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RESUMEN

La podredumbre morena de los frutales de carozo causada por Monilinia spp. es
una de las enfermedades mas importantes a nivel mundial, tanto en cultivo como
poscosecha. Para su control se emplean habitualmente fungicidas de sintesis. La
tendencia mundial a exigir alimentos de 6ptima calidad que no perjudiquen a la salud
ni al ambiente ha llevado a tratar de disminuir el empleo de este tipo de sustancias.
El uso de productos naturales, no nocivos para el ser humano y obtenidos por
metodologias sencillas podria representar una alternativa de manejo fitosanitario de
los cultivos valida. Los extractos vegetales han sido reconocidos como agentes
antimicrobianos desde la antigiedad y recientemente han atraido el interés
cientifico. Estos presentan una importante produccion de metabolitos secundarios,
que eventualmente podrian poseer efecto fungitoxico. El objetivo de la presente
tesis, es por ello, estudiar la bioactividad de los extractos vegetales de distintas
especies de la flora autéctona o presente desde antafio (chafar, jarilla, pajaro bobo,
retortuiio y aguaribay) hacia Monilinia fructicola, responsable de las principales
pérdidas en cultivo y poscosecha de frutales de carozo. Para ello se determiné el
efecto de los extractos sobre la germinacién de conidios y el crecimiento miceliar de
M. fructicola. La actividad sobre la germinacién fue determinada agregando
concentraciones crecientes del extracto a una suspensién de conidios de Monilinia
fructicola. Luego se observd su efecto al microscopio Optico. La actividad sobre el
crecimiento miceliar fue determinada por medio de la técnica de terreno envenenado
y por el efecto de los compuestos volatiles del extracto a diferentes concentraciones.
Todos los extractos estudiados presentaron en menor o mayor medida un efecto
inhibitorio sobre la germinacién y el crecimiento de tubo germinativo de conidios de
M. fructicola. El extracto de jarilla (Larrea divaricata) fue el méas efectivo a las
concentraciones estudiadas registrandose un efecto dosis-dependiente. En los ensayos
de crecimiento miceliar se observd que a bajas concentraciones de extracto de
jarilla, este se vio estimulado, mientras que a concentraciones elevadas del extracto
se registrd inhibicion del crecimiento miceliar del hongo. Por todo lo mencionado
anteriormente, podria decirse que el extracto de jarilla permite inhibir al hongo M.
fructicola in vitro.

Palabras claves: frutales de carozo, poscosecha, podredumbre, extractos vegetales,
biofungicida, Monilinia fructicola.
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Introduccion

I- INTRODUCCION

La podredumbre morena es una de las enfermedades mas graves de los frutales
de carozo a nivel mundial, principalmente en zonas donde las primaveras y los
veranos son humedos y célidos, y puede ocasionar grandes pérdidas de produccion y
serios problemas de comercializacion. En EE.UU. existen referencias de dafios que
oscilan entre el 20 y 35% de pérdida de produccién aun con la aplicaciéon de estrictos
programas de manejo de la enfermedad. En la provincia de Mendoza, es junto con la
viruela de los frutales de carozo la enfermedad mas perjudicial del cultivo, por sus
dafios dificilmente controlables en veranos lluviosos (Pizzuolo et al., 2011). La
produccion total estimada de frutas de carozo en Mendoza, para la temporada de
cosecha fruticola campafa 2012/2013 fue de 511.284 tn. En la ultima campafa
(2012/2013) en Argentina se exportaron 14.400 tn. de frutas de carozo. Una de las
mayores dificultades que existe actualmente para la exportacion de estas frutas son
las podredumbres, especialmente la producida por Monilinia fructicola, dado que el
patdgeno es cuarentenario en Europa (Rossini et al., 2007).

I-1. Podredumbre morena producida por Monilinia spp.

La podredumbre morena de los frutales de carozo puede ser ocasionada por
tres especies de hongos pertenecientes al género Monilinia que en su fase asexual se
clasifican en el género Monilia. Las especies responsables de la enfermedad son
Monilinia fructicola (Wint.) Honey (f.a. Monilia fructicola), M. laxa (Aderh. y Ruhl.)
Honey (f.a. Monilia laxa) o M. fructigena (Aderh. y Ruhl.) Honey (f.a. Monilia
fructigena). M. fructicola se encuentra distribuida en los Estados Unidos, Australia,
Nueva Zelanda, Canada, Centro y Sud América, Sud Africa, Francia, Espafia, Austria y
Japén; M. fructigena se encuentra en Europa, Egipto, Marruecos (norte de Africa),
Turquia, Iran, India, China, Japdon Brasil, Uruguay y Argentina y M. laxa en Europa,
Turquia, Siria, Medio Oriente, Afganistan, China, Japon, Sud Africa, algunos estados
de Estados Unidos, Guatemala (Centro América), Sud América, Australia y Nueva
Zelanda (Pizzuolo, 2001). Esta enfermedad fue descripta por primera vez en Europa
en 1796, mientras que en Estados Unidos recién en 1807.

Las tres especies del género Monilinia citadas anteriormente son responsables
de la podredumbre de frutos, ademas pueden causar marchitamiento y atizonado de
flores, lesiones en hojas, muerte de brotes y cancros en ramas. Los frutos pueden ser
atacados en cualquier fase de su desarrollo pero, son mas susceptibles cuando se
encuentran maduros. El sintoma inicial en fruto consiste en una mancha parda,
circular que crece rapidamente. Luego el tejido dafiado manifiesta una podredumbre
blanda esponjosa que evoluciona a seca. Poco después de observarse los sintomas
aparecen los signos formando un moho, en muchas ocasiones con aspecto
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pulverulento (fructificaciones asexuales del patdgeno). Este ultimo suele presentarse
en forma de anillos concéntricos con zonas chatas y otras sobreelevadas con una
mayor concentracion de fructificaciones. El color del moho puede variar desde el
amarillo ocre, blanco grisaceo, ceniciento al pardo claro (Figura I-1A, B y C).
Generalmente la mayor parte de los frutos afectados caen y unos pocos permanecen
momificados en el arbol (Figura I-1D) (Pizzuolo et al., 2011).

L

Figural -1. A, B, Cy D. Duraznos afectados por la podredumbre morena de los frutales de
carozo, en ellos se pueden observar los sintomas y los signos de la enfermedad. En “D”

Fruto momificado.

En su fase asexual el hongo produce conidios hialinos, elipticos en cadenas
sobre hifas dispuestas en grupos o ramilletes (esporodoquios). También pueden
observarse microconidios (espermacios) en cultivo y en frutos momificados. Estos
altimos se producen en cadenas a partir de conidiéforos en forma de botella y, aun
cuando no germinen, al parecer tendrian alguna funcién en la reproduccion sexual del
hongo (Agrios, 2005). En su fase teleomorfica el hongo forma apotecios a partir de las
costras esclerociales ubicadas en la superficie de los frutos momificados parcial o

4
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totalmente enterrados en el suelo. Estos aparecen como pequefias prominencias en
forma de bulbo, las cuales se alargan para dar origen a un estipite, de largo variable
entre 5 y 28 mm. Conforme este estipite emerge del suelo, su porcion superior se
hincha y aparece una depresion en la punta. El desarrollo posterior de los costados de
ese hinchamiento forma una estructura que asemeja a una copa, la cual tiene,
inicialmente, el aspecto de un embudo y mas tarde de un disco. La superficie superior
o interior del apotecio se encuentra cubierta por miles de ascos cilindricos
entremezclados con parafisis. Cada uno de los ascos contiene 8 ascosporas
unicelulares (Figura 1-2 A y B). En un fruto momificado pueden formarse entre 1y 20
apotecios.

Figura 1-2. A. Apotecios de Monilinia fructicola emergiendo a partir de un fruto
momificado parcialmente enterrado en el suelo. B. Corte de un apotecio visto al
microscopio, se pueden observar los ascos conteniendo 8 ascosporas cada una y las
parafisis.

[-2. Patogenia

El patdgeno inverna en forma de micelio en los frutos momificados que se
encuentran todavia en los arboles o caidos en el suelo y en los cancros de las ramitas
infectadas, o bien en forma de costra pseudoesclerocial en los frutos momificados
(Figura 1-3). En la primavera, el micelio produce nuevos conidios, mientras que a
partir de la costra pseudoesclerocial pueden originarse los apotecios, los cuales
forman ascos y ascosporas.

Tanto los conidios como las ascosporas pueden afectar a las flores. Los conidios
son llevados por el viento, el agua de lluvia y salpicaduras o los insectos hacia los
verticilos florales. Las ascosporas que salen con fuerza del asco forman una especie
de nube sobre el apotecio y las corrientes de aire las llevan entonces hacia las flores.
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Los conidios y las ascosporas una vez depositados sobre la superficie del hospedante,
germinan y producen infeccion al cabo de unas cuantas horas.

El micelio del hongo, que coloniza los tejidos vegetales cuando el tiempo es
hamedo, produce hifas cortas que se reunen, ejercen presion hacia el exterior a nivel
de la epidermis y forman numerosos conidioforos sobre los verticilos florales
afectados a partir de los cuales el hongo libera nuevas masas de conidios. Al mismo
tiempo, el micelio del hongo avanza con gran rapidez hacia los tejidos del pedunculo
de las flores y de ahi a las brindillas. En estas ultimas, el micelio ocasiona la
desintegracion y el colapso de las células en torno a la zona de ingreso y forma un
cancro, de color café rojizo. El cancro puede llegar a circundar las ramitas de tal
forma que producen una muerte descentente de la misma. En poco tiempo, la
superficie del cancro se cubre con los signos del patégeno (Agrios, 2005).

Las flores atizonadas por el hongo, adheridas al arbol y cubiertas por las
fructificaciones del patdgeno junto con los conidios producidos en los cancros de las
brindillas, constituiran la fuente de ind6culo de las infecciones secundarias que
sufriran los frutos a medida que éstos maduren (Agrios, 2005).

La susceptibilidad de los frutos a la infeccion aumenta con la maduracion de
éstos (Agrios, 2005). Comunmente, la penetracion en los frutos se produce a través de
heridas de diversa indole presentes en la superficie de los frutos, sin embargo, ésta
puede ocurrir también directamente a través de la cuticula. EI hongo crece
intercelularmente al principio y mediante la secrecion de enzimas, principalmente del
tipo pectoliticas, produce la maceracion y el empardecimiento de los tejidos que ha
infectado. El hongo crece con gran rapidez y conforme avanza en el fruto, produce los
signos en la zona afectada, lo cual facilita la dispersion de la enfermedad. Los frutos
pueden podrirse totalmente al cabo de algunos dias y desprenderse del arbol
(carpoptosis) si bien algunos de ellos pueden mantenerse adheridos a las brindillas.
Los frutos que se mantienen suspendidos en el arbol, rapidamente pierden humedad,
se arrugan y al final de la estacion de crecimiento se transforman en momias (Figura
[-1.D). La epidermis del fruto sigue siendo la cubierta protectora y debajo de ella los
restos de las células del fruto se mantienen en su sitio debido a los filamentos
miceliales del hongo que se encuentran estrechamente entretejidos y forman una
corteza dura (costra esclerocial). Una vez que el fruto se ha momificado, puede caer
al suelo, y persistir ahi durante dos o mas afos (Agrios, 2005).

Los frutos afectados sin sintomas aparentes y que fueron cosechados se pudren
durante la etapa de empaque, almacenamiento o transporte, siendo éstos fuente de
inéculo de los frutos sanos que entren en contacto con ellos. También los conidios que
guedan en los bines o cajones, liberados por las fructificaciones producidas en los
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frutos, son fuente de inoculo en cualquier momento, comprendido entre la cosecha y
consumo. (Agrios, 2005).

Infeccion L
Liberacion de primaria de Germinacion Micelio
las ascosporas  Ascospora Ia(;lor g de la es.;a intercelular
g S\ e :’v.—l@“ Flores

Infeccion
secundaria
de la flor

Conidio

Cancro
formado de la
infeccion floral

/ Grupos conidiales —
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Figura I-3. Ciclo bioecoldgico de M. fructicola, agente responsable de la podredumbre morena de
los frutales de carozo. (Agrios, 2005)

I-3. Manejo de la enfermedad

Un manejo adecuado requiere la implementacion de un conjunto de medidas
orientadas a prevenir los dafios, por lo tanto el uso de varias técnicas en conjunto
mejora la eficiencia de control y un apropiado monitoreo resulta imprescindible. Debe
recurrirse a medidas culturales tendientes a la reduccion del potencial de inéculo
presente en el monte, como la eliminacion fuera del cultivo de frutos momificados en
las plantas o caidos en el suelo y las ramas con cancros. También desinfeccion de los
elementos utilizados en la cosecha, entre éstos los cajones, con productos como
dioxido de cloro, lavandina o formalina. EI manejo adecuado de factores que pueden
ocasionar heridas como insectos, aves, granizo, desequilibrios hidricos, ramaleo y
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lesiones durante la cosecha también resulta de utilidad. La adecuacion del microclima
de la canopia, mediante una apropiada poda, permite lograr mayor insolacién y una
adecuada aireacion que disminuye la presencia de agua libre sobre los 6érganos y
facilita la distribucién uniforme de los agroquimicos. Respecto a la aplicacion de
distintos microorganismos tanto hongos como bacterias que actian como controles
biologicos, entre algunos de ellos Trichoderma viridae, Bacillus subtilis, Pseudomonas
corrugada, Epicoccum purpurascens, distintas investigaciones muestran una eficiencia
de control variable, probablemente por la elevada dependencia entre las condiciones
ambientales propias del lugar y el establecimiento del biocontrolador. Por ello, el
productor debe tomar con precaucion el empleo de esta alternativa de manejo de la
enfermedad (Pizzuolo et al., 2011). El control quimico apunta a proteger a la planta
en los dos estados de méaxima susceptibilidad: floracion y madurez del fruto. En este
sentido los fungicidas mas usados son: polisulfuro de calcio, azufre, dicarboximidas
(captan, folpet), benzimidazoles (benomil, metil tiofanato, carbendazim) e
inhibidores de la sintesis del ergosterol (triforine, propiconazol) (Rossini et al., 2007).
Generalmente el uso continuado de un mismo principio activo produce la seleccion de
cepas resistentes como por ejemplo a los bencimidazoles. Mitidieri (2003) detecté en
la zona de San Pedro cepas de M. fructicola resistentes a carbendazim aisladas a
partir de frutos de durazno provenientes de galpones de empaque. Ma et al. (2003)
observaron dos niveles de resistencia (bajo y alto) a benomil y metil tiofanato en
cepas de M. fructicola aisladas de frutales de carozo en cultivos en California.
Guizzardi et al. (1995) realizaron estudios in vitro sobre la sensibilidad de algunas
cepas de M. laxa a benzimidazoles y dicarboximidas (benomil, vinclozolin,
procymidone e iprodione) en la fase de poscosecha. Varias de las cepas estudiadas
mostraron baja sensibilidad e incluso resistencia a los fungicidas ensayados.

En algunos paises el empleo de fungicidas de sintesis para el control poscosecha
de la podredumbre morena no esta autorizado y s6lo se permite el empleo de este
tipo de producto en tratamientos a campo previo a la cosecha segun periodo de
carencia establecido. En otros, si bien los tratamientos quimicos poscosecha estan
permitidos, la presencia de residuos nocivos en estos frutos limita su exportacion a
varios mercados extranjeros. Ademas, la actual demanda de los consumidores por
productos sin residuos de plaguicidas y de un manejo respetuoso del medio ambiente
implica necesariamente una reduccioén en el numero de aplicaciones de productos
quimicos y un aumento en la produccion de fruta utilizando estrategias organicas.
(Pizzuolo et al., 2011)

Por esto, existe la necesidad de desarrollar nuevos y efectivos métodos de
control, principalmente de las enfermedades de poscosecha, que sean aceptados por
el consumidor y que no constituyan un riesgo para la salud humana y el ambiente.
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Estos nuevos meétodos pueden ser el uso de microorganismos antagonistas, aceites
esenciales o de diversos extractos vegetales.

I-4. Extractos vegetales

Antes de que el hombre desempefiara un rol activo en la proteccion de las
plantas, estas ya habian demostrado la capacidad de defenderse por si solas. Se
conoce que sintetizan una gran variedad de metabolitos secundarios (alcaloides,
esteroides, flavonoides, terpenoides, quinonas, entre otros), los cuales estan
implicados en los mecanismos de defensa hacia distintos factores de estrés bidtico y
abiotico (Wilson et al., 1999; Hernandez Lauzardo et al., 2007).

La produccion de estos metabolitos secundarios por parte de las plantas, esta
ligada a diferentes vias metabdlicas. La cantidad y diversidad de estos es muy
variable y depende del tipo de tejido, edad de la planta, habitat, tipo de suelo, entre
otros (Alcala et al., 2005). Muchos de estos compuestos son producidos y almacenados
en tejidos jovenes, como hojas, flores y semillas (Cruz De Matos, 2000; Costa Mauro
et al., 2001).

El reconocimiento de algunas propiedades bioldgicas de los metabolitos
secundarios o productos naturales es conocido desde hace tiempo, lo que ha motivado
su amplio uso en diversos campos como la agricultura y medicina. A partir de ellos se
han obtenido diversos farmacos, antibioticos, insecticidas y herbicidas (Croteau et
al., 2000). Algunos ejemplos que podemos mencionar son:

-La aspirina utilizada en medicina, resulta de la acetilacion del acido salicilico
derivado de una planta del género Salix (Theis y Lerdau, 2003).

-Pesticidas empleados en agricultura como la nicotina, la sabadilla (alcaloide
veratro), la rotenona y la ryania, son productos extraidos de Nicotiana
tabacum, Shoenocaulon officinale, Derris elliptica, Lonchocarpus utilis y
Ryania speciosa, respectivamente (Reigart y Roberts 1999; Buss y Park-Brown
2002).

-Compuestos a base de azadiractina y salanina utilizados en agricultura, se
obtienen de las semillas del arbol de Nim (Azadirachta indica). Planta
ampliamente conocida por sus propiedades antimicrobianas e insecticidas
(Reigart y Roberts 1999; Buss y Park-Brown 2002).

-Los piretros o piretrinas son insecticidas ampliamente utilizados en
agricultura. Son sustancias aisladas de las flores de Chrysanthemum
cinerariaefolium. Los piretroides han sido sintetizados e imitan la accion de
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las piretrinas (Kurihara et al. 1997; Reigart y Roberts, 1999; Buss y Park-
Brown, 2002).

La busqueda de nuevos compuestos Utiles para el control de plagas y
enfermedades de importancia economica, ha despertado el interés por el estudio de
los extractos vegetales. Ferget en 1994 propuso la utilizacion de extractos vegetales
para contrarrestar problemas fitosanitarios, aprovechando la presencia de los
metabolitos secundarios en estas sustancias. Con esto Ferget no pretendia redescubrir
tecnologias que hace mucho tiempo se vienen practicando en el manejo de plagas y
enfermedades de los cultivos, sino validar esta informacion y adaptarla para poner en
practica el concepto de desarrollo sostenible, econdémicamente rentable,
ecolégicamente viable y socialmente manejable (Ferget, 1994).

La obtencion de extractos vegetales y el estudio de sus compuestos activos,
propician su empleo contra diferentes fitopatdogenos en poscosecha para controlar
enfermedades en productos frutihorticolas (Hernandez Lauzardo et al., 2007). El
proceso de obtencion de extractos a partir de diferentes materiales vegetales (flores,
brotes, semillas, hojas, ramas, corteza, hierbas, madera, frutos y raices) es variable;
pudiéndose obtener extractos acuosos (Bautista et al., 2002), polvos (Bautista et al.,
2003) o utilizar otros disolventes para extraer diferentes compuestos, segun su
polaridad (Abou-Jawdah et al., 2002).

El uso de extractos vegetales ha sido de gran utilidad a través de la historia
(Theis y Lerdau, 2003). La humanidad ha obtenido enormes beneficios del estudio de
las propiedades medicinales de las plantas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
en el afo 2003 considera que el amplio nimero de plantas todavia no estudiadas,
representa un valioso recurso potencial que debe ser explorado. El interés por las
plantas medicinales ha sido y es permanente (Roig, 2002), pero su empleo ha tenido
un marcado y ascendente auge en el ambito mundial, a partir de que la OMS llamé a
introducir recursos medicinales tradicionales en los sistemas de salud en 1977 (OMS,
2003).

En la actualidad existen diversos extractos vegetales que han sido estudiados
con éxito (Wilson et al., 1997; Ribeiro y Bendendo, 1999; Ficker et al., 2003; Ferreira
et al. 2005) y han demostrando efectividad contra diferentes hongos fitopatdgenos.
Entre los diversos extractos estudiados puede mencionarse a modo de ejemplo: ajo
(Allium sativum L.), acuyo (Piper auritum HBK), guayaba (Psidium guajava L.)
eucalipto blanco (Eucalyptus globulus Labill.) (Bafios et al., 2004); duraznero (Prunus
persica (L.) Batsch), guamduchil (Pithecellobium dulce Roxb. Benth), chicozapote
(Achras sapota L.), chirimoya (Annona cherimola Mill.), zapote blanco (Casimiroa
adulis Llav. Et Lex), limén (Citrus limon L.), tejocote (Crataegus mexicana Moc. Et
Sess), papaya (Carica papaya L.), guayaba (Psidium guajava L.), aguacate (Persea
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americana Mill.), ciruela mexicana (Spondias purpurea L.) (Bautista et al., 2002);
huamuchil (Pithecellobium dulce Roxb. Benth) (Bautista et al., 2003; 2004a); ajedrea
(Satureja hortensis L.) (Boyraz y Ozcan, 2006); pimiento (Capsicum frutescens L.)
(Bautista et al., 2004b); lupino (Lupinus exaltus Zucc.) (Bernal et al., 2005); urunday
(Astronium balansae), chafar (Geoffroea decorticans), yvyra-Pyta (Peltophorum
dubium), mandubi-ra (Geoffroea spinosa) salvia morada (Lantana balansae), itin
(Prosopis kuntzei), vinal (Prosopis ruscifolia) y palo santo (Bulnesia sarmientoi)
(Salvat et al., 2004); Mentha piperita, Ricinos communis (Amorim et al., 2004).

En Argentina, relevamientos etnobotanicos realizados en la Patagonia revelan
el uso de plantas autdctonas como agentes de control de diferentes plagas y
enfermedades en diversos cultivos. Entre estas especies nativas se destacan Azara
lanceolata (corcoven o aromo) para fumigaciones, Adesmia boronoides (paramela)
como piojicida, Psilas partioide como repelente de insectos, entre otras (Cremer y
Giayetto, 2005). Basandose en los usos populares de las plantas medicinales y
especies nativas de la region se podrian identificar diversos recursos botanicos con
propiedades antimicrobianas, para ser utilizados en el control de plagas y
enfermedades en poscosecha de frutas y hortalizas (Cremer y Giayetto, 2005), tales
como:

Tessaria absinthioides (Hook. & Arm.) DC., nombre comun “Pajaro bobo” es un
arbusto o subarbusto densamente pubescente. Hojas subcrasas, pecioladas,
oblanceoladas, integras o aserradas hacia el apice, densamente cano-tomentosas,
capitulos subseésiles o cortamente pedunculados, ordenados en cimas corimbosas,
terminales, multicéfalas. Flores rosadas o lilacinas, dimorfas. Sus hojas son usadas
como hipocolesterolemiante, balsamico y expectorante. Por sus raices gemiferas
forma manchones a lo largo de acequias y rios. Crece en el centro y sur de Cérdoba,
centro de San Luis, La Rioja, San Juan, Catamarca. Ademas, desde Chubut y Buenos
Aires hasta Jujuy. También en Chile, Bolivia y Uruguay (Barboza et al., 2006). En
Mendoza, en suelos himedos y arenosos y a orillas de acequias y canales de riego en
toda la provincia (Ruiz Leal, 1972).

Prosopis strombulifera (Lam.) Benth., nombre vulgar “retortuifio”, es un arbusto
rizomatoso. Tallos flexuosos, estriados longitudinalmente. Hojas pequefas,
bipinnadas, uniyugas. Flores amarillas en cabezuelas globosas. Frutos de color
amarillo claro, formando una densa espiral cerrada, con 6-17 espiras, generalmente
de 4-7 cm de longitud. Distribuido desde San Juan a Buenos Aires, hacia el sur hasta
Rio Negro, y al norte alcanza a Tucuman. El extracto acuoso posee actividad
antibacteriana. El fruto es utilizado como antidiarreico, astringente, antiinflamatorio,
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odontalgico (Barboza et al., 2006). También se han observado efectos antitumorales
(Oberti et al., 2012).

Larrea divaricata Cav. pertenece a la familia Zygophyllaceae, comunmente llamada
“jarilla”, es un arbusto ramoso, hasta 3 m de altura, de tallos lefiosos. Hojas
pubescentes, bifoliadas; foliolos soldados no mas all4 de la mitad de su longitud y un
tercer foliolo central, en forma de mucrén filiforme, pequefio. Flores solitarias.
Especie de alta distribucion en la Argentina, caracteristica de regiones secas. La hoja
es usada como antiinflamatorio, antirreumatico, dermopatico, diaforético, febrifugo,
emenagogo, oxitocico, pediluvio, antiodontalgico, antitusivo, la parte aérea es usada
como insecticida (Barboza et al., 2006). El extracto etanolico de las partes aéreas de
L. divaricata Cav. inhibe el crecimiento de hongos fitopatégenos y levaduras (Quiroga
et al., 2004; Davicino et al., 2007). El extracto acuoso presenta efectos
antitumorales, antimicrobianos, antioxidantes y actividad intiinflamatoria (Davicino
et al., 2011; Micucci et al., 2011).

Schinus molle L., nombre comun aguaribay. Es un arbol de ramas péndulas y
delgadas. Hojas alternas, verde-grisaseas, compuestas, imparipinnadas. Flores de
color verde-amarillento. Drupas esferoides, rojizas. Las hojas se utilizan como
laxante, antirreumatico, antiinflamatorio, emenagogo. Habita desde La Pampa hasta
Jujuy. Ampliamente distribuido en Mendoza (Barboza et al., 2006).

Geoffroea decorticans (Gillies ex Hook. F. &Arn.) Burkart, cominmente conocido
como chafiar, es un arbusto o arbol de 3-10m de altura con tronco de corteza verdosa
caediza en placas longitudinales. Las hojas son compuestas pinadas, con 3-9 foliolos.
Las flores son amarillo-anaranjadas, con estrias rojizas y se agrupan en racimos o
también se encuentran solitarias en el comienzo de la primavera. Los arboles son muy
vistosos en floracion. El fruto es una drupa globosa (Silva et al., 2004). La pulpa de
los frutos es comestible y carnosa (Universidad de Arizona, 1998), aunque resulta
aspera al paladar (Quiroga et al., 2009). Esta especie en nuestro pais, se distribuye
desde Jujuy hasta el norte de la Patagonia (Ruiz Leal, 1972) y es la mas
representativa del bosque seco del Chaco argentino, formando parte de la region
fitogeografica mas grande de Ameérica del Sur (Eynard y Galleto, 2002). También se
localiza en el Norte de Chile, Bolivia, Chaco Paraguayo y Oeste de Uruguay. En Santa
Fe, Argentina, es considerada invasora de pastizales naturales, ya que disminuye su
valor para uso ganadero. Por ello tanto es manejado como una maleza (Ulibarri et al.,
2002). En medicina popular se usan las flores, frutos, corteza y hojas por sus virtudes
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emolientes, balsamicas, expectorantes y antiasmaticas (Roig, 2002; Quiroga et al.,
2009).

La demanda creciente de alimentos a nivel mundial asociada al natural
incremento de la poblacion y a la exigencia por parte de los consumidores de
productos de oOptima calidad obtenidos mediante procesos que respeten el medio
ambiente, justifica la continua busqueda de alternativas de manejo de los cultivos y
su produccion por métodos ecologicamente aceptables. Las plagas y enfermedades de
los cultivos representan uno de los factores con mayor incidencia tanto cualitativa
como cuantitativa en la produccion. En muchas ocasiones el manejo sanitario de estos
inconvenientes resulta dificultoso ya sea por la toxicidad de los agroquimicos
empleados, los residuos que dejan o sus efectos negativos sobre la salud humana, de
animales y del medio ambiente en general. Todo ello conduce a la imperiosa
necesidad de adaptar los sistemas productivos de modo tal que resulten sustentables
para el medio ambiente y la poblacién.

El empleo de productos naturales, no nocivos para el ser humano y obtenidos
por metodologias sencillas podria representar una alternativa de manejo fitosanitario
de los cultivos valida. Es por ello que en la presente tesis se pretende estudiar la
bioactividad de los extractos vegetales de distintas especies de la flora autéctona o
presente desde antafio (chafar, jarilla, pajaro bobo, retortuiio y aguaribay) hacia M.
fructicola, responsable de las principales pérdidas en cultivo y poscosecha de frutas
de carozo.
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[I- OBJETIVOS

l-1.

l-2.

Objetivo general

Determinar la capacidad de inhibicion de extractos vegetales acuosos de chafar,
retortufio, aguaribay, pajaro bobo y jarilla sobre M. fructicola.

Objetivos particulares

Determinar la capacidad de inhibir la germinacion y el crecimiento del tubo
germinativo de conidios de M. fructicola de los extractos vegetales acuosos de
chafar, retortufio, aguaribay, pajaro bobo y jarilla a distintas concentraciones.

Determinar la cinética de inhibicibn de la germinacion de conidios de M.
fructicola en diferentes tiempos de contacto y distintas concentraciones del
extracto vegetal acuoso con mejor comportamiento en la inhibicién de la
germinacion de conidios.

Determinar la capacidad de inhibir el crecimiento del micelio de M. fructicola
del extracto vegetal acuoso con mejor comportamiento en la inhibicion de
germinacion de conidios.

Determinar del efecto de los compuestos volatiles presentes en el extracto
vegetal acuoso con mejor comportamiento en la inhibicién de la germinacién de
conidios, sobre el crecimiento del micelio de M. fructicola.
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I1I- HIPOTESIS

[lI-1. Hipotesis general

Los extractos vegetales acuosos de chafar, retortufio, aguaribay, pajaro bobo y
jarilla tienen la capacidad de inhibir a M. fructicola.

[lI-2. Hipotesis particulares

Los extractos vegetales acuosos de chafar, retortufio, aguaribay, pajaro bobo y
jarilla tienen la capacidad de inhibir la germinacién y el crecimiento del tubo
germinativo de conidios de M. fructicola.

La capacidad de inhibicion de la germinacion de conidios de M. fructicola es
variable en funcion del tiempo de contacto y la concentracién del extracto
vegetal acuoso.

El extracto vegetal acuoso con mejor comportamiento en la inhibicion de
germinacion de conidios tiene la capacidad de inhibir el crecimiento del micelio
de M. fructicola.

Los compuestos volatiles presentes en el extracto vegetal acuoso con mejor
comportamiento en la inhibicién de conidios tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento del micelio de M. fructicola.

15



Materiales y Métodos

IV- MATERIALES Y METODOS

IV-1. Ubicacién del estudio

El presente trabajo se realizo en el laboratorio de Fitopatologia de la Facultad
de Ciencias Agrarias- Universidad Nacional de Cuyo, ubicada en Chacras de Coria,
Lujan de Cuyo - Mendoza, Argentina (33°00°24°" S, 68°52°18°” O, elevacion 939 m).

IV-2. Origen del aislado de M. fructicola

Para los estudios se utilizo un aislado de M. fructicola obtenido a partir de
duraznos de un monte frutal ubicado en el departamento de Lujan de Cuyo
(Mendoza), el cual formaba parte de la coleccion de microorganismos que posee la
Catedra de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agrarias- UNCuyo. Se utilizé agar
papa glucosado (APG) acidificado con acido lactico como medio de cultivo para el
crecimiento del patdgeno.

IV-3. Material vegetal
En el presente estudio se utilizaron hojas de las siguientes especies vegetales:

Larrea divaricata (jarilla) obtenida del pedemonte del departamento de Lujan
de Cuyo.

Schinus molle (aguaribay) y Geoffroea decorticans (chafar), obtenidos de
Chacras de Coria, departamento de Lujan de Cuyo.

Prosopis strombulifera (retortuifio) y Tessaria absinthioides (pajaro bobo),
obtenidos del departamento de Lavalle.

IV-4. Obtencion de los extractos vegetales

Para la obtencion de los extractos acuosos se siguié la metodologia utilizada
por Widmer y Laurent (2006), que se describe a continuacion: se pesaron 20 gramos
de foliolos frescos de la especie vegetal y se colocaron en un erlenmeyer de 500 mL
gue contenia 200 mL de agua destilada. Luego se coloco, el erlenmeyer tapado, en
autoclave durante 45 minutos a 121°C y una atmodsfera de presion. Posteriormente se
filtré el liquido a través de gasa, de modo de separar los foliolos. Posteriormente, se
redujo el volumen del liquido filtrado por calentamiento hasta obtener 20 mL. El
extracto se centrifugd, para eliminar los sélidos remanentes, a 5000 rpm durante 10
minutos. El sobrenadante se coloco en contenedores de vidrio y se esterilizd durante
20 minutos a 121°C y una atmésfera de presién. Luego el extracto obtenido se
almacend a -20°C hasta su uso.
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IV-5. Ensayos in vitro

IV-5.1. Determinacion de la inhibicion de la germinacion y el crecimiento del tubo
germinativo de conidios de M. fructicola tratados con extractos de las distintas
especies vegetales.

Para determinar el efecto de los extractos acuosos sobre la germinacion y el
crecimiento del tubo germinativo de conidios de M. fructicola, se utilizo la técnica de
microcultivo en terreno liquido descripta por Chilosi et al. (2000) la cual, se detalla a
continuacion: en primer lugar se prepard una suspension acuosa de conidios de M.
fructicola, para ello se agregaron 2 mL de agua destilada estéril a una colonia del
microorganismo en activo crecimiento, luego se deslizé suavemente una varilla de
vidrio acodada sobre la superficie de la colonia, a fin de desprender cuidadosamente
los conidios del micelio. La suspension fue recolectada en un frasco de vidrio estéril y
la concentracion de esporas ajustada a 1.10° conidios.mL™.

Una alicuota de la suspension fue expuesta a la accidon de los extractos acuosos
de las especies vegetales antes mencionadas, a distintas concentraciones. Las
concentraciones que se probaron fueron 1,0; 5,0; 10,0; 50,0 y 80,0 %. Cada
tratamiento consistio en colocar 2 uL de la suspension de conidios de M. fructicola en
un portaobjeto excavado, al que se le adiciond el extracto acuoso en volumen
necesario a fin de lograr la concentracién deseada en un volumen final de 10 pL. Se
realizaron tres repeticiones de cada tratamiento y un testigo el que se preparo
siguiendo la metodologia descripta pero reemplazando el extracto vegetal por agua
destilada estéril. Los portaobjetos se colocaron en cajas de Petri con papel de filtro
humedecido, a fin de evitar la deshidratacion de la suspension con el extracto. Se
incubaron en oscuridad a temperatura de laboratorio (=21°C) durante 16 h. Cumplido
dicho periodo, se paralizo el ensayo agregando una gota de tricolorante de Gieguen.
Luego bajo microscopio oOptico se determind, sobre un total de 100 conidios, el
namero de esporas germinadas (se considerd6 germinada cuando el largo del tubo
germinativo supero la longitud de la espora). En aquellas germinadas se midio el largo
del tubo de 100 conidios por cada repeticion, mediante el programa aplicativo
Axiovision 3.0.6.1 (Carl Zeiss Vision GmbH).

Por cada concentracion ensayada se calculé el porcentaje medio de inhibicion
de la germinaciéon y crecimiento de largo de tubo germinativo de conidios de M.
fructicola.

En ambos casos se utilizo la siguiente formula:

% de inhibicion = &~ 100

X
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X = media del testigo
y = media del tratamiento

Los porcentajes de inhibicion obtenidos para las concentraciones estudiadas
fueron sometidos a analisis de la varianza y las medias fueron separadas mediante
test de Tuckey con a < 0,05.

Para profundizar el estudio del extracto, que demostro la mayor capacidad de
inhibir la germinacion de conidios y el crecimiento del tubo germinativo se
incrementd el rango de concentraciones. Estas fueron 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0;
7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 15,0; 20,0; 50,0 y 80,0 %.

Finalmente, se confecciondé una curva de inhibicion mediante regresion, a fin
de determinar la concentracion del extracto acuoso que inhibe el 50,0 % (Clso) y 95,0%
(Clgs) la germinacion y el crecimiento del tubo germinativo de los conidios de M.
fructicola.

Los analisis estadisticos se realizaron con los programas InfoStat version 2012 y
Statgraphics Centurion XVI 16.0.07.

IV-5.2. Determinacion de la cinética de inhibicion de la germinacion de conidios
de M. fructicola tratados con el extracto con mejor performance en la
germinacion y el crecimiento del tubo germinativo.

Para determinar el efecto sobre la cinética de germinacién de los conidios de
M. fructicola se utilizo la técnica de Rana et al. (1997). La misma consistio en poner
en contacto una suspension de conidios del microorganismo con el extracto vegetal a
una concentracion determinada, durante diferentes intervalos de tiempo. La
suspension de conidios de M. fructicola se obtuvo como se describié anteriormente y
la concentracion se ajusté a 1.108 conidios.mL2.

Las concentraciones de extracto ensayadas fueron de 10,0; 50,0 y 80,0 %. El
ensayo consistié en mezclar 20 yL de la suspension de conidios del hongo con el
extracto en volumen necesario a fin de logar la concentracion deseada en el volumen
final de 100 pL. La mezcla obtenida se homogeneiz6 mediante vortex. Una vez
transcurridos intervalos de tiempo de 5, 15, 30, 45 y 60 minutos de contacto de los
conidios con el extracto, una alicuota de 20 pL de la mezcla fue filtrada bajo vacio a
través de membranas esterilizantes de ésteres de celulosa (Millipore) de 0,45 um de
diametro de poro. Los conidios retenidos en la membrana fueron lavados dos veces
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con 500 pL de agua destilada estéril para eliminar los restos de extracto.
Posteriormente, los conidios fueron recuperados en 500 pL de agua destilada estéril y
alicuotas de 20 pL de la misma se colocaron en portaobjetos excavados. Estos se
colocaron a incubar en camara humeda en oscuridad a 21 + 2°C por 16 h. El testigo se
preparo siguiendo los mismos pasos, solo que en lugar de usar extracto se utilizé agua
destilada estéril. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado, considerandose
un portaobjeto una repeticion. Una vez cumplido dicho periodo se dio por finalizado
el ensayo agregando tricolorante de Guleglien. Cada portaobjeto fue observado al
microscopio optico para evaluar mediante conteo, el numero de conidios germinados
y no germinados de un total de 100 de ellos.

Por cada concentracion y para cada uno de los periodos de tiempo ensayados,
fue calculado el porcentaje medio de germinacion. Luego con estos valores, fueron
calculados los porcentajes de inhibicién en relaciéon al tratamiento testigo usando la
siguiente formula:

% de inhibicion = ) 100

X

Donde:

X = media del testigo
y = media del tratamiento

Los datos obtenidos fueron sometidos a andlisis de la varianza y las medias
comparadas mediante test de Tuckey para a < 0,05.

Finalmente se confeccion6é una curva de cinética de inhibicion, mediante
regresion no lineal para cada concentracion de extracto estudiada y se determind el
tiempo necesario para inhibir en un 50,0 % (Clso) y 95,0 % (Cles) la germinacién de los
conidios de M. fructicola.

Los analisis estadisticos se realizaron con los programas InfoStat version 2012 y
Statgraphics Centurion XVI 16.0.07.

IV-5.3. Determinacion de la inhibicion del crecimiento del micelio de M. fructicola
en medio adicionado.

Para determinar el efecto sobre el crecimiento del micelio de M. fructicola se
utilizé el extracto que mayor efecto inhibidor demostr6 sobre la germinacion de
conidios. La técnica empleada fue la descripta por Soliman y Badeaa (2002) y
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consistié en hacer crecer al hongo en un medio de cultivo solido adicionado con el
extracto vegetal.

Cada tratamiento consistié en incorporar en forma conjunta, en cajas de Petri
de 50 mm de diametro, 5 mL de APG estéril previamente enfriado aproximadamente a
60°C y el volumen de extracto necesario a fin de obtener las concentraciones de 0,5;
1,0; 5,0; 10,0; 15,0 y 20,0 % en volumen total de 6 mL. Se us6 agua destilada estéril
para completar el volumen final. El testigo se prepar6 siguiendo los mismos pasos,
s6lo que en vez de agregar extracto se incorpor0 agua destilada estéril. Una vez
solidificado el agar conteniendo la sustancia en estudio, se colocé asépticamente
sobre su superficie y en la parte central de la caja, un disco de agar de 5 mm de
diametro colonizado con el hongo. El disco fue obtenido del margen de una colonia
del microorganismo en activo crecimiento y cultivado en APG. Luego, las cajas fueron
incubadas a 21+2°C hasta que alguno de los tratamientos alcanzé el margen de la
misma. Cada tratamiento se realizé por triplicado, considerandose cada caja una
repeticion. Transcurrido el periodo de incubacion, se midi6 el area de la colonia, la
cual corresponde al crecimiento miceliar de M. fructicola y de acuerdo a lo descripto
por Tripathi et al. (2004), se calcul6 el porcentaje de inhibicion miceliar mediante la
siguiente formula:

ac —at
ac

% de inhibicion miceliar = x100

Donde:
ac= area media de la colonia del testigo.

at= area media de la colonia del tratamiento.

Los porcentajes de inhibicion miceliar obtenidos para la totalidad de las
concentraciones estudiadas fueron sometidos a analisis de la varianza y las medias
comparadas mediante test de Tuckey para a < 0,05.

Finalmente, con estos resultados se confecciond una curva de inhibicion del
crecimiento miceliar de M. fructicola.

Los analisis estadisticos se realizaron con los programas aplicativos InfoStat
version 2012 y Statgraphics Centurion XVI 16.0.07.
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IV-5.4. Determinacion del efecto de los compuestos volatiles presentes en el
extracto vegetal sobre el crecimiento del micelio de M. fructicola.

Para determinar el efecto sobre el crecimiento miceliar de M. fructicola se
utilizé el extracto que mayor efecto inhibidor demostr6 sobre la germinacion de
conidios. La técnica empleada fue la descripta por Mine Soylu et al., (2006) la cual
consistié en colocar en la parte central y sobre la superficie del medio nutritivo (APG)
contenido en cajas de Petri de 50 mm de diametro, un disco de APG de 5 mm de
diametro colonizado por el hongo. Cada caja de Petri estéril contenia 5 mL del medio
de cultivo. El disco con el hongo fue obtenido del margen de una colonia de M.
fructicola en activo crecimiento cultivada en APG. A continuacion en el interior de la
caja, en la tapa se coloco un disco de papel de filtro estéril, al cual se le adicionaron
las siguientes concentraciones crecientes del extracto 5,0; 15,0; 30,0; 45,0; 55,0;
65,0; 75,0; 85,0 y 100,0 %. Luego las cajas de Petri fueron selladas con parafilm y se
incubaron en oscuridad a 21 +2°C hasta que alguno de los tratamientos alcanzé el
margen de la misma. Cada tratamiento se realizé por triplicado. Transcurrido el
periodo de incubacion, se midi6 el area de la colonia, la cual corresponde al
crecimiento miceliar de M. fructicola y de acuerdo a lo descripto por Tripathi et al.
(2004), se calculé el porcentaje de inhibicion miceliar mediante la misma férmula
utilizada en la técnica descripta en el punto IV-5.3.

Los porcentajes de inhibicion miceliar obtenidos para la totalidad de las
concentraciones estudiadas fueron sometidos a analisis de la varianza y las medias
comparadas mediante test de Tuckey para a < 0,05.

Finalmente, con estos resultados se confeccioné una curva de inhibicién del
crecimiento miceliar de M. fructicola.

Los analisis estadisticos se realizaron con los programas aplicativos InfoStat
version 2012 y Statgraphics Centurion XVI 16.0.07.
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V - RESULTADOS

V-1. Ensayos in vitro

V-1.1. Inhibicion de la germinacion de conidios de M. fructicola tratados con los
extractos de las distintas especies vegetales.

A partir de la observacion microscépica de los conidios tratados y colocados a
germinar se pudo determinar que todos los extractos analizados ejercieron en mayor
o0 menor medida un efecto inhibidor. Como puede observarse en la figura V-1 los
tratamientos con retortufio al 1,0; 5,0; 10,0; 50,0 y 80,0 %, aguaribay al 5,0; 10,0;
50,0 y 80,0 %, pajaro bobo al 1,0; 5,0 y 10,0 %, chafar al 1,0; 5,0 y 10,0 % y jarilla al
1,0 % produjeron una inhibicion variable entre el 0,0 y 12,0 % no resultando
estadisticamente distintos los valores particulares obtenidos. Una inhibicién del 100,0
% fue alcanzada por los extractos de pajaro bobo al 50,0 y 80,0 %, chafar al 50,0 y
80,0 % vy jarilla al 5,0; 10,0; 50,0 y 80,0 %. Estos ultimos si bien no se diferenciaron

estadisticamente entre ellos si fueron distintos respecto del grupo mencionado
anteriormente.
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Figura V-1. Porcentaje medio de inhibicion de la germinacion de conidios de M. fructicola tratados con

extractos vegetales de retortufio, aguaribay, pajaro bobo, chafiar y jarilla a las concentraciones de 1,0;
5,0; 10,0; 50,0 y 80,0 %.

**| etras distintas indican diferencias significativas para test de Tukey (p<0,05); las lineas en el extremo de cada columna indican
el error estandar.
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V-1.2. Inhibicién del crecimiento del tubo germinativo de conidios de M.
fructicola tratados con los extractos de las distintas especies vegetales.

Como se puede observar en la figura V-2 los tratamientos con retortuiio y
chaflar a las menores concentraciones no mostraron un efecto significativo en la
inhibicion del crecimiento del tubo germinativo, incluso en algunos casos provocaron
estimulacion del mismo. Sin embargo, en el caso del chafiar cuando se emple6 a
concentraciones mayores (50,0 y 80,0 %) la inhibicion llego al 100,0 %. En el caso de
los extractos de aguaribay, pajaro bobo y jarilla, a medida que aumentd la
concentracion empleada, aumentd el efecto de inhibicién del crecimiento del tubo
germinativo, alcanzando en el caso del pajaro bobo el 100,0 % con concentraciones
del 50,0 y 80,0 %. El extracto de jarilla fue el méas efectivo ya que a partir del 5,0 %
produjo inhibicion total del crecimiento del tubo germinativo de M. fructicola.
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Figura V-2. Porcentaje medio de inhibicion del crecimiento del tubo germinativo de conidios de M.
fructicola tratados con extractos vegetales de retortufio, aguaribay, pajaro bobo, chafiar y jarilla a las
concentraciones de 1,0; 5,0; 10,0; 50,0 y 80,0 %.

**Letras distintas indican diferencias significativas para test de Tukey (p<0,05); la linea en el extremo de cada columna indica el
error estandar.
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V-1.3. Inhibicién de la germinacién de conidios de M. fructicola tratados con
extracto de jarilla.

El extracto de jarilla fue el mas efectivo segun los resultados obtenidos en los
ensayos anteriores ya que, a una concentracion del 5,0 % se obtuvo 100,0 % de
inhibicién. En base a ello se probaron concentraciones en un rango mas estrecho de
valores y se repitieron las anteriores para corroborar los datos obtenidos. Los
resultados de esta prueba de inhibicién pueden ser observados en la figura V-3.
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Figura V-3. Porcentaje medio de inhibicién de la germinacién de conidios de M. fructicola tratados
con el extracto de jarilla a distintas concentraciones.

**Letras distintas indican diferencias significativas para test de Tukey (p<0,05); la linea en el extremo de cada columna
indica el error estandar.

Para determinar la concentracion de extracto de jarilla que inhibiria en un 50,0
y 95,0 % la germinacion de conidios de M. fructicola, se utilizé el modelo de ajuste no
lineal logistico con corrimiento. En el analisis se obtuvo un cuadrado medio del error
(CME) de 9,9 %, un error estandar de 3,2 y R? (ajustada por g.l.) de 99,6 %. EI modelo
utilizado fue:

Y = o/ (1+B*YX)+5
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En donde los parametros de la funcién tomaron los siguientes valores:

Variable dependiente:

Y= % de inhibicion de la germinacion de conidios de M. fructicola

Variable independiente:

X= concentracion de extracto de jarilla en %

Parametros estimados:

a =155,2; 3 =10,4; y =1,0; 6 =-54,4

En funcion de este modelo, se obtuvo que concentraciones de extracto de
jarilla de 3,0 y 5,5 % inhibirian en un 50,0 y en un 95,0 % la germinacién de conidios
de M. fructicola respectivamente. A fin de obtener los limites del intervalo de
confianza del valor pronosticado, para una probabilidad del 95,0 % de éxito, se hizo
correr nuevamente el modelo ajustandolo por tanteo. Los resultados obtenidos
permitieron validar el modelo propuesto, el cual se presenta en la figura V-4.
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Figura V-4. Porcentaje medio de inhibicién de la germinacion de conidios de M. fructicola en funcién
de las distintas concentraciones del extracto de jarilla (*). La curva representa los valores esperados
segun el modelo de ajuste logistico propuesto (----).
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V-1.4. Determinacion de la cinética de inhibicién de la germinacién de conidios de
M. fructicola tratados con extracto de jarilla.

Los resultados obtenidos permitieron observar que, en el caso de la menor
concentracion objeto de estudio (10,0 %), el porcentaje de inhibicién de Ila
germinacion de los conidios del patégeno aumentd a medida que se incremento el
tiempo de contacto con el extracto vegetal. La inhibicion en este caso tomé valores
comprendidos entre el 41,0 y 94,0 % como puede observarse en la figura V-5. Cuando
se emplearon los extractos a concentraciones superiores, 50,0 y 80,0 %, la inhibicién
de la germinacién fue total aun al menor tiempo de contacto analizado.
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Figura V-5. Porcentaje medio de inhibicion de la germinacion de conidios de M. fructicola.
tratados durante distintos tiempos de exposicién (5 a 60 min.) con concentraciones crecientes del
extracto de jarilla (10,0; 50,0 y 80,0 %)

**_etras distintas indican diferencias significativas para test de Tukey (p<0,05); en el extremo de cada columna se indica el
error estandar.

Para determinar el tiempo de contacto que inhibiria la germinacion de conidios
de M. fructicola en un 50,0 y 95,0 %, se realizd un andlisis de regresion no lineal a fin
de obtener un modelo apropiado de ajuste. El modelo seleccionado para una
concentracion del 10,0 % fue el monomolecular, el cual presenté un CME de 4,7 %, un
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error estandar de 2,2 y R? (ajustada por g.l.) de 99,0 %. La funcién que representa el
modelo es:
Y = a *(1-B *etv X))

En donde los parametros de la funcion tomaron los siguientes valores:

Variable dependiente:

Y= % de inhibicion de germinacion de conidios de M. fructicola

Variable independiente:

X= Tiempo de contacto en minutos de conidios de M. fructicola con extracto de jarilla
al 10,0 %

Parametros estimados:

a=92,5;8=1,3;y=0,2

De acuerdo al modelo propuesto y al ajuste realizado por tanteo solo fue
posible calcular el tiempo de contacto necesario para inhibir en un 50,0 % la
germinacion de conidios del patdgeno debido a que, el porcentaje de inhibicion de la
germinacion se mantuvo estable a partir de los 120 minutos aproximadamente. En ese
momento el valor de inhibicién maximo logrado fue de 92,5 % (figura V-6).
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Figura V-6. Porcentaje medio de inhibicion de la germinacién de conidios de M. fructicola tratados con

extracto de jarilla al 10,0 % durante 5, 15, 30, 45 y 60 minutos. La curva (----) representa los valores
esperados segln el modelo Monomolecular (R?= 99,0).
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V-1.5. Inhibicién del crecimiento del tubo germinativo de conidios de M.
fructicola tratados con extracto de jarilla a diversas concentraciones.

A partir de los resultados obtenidos se pudo observar que el extracto a las
menores concentraciones estudiadas estimulo el crecimiento del tubo germinativo
mientras que, a concentraciones mayores lo inhibid. Este Gltimo efecto se incrementé
a medida que aumenté la concentracion ensayada del extracto (figura V-7).
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Figura V-7. Fotografias al microscopio éptico (320 x) de conidios y tubos germinativos de M.
fructicola tratados con extracto de jarilla a distintas concentraciones. A-Testigo (solo agua),
concentraciones creciente del extracto de jarilla B- 0,5 %, C- 1,0 %, D- 2,0 %, E- 3,0 %, F- 4,0
%, G- 5,0 %, H- Fotografia representativa de las concentraciones 6,0 al 80,0 %.

En detalle (figura V-8) pudo observarse que a las concentraciones de 0,5y 1,0 %
el crecimiento del tubo germinativo resultd estimulado alcanzado valores de 23,2 y
14,8 % respectivamente. Estos valores no se diferenciaron estadisticamente entre si,
pero si del resto de las concentraciones ensayadas. Concentraciones superiores al 2 %
inhibieron el crecimiento del tubo germinativo alcanzando valores de 8,6; 5,1y 78,4 %
para concentraciones del 2,0; 3,0 y 4,0 % respectivamente. Estos valores resultaron
estadisticamente diferentes entre si y respecto al resto de los valores obtenidos.
Cuando la concentracion del extracto fue igual o superior al 5 % la inhibicion fue
total, no existiendo diferencias significativas entre éstas ultimas.
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Figura V-8. Porcentaje medio de inhibicién del crecimiento del tubo germinativo de conidios de M.
fructicola tratados con extracto de jarilla a concentraciones crecientes entre 0,5 y 80,0 %.

**|_etras distintas indican diferencias significativas para test de Tukey (p<0,05); en el extremo de cada columna se indica el
error estandar.

Para determinar la concentracion de extracto de jarilla que inhibiria en un 50,0
y 95,0 % el crecimiento del tubo germinativo de conidios de M. fructicola, se realizé
un analisis de regresion no lineal seleccionando el modelo Gompertz con corrimiento.
Este modelo present6 un cuadrado medio del error (CME) de 12,0 %, un error estandar
de 3,5y R? (ajustada por g.l.) de 99,4 %. La funcién que representa el modelo es:

Y = g *e(B ey X))t §

En donde los parametros de la funcién tomaron los siguientes valores:

Variable dependiente:

Y= % de inhibicion del crecimiento en largo de tubo germinativo de conidios de M.
fructicola.

Variable independiente:

X= Concentracion de extracto de jarilla en %

Parametros estimados:

a=120,4;8=14,4;y=1,2; 6 =-20,3
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En funcion de este modelo, se obtuvo que concentraciones de extracto de
jarilla de 2,8 y 4,9 % inhibirian en un 50,0 y en un 95,0 % el crecimiento en largo de
tubo germinativo del patégeno respectivamente. A fin de obtener los limites del
intervalo de confianza del valor pronosticado, para una probabilidad del 95,0 % de
éxito, se hizo correr nuevamente el modelo ajustandolo por tanteo. Los resultados
obtenidos permitieron validar el modelo propuesto, el cual puede ser observado en la
figura V-9.
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Figura V-9. Porcentaje medio de inhibicién del crecimiento en largo de tubo germinativo de conidios
de M. fructicola en funcién de distintas concentraciones (%) del extracto de jarilla (*). La curva (--)
representa los valores esperados seguin el modelo de Gompertz (R%= 99,4).
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V-1.6. Inhibicion del crecimiento del micelio de M. fructicola en medio adicionado
con extracto de jarilla a distintas concentraciones

Como resultado del estudio realizado se observo que el crecimiento del micelio
del hongo resulto estimulado por el extracto de jarilla a las menores concentraciones
analizadas. Sin embargo, a las mas altas hubo inhibicién (figura V-10).

Figura V-10. Crecimiento del micelio de M. fructicola en medio adicionado con extracto de
jJarilla a diferentes concentraciones (0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 15,0y 20,0 %).
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Figura V-11. Porcentaje medio de inhibicion del crecimiento del micelio de M. fructicola en medio
adicionado con extracto de jarilla a distintas concentraciones.

**Letras distintas indican diferencias significativas para test de Tukey (p<0,05); en el extremo de cada columna se indica el error
estandar.

Al observar con detenimiento los resultados obtenidos pudo notarse que
concentraciones de 0,5; 1,0; 5,0 y 10,0 % de extracto estimularon el crecimiento del
micelio. A su vez, a medida que aumento la concentracion disminuyo el efecto de
estimulacion. Por el contrario, concentraciones de 15,0 y 20,0 % inhibieron el
crecimiento del micelio. En todos los casos pudo verificarse que a mayor
concentracion mayor inhibicion (figura V-11).

Para determinar la concentracion de extracto de jarilla que inhibiria en un 50 y
95% el crecimiento del micelio de M. fructicola, se realiz6 un analisis de regresion no
lineal seleccionando el modelo Gompertz con corrimiento. Este modelo present6 un
cuadrado medio del error (CME) de 48,1 %, un error estandar de 6,9 y R? (ajustada por
g.l.) de 98,9 %. La funcion que representa el modelo es:

Y = q *e(Bey X)) §
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En donde los parametros de la funcién tomaron los siguientes valores:

Variable dependiente:

Y= % de inhibicién del crecimiento del micelio de M. fructicola

Variable independiente:

X= Concentracion de extracto de jarilla en %

Parametros estimados:

a=260,3;8=3,4;y=0,1I; 6 =-111,9

En funcion de este modelo, se obtuvo que concentraciones de extracto de
jarilla de 18,6 y 25,5 % inhibirian en un 50,0 y en un 95,0 % el crecimiento del micelio
de M. fructicola respectivamente. A fin de obtener los limites del intervalo de
confianza del valor pronosticado, para una probabilidad del 95,0 % de éxito, se hizo
correr nuevamente el modelo ajustandolo por tanteo. Los resultados obtenidos
permitieron validar el modelo propuesto, el cual se presenta en la figura V-12.

110 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

90

70

50

30

10

-10 Y=a *e('B *e(-y * X))+ o)

30 X R2=98,9
-50 g

-70

Inhibicion del crecimiento miceliar (%)

-90

110 M T T ST R T S T RS R ST SR |

o
(&)}

10 15 20 25
\/ \

w

0

Clsox= 18,6% Closy= 25,5 %

Concentracion de extracto de jarilla (%)

Figura V-12. Variacién del porcentaje medio de inhibicién del crecimiento del micelio de M. fructicola
en funcion de distintas concentraciones (%) de extracto de jarilla (*). La curva (--) representa los
valores esperados segin el modelo de Gompertz (R%= 98,9).
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V-1.7. Determinacion del efecto de los compuestos volatiles presentes en el
extracto acuoso de jarilla sobre el crecimiento del micelio de M. fructicola.

Como puede observarse en la figura V-13, los compuestos volatiles presentes en
el extracto de jarilla a la menor concentracion analizada estimularon el crecimiento
del micelio mientras que, a mayores concentraciones lo inhibieron.

Testigo

Figura V-13. Crecimiento del micelio de M. fructicola sometido a la accion de los compuestos volatiles
presentes en el extracto de jarilla a distintas concentraciones (5,0; 10,0; 15,0; 30,0; 45,0; 55,0; 65,0;
75,0; 85,0 y 100,0 %).
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Como puede observarse en la figura V-14, la estimulacion del crecimiento del
micelio se observo cuando el extracto fue empleado al 5,0 %, mientras que, a
concentraciones superiores provoco un efecto inhibidor. Cuando la concentracion del
extracto estuvo comprendida entre valores del 15,0 y 100,0 %, el porcentaje de
inhibicion del crecimiento del micelio se mantuvo entre valores del 44,0 y 63,0 %. Del
andlisis estadistico de estos datos surgié que no existieron diferencias significativas
entre los tratamientos que ocasionaron la inhibicién del crecimiento, solamente se
distinguié aquel que demostro estimularlo.
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Figura V-14. Porcentaje medio de inhibicion del crecimiento del micelio de M. fructicola sometido
a la accién de los compuestos volatiles presentes en el extracto de jarilla a distintas
concentraciones (5,0; 10,0; 15,0; 30,0; 45,0; 55,0; 65,0; 75,0; 85,0 y 100,0 %).

** etras distintas indican diferencias significativas para test de Tukey (p<0,05); en el extremo de cada columna se indica el
error estandar.

Para determinar el porcentaje del extracto de jarilla que inhibiera, por efecto
de las sustancias volatiles presentes en él, el crecimiento del micelio del patdégeno en
un 50 y 95%, se realizo un analisis de regresion no lineal. De este estudio surgio que el
modelo que mejor se adapto a los datos fue el de Gompertz con corrimiento, el cual
presenté un CME de 43,8 un error estandar de 6,6 y R? (ajustada por g.l.) de 94,7 %.
La funcion que representa el modelo es:

Y = q *e(Bey X))t §
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En donde los parametros de la funcién tomaron los siguientes valores:

Variable dependiente:

Y= % de inhibicién del crecimiento del micelio de M. fructicola

Variable independiente:

X= Concentracion de extracto de jarilla (%)

Parametros estimados:

a=167,3;8=2,4;y=0,2; § =-113,7

De acuerdo al modelo propuesto (figura V-15) y al ajuste realizado por tanteo
s6lo fue posible calcular el volumen de extracto de jarilla necesario para inhibir en un
50 % el crecimiento miceliar de M. fructicola, dado que a partir de una concentracion
del 65 %, la inhibicidon se mantuvo estable en un valor del 54 %.
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Figura V-15. Porcentaje medio de inhibicion del crecimiento del micelio de M. fructicola en funcién de
distintas concentraciones (%) del extracto de jarilla (*). La curva (--) representa los valores esperados
segln el modelo de Gompertz (R?= 94,7).
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VI- DISCUSION

Segun ha podido observarse en los distintos ensayos realizados, en lo referente
a la capacidad de inhibicion de los extractos de retortufio, aguaribay, pajaro bobo,
chafiar y jarilla, existe un comportamiento diferente segun se analice su actividad
sobre la germinacion o el crecimiento del tubo germinativo de M. fructicola. En lo
referente a la germinacion se pudo observar que los tratamientos con retortufio y
aguaribay al 1,0; 5,0; 10,0; 50,0 y 80,0 %, pajaro bobo y chafar al 1,0; 5,0y 10,0 %y
jarilla al 1,0 % provocaron una inhibicion de la germinacion de los conidios entre 0,0 y
18,0 %, mientras que el resto de los tratamientos inhibié totalmente la germinacion.
Estudios realizado por Boiteux en el 2011 demostraron que, a diferencia de éstos, el
extracto acuoso de chafar, obtenido con el mismo procedimiento, recién demostrd un
efecto inhibidor de la germinacion de los conidos de Botrytis cinerea a partir del
50,0%.

Por otro lado, cuando se analizé el efecto sobre el crecimiento del tubo
germinativo de M. fructicola, se observé que no resulté afectado por los extractos de
retortuio y chafiar a las menores concentraciones, incluso en algunos casos lo
estimularon. A pesar de esto, a las concentraciones mayores, si demostraron un valido
efecto inhibidor. El extracto de pajaro bobo inhibié completamente el crecimiento de
tubo germinativo a las concentraciones mayores. Por otro lado el extracto de jarilla
fue el mas efectivo, ya que a partir del 5,0% inhibié totalmente el crecimiento del
tubo germinativo de los conidios de M. fructicola. En el caso de los extractos de
aguaribay, pajaro bobo vy jarilla, a medida que se increment6 la concentracion del
extracto aumento el efecto de inhibicidn sobre el crecimiento del tubo germinativo.
Un efecto similar al observado en esta tesis fue reportado por Boiteux en 2011 sobre
B. cinerea en trabajos con extracto acuoso de chafiar. Ademas, en esos estudios la
autora observo que la capacidad de inhibicion se incrementd a medida que aumenté
la concentracion del extracto.

Gatto y colaboradores (2011) en sus ensayos evaluaron la actividad in vitro e in
vivo de los extractos obtenidos a partir de nueve especies silvestres de plantas
herbaceas comestibles contra algunos hongos patdégenos de poscosecha importantes,
entre ellos Monilinia laxa. Todos los extractos mostraron en menor o0 mayor medida
inhibicién de la germinacion de los conidios, en particular, el de Sanguisorba minor el
cual, inhibié completamente a M. laxa. En general, muchos de los extractos
analizados por Gatto et al. 2011 mostraron una mayor capacidad de inhibir el
crecimiento del tubo germinativo que la germinacion de los conidios, al igual que en
este estudio. Otros aspectos analizados por los autores mencionados les permitieron
concluir que, la germinacién de conidios de los diferentes hongos incubados con los
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extractos de Sanguisorba minor, Orobanche crenata, Borago officinalis, Plantago
lanceolata, y Plantago coronopus, mostraron malformaciones del tubo germinativo,
desorganizacion de la pared celular y fugas de material citoplasmatico de las hifas.
Este comportamiento sugiere un envenenamiento progresivo del tubo germinativo
causado por algunos compuestos "toxicos" presentes en los extracto. Las pruebas in
vivo confirmaron la alta eficacia mostrada in vitro por el extracto S. minor. En
nuestros ensayos en los tratamientos con los extractos de aguaribay, pajaro bobo y
retortuio se observo la presencia de dos tubos germinativos por conidio.

En los estudios de cinética de inhibicién se observo que el extracto acuoso de
jarilla al 10,0 %, inhibio la germinacion de los conidios. Se noté que a medida que
aumento el tiempo de contacto, aumenté el porcentaje de inhibicidon, desde 41,0 a
94,0 % aproximadamente. Por otro lado, segun el modelo de ajuste propuesto sélo son
necesarios 6,2 minutos de contacto con el extracto para inhibir en un 50,0 % la
germinacion de conidios. A pesar de ello, no fue posible calcular el tiempo de
contacto necesario para que el extracto de jarilla al 10,0%, inhibiera en un 95,0 % la
germinacion de conidios de M. fructicola debido a que, el porcentaje de inhibicion de
la germinacion se mantuvo estable en 92,5 % a partir de los 120 minutos
aproximadamente. Con respecto a la cinética de inhibicién de los extractos a las
concentraciones de 50,0 y 80,0 % se observo que, ya a los 5 minutos de contacto del
producto con los conidios del patogeno la inhibicion fue total. Desde un punto de vista
tecnologico, la determinacion del tiempo minimo de contacto (extracto-conidio)
necesario para inhibir la germinacién de conidios de M. fructicola resulta atil, ya que
permitiria utilizar el extracto como coadyuvante de elaboraciéon mas que como un
aditivo alimentario. De esta manera el contacto del producto con el extracto se
reduciria a periodos limitados de tiempo, suficientes para alcanzar niveles aceptables
de inhibicion fdngica. Permitiendo la posterior eliminacion del extracto mediante
técnicas adecuadas tales como el lavado, volatilizacion, etc. Asi, probablemente se
reducirian las posibles alteraciones organolépticas y fisicoquimicas causadas en el
producto tratado. No obstante, cabe seflalar que en este trabajo se utilizaron
técnicas in vitro, siendo necesario realizar posteriores pruebas de cinética de
inhibicidbn mediante técnicas in vivo.

Con respecto al efecto de los extractos sobre el crecimiento del micelio de M.
fructicola los resultados son diversos. En este caso concentraciones de 0,5; 1,0; 5,0y
10,0 % de extracto de L. divaricata estimularon el crecimiento miceliar, sin embargo
a medida que aumento la concentracion disminuyé el efecto de estimulacion
demostrando, un efecto inhibidor a valores de 15,0 y 20,0 %. Estos resultados
permitirian generar al menos dos hipotesis, una de ellas haria referencia a que la o las
sustancias toxicas presentes en el extracto solo serian efectivas a elevadas
concentraciones y que la presencia de otros compuestos en el extracto estimularian el
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crecimiento del micelio. Una segunda hipétesis permitiria suponer que las sustancias
presentes en el extracto a bajas concentraciones actuarian como promotoras del
crecimiento mientras que, tendrian un efecto téxico en cantidades superiores. Podria
avanzarse a este respecto realizando separaciones de fracciones de compuestos a
través de técnicas quimicas como son la cromatografia liquida de alta presién entre
otras, de modo de, posteriormente, probar la actividad biologica de los compuestos
por separado.

Existen varios autores que han estudiado el comportamiento de extractos de
Larrea sp. sobre el crecimiento miceliar de diversos hongos fitopatdgenos. Entre ellos
Tequida-Meneses y colaboradores (2002), evaluaron la actividad fungicida de plantas
silvestres entre ellas Larrea sp. sobre seis especies de hongos y demostraron que el
extracto de esta ultima inhibié el crecimiento miceliar de las seis especies de hongos
en un rango de 41,5 hasta el 100,0 %. En este caso, los autores utilizaron extractos
metandlicos y etandlicos a diferencia de los acuosos estudiados en esta tesis. Castillo
et al., 2010, comprobaron una inhibicién del crecimiento miceliar de Rhizoctonia
solani Kihn por efecto del extracto de Larrea sp. y confirmaron que esta especie
vegetal presente en las regiones semiaridas de México tienen altos contenidos de
taninos y un pool de desconocidos fitoquimicos con potencial antimicrobiano, para ser
usado contra hongos patdgenos. Quiroga et al., 2004, en sus ensayos comprobaron
que el extracto etandlico de las partes aéreas de Larrea divaricata inhibié entre el
41,3y 77,6 % el crecimiento miceliar de varias especies de hongos. Por otra parte,
estudios realizados por Feliziani et al., 2013, sobre otra especie de este mismo
género de patdgeno, M. laxa, concluyeron que el extrato de Urtica dioica produjo una
inhibicion significativa del crecimiento miceliar.

Respecto al estudio realizado sobre los compuestos volatiles presentes en el
extracto de jarilla se observd, que a bajas concentraciones el extracto estimulo el
crecimiento miceliar de M. fructicola, mientras que, a concentraciones elevadas lo
inhibio en valores que oscilan el 44,0 y 63,0 % aproximadamente. Estos resultados son
comparables con los del ensayo de terreno envenenado donde, a las concentraciones
mas bajas se observo estimulacion del crecimiento.
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VII- CONCLUSIONES

Todos los extractos estudiados presentaron en menor o mayor medida un
efecto inhibitorio sobre la germinacion y el crecimiento de tubo germinativo de
conidios de M. fructicola. El extracto de jarilla (L. divaricata) fue el méas efectivo a
las concentraciones estudiadas registrandose, un efecto dosis-dependiente, es decir
que a mayor concentracion de extracto mayor fue el porcentaje de inhibicién de las
variables mencionadas.

Mediante la técnica de cinética de inhibicion de la germinacion de conidios de
M. fructicola se determino que el porcentaje de inhibicion de la germinacion aumento
en relacion al incremento de la concentracion de extracto y del tiempo de exposicion
con esta sustancia. Es decir, que a mayor concentracion de extracto, mayor fue el
porcentaje de inhibicion de la germinacion, siendo ésta ain mayor a mayores tiempos
de exposicion. Estos resultados coinciden con los logrados en el ensayo de inhibicion
de la germinacion y largo de tubo germinativo, donde el porcentaje de inhibicién es
también dependiente de la concentracion del extracto.

Con la técnica de terreno envenenado, se logro determinar que el crecimiento
miceliar de M. fructicola es estimulado con bajas concentraciones de extracto de
jarilla e inhibido por aquellas altas.

En los estudios de las fases volatiles del extracto de jarilla sobre la inhibicion
del crecimiento miceliar de M. fructicola se pudo determinar que, en concordancia
con el crecimiento del micelio en un terreno envenado con el extracto vegetal, bajas
concentraciones de extracto estimulan el crecimiento miceliar del hongo. Por otro
lado, concentraciones elevadas del extracto producen una inhibicién efectiva del
crecimiento miceliar del hongo.

Por todo lo mencionado anteriormente, podria decirse que el extracto de
jarilla permite inhibir al hongo M. fructicola in vitro. Estos estudios indicarian que el
extracto acuoso de este ultimo vegetal podria potencialmente ser usado para el
manejo de M. fructicola en poscosecha. Sin embargo, para este fin, se requieren
estudios ulteriores in vivo ademas de ensayos especificos que permitan determinar las
concentraciones Optimas, tiempo de exposicion y calidad sensorial de las frutas
tratadas. Esto ultimo consentiria lograr mayor eficacia de control con una minima o
nula alteracion de las caracteristicas organolépticas del producto sobre el cual sea
aplicado.

Estos estudios sientan las bases biologicas de proximas investigaciones en las
cuales podrian ser separados los diferentes grupos de compuestos constituyentes de
estos extractos, con el objetivo de ver cuéles de ellos son los principales responsables
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de la actividad antifungica, en qué concentracion se encuentra en la planta y cual es
la concentracion efectiva para su aplicacion. Este hecho abre la posibilidad de que

estos metabolitos puedan ser utilizados como principios activos en la formulacion de
bioplaguicidas.
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