mayor a 80 %, estos factores determinan altas tasas de infeccion con caracter de
epidemia durante las fases de floracion y fructificacion del arbol (Evans, 1981).

Algunos estudios han establecido una correlacion positiva entre la cantidad de lluvia
y la cosecha de mazorcas enfermas tres a cuatro meses después, lo que concuerda
con relacién al tiempo que tarda la expresion de los sintomas. Un fruto infectado es
capaz de producir entre seis y siete billones de conidias durante veinte periodos de
esporulacion en 80 dias (Desrosiers et al., 1955).

Meléndez (1993) encontrd que existe una estrecha relacion entre la humedad relativa
y el movimiento de esporas del hongo, indicando que la liberacion es realizada entre
el 71y 74 % de humedad relativa entre las diez de la mafiana hasta las dos de la
tarde aproximadamente.

Segun Porras y Enriquez (1998), aparte de los seres humanos, fuertes vientos y
hasta huracanes pueden ser posibles agentes de diseminacién a largas distancias.
Los insectos, aunque pueden trasladar estructuras infectivas de un lugar a otro, no
son necesarios como vectores de la enfermedad ya que las hifas del hongo tienen la
capacidad de atravesar la epidermis de las mazorcas (Suarez, 1971; citado por
Leandro, 2011). Asi también, Phillips, (2003) menciona que diferentes especies de
animales han jugado un papel importante en la dispersion de M. roreri. De esta forma
es probable que el patégeno se haya dispersado a diferentes regiones cacaoteras,
superando barreras geogréficas naturales. En otros materiales, como costales,
herramientas de trabajo, es posible que se transporten esporas, las cuales podrian
producir infecciones en caso de llegar a frutos en condiciones ambientales
favorables.
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Sobre las plantaciones afectadas, existe una presencia permanente de esporas de
M. roreri, flotando en el aire, por lo que la infeccion de los frutos puede ocurrir en
cualguier momento mientras exista tejido susceptible y condiciones ambientales
favorables como el drenaje deficiente del suelo, plantas muy altas y con exceso de
sombra y sin la ejecucion de labores culturales, especialmente la poda, la regulacion
de la sombra y el manejo de arvenses. Por otro lado, Lopez et al., (2006) mencionan
gue el patégeno se mantiene en los frutos infectados que se encuentran adheridos a
las plantas, los cuales mayormente estan ubicados en parcelas abandonadas o sin
manejo. Los frutos momificados que no son removidos de los arboles representan la
mayor fuente de in6culo del hongo, el cual produce varios ciclos de esporulacién,
hasta por periodos de mas de nueve meses (Ampuero, 1967). La presencia de agua
libre no solo permite la germinacion de las esporas, sino que remueve el indculo
desde estos frutos. En frutos caidos al suelo o colocados debajo de la hojarasca, el
patdgeno sobrevive menos tiempo, debido a que el fruto es atacado por diversos
microorganismos, que promueven su descomposicion. Ademas, algunos
microorganismos presentes en el suelo pueden ejercer efectos negativos al patégeno
(L6pez et al., 2006).

2.3.7 Métodos de control de la moniliasis

En plantaciones localizadas en regiones con alta humedad y sin manejo adecuado,
es frecuente observar pérdidas superiores al 90 % de la cosecha. No obstante, con
practicas Optimas de manejo los dafios se reducen de forma significativa (Fondo
Nacional del Cacao, 2011). Existen diversas técnicas de manejo que permiten
realizar un control parcial de la enfermedad. Todas tienen como objetivo eliminar por
completo el in6culo del patdgeno; sin embargo, solo llevan a reducir los dafios. Los
métodos usados varian solo en el proceso y la herramienta base, otorgando un
nombre segun el modo de aplicacion (Schnell et al., 2005 citado por Correa et al.,
2014).

El control de la moniliasis se basa en un sistema de manejo integrado, el cual incluye
la siembra de materiales genéticos de alta productividad con tolerancia a la
enfermedad (Arguello, 1990; Phillips, 2003; Lopez et al., 2006), la implementacién
permanente de practicas culturales (Cubillos y Aranzazu, 1979; Mejia y Arguello,
2000; Lopez et al., 2006), el control quimico (Mejia y Arguello, 2000; FHIA et al.,
2003; Sanchez et al., 2003; Lopez et al., 2006) y el control biologico.

Las préacticas culturales y del manejo del cultivo permiten la manipulacion del medio
ambiente para generar condiciones menos favorables al desarrollo de la enfermedad;
estas condiciones se logran mediante una modificacion de préacticas regulares del
agricultor. Este es el método mas importante para reducir la tasa de incremento de
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M. roreri y las pérdidas de la cosecha, logrando alta productividad. (Jaimes y
Aranzazu, 2010).

En el manejo cultural se han incluido practicas como: la eliminaciéon semanal de
frutos con los sintomas iniciales de la enfermedad, en las distintas etapas de
desarrollo del fruto. Sin embargo, es recomendable recoger los frutos antes de la
esporulacion del hongo, para evitar la dispersion de sus esporas, asi como también
embolsar los frutos y retirarlos a cualquier hora del dia. (Gonzalez et al., 1983;
Bateman et al; 2005; Lépez et al., 2006). En la época de mayor floracion, la remocién
de frutos enfermos debe realizarse cada semana, ya que es cuando hay mayor
produccion de frutos y la mayoria de ellos son jovenes y presentan mas
susceptibilidad a la enfermedad; ademas, coincide con la época de lluvias, que
provee condiciones 6ptimas para el desarrollo de la enfermedad (Lépez et al., 2006);
poda sanitaria del arbol de cacao (eliminacion de renuevos) reduccion de la altura de
la planta de tres o cuatro metros para mejorar su arquitectura, facilitar la aireacion,
favorecer la entrada de luz, y la reduccion de la humedad en la plantacién. La poda
implica la eliminacién de ramas afectadas por plagas, enfermedades y aquellas que
no permiten una buena arquitectura de la planta y sanidad del cultivo, ya que en las
plantaciones adultas los arboles de cacao generalmente alcanzan alturas que van de
seis a siete metros, lo cual hace dificil el manejo sanitario.

La poda frecuente, regulacion del estrato superior, buen drenaje, densidades
apropiadas, buen control de malezas y correcto programa de fertilizacion, ayudan al
optimo desarrollo del arbol de cacao, pues hace que los patégenos que ingreses a
las plantaciones tengan pocas probabilidades de establecerse y posteriormente
desarrollarse; con un manejo cultural adecuado estas pueden ser controladas
econémicamente y se podra convivir con la enfermedad y si la enfermedad ya esta
presente, es de suma importancia remover de la plantacién, semanalmente las
partes afectadas del cacaotal, reduciendo la intensidad de la mencionada molestia.
(Phillips, 2004; Johnson et al., 2008; Ramirez, 2008; L6pez et al., 2006; Ramirez,
2013).

Como resultado de experimentos realizados en el estado de Tabaso en México, en
los cuales se evaluaron practicas de manejo integrado de la enfermedad y niveles de
sombreamiento, sugieren realizar las siguientes labores: remocion semanal de frutos
enfermos, poda de ramas internas, reduccion de la altura del arbol a 4 metros y
eliminacion total de frutos en periodos de baja produccion, indicando ademas que el
nivel de sombreamiento del 50 %, mostré los mejores resultados (Ochoa, 2014;
citado por Torres et al., 2011).

En estudios demuestran que la remocién semanal de mazorcas enfermas realizadas
durante todo el afio redujo la incidencia de moniliasis de un 26 a 41 % (Soberanis et
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al., 1999). Sin embargo, estas practicas fitosanitarias han mostrado inconsistencia
debido a que la enfermedad persiste y avanza en forma preocupante en las zonas
donde no se practica ningun control (Sandoval et al., 1987). Ademas su aplicacion es
impracticable, porque los incrementos que se logran en la produccion no alcanzan a
cubrir los gastos que demanda la operacion (Falconi et al., 2005; Sandoval et al.,
1987 y Barros, 1980). Por lo tanto, es necesario aplicar diversos métodos de control
suplementarios y econémicamente viables.

De acuerdo con Phillips (2004), el combate de M. roreri mediante resistencia
genética resulta el método més barato, sencillo, duradero y eficaz. En este sentido,
Phillips et al., (2005) han identificado una fuente destacada de resistencia en el clon
ICS-95 con un significado nivel de resistencia contra aislamientos de M. roreri. En
base a lo anterior, el uso de resistencia genética de M. roreri es factible. Sin
embargo, el progreso en la investigacion de resistencia no se ha visto reflejado en el
combate exitoso de la enfermedad, posiblemente debido a que esta estrategia de
manejo generalmente no integra simultdneamente otros métodos de control
complementarios. Aunque el uso de clones con resistencia genética representa una
importante alternativa como método de control de M. roreri, este tiende a reducir la
diversidad genética; por lo que puede afectar los sistemas tradicionales de
produccion sostenibles, y hacer al cultivo mas vulnerable a plagas, cambios
ambientales, e incrementar la dependencia a los insumos externos (Gliessman,
2002).

En cuanto a la bausqueda de material resistente a M. roreri, SGnchez (1982) menciona
gue se inici6 desde que se detectd la enfermedad. Desde hace algunos afios en
Ecuador, Colombia y Costa Rica, se han realizado observaciones de la infeccion
natural de diversos arboles y con inoculaciones artificiales, estas evaluaciones han
permitido seleccionar algunos clones con cierto nivel de resistencia. En Costa Rica
(1982) se desarroll6 un método de inoculacién artificial de frutos en el arbol con una
suspensién de esporas, que le permiti6 detectar diferencias en la susceptibilidad
entre clones. Aplicando la misma técnica, Brenes (1983), encontré algunos clones
qgue fueron clasificados como resistentes; y en Colombia, Arguello (2000) reporta la
presencia de diversos clones con resistencia a la enfermedad.

Sin embargo, aun se desconocen resultados concluyentes de las evaluaciones de los
clones y sus descendencias bajo los diferentes ambientes en donde la enfermedad
esta presente. Ademas, aun es necesario estudiar si esta resistencia es heredable,
asi como el mecanismo de trasmision de los clones a las descendencias hibridas, y
por otra parte, si estas resultan de buen rendimiento y calidad organoléptica.

El control biolégico implica el empleo de organismos vivos 0 virus que regulan la
incidencia de insectos plaga o patdgenos. En los ultimos cien afios se ha visto un
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rapido incremento en su conocimiento y empleo, lo que ha permitido manipularlos
como parte de un sistema efectivo y seguro para el manejo de plagas o
enfermedades (Peshin y Dhawan, 2009; citado por Jaimes y Aranzazu, 2010).

Krauss y Soberanis (2001) citado por Torres (2010) reportaron el uso efectivo del
control biol6gico mediante mezclas de microparasitos para el control de M. roreri con
la combinacion de cinco aislamientos de Clonastachis rosea con incremento en la
produccion. Por su naturaleza, el control biolégico no elimina, sino que reduce las
poblaciones de patdégenos y como consecuencia, reduce la incidencia de la
enfermedad; por lo tanto, ese tipo de control debe emplearse de manera integrada
con otros métodos de control.

En la actualidad, el control biol6gico enfatiza en la conservacion de los enemigos
naturales, los cuales se encuentren en los ecosistemas naturales, generando un
equilibrio entre las poblaciones de organismos presentes enfermedades (Peshin y
Dhawan, 2009; citado por Jaimes y Aranzazu, 2010). Estos organismos son de gran
interés por su potencial como agentes de control bioldgico y por su adaptabilidad a
los diversos factores bioticos y abioticos de un agroecosistema. Esto se debe a que
los enemigos naturales han coevolucionado en el sistema, proveyendo por si mismos
un significativo nivel de control de las poblaciones de patdégenos.

En Perd, por ejemplo, se obtuvieron resultados promisorios utilizando una
combinacion de Trichoderma sp., Clonostachys rosea y C. byssicola para controlar
M. roreri (Krauss et al., 2003). En Colombia se reportan inhibiciones hasta de 95 %
en el crecimiento en condiciones de Laboratorio de M. roreri con diferentes cepas
controladoras de crecimiento como Trichoderma sp (Suarez, 2006) y de 89 % con
Bacillus brevis (Suarez y Rangel, 2013).

Por otro lado Corpoica ha adelantado ensayos de evaluacion de microorganismos
nativos con efecto potencial de biocontrol, en condiciones in vitro. Aunque en
ensayos preliminares solo una cepa de Clonostachys sp., mostré un efecto de
biocontrol en condiciones de campo, es nhecesario seguir evaluando otros
microorganismos, ya que segun los reportes de Phillips et al., (2007) en Colombia se
encuentra el mayor niumero de agentes de biocontrol, sugeridos por coevolucion, por
ser el centro de origen de M, roreri. En Venezuela, identificaron la microbiota en
plantas de cacao, donde estudiaron muestras de hojas, encontrando en ellas una
poblacion epifita de cacao muy abundante, siendo 48 especies de hongos, de los
cuales, fueron detectados, Penicillium sp y Gliocladium sp., como posibles
controladores biolégicos. (Urdaneta y Delgado, 2007; citados por Sdnchez y Garceés,
2012).
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Estudios realizados en Costa Rica por Krauss et al. (2003), evaluaron un manejo
integrado de la moniliasis. Se recomendd la combinacién de control bioldégico con
tres aplicaciones mensuales comenzando en la época de floracién, seguido por la
remocion fitosanitaria quincenal de mazorcas enfermas. Ademas, cuatro tratamientos
bioldgicos redujeron la moniliasis con incrementos de rendimiento hasta el 50 %.
Recientes estudios realizados por Bateman et al. (2005), analizan la aplicacion de
quimicos y agentes biologicos para el control de moniliasis, determinando una
interaccidon entre estos agentes y los métodos de aplicacion. En estos ensayos, el
uso de Clonostachys byssicola, Trichoderma asperellum y dos fungicidas no
mejoraron significativamente en la produccion.

En experimentos realizados en varios paises, se ha determinado que el combate
quimico de la moniliasis del cacao es usualmente antieconémico y en muchos casos
ineficaz (Desrosiers y Suéarez, 1974; Suérez, 1982; Gonzélez et al., 1983).Sin
embargo, esta apreciacion puede ser incorrecta tomando en cuenta que algunos
experimentos han sido realizados en sistemas con baja productividad o cuando los
precios del cacao son bajos. De acuerdo a Lopez et al., (2006), las aspersiones de
fungicidas para el control de la moniliasis han sido ensayadas en diversos lugares;
sin embargo, las investigaciones realizadas para el combate quimico con una gran
cantidad de productos evaluados, no son del todo satisfactorios. En la mayoria de los
casos se cuestiona su efectividad, ademéas de resultar costosos. Los mejores
resultados obtenidos en el control quimico de la moniliasis del cacao, en condiciones
de campo, han sido a través de la aplicacion de clorothalonil (Daconil-500) (Gonzéalez
et al., 1983); oxido cuproso (Murillo y Gonzélez, 1984); hidréxido de cobre (Hidalgo et
al., 2003) y flutolanil (Bateman et al., 2005).

En Ecuador, se realizaron 13 ensayos con diferentes productos quimicos y los
resultados obtenidos muestran efectos variables de los fungicidas sobre la incidencia
de la enfermedad y a menudo resultan contradictorios. En Colombia, para el control
de la moniliasis tradicionalmente se han empleado productos protectantes con una
eficacia limitada. No obstante, se han venido enriqueciendo con el sulfato de cobre
en dosis de 2 kg ha y protectantes organicos, lo que muestra una reduccién en la
incidencia de la enfermedad (Jaimes y Aranzazu, 2010), estos productos deben ser
aplicados en cultivos con alta densisdad, semanalmente, durante tres meses, e
iniciando en los picos mas altos de la floracion segun lo mencionan Crespo del
Campo y Crespo, 1997). En Venezuela (Meza y Ledn, 1972; Sanchez et al., 2003)
mencionan que el oxicloruro de cobre en dosis de 2.5 kg ha™, aplicado cada tres
semanas durante la estacion lluviosa, realiza un combate efectivo del patdogeno.

En México, Ramirez (2013) reporta a Quevedo (2012) quien evalud la efectividad in
vitro de diferentes fungicidas a diferentes concentraciones de 250, 500 y 1000 mg L™
sobre el desarrollo micelial y la germinacion conidial de M. roreri, seleccionando los
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de alta efectividad para realizar pruebas en campo. Los productos quimicos fueron
azoxystrobin, tebuconazol, trifloxystrobin, propiconazol, tiabendazol, (sistémicos) y
clorotalonil (contacto). Los fungicidas tebuconazol, trifloxystrobin, propiconazol
inhibieron el 100 % la germinacion y el desarrollo micelial en las concentraciones
evaluadas, el azoxystrobin inhibié el 100 % de la germinacién de conidios a partir de
500 mg L™ sin embargo, solo alcanzé el 80 % en la inhibicién del desarrollo micelial.
Estos fungicidas fueron seleccionados para la prueba en condiciones de campo a
400 y 800 mg L. Cabe destacar que azoxystrobin, tebuconazol, trifloxystrobin a 800
mg L, mostraron la mayor efectividad (65 al 70 %) sin haber diferencias
significativas entre ellos, sin embargo el valor mas alto fue obtenido por el
azoxystrobin.

Flood y Murphy, (2004) mencionan que para el control quimico de M. roreri se
emplean tradicionalmente fungicidas protectantes, aunque con cuestionable eficacia.
Sin embargo, el uso de cobre y protectantes organicos ha mostrado reducir la
incidencia de la enfermedad. Aunque los sistemas de aplicacibn mejorados con
fungicidas sistémicos pueden mejorar la eficacia en el control de M. roreri, pero con
una baja adopcién por el incremento en los costos de produccién. Varios autores han
comprobado que el control de la enfermedad con fungicidas generalmente ha sido
poco satisfactorio en el cacao. Los fungicidas protectantes tienes que ser aplicados
frecuentemente por la rapida expansion de la superficie de la mazorca durante los
primeros dos a tres meses del desarrollo del cultivo (Soberanis et al., 1999).

Suarez (1982) y Falconi et al. (2005) coinciden que el tratamiento con productos
guimicos, no solo es inapropiado y en algunos casos ineficaz debido a la falta de
total cobertura, ya que la mayor cantidad de frutos se encuentran concentrados en el
tronco y las ramas bajeras del arbol, sino que ademas, los fungicidas no poseen una
buena adherencia y son lavados rapidamente por las fuertes lluvias. Ademas, el uso
de fungicidas es demasiado costroso para ser considerado en un plan de manejo ya
que se necesita un numero excesivo de aplicaciones para lograr una gran cobertura
adecuada de las mazorcas (Jiménez et al., 1987 y Purdy, 1999).

2.4 Tecnologias generadas para el manejo organico de Moniliophthora roreri

La produccion y comercializacibn de productos organicos han experimentado un
crecimiento exponencial a nivel mundial durante la Ultima década del siglo XX. Esta
situacion ha sido fomentada principalmente por tres aspectos: crecimiento de la
oferta y la demanda, sobreprecio pagados por los productos organicos en los paises
industrializados y desarrollo de diferentes sistemas regulatorios. El crecimiento de la
demanda se debe basicamente al cambio de la consciencia mundial sobre el
deterioro del medio ambiente, la pérdida de biodiversidad, los problemas de salud y
las injusticias sociales en los tradicionales sistemas de comercializacion de productos
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basicos (Hinojosa et al., 2003). A pesar del incremento sostenido en la demanda de
cacao organico, la oferta es insuficiente (The International Cocoa Organization, 2006;
Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y Ensefianza, 2010), por lo cual es
necesario desarrollar alternativas para el control de la moniliasis, aceptadas dentro
de la normatividad de produccion organica y que presenten una buena relacion
costo/beneficio para el productor (Ochoa et al., 2015).

Existen productos que, dadas sus caracteristicas de eficiencia pero de bajo o nulo
impacto ambiental, son permitidos incluso en la produccion organica certificada, tal
es el caso de los productos elaborados a partir de minerales como el polisulfuro de
calcio, mezclas de minerales con otros compuestos no sintéticos (preparados
minerales) y extractos de plantas (Ochoa et al., 2015; Ramirez et al., 2011b).

Con respecto a los productos elaborados a partir de minerales, Ramirez et al.,
(2011b) determinaron la efectividad del polisulfuro de calcio (PC) como alternativa
para el manejo de la moniliasis del cacao. Los autores reportan que el polisulfuro de
calcio inhibe in vitro el crecimiento y la formacién de conidias de M. roreri. La
aplicacion de este producto, antes o después de la inoculacién de conidios de M.
roreri sobre frutos de cacao, inhibe por completo el desarrollo de la enfermedad. Las
aspersiones del preparado en plantaciones de cacao redujeron la incidencia de la
enfermedad al 0,53 %, frente a 21 % con manejo cultural y 69,6 % del testigo de
inoculacién natural, ademas, mejoro la produccién de cacao seco/afio en un 90,6 %
en relacién con el testigo de inoculacion natural.

Ochoa et al. (2015) evaluaron en condiciones de laboratorio la actividad fungica
sobre M. roreri de preparados minerales como: 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 silicosulfocélcico (SSC) y
polisulfuro de calcio (PC). Los autores encontraron que los preparados de SSC y PC
fueron los mas eficaces inhibiendo 100 % de crecimiento micelial aun en
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
namero de esporas en 98.2y 79.9 %.

En el manejo basado en la utilizacion de extractos vegetales, diversos investigadores
han retomado los antiguos métodos de manejo de enfermedades como la utilizacion
de extractos de vegetales, que en el marco de proyectos de manejo integrado
permite una produccion agricola mas sostenible y menos contaminante (Vergara,
1994; Villa, 1999).

México es uno de los paises con mayor diversidad vegetal en el mundo, estimandose
gue tiene entre 23,000 y 30,000 especies de plantas (Toledo, 1994) de las cuales, se

20



utiliza una minima cantidad (Sarukhan, 1995). Se presentan plantas endémicas en
todos los tipos de climas que existen en la republica y empiricamente se les ha dado
a algunas una utilidad medicinal, en algunos casos contra problemas infecciosos de
origen fungico. Los plaguicidas naturales han sido usados en la agricultura como una
alternativa para el manejo de problemas fitosanitarios, entre los cuales se destacan:
fungicidas, fungistaticos, insecticidas, antialimentarios, inhibidores de crecimiento,
hormonas juveniles de muda, deterrentes de la oviposicion, atrayentes, repelentes y
disuadores. Estos pueden constituirse en buenos modelos para el desarrollo de
productos sintéticos analogos o ser usados como ingredientes activos si estan
disponibles en abundancia (Ayyangar y Nagasampagi, 1993; citados por Vergara,
1997a).

Segun lo reporta Ramirez, (2013) la importancia de las plantas, se debe a que
contienen principios activos en algunos de sus érganos, los cuales, extraidos de
forma adecuada y administrados en dosis suficientes, producen efectos curativos que
permiten el manejo de microorganismos fitopatdgenos y de insectos plaga en los
cultivos. La misma autora, menciona que el estudio de los componentes de las
plantas medicinales se centra en las sustancias que ejercen una accién
farmacoldgica sobre los seres vivos. Los principios activos de las plantas pueden ser
sustancias simples (resinas, aceites esenciales, etc.). Los compuestos mas comunes
son los azucares y heterdsidos, que pueden ser glucosidos, galactosidos, etc. Otros
componentes activos de las plantas son alcaloides, resinas, balsamos, oleorresinas,
acidos organicos, enzimas y vitaminas. Los principios vegetales que ejercen accion
farmacoldgica generalmente son producidos por la planta en su metabolismo
secundario.

La planta es un sistema de diferentes rutas biosintéticas, cuya principal fuente de
activacion es la fotosintesis que origina en las hojas loe metabolitos primarios, y por
procesos bioquimicos, con la ayuda de algunas enzimas, se obtienen unidades
azucaradas segun (Sanabria, 1983; Morales, 1997; citado por Viveros y Castafio
(2006). A través de las rutas de obtencion de los metabolitos primarios, y por
procesos bioquimicos ayudados por enzimas, se generan metabolitos secundarios
(alcaloides, esteroides, flavonoides, terpenoides, quinonas, etc.), deben ser extraidos
de la forma en que se presenten tratando de no alterar sus propiedades biolégicas
(Sanabria, 1983; citado por Viveros y Castafio, 2006). Por lo tanto los extractos de
plantas constituyen una fuente natural importante de la busqueda de nuevos
compuestos con actividad fungistatica de interés, cuya comprension de sus procesos
bioguimicos ha perfilado una nueva estrategia orientada al manejo de estas defensas
guimicas contra microorganismos.

Vivanco et al. (2005) mencionan que algunas plantas tienen metabolitos secundarios
gue son téxicos, con funcion antibacteriana o antifingica e inhiben la germinacién de
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esporas Yy, por tanto frenan el proceso infeccioso (Ward, 195; citado por Luna y Lara,
2007). Los metabolitos secundarios son compuestos 0 sustancias presentes en
concentraciones variables, en los tejidos vegetales adultos, cuya funcion primordial
parece ser la proteccion frente al ataque de herbivoros y defensa contra infecciones
microbianas o virales, debido a que sirven de barrera inicial a la propagacion de
bacterias u hongos dentro de los tejidos de la planta, e inhiben a la germinacion de
esporas. También funcionan como atrayentes de insectos polinizadores y agentes de
competicion planta-planta (Luna y Lara, 2007).

En los estados productores de cacao en México existe una gran diversidad de
plantas que muestran ser efectivas en el manejo de enfermedades del cacao como
mancha negra (Phytophthora spp), antracnosis (Colletrotrichum gloeosporioides),
moniliasis (Moniliophthora roreri) (Ramirez y Lopez, 2006; Ramirez, 2008b; Ramirez
et al., 2001a; Lozada et al., 2012; Ramirez, 2013), estas son el orégano (Origanum
vulgare L), maguey morado (Tradescantia spathacea Swartz) y jengibre (Zingiber
officinale Roscoe).

Origanum vulgare L es una planta aromatica cultivada en varias regiones del mundo,
cuyo valor comercial se debe a sus caracteristicas como especia, condimento y
propiedades medicinales. De mayor importancia industrial y farmaceutica es su
aceite esencial, el cual se emplea como fragancia en jabones, perfumes, cosméticos,
saborizantes, entre otros (Koksal et al., 2010); ademas, posee propiedades
antibacteriales, antifungicas, antiparasitarias, antimicrobianas y antioxidantes (Rivero
et al., 2011).

En el mundo existen diferentes variedades de orégano que han sido explotadas
comercialmente. La produccién global del orégano es estimada en alrededor de
15000 toneladas, siendo Turquia el principal productor seguido de México. Las
especies de mayor importancia econémica son: Origanum vulgare L. spp. Viride
(Boiss) Hayak (orégano griego), Origanum onites L. (orégano turco), Thymus
capitatus (L) Hoffmanns y Link, Coridothymus capitatus (L) (orégano espaiiol
perteneciente la familia Laminaceae) y Lippia graveolens H:B:K (orégano mexicano,
de la familia Verbenaceae) (Oliveira et al, 2007; citado por Garcia et al., 2012).

Esta planta cuenta con numerables beneficios para la salud, tanto para la prevencion
como para el tratamiento de enfermedades cronico degenerativas. No obstante, la
mayoria de la investigacion se ha centrado en identificar las propiedades de su aceite
esencial, descartando la presencia de los compuestos fendlicos, los cuales también
poseen importantes beneficios para la salud. Se ha demostrado que el orégano,
tomillo y canela tienen propiedades antioxidantes, relacionadas con los compuestos
fendlicos, carvacrol y el timol que pueden ser utilizados bajo ciertas condiciones
como fungicidas y bactericidas. (Aballa y Rosen, 2001).
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Paster et al., 1990, 1995 (citados por Garcia et al., 2006) reportaron el efecto
inhibitorio del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare L.) sobre el desarrollo
de A. flavus, A. ochraceus K, Wilh y A. niger Tiegh in vitro, encontrando que a 2000
ppm este aceite controla el crecimiento micelial de los hongos en estudio y tiene
actividad fungicida. Los mismos autores demostraron que el aceite esencial de
orégano controlé in vivo eficientemente el desarrollo de hongos endoégenos en trigo
(Triticum sp). En condiciones in vitro el aceite esencial de orégano (Lippia
origanoides) presenta un efecto fungicida sobre el fitopatégeno Phytohthora infestans
de la papa, la concentracion del aceite que permitié una inhibicion del crecimiento del
patégeno de 50 % fue de 20.53 ug mL™. Por lo cual, el autor afirma que este aceite
esencial podria ser incorporado dentro de un programa de manejo integral de la
enfermedad del tizén tardio de la papa (Arango et al., 2015).

En cuanto al maguey morado (Tradescantia spathacea Swartz), Dominguez (2004)
menciona que esta planta es conocida como “maguey morado o barquilla®, de la
familia Commelinaceae, la cual es muy utilizada en la medicina tradicional en México
como antiinflamatorio y en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales. La
accion bactericida de los extractos de esta especie fue comprobada utilizando los
microorganismos Escherichia coli, Salmonella enteritidis y Shigella flexner. Esta es
una planta endémica del sureste mexicano empleada para prevenir o tratar
problemas de tipo infeccioso, cancer, gangrena, varices, lavar heridas, tos, etc
(Morton, 1968). Gonzalez et al., (2003); citado por Reyes et al., (2009) atribuyeron al
maguey propiedades antioxidantes, antigenotoxicas y antimutagénicas; los mismos
autores encontraron que el maguey morado contiene carotenos, polifenoles de tipo
flavonoide y compuestos cumarinicos.

Por otro lado, el jengibre (Zingiber officinale R.) es una planta nativa de Asia,
cultivada en numerosas partes del mundo, incluyendo el oeste de la India, Jamaica y
Africa. El jengibre es una planta herbacea cuyo rizoma es perenne, nudoso, con una
corteza de color ceniciento y rugosidades transversas, de sabor picante e
intensamente aromatico. Posee ciertas caracteristicas y principios activos que la
hacen adecuada para el uso tradicional de trastornos como la falta de apetito, o el
dolor de articulaciones, debido a sus propiedades antirreumaticas. Por sus
propiedades expectorantes y antitusivas que posee es muy utilizado para tratar
resfriados o gripe, ademas de aliviar la acumulacién de secreciones en los pulmones
y también, para tratar casos en que se presenta mucha tos, asi como también
favorecer la disminucion de colesterol en la sangre (Alonso et al., 2012).

El aceite esencial y la oleorresina obtenidas del jengibre son de gran interés para el
sector alimenticio y medicinal, debido a diferentes partes asociadas a su consumo
tales como capacidad antioxidante (Stoilova et al., 2007 y Taghizadeh et al., 2007,
citados por Reyes et al., 2011); antiespasmodico y antidiarreico (World Health
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Organization, 1999; citado por Reyes et al., 2011). Adicionalmente, el aceite esencial
de jengibre se compone de sustancias como monoterpenos y sesquiterpenos,
responsables de las correspondientes caracteristicas sensoriales (Gong et al., 2004).
El aceite esencial de jengibre es obtenido tradicionalmente por destilacion con
arrastre de vapor o extraccion (Vazquez et al.,, 2001). Ademas esta planta ha
mostrado efectos sobre la inhibicibn de diversos tipos de bacteria y hongos que
causan enfermedades en animales y en plantas de cultivo, tanto a nivel de campo
como en la poscosecha (Nguefack, 2004; Barrera y Bautista, 2008; Ramirez, 2008b).

Existen diversas investigaciones que demuestran el potencial de los extractos de
plantas en el manejo de problemas fitosanitarios ocasionados por hongos, tal es el
caso de Lopez et al.,, (2009) quienes evaluaron el efecto antifingico in vitro de
extractos de Thymus vulgaris y Heliotropium indicum sobre Phytophthora palmivora,
para lo cual evaluaron cuatro formas de obtencion de extractos (hidrolato,
presurizado, fermentacion aerdbica y anaerdbica); los autores mencionan que de un
total de ocho extractos evaluados a concentraciones del 50 %, cuatro inhibieron el
crecimiento del patdégeno, cuatro presentaron efecto antiesporulante. La CMI con
efectos antifiingicos de extractos de Heliotropium indicum en hidrolato fue de 40 % y
para el fermentado anaerdbico 10 %. Por otro lado, el Thymus vulgaris en hodrilato
fue del 30 % y en fermentado aerobico fue del 50 %. Por lo cual, concluyeron que los
extractos de Thymus vulgaris y Heliotropium indicum poseen metabolitos capaces de
inhibir el crecimiento y produccion de zoosporas in vitro de Phytophthora palmivora.

Bolivar et al., (2009) evaluaron el efecto de la aplicacion de los extractos etandlicos
de hojas de Azadirachta indica (nim), Phyllanthus niruri (flor escondida), Calotropis
procera (algodén de seda), Lippia iriganoides (orégano silvestre), Gliricidia sepium
(matarraton) y Helitropium indicum (rabo de alacran) en el control de la antracnosis
ocasionada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides en frutos de mango
(Mangifera indica) y observaron que el extracto etandlico de orégano silvestre y rabo
de alacrdn ocasionaron la mayor inhibicion del crecimiento micelial del hongo, el
orégano y mata ratén fueron los mejores tratamientos de postcosecha ya que
indujeron el 37 y 33 % menos de la enfermedad en los frutos de mango. El extracto
mas significativo fue el orégano, el cual en dosis bajas podria ser utilizado para
prevenir la enfermedad; sin embargo, el matarratén, rabo de alacran, algodén de
seda, flor escondida y nim fueron también efectivos en la reduccion de la enfermedad
y los autores recomiendan evaluarlos en dosis mas altas.

Lozada et al. (2012) demuestran el efecto in vitro de aceites esenciales de tres
especies de Lippia sobre M. roreri agente causante de la moniliasis del cacao y
observaron que en concentraciones de 800 a 1000 pg mL™ todos los aceites
esenciales inhibieron completamente la germinaciéon y el crecimiento micelial del
hongo. A una dosis menor (200 pg mL™Y), los aceites de L. origanoides inhibieron
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hasta en 100% el crecimiento micelial y en 96% la germinacion de esporas.

Ramirez et al., (2011a) investigaron el efecto in vitro de extractos de Origanum
vulgare, Tradescantia spathacea y Zingiber officinale sobre M. roreri, los autores
encontraron que las tres plantas muestran metabolitos con efectos de inhibicion
sobre el crecimiento y produccion de conidias del hongo causante de la moniliasis del
cacao, siendo el hidrolato por destilacién la forma mas eficiente. Los hidrolatos de
orégano y maguey morado al 50 % y el jengibre al 30 % inhibieron completamente el
patogeno.

Ramirez (2013) estudiaron extractos obtenidos de Pimienta dioica L, Zingiber
officinale Roscoe, Syzygium aromaticum, Origanum vulgare, Tradescantia spathacea
y Cinnamomum zeylanicum sobre Moniliophthora roreri. El trabajo lo realizaron en
tres fases: la primera en laboratorio, la segunda en una plantacién monoclonal y la
tercera mediante cromatografia de gases. Los autores reportaron que todas las
plantas poseen metabolitos con capacidad de inhibir en mayor o menor grado el
desarrollo del patdgeno. Los hidrolatos de canela, clavo y pimienta en medio liquido
inhibieron la multiplicacion y germinacion de las conidias. En condiciones de campo,
en frutos inoculados como en la plantacion comercial con incidencia natural del 69,6
% de M. roreri, los hidrolatos de clavo y canela al 20 % mostraron la mayor
efectividad, permitiendo obtener el 98% de frutos sanos y un incremento en la
produccion entre un 800 y un 1000 %, con respecto al testigo.

25



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion geogréfica

El trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Agrotecnologias de la
Agencia Universitaria para el Desarrollo (AUDES) Cacao-Chocolate de la UNACH,
ubicado en Ciudad Universitaria, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, en donde se realizaron
pruebas de efectividad de los extractos, asi como también se determind la
concentracion minima inhibitoria (CMI).

3.2 Materiales

3.2.1 Material bioldgico

En el Cuadro 1 se aprecia el material vegetal utilizado para llevar a cabo la presente
investigacion.

Cuadro 1. Material vegetal evaluado.

Nombre cientifico Nombre comun Parte utilizada
Origanum vulgare L orégano hojas y tallo
Tradescantia spathacea Swartz maguey morado hojas
Zingiber Officinale Roscoe jengibre rizoma

3.2.2 Material de laboratorio

En cuanto a los equipos de laboratorio utilizados para desarrollar la investigacion
constan: camara de flujo laminar, destilador, autoclave, microscopio, incubadora,
agitador magnético, licuadora, balanza; asi también se utilizé6 materiales como cajas
Petri, varilla, matraz Erlenmeyer, vaso de precipitacion, pipetas, probetas, gotero,
contador, camara de Neubahuer, agujas, piceta, pinzas, sacabocados, medios de
cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA) y extracto de cacao, agar, jugo V8®, agua
destilada, alcohol, hipoclorito de sodio, tween, bolsas de tela, algodén, envases
(opaco, transparente, ambar).

3.3 Métodos

La presente investigacion se llevé a cabo en condiciones in vitro en tres fases, en la
primera fase se determind la relacion soluto-solvente en el proceso de extraccion
mediante destilacién de orégano, maguey morado y jengibre sobre la inhibicion del
crecimiento y formacion de conidias de Moniliophthora roreri, en la segunda fase se
definié las mejores mezclas de los destilados de las tres plantas evaluadas y, en la
tercera fase se establecio las condiciones mas adecuadas de almacenaje como son:
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tipo de recipiente (opaco, ambar y transparente) y condiciones de almacenaje
(temperatura de refrigeraciéon a 4 °C y temperatura ambiente) para conservar la
efectividad del fungicida formulado. En la Figura 4 se detalla el disefio de la
investigacion.

Fase 1. Determinacién de larelacion soluto-solvente Aislamiento del hongo

Obtencion de hidrolatos en diferentes relaciones soluto-solvente

Mantenimiento
del hongo

>] Determinacion de la CMI Q

/

Fase 2. Determinacion de mezclas de hidrolatos H
ongo
|
Mezcla de hidrolatos: orégano, maguey morado y jengibre
——> | Determinacion de laCMI &
Y
Fase 3. Evaluacion de condiciones de almacenaje Hongo
|
\4 v
Tipo de recipiente Condicién de almacén

4

Pruebas in vitro de efectividad a los ocho meses

N

Figura 4. Disefio de la investigacion.

3.3.1 Fase 1. Determinacién de la relacion 6ptima de soluto y solvente

3.3.1.1 Multiplicacion del hongo Moniliophthora roreri

Previo al montaje del ensayo, se aislo el hongo Moniliophthora roreri a partir de frutos
enfermos en estado de mancha colectados en plantaciones del municipio de
Tecpatan, Chiapas, los cuales fueron trasladados al laboratorio para ser lavados y
desinfectados. Posteriormente se dejo esporular con el fin de colectar sus conidias y
multiplicar el patégeno mediante repiques o pases en medios de cultivo papa-
dextrosa-agar (PDA), extracto de cacao y jugo V8®. Se incubé a una temperatura de
23 +£2°C, durante 12 dias (Figura 5).
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(a) (b)

Figura 5. Aislamiento del patdgeno a) frutos en estado de mancha; b) multiplicaciéon

3.3.1.2 Obtencién de hidrolatos

Los hidrolatos se realizaron a partir de las siguientes plantas: orégano (Origanum
vulgare L.), maguey morado (Tradescantia spathacea Swartz) y jengibre (Zingiber
officinale Roscoe). De cada planta se obtuvo hidrolatos tanto con planta fresca (300 g
L y 600 g L") como con material secado al sol (45 g L* y 90 g L) cada uno
obtenido con dos relaciones agua-alcohol (10:1 y 10:0) (Figura 6). Para lo cual se
acondicion6 el material vegetal, lavandolo, picandolo y pesando la cantidad
necesaria. EI material vegetal se colocd en bolsas de tela para posteriormente ser
introducido en la marmita del destilador junto con la mezcla de solvente
correspondiente a las diferentes relaciones (10:1 y 10:0), luego se sella
herméticamente para hacer el proceso de extraccion continuo mediante la aplicacién
de calor y presidon constante, el vapor fue conducido a un condensador y mediante
enfriamiento con agua se obtuvo el hidrolato, el mismo que se almacend para su uso
posterior.

Destilado

Figura 6. Procedimiento general para la elaboracién de hidrolatos.
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3.3.1.3 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para los
hidrolatos obtenidos

Para montar en ensayo exploratorio, se utiliz6 el medio de cultivo PDA (papa-
dextrosa-agar) preparado en la cantidad necesaria. Luego se vacié el medio en las
cajas Petri de plastico estériles con una mezcla de PDA y extracto obtenido con agua
en concentraciones de 50, 40, 30, 20y 10 % y de cada una de estas concentraciones
se tuvieron cuatro repeticiones. Posteriormente cuando las cajas Petri se enfriaron se
procedi6 a sembrar M. roreri, mediante el uso de un sacabocados. Estos
procedimientos se realizaron en una camara de flujo laminar y en condiciones de
completa asepsia. Las cajas se mantuvieron en incubacion a una temperatura de 23
+ 2 °C. Ademas se contd con dos testigos: uno absoluto, en el cual el hongo fue
cultivado en PDA sin ningan control y uno quimico (polisulfuro de calcio). Para un
total de 122 tratamientos (Cuadro 2).

Cuadro 2. Tratamientos de orégano, maguey morado Yy jengibre.

Tratamiento  Pesog L™ Estado de Relacion
laplanta  agua-alcohol
01, M1, J1 300 Fresco 10:1
02, M2, J2 600 Fresco 10:1
03, M3, J3 300 Fresco 10:0
04, M4, J4 600 Fresco 10:0
05, M5, J5 45 Seco 10:1
06, M6, J6 90 Seco 10:1
07, M7, J7 45 Seco 10:0
08, M8, J8 90 Seco 10:0

Variables cuantificadas:

Las variables que se estudiaron fueron: crecimiento del micelio, para lo cual se midié
a cada una de las placas el crecimiento micelial (Figura 7). También se cuantificé el
ndamero de conidias totales y germinadas, esto realizando un raspado superficial del
micelio y se efectuaron las diluciones necesarias hasta que las conidias se pudieron
contar utilizando la camara de Neubauer. Es de mencionar que las conidias
germinadas (figura 8) son aquellas que dan inicio al tubo germinativo y son las
responsables de causar la infeccion.
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Figura 8. Conidia de Moniliophthora roreri desarrollando el tubo germinativo.

Disefio experimental y analisis estadistico

En el trabajo se empleo disefio completamente al azar con 122 tratamientos incluidos
dos testigos (absoluto y quimico) y cuatro repeticiones por tratamiento, se realizd
analisis de varianza a cada una de las variables cuantificadas y se aplicé la prueba
de comparacién de medias de Tukey al 5%, usando el software SPSS® versién 17.

3.3.2 Fase 2. Determinacién de mezclas de hidrolatos

Con base a los resultados obtenidos en la fase 1, se llevd a cabo el ensayo
exploratorio in vitro de la fase 2. Es decir; los extractos que presentaron inhibicion
total del crecimiento del micelio y formacion de conidias se utilizaron en esta fase,
para lo cual se evalu6 la mezcla de las mejores relaciones de soluto-solvente y se
probaron las mezclas de material vegetal de orégano, maguey morado y jengibre
(Cuadro 3).
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Cuadro 3. Proporciones de volumen para la elaboracion de las mezclas.

Orégano Maguey Jengibre Clave
1 1 0 T1
1 0 1 T2
0 1 1 T3
2 1 0 T4
2 0 1 T5
1 2 0 T6
1 0 2 T7
0 1 2 T8
0 2 1 T9
1 1 1 T10
2 1 1 T11
1 2 1 T12
1 1 2 T13
2 2 1 T14
2 1 2 T15
1 2 2 T16

Se realizé el medio de cultivo con la técnica de medio envenenado descrito en la
Fase 1y se evalu6 a concentracion de 30% v/v.

Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizé disefio completamente al azar con 17 tratamientos incluido el testigo
absoluto (PDA) y cada tratamiento contd con tres repeticiones, se practico analisis de
varianza a cada una de las variables evaluadas y se aplico la prueba de comparacion
de medias de Tukey al 5%, usando el software SPSS® version 17.

3.3.3 Fase 3. Evaluacién de condiciones de almacenaje

Con base a los resultados obtenidos en la fase anterior, se evalué el comportamiento
de las dos mejores mezclas de destilados de orégano, maguey morado y jengibre.
Los tratamientos que se evaluaron fueron: tipo de recipiente a utilizar (opaco, ambar
0 transparente), condiciones de almacenaje (temperatura de refrigeracion a 4°C,
temperatura ambiente), para lo cual, a los ocho meses se realiz6 medios de cultivo a
la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) resultante de la fase 2 y se evalud el
crecimiento y formacion de conidias de M. roreri. Se monto un ensayo utilizando un
total de 24 tratamientos y tres repeticiones (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Tratamientos evaluados con base a los resultados obtenidos en la fase 2 (a los
ocho meses de su obtencién).

Maguey-jengibre (1:1)

Temperatura de

Concentracion almacenaje Tipo de recipiente Clave
40% Ambiental Opaco T1
40% Ambiental Ambar T2
40% Ambiental Transparente T3
30% Ambiental Opaco T4
30% Ambiental Ambar T5
30% Ambiental Transparente T6
40% 4°C Opaco T7
40% 4°C Ambar T8
40% 4°C Transparente T9
30% 4°C Opaco T10
30% 4°C Ambar T11
30% 4°C Transparente T12

Maguey-jengibre (1:2)
40% Ambiental Opaco T13
40% Ambiental Ambar T14
40% Ambiental Transparente T15
30% Ambiental Opaco T16
30% Ambiental Ambar T17
30% Ambiental Transparente T18
40% 4°C Opaco T19
40% 4°C Ambar T20
40% 4°C Transparente T21
30% 4°C Opaco T22
30% 4°C Ambar T23
30% 4°C Transparente T24
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De la misma manera, se utilizaron los resultados obtenidos en la fase 1 (01, M1y J1
con una CMI de 40%) vy, se realiz6 un ensayo con 18 tratamientos y tres repeticiones
(Cuadro 5) y se determiné la efectividad del fungicida formulado por un periodo de
ocho meses. Ademas se realizé observaciones a los productos con respecto a su
olor, color y sedimentacion.

Cuadro 5. Tratamientos evaluados con base a los resultados de la fase uno (ocho meses).

Temperatura de

Tratamiento almacenaje Tipo de recipiente Clave

01 Ambiental Opaco T1
Ambiental Ambar T2

Ambiental Transparente T3

4°C Opaco T4

4°C Ambar T5

4°C Transparente T6

M1 Ambiental Opaco T7
Ambiental Ambar T8

Ambiental Transparente T9

4°C Opaco T10

4°C Ambar T11

4°C Transparente T12

J1l Ambiental Opaco T13
Ambiental Ambar T14

Ambiental Transparente T15

4°C Opaco T16

4°C Ambar T17

4°C Transparente T18




4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Fase 1. Determinacion de la relacion 6ptima de soluto y solvente

En el Cuadro 6 se detalla el tiempo utilizado para obtener los hidrolatos de orégano,
maguey morado y jengibre tanto en planta fresca como seca al sol, se aprecia que
los destilados elaborados a partir del Origanum vulgare L. se elaboraron en tiempos
que varian de 1 h 42 min a 2 h 55 min, esto probablemente depende de la cantidad
de material vegetal y de la relaciébn agua-alcohol utilizada en cada tratamiento. Los
tratamientos elaborados con Tradescantia spathacea utilizan de 1 h 55 min a 3 h 28
min para obtener cada destilado y el tiempo de destilacion utilizado para los
tratamientos de Zingiber officinale, van de 2 h 12 min a 4 h 55 min respectivamente.

Cuadro 6. Tiempo utilizado para la destilacion de orégano, maguey morado y jengibre.

Tratamiento Tiempo de destilacién
O1 2 h 06 min
02 2 h 55 min
03 2h 11 min
04 2 h 13 min
05 2 h 22 min
06 2 h 30 min
o7 2 h 00 min
08 1 h 42 min
M1 2 h 46 min
M2 2 h 39 min
M3 3 h 05 min
M4 3 h 28 min
M5 3 h 12 min
M6 2 h 14 min
M7 2 h 06 min
M8 1 h 55 min
J1 2 h 36 min
J2 2 h 54 min
J3 2h 12 min
J4 2 h 42 min
J5 3 h 47 min
J6 4 h 55 min
J7 3 h 07 min
J8 3 h 08 min
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4.1.1 Evaluacién del extracto de orégano sobre el crecimiento micelial y
formacion de conidias de Moniliophthora roreri

El crecimiento micelial del hongo causante de la infeccion, se puede observar en la
figura 9, donde cada hidrolato de orégano obtenido tanto con material vegetal fresco
como seco provoca efectos diferentes al crecimiento del micelio, en este caso se
evaluaron cinco concentraciones (50, 40, 30, 20 y 10 %).

Los resultados obtenidos para el extracto de orégano mostraron efecto inhibitorio
sobre el crecimiento micelial de M. roreri, segun el andlisis de varianza realizado
(Cuadro 1A), el cual indic6 que existen diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos estudiados; Tukey (P< 0.05) y en la formacion de conidias: totales y
germinadas (Cuadro 7) a concentraciones de 50 y 40 % V/V. Es decir, los
tratamientos O1, 02, O3, O5 y O6 presentaron un porcentaje de inhibicion del 100 %,
tanto para crecimiento micelial como para formacion de conidias; en este caso la
concentracion minima inhibitoria (CMI) fue de 40 %. Estos datos mejoran los
resultados obtenidos por Ramirez et al., (2011a) quienes mencionan que el hidrolato
de orégano al 50 % inhibe completamente el patégeno.

Moniliophthora roreri

300gL* 600gL* 300gL* 600gL™
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Figura 9. Aspecto del crecimiento micelial de M. roreri por efecto del extracto de orégano.

Es muy importante sefialar que para extraer la mayor cantidad de metabolitos
presentes en la planta fue necesario utilizar 300 g L™ (planta fresca) y la relacion
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agua-alcohol como solvente (10:1), ya que al utilizar material seco los metabolitos
presentes en la planta al parecer se degradaron. Los resultados concuerdan con
Alvarez et al. (2008) quienes evaluaron la influencia del método de secado de las
hojas del género Erythroxylum confusum, sobre la composicion fitoquimica y
variacion de los metabolitos, recomendando utilizar el secado a la sombra del
material vegetal como via para ahorrar recursos y eliminar posible descomposicion
de los metabolitos.

Los tratamientos O4, O7 y O8 permitieron el crecimiento del micelio y formacion de
conidias en todas las concentraciones; sin embargo, el orégano tuvo un efecto
inhibitorio sobre la germinacién de las mismas a concentraciones de 50 y 40 %;
resultados que concuerdan con lo reportado por Ramirez et al., (2011a) quienes
mencionan que todos los extractos obtenidos de orégano inhibieron la formacion de
conidias entre el 100y 71 % a pesar de que, como se Vvio anteriormente, se presento
formacion de micelio, por lo tanto estos extractos muestran actividad antiesporulante.

Segun los datos obtenidos en esta investigacion, el extracto de orégano tiene efecto
regulador del hongo M. roreri causante de la enfermedad, sumandose a los
resultados reportados por Montes et al., (2000), quienes evaluaron las propiedades
antifingicas de 206 plantas superiores entre ellas el Origanum vulgare contra 26
especies de hongos fitopatbgenos tales como: roya del café Uromyces
appendiculatus, cenicilla  Erysiphe cichoracearum, mildid de calabacita
Pseudoperonospora cubensis y tizén del crisantemo Dydimella chrisanthemi.
Céaceres et al. (2013) determinaron el efecto inhibitorio del clavo Eugenia
cariophyllata, canela Cinnamomum zeylanicum y orégano de la variedad Lippia
berlandieri obtenidos mediante la técnica de Hidrodestilacion sobre seis de los
principales patdgenos que atacan a los alimentos (Fusarium oxysporum, Alternaria
alternata, Geotrichum candidum, Trichoderma spp, Penicillum digitatum y Aspergillus
niger), los autores mencionan que el extracto acuoso de orégano presentdé mayor
actividad biolégica frente a los hongos en estudio, demostrando asi tener mayor
inhibicién de los patdégenos.

La comparacion de medias (Cuadro 2A) mostro diferencias significativas Tukey
(P<0.05) entre los hidrolatos de orégano obtenidos al compararlos con el testigo
quimico (Polisulfuro de calcio) y absoluto (PDA), el cual registré el mayor valor de
esporulacién con 951.94x10° conidias totales m L™ y, en cuanto a las conidias
germinadas registré 6.66x10° conidias germinadas m L™, mientras que el tratamiento
O1 mostro los mejores resultados ya que no present6 formacion de conidias; ademas
de que el hidrolato obtenido en este tratamiento comparado con los demas
tratamientos que presentaron inhibicion del micelio y formacién de conidias de M.
roreri, utilizd6 menos tiempo de destilacion (2 h 06 min), eficientando con ello el
tiempo y el consumo de energia requerida para su extraccion.
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Cuadro 7. Efecto del extracto de orégano sobre la inhibicién del crecimiento micelial y
formacion de conidias de M. roreri.

Tratamiento Crecimiento Conidia_sl Totsales Conidias (_Blermsinadas
(mm) (m L7x10°) (m L7x10°)
o1 50 0.00 a 0.00 a 0.00 a
40 0.00 a 0.00 a 0.00 a
30 47.50 de 72.63 abc 0.00 a
20 48.00 de 132.01 bcde 0.08 a
10 48.75 de 147.16 bedef 0.13 a
02 50 0.00 a 0.00 a 0.00 a
40 0.00 a 0.00 a 0.00 a
30 50.00 e 71.66 abc 0.00 a
20 50.00 e 85.00 abcd 0.00 a
10 50.00 e 204.79 efgh 1.87 a
03 50 0.00 a 0.00 a 0.00 a
40 0.00 a 0.00 a 0.00 a
30 48.50 de 167.38 cdef 0.00 a
20 48.50 de 190.86 defgh 0.08 a
10 49.00 de 206.61 efgh 0.08 a
04 50 1250 b 102.08 abcde 0.00 a
40 43.50d 107.15 abcde 0.00 a
30 48.00 de 117.63 bcde 0.00 a
20 48.00 de 136.66 bcdef 0.00 a
10 47.75 de 187.81 defg 0.69 a
05 50 0.00 a 0.00 a 0.00 a
40 0.00 a 0.00 a 0.00 a
30 48.00 de 39.51 ab 0.00 a
20 48.75 de 123.26 bcde 0.00 a
10 49.00 de 291.59 gh 0.69 a
06 50 0.00 a 0.00 a 0.00 a
40 0.00 a 0.00 a 0.00 a
30 46.75 e 0.41 a 0.00 a
20 47.00 de 130.55 bcde 0.00 a
10 48.50 de 243.63 fgh 0.19a
o7 50 1250 b 59.63 abc 0.00 a
40 23.00c 60.12 abc 0.00 a
30 47.25 de 65.83 abc 0.00 a
20 47.25 de 168.95 cdef 0.20 a
10 48.25 de 205.50 efgh 0.34 a
08 50 18.50 b 112.50 bcde 0.00 a
40 49.00 de 122.91 bcde 0.00 a
30 47.50 de 143.61 bedef 0.00 a
20 47.75 de 283.29 gh 0.08 a
10 49.25 e 301.15h 0.09 a
T. Absoluto 50.00 a 591.94 i 6.66 b
T. Quimico 0.00 a 0.00 a 0.00 a
CcVv 0.66 1.00 5.21

Medias con la misma letra en la misma columna no son estadisticamente diferentes en la
Prueba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05)
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Estos datos coinciden con los valores reportados por Ramirez et al., (2011a)
quienes mencionan que O. vulgare inhibe completamente el desarrollo del hongo.
Segun Carrillo et al., (2010 reportado por Kordal et al., 2008) mencionan que el
carvacrol y el timol son compuestos de unidades terpénicas presentes en los aceites
esenciales de algunas especies de la familia Lamiaceae como Origanum vulgare,
Thymus vulgaris y Mentha piperita, de los cuales se han encontrado que actdan
causando alteraciones en la morfologia y agregados hifales, lo que hace que se
reduzca el crecimiento y se produzca lisis en la pared y la membrana celular del
agente patdégeno. Por otro lado, Garcia (2012) sefiala que el orégano tiene
propiedades nutraceuticas, entre las que destacan las propiedades antioxidantes,
hipoglucémicas, hipotensivas y anticancerigenas.

4.1.2 Evaluacion del extracto de maguey morado sobre el crecimiento micelial y
formacion de conidias de Moniliophthora roreri

El efecto del extracto del maguey morado frente el crecimiento micelial del hongo se
aprecia en la Figura 10, el mismo que fue evaluado a diferentes concentraciones (50,
40, 30, 20 y 10 %) Se puede observar que los tratamientos M1, M2, M5, M6 y M7
inhiben el crecimiento micelial del patégeno en un 100% a concentraciones de 50 y
40 %; por lo que su CMI fue del 40 %.

Monilionhthora roreri

300gL* 600gL* 300gL* 600gL™ 45gL" 90gL* 45gL' 90glL?
10:1 10:1 10:0 10:0 10:1 10:1

Figura 10. Aspecto del crecimiento micelial de M. roreri por efecto del extracto de maguey
morado.
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Cuadro 8. Efecto del extracto de maguey morado sobre la inhibicion del crecimiento micelial

y formacién de conidias de M. roreri.

Tratamiento Crecimiento Conidiaf totsales Conidias glermj_’nadas
(mm) (m L7x10°) (m L7x10°)
M1 50 0.00 a 0.00 a 0.00 a
40 0.00 a 0.00 a 0.00 a
30 47.50 f 80.58 abcdefg 0.00 a
20 48.00 ef 101.75 defghi 0.20 a
10 48.25 ef 156.94 ghi 0.50 a
M2 50 0.00 a 0.00 a 0.00 a
40 0.00 a 0.00 a 0.00 a
30 45.75 ef 12.77 abcd 0.00 a
20 46.5 ef 69.84 abcdef 0.00 a
10 49.00 ef 82.34 abcdefg 0.37 a
M3 50 0.00 a 0.00 a 0.00 a
40 15.00 b 2.69 a 0.00 a
30 22.25¢ 5.41 ab 0.00 a
20 22.25c¢c 11.08 abcd 0.00 a
10 38.75d 43.97 abcde 0.00 a
M4 50 0.00 a 0.00 a 0.00 a
40 24.00 c 0.00 a 0.00 a
30 45.00 e 0.00 a 0.00 a
20 47.00 ef 41.87 abcd 0.00 a
10 49.00 f 185.66 i 0.00 a
M5 50 0.00 a 0.00 a 0.00 a
40 0.00 a 0.00 a 0.00 a
30 50.00 f 7.77 abc 0.00 a
20 50.00 f 107.47 efghi 0.00 a
10 50.00 f 120.97 efghi 0.13a
M6 50 0.00 a 0.00 a 0.00 a
40 0.00 a 0.00 a 0.00 a
30 48.25 ef 117.81 efghi 0.00 a
20 50.00 f 131.04 efghi 0.00 a
10 50.00 f 144 fghi 0.00 a
M7 50 0.00 a 0.00 a 0.00 a
40 0.00 a 0.00 a 0.00 a
30 48.50 ef 88.12 abcdefgh 0.00 a
20 49.00 ef 96.94 bcdefghi 0.00 a
10 49.25 ef 128.54 efghi 0.00 a
M8 50 26.00 c 52.36 abcdef 0.00 a
40 50.00 f 99.79 cdefghi 0.00 a
30 48.00 ef 110.09 efghi 0.00 a
20 50.00 f 122.31 efghi 0.00 a
10 50.00 f 180.62 hi 1.66 a
T. Absoluto 50.00 a 591.94 ] 6.66 b
T. Quimico 0.00 a 0.00a 0.00 a
CVv 0.73 1.51 5.52

Medias con la misma letra en la misma columna no son estadisticamente diferentes en la

prueba de Tukey (P < 0.05)
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Los tratamientos M3 y M4 a concentracion de 50 % presentan inhibicion total del
hongo; pero a concentraciones de 40 %, presentaron porcentajes de inhibicién del
52 al 70 %. Con respecto al tratamiento M8, éste inhibié 48 % el crecimiento micelial
del hongo a 50 % de concentracién (Cuadro 8). El M1 fue el tratamiento que permitio
mayor extraccion de metabolitos, los cuales inhibieron el crecimiento micelial, asi
como también fue el que presentd el menor tiempo utilizado para obtener el extracto
(2 h 46 min), comparado con los extractos elaborados con material seco. El Andlisis
de varianza practicado reporta que existen diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados (Cuadro 1A). En la prueba de comparacién de Tukey (P <
0.05) las medias de todos los tratamientos presentaron diferencias significativas con
el testigo. Los resultados obtenidos en cuanto al crecimiento micelial son
corroborados por Ramirez et al. (2011a) quienes reportan que el Tradescantia
spathacea mediante el proceso de extraccidon por destilacion, logré inhibir
completamente el crecimiento del patégeno.

La informacion generada en esta investigacion demuestra que el maguey morado
posee metabolitos capaces de inhibir el crecimiento del hongo causante de la
enfermedad ya que su CMI fue del 40 %; mejorando con ello los reportado por
Ramirez et al. (2011a) quienes mencionan que el hidrolato de maguey morado al 50
% inhibe completamente el patdgeno. Pupo et al., (2010) Afirman que el maguey
morado tiene potencial antifungico frente al agente causal del tizén temprano del
tomate (Solanum lycopersicum), ya que los autores evaluaron extractos vegetales de
once plantas, entre las cuales los extractos de Cleome gynandra, Tradescantia
pallida (Rose) y Tradescantia spathacea; sin embargo, no alcanzaron el 10 % de
inhibiciéon con ninguna de las dosis utilizadas en el estudio. Por lo cual los datos de
estos autores difieren con los resultados obtenidos en la presente investigacion.

Investigaciones demuestran que el T. spathacea posee compuestos con estructura
tipo flavénico, cuyas propiedades tiene efecto de inhibicion en la formacion de
tumores, asi como también los extractos polares del grupo de las cumarinas tiene
efectos bactericida sobre Escherichia coli, Salmonella enteritidis y Shigella flexneri
segun Ramirez et al., (2011a; reportado por Gonzalez et al., 2003).

Los resultados con respecto a la formacién de conidias totales y germinadas (Cuadro
8) muestran que hay diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos
(Cuadro 2A); es decir, los tratamientos M1, M2, M4, M5, M6 Y M7 presentan
inhibicion en la formacién de conidias totales y germinadas a concentraciones de 50
y 40 %, siendo el valor mas bajo su CMI (40 %). El tratamiento M3 a concentracion
del 50 % inhibié la formacién de conidias, pero a concentracion del 40 % presentd
2.69x10° conidias totales m L™; aunque en este caso las conidias no lograron formar
el tubo germinativo.
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El efecto del maguey morado en el tratamiento M8 muestra que a pesar que se
present6é formacién de conidias en un rango de 52.69x10° a 180.62x10° conidias
totales m L™ en las cinco concentraciones evaluadas, no logran germinar, por lo tanto
no permitiria que se produjera la infeccion del patdogeno en el fruto y asi mismo se
reduce la produccion de conidias al compararse con el testigo absoluto el cual
registré un valor de 591.94 x10° conidias m L™, y 6.66 x10° conidias germinadas.
Estos resultados se suman a reportes de diferentes autores, como: Dominguez
(2004) quien reporta que el maguey morado tiene efectos para el tratamiento
gastrointestinal, problemas inflamatorios, asi como accién bactericida de esta
especie frente a Escherichia coli, salmonella enteriditis y Shigella tlexnery; las hojas
de maguey morado utilizadas para la elaboracion de los extractos tuvieron una
humedad de 91%, estos datos concuerdan con lo reportado por Reyes et al., (2009)
quienes expresaron que la humedad de las hojas frescas del maguey morado es de
91.5 %.

4.1.3 Evaluacién del extracto de jengibre sobre el crecimiento micelial y
formacion de conidias de Moniliophthora roreri

En la Figura 11 se aprecia el crecimiento micelial del patdgeno por efecto del
hidrolato de jengibre obtenido con material fresco y seco en dos relaciones. En el
Cuadro 9 se detalla el efecto del extracto frente al hongo causante de la moniliasis
del cacao a cinco concentraciones (50, 40, 30, 20 y 10 %). Como se observa, los
tratamientos J1, J2, J5 y J6 inhiben el crecimiento micelial del patégeno al utilizar la
relacion 10:1, esto a concentraciones de 50 y 40 %, con un porcentaje de inhibicion
del 100 % siendo su CMI del 40 %. Estos datos difieren con los resultados
reportados por Ramirez et al., (2011a) quienes afirman que el hidrolato de jengibre
fue el que registré la mayor efectividad ya que su CMI es la mas baja 30 % (V/V)
mientras que el testigo absoluto (PDA) presentd un crecimiento micelial de 50 mm.
Estos resultados son corroborados por el Andlisis de Varianza (Cuadro 1A y 2A), ya
gue indica que existen diferencias entre los tratamientos estudiados. En la prueba de
comparacion de Tukey (P<0.05) las medias de todos los tratamientos presentaron
diferencias significativas con el testigo. Como se observa que los tratamientos J3, J4,
J7 y J8 presentan inhibicion del crecimiento micelial en porcentajes que van del O al
58 % a las cinco concentraciones evaluadas; por lo que los metabolitos presentes en
el jengibre fueron extraidos en menor cantidad ya que se utilizé agua como solvente,
sumado a que el material vegetal fue secado al sol.

Al parecer el tratamiento J1 que para su obtencién se utilizé material vegetal fresco y
agua-alcohol como solvente fue el mas eficiente en el proceso de extraccion,
requiriendose un tiempo en el proceso de destilacion de 2 h 36 min. Los resultados
obtenidos en la presente investigacion coinciden con los reportados por Nguefack et
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al. (2004), quienes evaluaron el efecto inhibitorio de extractos de Cymbopogon
citratus, Monodora myristica, Ocinum gratissimum, Thymus vulgaris y Origanum
vulgare frente a tres hongos de los alimentos Fusarium moniliforme, Aspergillus
flavus, Aspergillus fumigatus, encontrando que los hidrolatos de las cinco plantas
presentan metabolitos que inhiben el crecimiento y formacion de conidias de los tres
hongos estudiados.

Moniliophthora roreri

300gL* 600gL* 300gL* 600gL™ 45gL* 90glL*
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Figura 11. Aspecto del crecimiento micelial de M. roreri por efecto del extracto de jengibre.

Garcia et al. (2013) evaluaron el aceite esencial del jengibre frente a Fusarium
verticillioides y la produccién de fumonisina, reportando que los aceites esenciales
del jengibre tienen efectos inhibitorios contra el hongo estudiado, ya que las
estructuras de las microconidias del hongos presentan cambios en cuanto a su
morfologia, ademas de la inhibicion de la produccion de fumonisina. Por otro lado, se
observa que los tratamientos J1, J2 (fresco), J5 y J6 (seco) obtenidos en relacion
10:1 inhibieron la formacién y germinacion de conidias a 50 y 40 % vy, los
tratamientos J3, J4 (fresco) y J7, J8 (seco) en relacion 10:0 registraron 100 % de
inhibiciébn en conidias germinadas, a pesar de que permitieron la formacion de
conidias, sin embargo estan por debajo del total de conidias del testigo absoluto
(PDA) cuyo valor fue de 591.94x10° conidias totales m L™.
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Cuadro 9. Efecto del extracto de jengibre sobre la inhibicién del crecimiento micelial y
formacion de conidias de M. roreri.

Tratamiento Crecimiento Conidiaic, totsales Conidias glerménadas
(mm) (m L7x10°) (m L7x10°)
J1 50 0.00 a 0.00 a 0.00 a
40 0.00 a 0.00 a 0.00 a
30 43.25h 50.83 ab 0.00 a
20 45.50 h 107.5 bcde 0.00 a
10 45.75 h 99.25 bcde 0.00 a
J2 50 0.00 a 0.00 a 0.00 a
40 0.00 a 0.00 a 0.00 a
30 47.25h 156.7 cdef3 0.00 a
20 49.00 h 162.91 def 0.06 a
10 49.75 h 170.34 ef 0.20 a
J3 50 22.00c 75.90 abcd 0.00 a
40 32.00 de 83.40 abcde 0.00 a
30 44.00 h 101.52 bcde 0.00 a
20 47.00 h 217.08 fg 0.00 a
10 47.25h 277.37 ¢ 0.06 a
J4 50 31.00 de 41.75b 0.00 a
40 33.00 defg 51.87 ab 0.00 a
30 41.75 fth 71.25 abcd 0.00 a
20 42.00 gh 82.08 abcde 0.04 a
10 42.00 gh 164.02 def 0.13a
J5 50 0.00 a 0.00 a 0.00 a
40 0.00 a 0.00 a 0.00 a
30 48.75 h 63.88 abc 0.00 a
20 49.00 h 74.65 abcd 0.00 a
10 49.25 h 83.61 abcde 0.00 a
J6 50 0.00 a 0.00 a 0.00 a
40 0.00 a 0.00 a 0.00 a
30 48.50 h 24.44 ab 0.00 a
20 48.50 h 42.09 ab 0.00 a
10 49.00 h 80.00 abcde 0.00 a
J7 50 31.00 cde 24.16 ab 0.00 a
40 33.00 defg 67.36 abc 0.00 a
30 31.75 efgh 96.83 bcde 0.00 a
20 40.75 h 298.12 g 0.00 a
10 43.00 h 305.83 ¢ 0.00 a
J8 50 21.00b 77.22 abcd 0.00 a
40 29.00 bcd 88.47 abcde 0.00 a
30 47.00 h 115.62 bcde 0.00 a
20 47.00 h 170.41 ef 0.00 a
10 48.00 h 229.79 fg 0.00 a
T. Absoluto 50.00 h 591.94 h 6.66 b
T. Quimico 0.00 a 0.00 a 0.00 a
Ccv 0.58 1.13 7.19

Medias con la misma letra en la misma columna no son estadisticamente diferentes en la

prueba de Tukey (P < 0.05)

43



Pefa et al. (2004) muestran el efecto de diferentes extractos vegetales (ajo, jengibre,
nim, zabila, entre otros) contra Thielaviopsis paradoxa de pifia, causante de la
pudricion negra de la planta. Por su parte, Ramirez (2013) menciona que el hidrolato
de seis plantas evaluadas (orégano, maguey, jengibre, canela, pimienta y clavo de
olor) tiene efecto regulador sobre M. roreri del cacao. Sivasothy et al., (2011)
evaluaron los aceites esenciales de jengibre obtenidos por Hidrodestilacion de las
hojas y rizomas de la planta, encontrando que los aceites obtenidos tanto de la hoja
como del rizoma del Zingiber officinale var. Rubrum Theilade, poseen actividades
antibacterianas contra bacterias Gram positivas Bacillus cheniformis Bacillus
spizizenii y Staphylococcus aureus, ademas efecto contra las bacterias Gram-
negativas Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas stutzeri.

4.2 Fase 2. Determinacion de mezclas de hidrolatos

A partir de los resultados obtenidos en la Fase 1, se evaluo la mezcla de las mejores
relaciones soluto-solvente. En esta fase se probaron los tres mejores tratamientos
evaluados en la fase anterior; es decir, los tratamientos O1, M1 y J1 obtenidos a
partir de material vegetal fresco utilizando 300 g L™y la relacién agua-alcohol (10:1);
ya que segun los datos obtenidos, estos extractos fueron los que inhibieron en su
totalidad el crecimiento y formacién de conidias de M. roreri de cacao en condiciones
de laboratorio.

4.2.1 Efecto de mezclas de dos extractos vegetales sobre la inhibicién del
crecimiento y formacién de conidias de M. roreri

En la figura 12, se aprecia el efecto de las mezclas de hidrolatos utilizando

Unicamente dos de las tres plantas evaluadas sobre la inhibicion del crecimiento
micelial del hongo a 30 % de concentracion V/V.
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Figura 12. Aspecto del crecimiento micelial de M. roreri por efecto de dos extractos
vegetales.

Segun los resultados obtenidos en esta fase (Cuadro 10) se observa que el
tratamiento T3, que fue el que utilizé una parte de maguey y una parte de jengibre
mostrd los mejores resultados, debido a que inhibi6 en un 63 % el crecimiento
micelial del patégeno; seguido del tratamiento T8 elaborado con una parte de
maguey y dos partes de jengibre; en este caso el porcentaje de inhibicién del micelio
fue del 61 %. Por otro lado, los tratamientos T7, T9, T2 y T1 presentaron inhibicion
del crecimiento micelial del hongo en 8.9 %, 5.6 %, 3,4 % y 2.2 % respectivamente.
Los tratamientos que permitieron el crecimiento micelial del hongo en un 100 %
fueron T4, T5 y T6 presentando el mismo comportamiento que el testigo absoluto.
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Cuadro 10. Efecto de dos extractos vegetales sobre la inhibicion del crecimiento micelial y
formacion de conidias de M. roreri.

Tratamiento Crecimiento Conidias totales Conidias germinadas
(mm) (m L'x10°) (m L'x10°)

T1 30 % 88.00d 295.44 ab 0.33 a

T2 30 % 87.00d 478.19 ab 0.00 a

T3 30 % 33.00 a 31.50 a 0.00 a

T4 30 % 90.00d 507.08 ab 0.50 a

T5 30 % 90.00d 498.88 ab 0.55a

T6 30 % 90.00d 57.50 a 0.33 a

T7 30 % 82.00d 625.91 ab 0.55a

T8 30 % 35.00 a 108.75 a 0.16 a

T9 30 % 85.00d 525.76 ab 0.55a

T17.T. Abs. 90.00d 1013.88 b 3.88Db

Ccv 0.25 0.73 2.21

Medias con la misma letra en la misma columna no son estadisticamente diferentes en la
prueba de Tukey (P < 0.05)

Estos resultados son corroborados con el Andlisis estadistico practicado, ya que
segun este existen diferencias significativas entre los tratamientos evaluados
(Cuadro 3A). La Prueba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05) separa los
tratamientos que tuvieron un mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
del hongo de los demas tratamientos. En este caso los tratamientos T3 y T8 tuvieron
el mayor porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial del patégeno con respecto
al testigo absoluto.

Con relacion al numero de conidias totales y germinadas, se observa que el
tratamiento T3 y T2 inhibieron en un 100 % la germinacion de conidas de M. roreri
seguido del tratamiento T8 que registrd6 95.87 % de inhibicion respecto al testigo
absoluto (Tratamiento 17), el cual presenté el mayor valor (3.88 x10° conidias
germinadas m L™).

Por su parte, el tratamiento T6 (una parte de orégano y dos partes de maguey) a
pesar de que permitidé el crecimiento micelial en un 100%, presenté inhibicion en la
formacién y germinacién de conidias, registrando valores de 57.50 x10° conidias
totales m L™ y, 0.33 x10° conidias germinadas m L™, resultados que estan por debajo
de los registrados por el testigo. Como se aprecia, todos los tratamientos evaluados
permitieron la formacién de conidias en un rango del 31.50 a 625.91 x10° conidias
totales m L™, valores inferiores a los registrados por el testigo absoluto (1013.88 x10°
conidias totales m L™).
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4.2.2 Efecto de mezclas de tres extractos vegetales sobre la inhibicion del
crecimiento y formacién de conidias de M. roreri

En la Figura 13, se observa el efecto de las mezclas de hidrolatos utilizando las tres

plantas evaluadas (orégano, maguey morado y jengibre) sobre la inhibicion del
crecimiento y formacion de conidias de M. roreri en condiciones de laboratorio.
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Figura 13. Aspecto del crecimiento micelial de M. roreri por efecto de tres extractos
vegetales.

En el cuadro 11 se detalla que el tratamiento que presenté mayor inhibicién (44 %)
del crecimiento micelial del patégeno fue el T13 (una parte de orégano, una de
maguey morado y dos de jengibre), seguido del tratamiento T12 (una parte de
orégano, dos de maguey y una parte de jengibre) que registr6 un porcentaje de
inhibicién micelial del 33 % vy, el tratamiento T14 inhibié en un 8.9 % en crecimiento
micelial del hongo, es de mencionar que todos los tratamientos fueron comparados
con el testigo absoluto (PDA), el cual mostré crecimiento total del micelio.

Por su parte, en la variable de formacién de conidias todos los tratamientos
evaluados permitieron la formacién de las mismas en rango del 240.91 al 689.76
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x10° conidias totales m L™, los cuales son inferiores los registrados por el testigo
absoluto (1013.88 x10° conidias totales m L™)

En la variable de conidias germinadas, el analisis de varianza registro diferencias
altamente significativas entre los tratamientos (Cuadro 3A). La prueba de Tukey
(P<0.05) mostr6 como las mezclas de hidrolatos presentaron diferencias con el
testigo absoluto, el cual mostré el mayor valor con 3.88 x10° conidias germinadas m
L. Es decir, los tratamientos T12, T13, T14 y T16 inhibieron en un 100 % la
germinacion de las mismas a 30 % de concentracion. Mientras que los demas
tratamientos presentaron porcentajes de inhibicién que van entre 87.11 al 94.32.

Cuadro 11. Efecto de tres extractos vegetales sobre la inhibicion del crecimiento micelial y
formacion de conidias de M. roreri.

Tratamiento Crecimiento Conidias totales Conidias germinadas
(mm) (m L'x10°) (m L'x10°)

T10 30 % 90.00d 621.69 ab 0.50 a

T11 30 % 90.00d 512.83 ab 0.22a

T12 30 % 60.00 c 270.00 ab 0.00 a

T13 30 % 50.00 b 240.91 a 0.00 a

T14 30 % 82.00d 457.55 ab 0.00 a

T15 30 % 90.00d 689.76 ab 0.27 a

T16 30 % 90.00d 518.19 ab 0.00 a

T17 (absoluto) 90.00d 1013.88 b 3.88b

CV (%) 0.25 0.73 2.21

Medias con la misma letra en la misma columna no son estadisticamente diferentes en la
prueba de Tukey (P<0.05).

De acuerdo con la informacion generada en esta fase, Los tratamientos T3 y T8
inhibieron en mayor grado el crecimiento y formacién de conidias de M. roreri. Sin
embargo, en el tratamiento T3 en el cual se utiliz6 una parte de extracto maguey
morado y una parte de extracto de jengibre a 30 % V/V, su efecto resulté con menor
actividad sobre M. roreri que el que registraron los extractos por separado (fase 1)
sobre la inhibicién del crecimiento y formacién de conidias de M. roreri. El tratamiento
T8 (una parte de extracto de maguey morado y dos partes de extracto de jengibre)
gue en esta fase presentd buenos resultados (inhibicion del micelio del patégeno en
61 %), no mostré6 buen efecto al ser comparado con los obtenidos en la fase
anterior.

Los resultados anteriores indican que al realizar las mezclas de hidrolatos, se
obtienen mayores inhibiciones de M. roreri cuando se realiza mezclas de los
extractos vegetales que de tres. Los resultados obtenidos en esta fase se pueden
deber a la sinergia o no de los compuestos activos de cada planta utilizada en esta
investigacion.
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Estos datos son corroborados por autores como Orbe et al. (2013) quienes evaluaron
la actividad alelopatica de los extractos etandlico y metandlico de las hojas de cinco
especies vegetales amazonicas: Miconia cazaletti, Iryanthera paraensis,
Chrysochlamys membranacea, Vitex triflora y, Theobroma obovatum, a través de la
medida del efecto de estimulacién o inhibicion sobre el crecimiento de los hipocotilos
y radiculas de semillas de Lactuca sativa. Los autores encontraron que en casi todas
las plantas estudiadas se detectaron efectos inhibitorios y superiores al 50% en las
radiculas. Chrysochlamys membranacea presentd la mejor actividad cuando se
emplearon extractos metandlicos y etandlicos. Ademas, mencionan que los
resultados de actividad obtenidos en las fracciones de Chrysochlamys membranacea
se pueden deber a muchos factores como: sinergia de los compuestos activos, la
actividad de compuestos volatiles (aceite esencial) que se perdieron durante el
fraccionamiento, la inestabilidad de compuestos activos sobre la silica empleada, la
presencia de compuestos termosencibles, etc.

Sin embargo, los datos obtenidos difieren con los resultados reportados por
Espinosa et al. (2012), quienes evaluaron el efecto sinérgico de taninos y flavonoides
presentes en las hojas de almendro de la india (Terminalia catappa L) sobre el
crecimiento micelial de Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii. Los experimentos
biologicos arrojaron la existencia de un efecto sinérgico evidenciando en el extracto
inicial donde el nivel de inhibicion en el crecimiento micelial fue mayor que el de los
metabolitos por separados. La dilucién del 25 % no produjo efecto inhibitorio en
ninguno de los dos hongos evaluados. R. solani.

Akila et al. (2011; reportado por Villa et al., 2014) evaluaron en banana la eficacia de
una formulacion comercial a base de trompeta del diablo (Datura metel), que
contenia también agentes emulsificantes, estabilizadores y solventes, asi como los
extractos metanolicos de hoja de esta misma planta, y algunos microorganismos de
control biolégico que controlaron sinérgicamente a F.oxysporum f. sp. cubense. El
extracto metandlico redujo el crecimiento micelial en un 90 %, mientras que en
condiciones de campo, la mezcla del fungicida botanico comercial, con
microorganismos de control biolégico y los extractos vegetales, mostraron una
reduccion hasta del 65 % de la marchitez de banana (Musa sapientum), resultados
gue superan la efectividad de cada uno por separado.

Villa et al. (2014) mencionan que las mezclas de compuestos con propiedad
antifingica encontrados en las plantas pueden afectar a patdogenos diferencialmente,
ya sea de manera individual o por las mezclas en determinadas concentraciones y
proporciones. Jasso et al., (2006) estudiaron las propiedades fungicidas de extractos
etanodlicos de tres especies de la llamada maravilla de campo (Flourensia spp.),
contra F. oxysporum, donde el desarrollo micelial fue inhibido mas del 90 % con el
uso de los tres extractos.
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4.3 Fase 3. Evaluacion de condiciones de almacenaje

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en la fase 1 y 2, se evalué el
comportamiento de las dos mejores mezclas de destilados de maguey morado y
jengibre (1:1 y 1:2) a 40 y 30 % de concentracion (fase 2); asi como también, se
determind el efecto de los hidrolatos de orégano, maguey morado y jengibre a 40 %
de concentracion (Fase 1) sobre la inhibicién del crecimiento micelial y formacion de
conidias de M. roreri.Ambos ensayos se realizaron a los 8 meses de almacenaje de
los hidrolatos, los cuales se mantuvieron 4 °C y a temperatura ambiente; ademas, se
utilizé tres envases diferentes (opaco, ambar y transparente).

4.3.1. Efecto de la mezcla de los destilados de maguey morado y jengibre a los
ocho meses de su obtencion sobre la inhibicion del crecimiento y formacién de
conidias de M. roreri

En la figura 14 se observa el efecto de las mezclas de los destilados de maguey
morado y jengibre en proporciones de volumen (1:1y 1:2) a 30y 40 % v/v a los ocho
meses de su obtencidon a dos temperaturas (temperatura ambiente y temperatura de
refrigeracion 4 °C) y utilizando tres envases (opaco, &mbar y transparente) sobre la
inhibicion del crecimiento del micelio del hongo M. roreri.
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Figura 14. Aspecto del crecimiento micelial de M. roreri por efecto de los destilados de
maguey morado y jengibre en proporciones (1:1y 1:2) a los ocho meses de su obtencién.
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En el Cuadro 12 se observa que al utilizar los destilados de maguey morado y
jengibre en relacién 1:1 a 40 % de concentracién, el tratamiento T9 (40 % vlv,
temperatura de refrigeracion, relacion 1:1 y envase transparente) presento el mas
alto porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial del hongo reportando 47.0 %;
seguido de los tratamientos T3 (40 % v/v, temperatura ambiente, relacion 1:1 y
envase transparente) y T8 (40 % v/v, temperatura de refrigeracion, relaciéon 1:1 y
envase ambar); los cuales registraron 27.52 % de inhibicién para el tratamiento T8 y
para el tratamiento T3 un 29.53 % de inhibicion.

Ademas se aprecia que al utilizar los destilados de maguey morado y jengibre pero a
relacion 1:2; los tratamientos T19 (40 % v/v, temperatura de refrigeracion, relacion
1:2 y envase opaco) y T13 (40 % vl/v, temperatura ambiente, relacion 1:2 y envase
opaco) presentaron porcentajes de inhibicién del crecimiento micelial del patégeno
del 53.69 % para el T19 y del 35.57 % para el tratamiento T13.

El andlisis estadistico (Cuadro 4A), registra que existen diferencias altamente
significativas entre los tratamientos evaluados, en la prueba de comparacién de
Tukey (P < 0.05) las medias de todos los tratamientos presentaron diferencias
significativas con el testigo absoluto. Referente al conteo de conidias totales y
germinadas, se observa que el tratamiento T19 inhibid totalmente la formacién de
conidias totales del hongo M. roreri, coincidiendo con los resultados reportados en el
cuadro 12 que muestra que este tratamiento obtuvo el mayor porcentaje de inhibicion
del crecimiento micelial del hongo. Por otro lado, los tratamientos T1, T12, T14, T15,
T19, T20, T21, T22 y T24 a pesar de haber presentado porcentajes de inhibicion del
crecimiento micelial del patdégeno en rangos que van del 17.45 % al 53.69 %,
registraron inhibicion total de formacion de conidias respecto al testigo absoluto.

Los tratamientos evaluados con relacion 1:1 presentaron valores que van del (O al
13.50x10° conidias totales m L™); y por consiguiente, los tratamientos evaluados con
relacién 1:2 registraron valores que van del (0 al 8.72 x10° conidias totales m L™),
cuyos valores se encuentran por debajo de los registrados por el testigo absoluto,
que presenté (887.36x10° conidias totales m L™) y (5.00x10° conidias germinadas m
L™). Es de recalcar que todos los tratamientos evaluados en esta fase, inhibieron en
su totalidad las conidias germinadas causantes de la infeccion.

Con lo anterior, se resume que el tratamiento T19 (40 % v/v, temperatura de
refrigeracion, relacion 1:2 y envase opaco) es el que presentd buenos resultados en
esta fase, sobre la inhibicion del crecimiento micelial, formacion y germinacion de
conidias. Sin embargo, al almacenar los destilados de maguey morado y jengibre por
un lapso de 8 meses, la efectividad de los extractos tiende a disminuir ya sea por
efecto del color del envase utilizado y las condiciones de temperatura usadas para su
almacén. Los hidrolatos que mantuvieron su efectividad en mayor porcentaje fueron
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aguellos que se almacenaron en temperatura de refrigeracion (4 °C) y en envases no
transparentes (opaco y ambar); ademas, se utilizd envases de plastico debido a que
este tipo de material evita que haya desprendimiento de toxinas, es cémodo, versatil
y econémico.

Cuadro 12. Efecto de los extractos de maguey morado y jengibre en proporciones (1:1y 1:2)
a los ocho meses de su obtencion sobre la inhibicion del crecimiento micelial y
formacioén de conidias de M. roreri.

. Conidias Conidias
- ., . Crecimiento .
Codificacién Tratamiento (mm) totales germinadas
(mL'x10°)  (m L'x10°

T1 40%  M,J(1:1) T.A', opaco  36.67 b,c,d,efg 0.00 a 0.00 a
T2 40% M,J (1:1) T.AY, ambar  44.67 d,e/f,g,h 2.50 a 0.00 a
T3 40 % M,J (1:1) T.A', transp 35.00 b,c,d,e,f 4.00 a 0.00 a
T4 30% M,J(1:1) T.A?, opaco 46.67 g,h 2.66 a 0.00 a
T5 30% M,J(1:1) T.AY, &mbar 46.67 g,h 13.50 a 0.00 a
T6 30% M,J(1:1) T.A', transp 46.33f,g,h 3.16 a 0.00 a
T7 40%  M,J (1:1) T.R? opaco 44.33 d,ef,g,h 450 a 0.00 a
T8 40% M,J(1:1) T.R?, &mbar 36.00 b,c,d,ef,g 0.50 a 0.00 a
T9 40% M,J (1:1) T.R? transp 26.33 a,b 3.1la 0.00 a
T10 30 % M,J (1:1) T.R? opaco 44.00 d,e,f,g,h 5.16 a 0.00 a
T11 30% M,J(1:1) T.R? ambar 46.00 e,f,g,h 12.75 a 0.00 a
T12 30% M,J(1:1) T.R? transp  39.67 ¢,d,e,f,g,h 0.00 a 0.00 a
T13 40 % M,J (1:2) T.A', opaco 32.00 a,b,c 1.50 a 0.00 a
T14 40% M,J(1:2) T.A', ambar  36.00 b,c,d,e,f,g 0.00 a 0.00 a
T15 40 % M,J (1:2) T.A', transp 38.00 c,d,e,f,g 0.00 a 0.00 a
T16 30% M,J(1:2) T.A', opaco 47.00 g,h 8.72 a 0.00 a
T17 30% M,J(1:2) T.A', ambar  44.67 d,e,f,g,h 0.50 a 0.00 a
T18 30 % M,J (1:2) T.A', transp 37.33 b,c,d,ef,g 1.00 a 0.00 a
T19 40%  M,J(1:2) T.R? opaco 23.00 a 0.00 a 0.00 a
T20 40% M,J (1:2) T.R? ambar 34.33 a,b,c,d 0.00 a 0.00 a
T21 40%  M,J (1:2) T.R? transp 34.67 b,c,d,e 0.00 a 0.00 a
T22 30% M,J(1:2) T.R?% opaco  38.67 c,d,e,f,g,h 0.00 a 0.00 a
T23 30% M,J(1:2) T.R? ambar 36.00 b,c,d,ef,g 0.50 a 0.00 a
T24 30% M,J(1:2) T.R? transp  41.00 c,d,e,f,g,h 0.00 a 0.00 a
T25.T. Abs. 49.67 h 887.36 b 5.00b
Cv 0.006 0.46 4.93

! Temperatura ambiente “Temperatura refrigeracion
Medias con la misma letra en la misma columna no son estadisticamente diferentes en la

prueba de Tukey (P < 0.05)

De acuerdo con Alarcon (2008), los extractos de plantas deben ser almacenados en
lugares donde no exista alteracion de temperatura y de ser posible envasar en
recipientes de plastico para evitar futuras oxidaciones; protegiendo asi al producto de
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la luz y la humedad, evitando que se produzcan reacciones fisicas o quimicas que
puedan alterar la calidad del mismo Angulo et al (2012). Por otro lado, autores como
Cruz vy Sanchez (2004) afirman que para conservar la efectividad, los extractos
deben guardarse en un frasco oscuro, cerrado, etiquetado y de ser posible en un
lugar fresco o bajo refrigeracion.

Tomando en cuenta el tiempo de almacenamiento de los hidrolatos (ocho meses), los
resultados obtenidos en esta fase de investigacion registran baja efectividad sobre la
inhibicion del crecimiento y formacion de conidias de M. roreri comparados con los
datos obtenidos en la fase 1 y 2. Es decir, con el tiempo la efectividad de cada
extracto disminuye y las propiedades 6ptimas del producto no se mantienen. Por lo
cual, los extractos almacenados a temperatura ambiente perdieron en mayor
porcentaje su efectividad en el control de M. roreri de cacao durante el tiempo
establecido que los almacenarlos en refrigeracion (4 °C).

La informacion generada en este estudio se corrobora con lo reportado por Infante et
al (2015), quienes evaluaron el efecto del tiempo y la temperatura de
almacenamiento en la actividad de extractos etandlicos de Lantana camara L y
Heliotropium indicum L sobre antracnosis. Los autores mencionan que la temperatura
y el tiempo de almacenamiento son determinantes para la efectividad de los
extractos etandlicos, debido a que en su investigacién reportan que los extractos
etandlicos de Lantana camara L y Heliotropium indicum a 8 °C no perdieron su
efectividad en el control de antracnosis a los 12 meses de almacenamiento; y a los
26°C disminuyeron su efecto sobre la inhibicién micelial, esporulacion y formacion de
conidias del hongo a los seis y ocho meses de ser preparados.

Estrada el at (2005) evaluaron in vitro el efecto bactericida de cepas nativas de
Lactobacillus plantarum y lactobacillus brevis contra Salmonella sp y Escherichia coli
a diferente tiempo y temperatura de almacenamiento, encontrando resultados muy
variables a los 0° 4° y 25 °C a un tiempo de 30 dias; es decir, Lactobacillus
plantarum fue estable en el tiempo de estudio a las diferentes temperaturas, a 4°C la
actividad bactericida disminuy6 desde el dia 10 hasta el dia 30; en cambio, a 25 °C la
actividad permanecio constante hasta el dia 20 y disminuyd drasticamente en el dia
30. El extracto de Lactobacillus brevis se comportdo de manera diferente, a 0 °C la
actividad fue estable durante todo el tiempo de estudio, a 4 °C disminuy0 en el dia 20
y permanecié estable hasta el dia 30; sin embargo, a 25 °C se registr0 una
inestabilidad caracterizada por un aumento hacia el dia 20 y una disminucion en el
dia 30. Los autores concluyen que 0 y 4 °C son temperaturas buenas de
almacenamiento, no solo para la estabilidad del extracto, sino también para la
actividad frente a estos microorganismos.
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4.3.2. Efecto de los hidrolatos de orégano, maguey morado y jengibre a los
ocho meses de su obtencion sobre la inhibicién del crecimiento y formacién de
conidias de M. roreri

En la figura 15 se observa el efecto de los destilados de orégano, maguey morado y
jengibre (01, M1 y J1) a 40 % de concentracién sobre la inhibicion del crecimiento
micelial del hongo M. roreri. Los destilados se mantuvieron por ocho meses de
almacenaje a dos temperaturas (temperatura ambiente y temperatura de
refrigeracion) y, utilizando tres tipos de envase (opaco, ambar y transparente).

Moniliophthora roreri

s
aco ambar
- ~
P

e

orégano

w

maguey .

Y
jengibre 3 ’ 3

Figura 15. Aspecto del crecimiento micelial de M. roreri por efecto de los destilados de
orégano maguey morado y jengibre a los ocho meses de su obtencion.

Tal como se aprecia en el cuadro 13; para el caso del hidrolato de orégano, el
tratamiento T5 (40 % v/v, temperatura de refrigeracion y envase color ambar) fue el
que presentd el porcentaje mas alto de inhibiciébn del crecimiento micelial del
patébgeno, reportando 24.44 %, seguido de los tratamientos T3 (40 % vlv,
temperatura ambiente y envase transparente) y T4 (40 % v/v, temperatura de
refrigeracién y envase opaco) cuyo valor en ambos casos fue de 10 % de inhibicion,
siendo el testigo absoluto el que presentd el mayor crecimiento micelial.

El analisis estadistico (Cuadro 5A) reporta que existen diferencias significativas
entre los tratamientos, en la prueba de Tukey (P < 0.05) las medias de todos los
tratamientos registran diferencias con el testigo absoluto. El efecto del extracto de
orégano a 40 % v/v evaluado en tres tipos de recipiente y a dos temperaturas sobre
la formacion de conidias indica que el tratamiento T5 (envase ambar y almacenado a

54



temperatura de refrigeracion 4 °C) presento el valor mas bajo en formacion de las
mismas (49.50x10° conidias totales m L™); seguido del tratamiento T4 (envase opaco,
temperatura de refrigeracién 4 °C) con un valor de (276.79x10° conidias totales m L’
;' cuyos valores se encuentran por debajo del registrado por el testigo absoluto, el
cual report6 (3301.50x10° conidias totales m L™).

Respecto a las conidias germinadas, todos los tratamientos evaluados inhibieron su
germinacion. Por su parte el testigo absoluto alcanz6é el valor mas alto de
germinacién de conidias (15.00x10° conidias germinadas m L™). Segun los datos
obtenidos, el tratamiento T5 fue el que registré los mejores valores en esta etapa de
evaluacion, debido a que se reporta que es mejor utilizar envase &mbar y almacenar
el extracto a temperatura de refrigeracion 4 °C para mantener las caracteristicas del
hidrolato y evitar que la luz degrade los componentes activos del orégano, tal como
menciona (Gonzélez., et al 2011; citado por Colchado 2014; Millan 2008) quienes
mencionan que el extracto de orégano debe colectarse en envases ambar para
prevenir la oxidacion del mismo y, almacenar el extracto a 4 °C.

Guzman et al. (2004), quienes evaluaron el efecto insecticida y residual de tres
extractos de Lippia alba para el control de Acanthoscelides obtectus en frijol Diacol
Calima, los autores mencionan que al elaborar aceites esenciales, es preferible
almacenarlos en frasco color &mbar y refrigerarlo para su conservacion. Segun Nifio
et al. (2007), los extractos vegetales elaborados deben ser almacenados a una
temperatura de -10 °C para garantizar la estabilidad de los mismos. Los autores
evaluaron diferentes extractos para el control de la broca del café. Sin embargo,
Landero (2013) y Lizcano (2007) mencionan que los extractos vegetales deben ser
almacenados a temperatura de refrigeracion (4 °C) y en envase de color ambar hasta
su utilizacion, esto con el fin de mantener las propiedades de cada hidrolato. Chaves
(2008).

El efecto del hidrolato de maguey morado evaluado a los ocho meses de su
obtencion (Figura 18) sobre el crecimiento micelial del hongo mostrd diferencias
entre los tratamientos estudiados; es decir, el tratamiento T12 que fue almacenado
en envase transparente y a temperatura de refrigeracion, mostré el mayor porcentaje
de inhibicién del crecimiento del micelio (35.18 %). Por su parte, el tratamiento que
inhibi6é solamente en un 2.58 % la inhibicibn del crecimiento micelial fue el T11,
evaluado en envase color ambar y almacenado a 4°C. En cuanto al conteo de
conidias totales, se aprecia que el tratamiento (T12) mostré el porcentaje mas alto en
la inhibicién de la formacion de conidias, reportando 99.57 % para este tratamiento,
coincidiendo con el analisis estadistico practicado que reporta que existen diferencias
entre los tratamientos y el testigo absoluto, el cual registré6 3301.50x10° conidias
totales m L™?). Por otro lado, el tratamiento T10, evaluado en envase opaco Y
almacenado a temperatura de refrigeracion mostré inhibicién en la formacién de
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conidias, reportando 94.87 %, a pesar de que este tratamiento unicamente inhibio en
un 9.63 % el crecimiento micelial del patbgeno comparado con el testigo. Todos los
tratamientos presentaron diferencias con el testigo absoluto en cuanto a la
germinacién de conidias, Gnicamente el testigo registré el valor mas alto (15.00x10°
conidias germinadas m L™).

Cuadro 13. Efecto de los extractos de orégano, maguey morado y jengibre a los ocho meses
de su obtencion sobre la inhibicién del crecimiento micelial y formacién de conidias de

M. roreri.
. Conidias Conidias
. ., . Crecimiento .
Codificacion Tratamiento (mm) totales germinadas
(m L™x10°) (m Lx10°)
T1 40 % 01, T.A', opaco 87.00 d,e,f 470.50 f 0.00 a
T2 40 % 01, T.A', &mbar 85.33 d.e.f 312.62 cd 0.00 a
T3 40%  O1, T.A', transparente 81.00 c,d,e 316.00 c,d,e 0.00 a
T4 40 % 01, T.Rz, opaco 81.00 c,d,e 276.79 c 0.00 a
T5 40 % 01, T.R? ambar 68.00 b 49.50 a 0.00 a
T6 40 % 01, T.R?, transparente 84.00 d,e f 498.25 f 0.00 a
T7 40 % M1, T.A', opaco 84.67 d,e,f 362.73 d,e 0.00 a
T8 40 % M1, T.A', ambar 83.33 d,e f 824.50 h 0.00 a
T9 40 % M1, T.A%, transparente 86.67 d,ef 306.62 c,d 0.00 a
T10 40 % M1, T.R? opaco 81.33 c,d,e 169.36 b 0.00 a
T11 40 % M1, T.R? ambar 87.67 ef 374.79 e 0.00 a
T12 40 % M1, T.Rz, transparente 58.33 a 14.00 a 0.00 a
T13 40 % J1, T.A', opaco 86.00 d,e,f 580.00 g 0.00 a
T14 40 % J1, T.A', ambar 81.67 c,d,e 503.41 f 0.00 a
T15 40%  J1, T.A', transparente 80.67 c,d 327.34cd,e 0.00 a
T16 40 % J1, T.R? opaco 75.67 c,d,e 173.25b 0.00 a
T17 40 % J1, T.R? ambar 82.00 c,d,e 615.37 g 0.00 a
T18 40%  J1, T.R? transparente 76.00 ¢ 131.54 b 0.00 a
T19.T. Abs. 90.00 f 3301.501i 15.00 b
Cv 0.09 1.37 4.28

! Temperatura ambiente  “ Temperatura refrigeracion
Medias con la misma letra en la misma columna no son estadisticamente diferentes en la

prueba de Tukey (P < 0.05)

De acuerdo a los datos obtenidos, el tratamiento T12 mostré los mejores resultados
en esta fase de evaluacién, ya que en este caso el color del envase (transparente) no
influye en gran medida en la efectividad del extracto de maguey morado sobre la
inhibicion del crecimiento y formacion de conidias del hongo, debido a los valores
registrados (35.18 % para inhibicion del micelio, 99.57 % para la inhibicion de
conidias y 100 % para inhibicion de conidias germinadas).

Segun la informacién obtenida en el cuadro 13, el extracto de jengibre que presentd
el mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial fue el T16, ya que reportd
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15.92 % a 40 % de concentracion, este tratamiento fue el que utilizé envase opaco y
se almaceno a temperatura de refrigeracion. Seguido del tratamiento T18 (40 % vlv,
temperatura refrigeracion y envase transparente) el cual registr6 15.55 % de
inhibicién del crecimiento micelial del patdgeno. Los tratamientos evaluados a
temperatura ambiente presentaron porcentajes de inhibicibn que van del 4.44 % al
10.37 % respectivamente.

El analisis estadistico reporta diferencias entre los tratamientos, en la prueba de
Tukey (P < 0.05) las medias registran diferencias con el testigo absoluto. Es decir,
para la variable de conidias totales, el tratamiento T18 (40 % v/v; envase
transparente y almacenado a temperatura de refrigeracion 4 °C) presentd
(131.54x10° conidias totales m L™), el tratamiento que presenté el valor méas alto en
la formacién de conidias (615.37x10° conidias totales m L'1) fue el T17, utilizando
envase ambar y almacenado a temperatura de refrigeracién. Sin embargo, estos
valores se encuentran por debajo de los resultados registrados por el testigo
absoluto, el cual report6 3301.5x10° conidias totales m L™, respecto al nimero de
conidias germinadas, unicamente el testigo absoluto reporté el maximo valor de esta
variable (15.00x10° conidias germinadas m L™), los demas tratamientos evaluados
presentaron inhibicion total de germinacion de conidias.

Con estos resultados, se obtiene que el tratamiento T18 fue el que present6 los
mejores valores registrados para las variables de crecimiento micelial y formacién de
conidias de M. roreri, sumado a que los compuestos activos del jengibre no se vieron
afectados por el envase utilizado (transparente). Por otro lado, coincide con los
demas hidrolatos (orégano y maguey) evaluados, ya que los tres extractos necesitan
conservarse a temperatura de refrigeracion 4 °C. Con lo cual se corrobora que la
temperatura tiene efecto directo sobre la efectividad de los extractos vegetales, tal
como lo mencionan Bayer et al (1987); reportado por Infante et al (2015), los
metabolitos secundarios, especialmente los fenoles, pueden descomponerse parcial
o totalmente a temperatura ambiente, debido a la ruptura de los anillos de benceno,
los cuales son base estructural de muchos de ellos. Por su parte, Sharapin (2000)
reportado por Infante et al. (2015), afirma que los metabolitos secundarios tienen
caracter termolabil, lo cual puede estar relacionado con el efecto de la temperatura
sobre la efectividad de los extractos.

La informacion obtenida de los extractos de maguey morado y jengibre en cuanto al
color del envase utilizado (opaco, ambar y transparente) reportan los mejores
resultados sobre la inhibicion del crecimiento micelial y formacion de conidias de M.
roreri al utilizar envase transparente, debido a que en ambos casos los componentes
activos de cada planta no se degradan por efecto de la luz. Sin embargo esta
informacion difiere de autores como Werdin et al., 2008) quienes evaluaron la
bioactividad de aceites esenciales de Schinus molle var. Areira en ninfas Il de Nezara
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viridula, los autores citaron que los aceites esenciales se almacenan en oscuridad
(envases ambar) a 4°C para su conservacion, segun (Murray et al. ,200; Tequida et
al.; 2002).

Orozco et al.; 2009 evaluaron extractos de plantas sobre Sitophilus oryzae los
autores indicaron que se debe almacenar los hidrolatos en recipientes de plastico,
cubrirlos con papel aluminio y conservarlos a una temperatura de 4 °C para evitar
degradacion de las moléculas por efecto de la luz y la temperatura. Informacion que
difiere con los resultados de esta investigacion para los extractos de maguey morado
y jengibre, ya que no fue necesario proteger el envase de la luz para conservar las
caracteristicas del producto; asi mismo, es economico utilizar envase transparente
que envase ambar, optimizando de ésta manera la conservacion de los extractos
vegetales. Coincidiendo con Mathon, 2012 quien menciona que los envase de
plastico son los mas utilizados por ser econémicos, funcionales y livianos.

4.3.3. Caracteristicas (color, olor y sedimentacion) de los destilados de
orégano, maguey morado y jengibre alos ocho meses de almacenaje

En los Cuadros 14, 15, 16, 17, 18 y 19 se detallan las caracteristicas de cada
destilado obtenido con O. vulgare, T. spathacea y Z. officinale con respecto a su
color, olor y sedimentacion. Tanto en tiempo cero (al momento de la destilacion)
como a los ocho meses, tomando en cuenta dos condiciones de almacenaje
(temperatura ambiente y temperatura de refrigeracion 4°C) y tres tipos de recipiente
(opaco, ambar y transparente).

En cuanto a la coloracion de cada destilado, ésta se realizdO mediante la distincion de
los mismos utilizando el cédigo de colores RGB, el cual se consigue mezclando los
tres colores basicos (rojo-verde-azul) que permite distinguir entre 256 niveles de
intensidad, dando 16000 distintos colores. Tal como se observa, la coloracion es
variada, esto se puede deber a varios factores: material vegetal utilizado (orégano,
maguey morado Yy jengibre), cantidad de material vegetal necesario para obtener
cada destilado, relaciébn agua-alcohol y; ademas, al estado de la planta (fresco o
secado al sol). El olor que desprende cada destilado es caracteristico de cada una de
las plantas estudiadas; es de recalcar que al momento de la obtencion de cada
hidrolato, ninguno presentd sedimento.

Sin embargo, al pasar el tiempo establecido (ocho meses) se formd sedimento en la
mayoria de los tratamientos. Para el caso del orégano, Unicamente los hidrolatos que
no presentaron sedimento fueron aquellos que se almacenaron en envases de color
ambar, tanto a temperatura ambiente como a refrigeracion 4°C. Los hidrolatos de
maguey morado que no permitieron la formacion de sedimento fueron los
tratamientos M1 y M2, los mismos que fueron almacenados en envase ambar a
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temperatura ambiente y los tratamientos M2 y M3 almacenados en envases color
ambar a temperatura de 4 °C. Por otro lado, los tratamientos J1, J2, J3, J4, J5, J6, J7
y J8 no formaron sedimentos al utilizar envase ambar a las dos condiciones de
almacenaje evaluadas. Los demas tratamientos presentaron sedimento en escala
que va de bajo, medio y alto. Se pudo observar que la cantidad de sedimento en
cada hidrolato varia conforme a la temperatura de almacenaje utilizada; asi como
también, el tipo de recipiente (opaco, ambar y transparente). Respecto al olor de
cada hidrolato, éste se mantuvo durante el tiempo establecido (ocho meses).

Cuadro 14. Caracteristicas del hidrolato de orégano fresco al momento de la obtenciény a
los ocho meses de almacenado.

Tiempo (ocho meses)
T (cero) T. ambiente T. Refrigeracion
obtencién ambar transparente opaco ambar transparente

o1 A
LightYellow LightYellow LightYellow LightYellow LightYellow LightYellow LightYellow
FFFFEQ" FFFFEQ! FFFFEQ* FFFFEO FFFFEQ FFFFEQ* FFFFEQ
caracteristico?  caracteristico’  caracteristico® caracteristico® caracteristico’  caracteristico’ caracteristico?

ausencia® bajo® ausencia® bajo® medio® ausencia® medio®

OldLace LemoncChiffon LemoncChiffon LemonChiffon OldLace OldLace OldLace

FDFSE6" , EFACD FFACD FFACD FDF5E6! FDF5E6" FDF5E6"
caracteristico®  caracteristico’ ~ caracteristic caracteristico’ caracteristico’  caracteristico® caracteristico®
ausencia bajo® ausencia bajo® medio® ausencia® medio

03
OldLace Lightyellow Lightyellow LightYellow OldLace OldLace OldLace
FDF5E6" FFFEQ" FFFEO" FFFEQ" FDF5E6" FDF5E6" FDF5EG"
caracteristico’  caracteristico®  caracteristico caracteristico’ caracteristico’  caracteristico’ caracteristico?

. B a3 . . .
ausencia® bajo ausencia bajo3 bauo3 ausencia

O4
LightYellow LightGolden LightGolden LightGolden OldLace OldLace
PRFEO" rod Yellow rod Yellow rod Yellow FDF5E6" FDF5E6' FDFSEG"
caracteristico® FAFAD2 FAFAD2 FAFAD2 caracteristico® caracterlstlcao caracter|33t|co
ausencia® caracteristico’®  caracteristico caracteristico? bajo ausencia bajo
bajo® ausencia® bajo®

http://www.mclibre.org/consultar/amaya/css/css_color.html
! color, 2olor, ®sedimento
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Cuadro 15. Caracteristicas del hidrolato de orégano seco al momento de la obtencion y a los
ocho meses de almacenado.

Tiempo (ocho meses)
T (cero) T. ambiente T. Refrigeracion
transparente opaco ambar transparente

obtencién opaco ambar

05
Linen LightYellow LightYeIItl)w
FAFOE6" FFFEQ" FFFEO'
caracteristico?  caracteristico’ caracteris‘tic3o
ausencia® bE:le3 ausencia
06
Linen Lightyellow LightYellow
FAFOE6" FFFEO" | FFFEO"
caracteristico? ~ Caracteristico®  caracteristico’
ausencia® bajo ausencia®
o7
LightGra¥ Tan Tan X
D3D3D3 D2B48C* D2B48C" |
caracteristico’>  caracteristico® caracteristico
ausencia® medio® medio
08
OldLace OIdLace1 OldLace
FDF5E6* FDFSE6" FDF5E6!
caracteristico® caracteristico caracteristico®

ausencia bajo ausencia

LightYellow OldLace OldLace
FFFEQ" FDF5E6" FDF5E6" FDF5E6"
caracteristico® caracteristico’  caracteristico” caracteristico®

bajo® bajo ausencia® bajo®

Lightyellow OldLace OldLace OldLace
FFFEO" FDF5E6" FDF5E6! FDF5E6"
caracteristico caracteristico’  caracteristico? caracteristico’

- 3 . A .
bajo medio® ausencia® medio®

PapayaWhip PapayaWhip PapayaWhip
D2B48Ct FFEFDS5" FFEFD5" FFEFD5"
caracteristico® caracteristico® caracteristico’ caracteristico’
medio® medio® ausencia® medio®

OldLace OldLace OldLace
FDF5E6" FDF5E6" FDF5E6" FDF5E6"
caracteristico’ caracteristico caracteristico’ caracteristico’

bajo bajo® ausencia® bajo®

http://www.mclibre.org/consultar/amaya/css/css_color.html

L color, ?olor, ®sedimento
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Cuadro 16 .Caracteristicas del hidrolato de maguey morado fresco al momento de la
obtencién y a los ocho meses de almacenado.

Tiempo (ocho meses)
T (cero) T. ambiente T. Refrigeracion
obtencion opaco ambar transparente opaco ambar transparente

N LemonChiffon LemoncChiffon LemoncChiffon

FAFOE6" D2B48C* D2B48C! D2B48C FFFACD' FFFACD! FFFACD"

caracteristico?>  caracteristico®  caracteristico’ caracteristico® caracteristico’  caracteristico? caracteristico’
ausencia® alto® ausencia® alto alto® medio® alto®

M2
Linen Wheat Wheat OldLace OldLace OldLace
FAFOE6" F5DEB3* F5DEB3" F5DEB3" FDF5E6" FDF5E6" FDF5E6"
caracteristico’?  caracteristico’  caracteristico? caracteristico® caracteristico’  caracteristico? caracteristico®
ausencia® medio® ausencia® medio® medio® ausencia® alto®

OldLace LemonChiffon  LemonChiffon LemonChiffon OldLace OldLace 0|dL€’LCe1
FDF5E6" FFFACD" FFFACD! FFFACD" FDF5E6" FDF5E6! FDF5E6'
caracteristico’  caracteristico’>  caracteristico® caracteristico’ caracteristico®  caracteristico? caracteristico

e . . . ;3 . 3
ausencia medio® bajo® medio medio ausencia® alto

,?Dl?:l_s?zcgl LemonChiffon ~ LemonChiffon LemonChiffon LemonChiffon OldLace OldLace
terist FFFACD' FFFACD! FFFACD' FFFACD! FDF5E6" FDF5E6
Car;fsi::ii:so caracteristico’  caracteristico’ caracteristico® caracteristico?  caracteristico® caracteristico

medio® medio® alto® medio® medio® alto

http://www.mclibre.org/consultar/amaya/css/css_color.html
' color, ®olor, ®sedimento
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Cuadro 17 .Caracteristicas del hidrolato de maguey morado seco al momento de la
obtencién y a los ocho meses de almacenado.

Tiempo (ocho meses)
T (cero) T. ambiente T. Refrigeracion
obtencion opaco transparente opaco ambar transparente

BurlyWood OldLace OldLace

Linen Burlywood BurIyWoold OldLace
FAFOEG' DEB887! DEB887' DEB887" FDF5E6" FDF5E6" FDF5E6"
caracteristico?  caracteristico’  caracteristico caracteristico® caracteristico’  caracteristico? caracteristico®

ausencia® bajo bajo bajo® medio® medio® medio®

M6
Linen LemonChiffon | emonChiffon LemonChiffon OldLace OldLace OldLace
FAFOE6 FFFACD FFFACD® FFFACD" FDF5E6 FDF5E6 FDF5E6"
2 2 e 2 faticn? fatinA2
caracterlspcso caracter|s3t|co caracteristico® caracterlsatlco caracterllstgco caracterl_stalco caracteristico®
ausencia bajo bajo medio medio medio®
M7
Light Yellow LightYellow LightYellow LightYellow OldLace OldLace OldLace
FFFFEQ" FEFEQ* FFFEO FFFEO! FDF5E6® FDF5E6 . FDF5E6 i
caracteristico caracteristico?  caracteristico’ caracteristico’ caracteristico’ ~ caracteristico caracteristico

ausencia® medio® medio® medio® medio® medio medio

SCHOTT

LightYellow LightYellow LightYellow OldLace OldLace OldLace
FAFOE6" FFFEQ" FFFEO" FFFEO" FDF5E6" FDF5E6* FDF5E6"
caracteristico caracteristico?  caracteristico? caracteristico? caracteristico® caracteristico’ caracteristico”
ausencia® alto® alto® alto® alto® bajo® alto®

http://www.mclibre.org/consultar/amaya/css/css_color.html
' color, ®olor, ®sedimento
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Cuadro 18. Caracteristicas del hidrolato de jengibre fresco al momento de la obtencion y a
los ocho meses de almacenado.

Tiempo (ocho meses)
T (cero) T. ambiente T. Refrigeracion
obtencion ambar transparente opaco ambar transparente

J1
Linen Linen OldLace OldLace
FAFOE6" FAFOE6" FAFOE6" FAFOE6" FDF5E6" FDF5E6" FDF5E6"
caracteristico’® caracteristico?>  caracteristico? caracteristico’ caracteristico® caracteristico® caracteristico’
ausencia® bajo® ausencia’® bajo® medio® ausencia® medio®

J2
Tan . Tan Tan Tan OldLace LightYellow OldLace
D2B48C" | D2B48C! D2B48C* D2B48C! FDF5E6" FFFEO* FDF5E6*
caracteristico caracteristico’  caracteristico® caracteristico’ caracteristico’  caracteristico’® caracteristico?
ausencia alto ausencia® alto® medio® ausencia® alto®
J3
Tan Tan Tan Tan LightYellow OldLace LightYellow
D2B48C* D2B48C" D2B48C* D2B48C* FFFEO" FDFSE6™ FFFEO"
caracteristico caracteristico’  caracteristico? caracteristico’ caracteristico’ caracteristico caracteristico’
ausencia® alto® ausencia alto medio® ausencia alto®
J4
Linen . OldLace OldLace OldLace OldLace OldLace OldLace
FAFOE6 FDF5E6" FDF5E6" FDF5E6" FDF5E6" 1 1
E6" EG” EE E6” E6™ FDFSE6 FDFSE6
caracteristico caracteristico caracteristico caracteristico caracteristico caracteristico? caracteristico?
ausencia bajo ausencia bajo bajo ausencia bajo’

http://www.mclibre.org/consultar/amaya/css/css_color.html
L color, ?olor, ®sedimento
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Cuadro 19. Caracteristicas del hidrolato de jengibre seco al momento de la obtencién y a los
ocho meses de almacenado

Tiempo (ocho meses)
T (cero) T. ambiente T. Refrigeracion
obtencion opaco ambar transparente opaco ambar transparente

J5
Linen OldLace OldLace OldLace OldLace OldLace A
FAFOEG! FDF5E6" FDF5E6" FDF5E6 FDF5E6! FDF5E6 FDFSE6"
caracteristico”  caracteristico’  caracteristico® caracteristico” caracteristico’  caracteristico’  caracteristico
ausencia® bajo® ausencia® bajo® bajo® ausencia® bajo
J6
Linen OldLace LightYellow LightYellow OldLace ldLace OldLace
FAFOE6" FDF5E6" FFFEO" FFFEO" FDF5E6" FDF5E6" FDF5E6"
caracteristico’  caracteristico’  caracteristico® caracteristico’ caracteristico’  caracteristico? caracteristico®
ausencia® medio® ausencia® medio® bajo® ausencia® medio®
J7
Linen | OldLace OldLace OldLace OldLace OldLace OldLace
FAFOE6™ FDFSE6 FDF5E6" FDF5E6 FDF5E6" FDF5E6' FDF5E6"
caracterlsp%o caracteristico caracteristico’ caracteristico’ caracteristico’  caracteristico? caracteristico
ausencia bajo ausencia® bajo® bajo® ausencia® bajo®
J8
Linen OldLace OldLace OldLace OldLace OldLace OldLace
FAFOE6" FDF5E6" FDF5E6" FDF5E6" FDF5E6" FDF5E6" FDF5E6"
caracteristico’  caracteristico®  caracteristico® caracteristico’ caracteristico’  caracteristico? caracteristico’

ausencia® bajo’ ausencia® bajo® bajo® ausencia ® bajo®

http://www.mclibre.org/consultar/amaya/css/css_color.html
L color, ?olor, ®sedimento
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Cuadro 20. Comparacion del hidrolato de orégano al momento de su obtencién y a los ocho
meses de almacenaje

- Conidias Conidias
. Crecimiento ) .
Tratamiento (mm) totales germinadas color Sedimento
(m L™x10% (m L'x10°%
orégano obtencion
Light yellow .
0,
O 40% o1 0.00 0.00 0.00 FEFFEO ausencia
orégano 8 meses

Light yellow

T1 40% 01, T.A', opaco 87.00 470.50 0.00 FFFFEO bajo
Light yellow

T2 40% 01, T.A', &mbar 85.33 312.62 0.00 FFFFEO ausencia
Light yellow

T3 40% 01, T.A', transparente 81.00 316.00 0.00 FFFFEO bajo
Light yellow

T4 40% 01, T.R? opaco 81.00 276.79 0.00 FFFFEO medio
Light yellow

TS5 40% 01, T.R?, ambar 68.00 49.50 0.00 FFFFEO ausencia
Light yellow .

T6 40 % 01, T.R?, transparente 84.00 498.25 0.00

0 P FFFFEO medio

! Temperatura ambiente “Temperatura refrigeracion

En el Cuadro 20 se presentan los datos comparativos del comportamiento del
hidrolato de orégano al momento de obtencion y a los ocho meses de su almacenaje.
Al momento de su obtencion se presentdé 100 % de inhibicion en el crecimiento
micelial y formacion de condias de M. roreri a 40 % de concentracion y a los ocho
meses de obtenido y embasado utilizando tres tipos de envase (opaco, ambar y
transparente) y dos temperaturas (ambiente y 4 °C). muestran que al almacenar los
extractos a temperatura ambiente en los tres diferentes envases, la efectividad del
hidrolato tiende a disminuir, reportando porcentajes de inhibicion del crecimiento del
micelio que van del 3.33 al 10 %; en cuanto a la formacién de conidias se reporta del
85.74 al 97.42 % de inhibicion. Para los extractos de orégano almacenados a 4 °C y
utilizando los tres envases, se encontré porcentajes de inhibicién del crecimiento del
micelio del 6.66 al 24.44 %; y del 84.90 al 98.50 % de inhibicién en la formacién de
conidias. Ningun tratamiento permiti6 la germinacién de conidias de M. roreri.
Respecto al color, este se mantuvo durante el tiempo establecido (ocho meses) y
hubo ausencia de sedimento Unicamente en el extracto al momento de la obtenciéon y
en los tratamientos evaluados en envase ambar tanto a temperatura ambiente como
a4 °C.
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Cuadro 21. Comparacion del hidrolato de maguey morado al momento de su obtencion y a
los ocho meses de almacenaje

- Conidias Conidias
. Crecimiento . .
Tratamiento (mm) totales germinadas color Sedimento
(m L™x10%) (m Lx10°)

maguey morado obtencion
Linen

. .
M 40 % M1 0.00 0.00 0.00 FAFOEG ausencia
maguey morado 8 meses

T7 40% M1, T.A%, opaco 84.67 362.73 0.00 Tan D2B48C alto

T8 40% M1, T.AL, ambar 83.33 824.50 0.00 TanD2B48C  isencia

T9 40% M1, T.A!, transparente 86.67 306.62 0.00 Tan D2B48C alto
LemonChiffon

TI0 40% M1, T.R? opaco 81.33 169.36 0.00 FFFACD alto
LemonChiffon

T11 40% M1, T.R? &mbar 87.67 374.79 0.00 FFFACD medio

T12 40% M1, T.R? transparente 58.33 14.00 0.00 LemonChiffon alto

FFFACD

! Temperatura ambiente “Temperatura refrigeracion

En el Cuadro 21 se compara la efectividad del extracto de maguey morado al
momento de su obtencion y a los ocho meses de obtenido y almacenado utilizando
tres recipientes (opaco, ambar y transparente) y dos temperaturas (ambiente y 4 °C).
El extracto al momento de su obtencién presentdé 100% de efectividad sobre la
inhibicion del crecimiento micelial y formacion de conidias de M. roreri y ausencia de
sedimento. Para el caso de los tratamientos evaluados a temperatura ambiente y en
tres tipos de envase a los ocho meses, se registran porcentajes de inhibicion del
crecimiento micelial que van del 3.70 al 6.30 %; respecto al conteo de conidias, los
porcentajes van del 75.03 al 90.71 % de inhibicion. Por otro lado, al almacenar a 4
°C, la efectividad de los extractos se reporté con porcentajes de inhibicién del
crecimiento del micelio de M. roreri que van del 2.59 al 35.18 %; y del 88.65 al 99.57
% de inhibicion en la formacién de conidias. Todos tratamientos inhibieron la
germinacién de conidias, De acuerdo con las observaciones realizadas en cuanto al
color y olor de cada hidrolato, Unicamente el tratamiento evaluado a temperatuta
ambiente y en envase ambar reporto ausencia de sedimento. Sin embargo; en este
caso, el tratamiento que presentd los mejores valores a pesar de que se formé
sedimento en el hidrolato, fue el almacenado en envase transparente y a 4 °C.

66



Cuadro 22. Comparacion del hidrolato de jengibre al momento de su obtencion y a los ocho
meses de almacenaje

- Conidias Conidias
. Crecimiento . .
Tratamiento (mm) totales germinadas color Sedimento
(m L™x10%) (m Lx10°)

jengibre obtencién
Linen

0 .
J 40% J1 0.00 0.00 0.00 FAFOEG ausencia
jengibre 8 meses

Linen
T13 40% J1, T.A, opaco 86.00 580.00 0.00 FAFOE6 bajo
Linen
T4 40% J1, T.AY, ambar 81.67 503.41 0.00 FAFOE6 ausencia
Linen
T15 40% J1, T.AY, transparente 80.67 327.34 0.00 FAFOE6 bajo
OldLace
T16 40% J1, T.R? opaco 75.67 173.25 0.00 FDF5E6 medio
OldLace
T17 40% J1, T.R? ambar 82.00 615.37 0.00 FDF5E6 ausencia
OldLace
T18 40% J1, T.R? transparente 76.00 131.54 0.00 FDF5E6 medio

! Temperatura ambiente *Temperatura refrigeracion

El hidrolato de jengibre al momento de su obtencidn, registr6é efectividad del 100 %
en la inhibicion del crecimiento del micelio y formacion de conidias de M. roreri y su
hidrolato no formé sedimento alguno. En cuanto a los tratamientos evaluados de
almacenaje a temperatura ambiente utilizando tres tipos de envase a los ocho meses
de obtenido el hidrolato, se reportd porcentajes del 4.44 al 10.37 % de inhibicién del
crecimiento micelial del hongo y, porcentajes del 82.43 al 90.08 % en la inhibicién de
formacién de conidias de M. roreri. Para los tratamientos evaluados con los tres tipos
de envases pero almacenados a 4 °C, se reportan porcentajes del 10 al 15.55% de
inhibicion del crecimiento micelial y del 81.36 al 96.01 % en inhibicion de formacion
de conidias. Todos los tratamientos evaluados inhibieron la germinacién de conidias
tanto al momento de su obtencién como a los ocho meses de almacenaje. El color de
los tres tratamientos evaluados a temperatura ambiente se mantuvo durante el
almacenaje; sin embargo, presentdé sedimento al utilizar envase opaco y
transparente. Al almacenar a 4 °C el color del hidrolato varié respecto a los
tratamientos evaluados a temperatura ambiente y al hidrolato obtenido en el
momento cero, sin embargo para el caso de la presencia de sedimento ésta se
presento en diferentes niveles para las dos temperaturas evaluadas y para todos los
tipos de envase, mientras que para el hidrolato al momento de su obtencion no se
presentd sedimento, lo cual indica que posiblemente los metabolitos presentes para
éste hidrolato se degradan facilmente.
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5. CONCLUSIONES

Los hidrolatos de orégano, maguey morado y jengibre a concentraciones de 50 y 40
% obtenidos tanto de planta fresca como material secado al sol, poseen metabolitos
capaces de inhibir in vitro el crecimiento y formaciéon de conidias de M. roreri en
condiciones de laboratorio.

La extraccion de los metabolitos de maguey morado con efectos inhibitorios en el
crecimiento y desarrollo de Moniliophthora roreri es posible mediante la
hidrodestilacion utilizando Unicamente agua como solvente; ya que inhibe igual que
con la mezcla agua- alcohol (10:1).

Los hidrolatos de jengibre y orégano que son mas eficaces en la inhibicion del
crecimiento y desarrollo de Moniliophthora roreri fueron los obtenidos con 300 g L™
(fresco), 45 g L™ y 90 g L™ (seco) con un solvente agua-alcohol (10:1).

Los hidrolatos de orégano, maguey morado y jengibre requieren para la mejor
extraccion de sus metabolitos alcohol y material vegetal fresco (300 g L), siendo su
concentracion minima inhibitoria de 40 %.

Los tratamientos de una parte de maguey morado y una parte de jengibre y de una
parte de maguey morado y dos partes de jengibre, son los que mejor inhibieron el
crecimiento y formaciéon de conidias de M. roreri en condiciones de laboratorio, ya
gue presentaron porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial del 63 y 61 % a
una concentracion de 30 %.

La mezcla de una parte de hidrolato de maguey morado y dos partes de jengibre a
los ocho meses de su obtencion, presentd los mejores resultados sobre la inhibicion
del crecimiento micelial y formacion de conidias de M. roreri al almacenar los
hidrolatos en envase opaco y a temperatura de refrigeracién 4 °C; ya que reporto
53.69 % de inhibicion del crecimiento micelial a una concentracién de 40 %.

Para la mejor conservacion de los extractos de oregano, maguey morado y jengibre
es indispensable almacenarlos a temperatura de refrigeracion 4 °C, ya que a estas
condiciones las propiedades de cada hidrolato se conservan en mayor proporcion
que al almacenar a temperatura ambiente. El hidrolato de orégano tuvo los mejores
resultados al ser almacenado en envase ambar, protegiendo asi sus componentes
activos; sin embargo, para el maguey morado y jengibre, la luz no degrado las
propiedades de cada extracto, pudiendo de esta manera utilizar envase transparente
para su conservacion.
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6. RECOMENDACIONES

. Se recomienda realizar ensayos utilizando las diferentes partes de las plantas
(tallo, hojas, raiz) con la finalidad de disminuir la concentracién minima inhibitoria
de los extractos obtenidos.

. Es recomendable secar el material vegetal a la sombra para evitar posibles
contaminaciones y la pérdida de los metabolitos presentes en las plantas, a causa
de la variacion de temperatura y la exposicion directa a los rayos solares.

. Se recomienda determinar mediante ensayos la efectividad de la mezcla de
hidrolatos utilizando proporciones diferentes a las evaluadas en la presente
investigacion, con el objetivo de reducir la concentracidn minima inhibitoria de los
extractos.

. Es recomendable ensayar con diferentes temperaturas (congelacion) y tiempo de
almacenamiento (3, 6, 9 y 12 meses) para determinar los pardmetros idéneos de
conservacion de extractos vegetales sin que exista pérdida de efectividad de los
mMismos.

. EI almacenamiento de extractos vegetales se puede ensayar en un lugar
totalmente cerrado (refrigeracion o congelacion) y destinado Unicamente para este
fin, con el objetivo de evitar el paso de la luz a los extractos, lo cual disminuye su
efectividad.
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Cuadro 1A. Analisis de varianza de la variable de crecimiento micelial de M. roreri.

8. APENDICE

ANOVA
Sumade Cuadrados .
cuadrados df medios F Sig.
Entre grupos 77726.911 41 1895.778 399.612 .000
O Dentro de grupos 597.750 126 4.744
Total 78324.661 167
Entre grupos 80926.643 41 1973.821 777.192 .000
M  Dentro de grupos 320.000 126 2.540
Total 81246.643 167
Entre grupos 58558.476 41 1428.256  120.174 .000
J Dentro de grupos 1497.500 126 11.885
Total 60055.976 167
O = orégano
M = maguey morado
J = jengibre
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Cuadro 2A. Andlisis de varianza de las variables niUmero de conidias

(totales y germinadas) m L™ de M. roreri

ANOVA
Suma de cuadrados df Cuadrados medios F Sig.
16389887830274524.000 40 409747195756863.100 36.684 .000
Entre grupos
915908206018518.500 82  11169612268518.518
OT Dentro de grupos
17305796036293042.000 122
Total
1373669546070.460 40 34341738651.762 4.671 .000
Entre grupos
OG  Dentro de grupos 602881944444.444 82 7352218834.688
1976551490514.905 122
Total
12825982158978176.000 41 312828833145809.200 39.524 .000
Entre grupos
664854861111111.000 84 7914938822751.321
MT  Dentro de grupos
13490837020089288.000 125
Total
1365046027072.666 41 33293805538.358 4596 .000
Entre grupos
MG  Dentro de grupos 608483537037.333 84 7243851631.397
1973529564110.000 125
Total
15667096680799280.000 40 391677417019982.000 49.474 .000
Entre grupos
649185331902779.900 82 7916894291497.315
JT  Dentro de grupos
16316282012702060.000 122
Total
1297682347177.496 40 32442058679.437 4.435 .000
Entre grupos
JG  Dentro de grupos 599826125000.667 82 7314952743.911

Total

1897508472178.162

122

OT = orégano total
OG = orégano germinado

MT = maguey morado total

MG = maguey morado germinado

JT = jenibre total
J G= jengibre germinado
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Cuadro 3A. Analisis de varianza de las variables: crecimiento micelial (mm) y nimero de
conidias (totales y germinadas) m L™ de M. roreri

ANOVA

Suma de cuadrados df  Cuadrados medios F Sig.

Entre
grupos 30003401181236400.000 16 1875212573827270.000 3.075 .003

Dentro
cT de 20731636944444400.000 34 609754027777778.000
grupos
Total
50735038125680800.000 50
Entre
grupos 397952069716.776 16 24872004357.299 6.698 .000
Dentro
CG de 126250000000.000 34 3713235294.118
grupos
Total
524202069716.776 50
Entre
grupos 19162.824 16 1197.676 113.958 .000
CREC Dedntro
e 357.333 34 10.510
grupos
Total 19520.157 50

CT = conidias totales
CG = conidias germinadas
CREC = crecimiento

88



Cuadro 4A. Analisis de varianza de las variables: crecimiento micelial (mm) y nimero de
conidias (totales y germinadas) m L™ de M. roreri

ANOVA
Suma de of Cuadrados S
cuadrados medios g
Entre grupos
3224.453 24 134.352 10.188 .000
Dentro de grupos
CREC 659.333 50 13.187
Total
3883.787 74
Entre grupos
2.255E16 24  9.397E14 2504.419 .000
Dentro de grupos
CTMJ 1.876E13 50 3.752E11
Total
2.257E16 74
Entre grupos
7.200E11 24  3.000E10
Dentro de grupos
CGMJ arp .000 50 .000
Total 7.200E11 74

CTMJ = conidias totales, maguey-jengibre
CGMJ = conidias germinadas maguey-jengibre

CREC = crecimiento
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Cuadro 5A. Analisis de varianza de las variables: crecimiento micelial (mm) y nimero de
conidias (totales y germinadas) m L™ de M. roreri

ANOVA
Suma de df Cuadrados si
cuadrados medios g:
Entre grupos
3009.053 18 167.170 32.632 .000
Dentro de
CREC-OMJ grupos 194.667 38 5.123
Total
3203.719 56
Entre grupos
2.696E17 18 1.498E16 3917.555 .000
Dentro de
CT-OMJ grupos 1.453E14 38  3.823E12
Total 2.697E17 56
Entre grupos
6.395E12 18 3.553E11
Dentro de
CG-OMJ grupos .000 38 .000
Total 6.395E12 56

CREC-OMJ = crecimiento (orégano, maguey y jengibre)
CT-OMJ = conidias totales (orégano, maguey y jengibre)

CGMJ= conidias germinadas (orégano, maguey y jengibre)
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