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RESUMEN
En México, la produccion de chile (Capsicum spp.) es afectada por agentes causantes de
enfermedades, principalmente hongos, que ocasionan cuantiosas pérdidas de produccion.
Los hongos se alojan en la semilla y pueden causar diferentes dafios, si estas semillas
germinan pueden ser portadoras de hongos patégenos. El objetivo del presente trabajo
consistio en identificar hongos en semillas de Capsicum spp. y su sensibilidad in vitro a
extractos vegetales con propdésitos de control biorracional. Un total de 80 semillas de cada
tipo de chile se sembraron, previa desinfestacion con hipoclorito de sodio al 2 % en medio
de cultivo Papa-Dextrosa-Agar, se incluyeron 20 semillas por caja petri con cuatro
repeticiones e incubaron a 28 °C en oscuridad total, repetido en dos ocasiones. Cuatro y
siete dias después de la siembra se cuantificaron y aislaron los hongos que se desarrollaron
en el medio de cultivo. Se hicieron cultivos puros y de acuerdo con los crecimientos
fangicos, se identificaron a nivel género por meétodos tradicionales y a nivel especie
mediante secuencia de la region ITS1- 5.8s- ITS2 del ADN ribosomal. Se evaluaron seis
extractos a 2 mg. mL™? contra las cepas identificadas. Se identificaron tres géneros como
contaminantes o saprofitos: Cladosporium sp., Penicillium sp. y Aspergillus sp. y dos
especies como hongos fitopatdgenos, Fusarium equiseti y Curvularia lunata. Las semillas
de C. chinense tuvieron mayor numero de crecimiento fungico y los hongos con mayor
frecuencia sin importar la especie de chile fueron Aspergillus sp. y Cladosporium sp. Los
extractos de Mosannona depressa (T y R), Calea Jamaicensis (planta completa), Croton
chichenensis (R)y Acalypha gaumeri (R) mostraron efecto antifingico del 100% sobre las

cepas aisladas de semillas de Capsicum spp.
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Abstract
In Mexico, the production of chili (Capsicum spp.) is affected by disease-causing agents,
mainly fungi, which cause large production losses. The fungi lodge in the seed and can
cause different damages, if these seeds germinate they can be carriers of pathogenic fungi.
The objective of this work was to identify fungi in seeds of Capsicum spp. and its in vitro
sensitivity to plant extracts for biorational control purposes. A total of 80 seeds of each type
of chili were sown, after disinfestation with 2% sodium hypochlorite in Papa-Dextrose-
Agar culture medium, 20 seeds were included per petri dish with four repetitions and
incubated at 28 ° C in total darkness , repeated twice. Four and seven days after planting,
the fungi that developed in the culture medium were quantified and isolated. Pure cultures
were made and according to fungal growths, they were identified at the genus level by
traditional methods and at the species level by sequence of the ITS1-5.8s-1TS2 region of
the ribosomal DNA. Six extracts at 2 mg. mL™ were evaluated against the identified strains.
Three genera were identified as contaminants or saprophytes: Cladosporium sp.,
Penicillium sp. and Aspergillus sp. and two species such as phytopathogenic fungi,
Fusarium equiseti and Curvularia lunata. The seeds of C. chinense had a greater number of
fungal growth and the fungi more frequently regardless of the species of chili were
Aspergillus sp. and Cladosporium sp. extracts of Mosannona depressa (T y R), Calea
Jamaicensis (whole plant), Croton chichenensis (R) and Acalypha gaumeri (R) showed

100% antifungal effect on isolated strains of Capsicum spp.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Introduccion

En México, la produccidn de chile (Capsicum spp.) es afectada por agentes causantes de
enfermedades, que ocasionan importantes pérdidas de produccion (Guigon-Lopez vy
Gonzalez-Gonzalez, 2001). Entre las enfermedades que atacan con mayor frecuencia al
cultivo destaca la marchitez del chile, que consiste en la muerte prematura por pudricion de
la raiz (Avelar y Marban, 1989). En campo, se han aislado varios agentes fitopatégenos
como Fusarium spp. (67%), Rhizoctonia solani Kuhn (42%) y Phytophthora capsici

Leonian (2%) (Rico-Guerrero et al., 2001; Rico-Guerrero, 2002).

En algunos casos, la semilla se contamina o infecta en la mayoria desde la parcela de
produccién y los patdgenos son capaces de causar sintomas durante la fase de almacigo o
campo (Galvan, 2003). En los ultimos afios, se ha incrementado el uso de productos
naturales que sirven como alternativas para el control de estos agentes fitopatégenos; con
el proposito de disminuir los costos de produccion y el impacto ambiental (Leng et al.,

2011).

Por lo anterior el presente trabajo tuvo como objetivos aislar e identificar hongos de
semillas de C. annuum L. y C. chinense Jacq. y estimar in vitro la actividad antifingica de
extractos vegetales provenientes de la peninsula de Yucatan.

1.2 Antecedentes

1.2.1 Importancia de la calidad de la semilla

Las semillas infectadas cominmente presentan coloraciones café a negro, arrugadas o
deformes, de menor tamafio y peso que las sanas, al abrirlas pueden mostrar un

algodoncillo de color blanco, gris o negro, que manifiesta los signos de hongos. Cuando



éstos se alojan en la semilla, pueden causar diferentes dafios. Si la infeccion es severa,
pueden ocasionar la muerte del embrién o perder su valor germinativo. Si estas semillas
llegan a germinar son portadoras directamente de patdgenos, esto tendrd un efecto
determinante en el progreso de enfermedades, que aumenta la probabilidad de ser atacados

por otros patégenos que se encuentran en la semilla y el suelo (Galvan, 2003).

La calidad de la semilla es un aspecto fundamental para garantizar el éxito de la
obtencion de material vegetal sano (Arguedas et al., 1997). Por lo general, se adquieren
semillas de caracteristicas sanitarias desconocidas, lo cual puede incidir negativamente
(March et al., 2012). Un patogeno transmitido por semilla es aquel que se encuentra sobre o
dentro de la semilla, penetra sus tejidos y permanece en estado latente; como contaminante
0 internamente donde es dificil su deteccion y control (Galvan, 2003). EI manejo de los
almécigos tradicionales establecidos en suelo sin fumigar y empleando semilla no tratada es
econdémicamente costoso, debido a la proteccion requerida contra la incidencia de

fendmenos climaticos adversos y factores bidticos desfavorables (Velazquez et al., 2007).

1.2.2 Importancia de los hongos fitopatdgenos

Las enfermedades de etiologia fungica casi siempre se debe a un solo tipo de hongo y
aungue se estiman mas de 100,000 especies, su identificacion cuando se encuentra en una

planta enferma; implica que deben incluirse todas cuando se aisla en medio de cultivo.

1.2.2.1 Hongos en semillas de chile

Velazquez et al. (2007) reportaron la presencia de Alternaria spp. en el 97.7 % de las
colectas de semilla de chile, independientemente del origen geografico y tipo de chile; sin

embargo, en el 30 % encontraron a Fusarium spp. Yy Rhizoctonia spp. causantes de



ahogamiento en alméacigos, también se identifico a Penicillium spp. Con excepcion de este

altimo, los primeros fueron aislados de plantulas de chile en la region (Goldberg, 1995).

Avelar et al. (2011) detectaron crecimientos fungosos en semilla sana y en semillas
colectadas de plantas de chile que mostraron sintomas de la enfermedad “Miada de perro”,
aunque en este caso los mas comunes fueron hongos sapréfitos como Aspergillus spp. (40
%), y como fitopatégenos a Alternaria solani (13.5 %) y Fusarium spp. (3.3 %) y en la

mayoria de las siembras no se obtuvo ningln tipo de crecimiento (43.2 %).

Morales et al. (2002) encontraron a Phytophthora capsici en casi todas las estructuras de

la semilla; las partes mas infectadas fueron el endospermo y el embrion.

1.2.2.2 ldentificacion de hongos

Las caracteristicas que se utilizan para la identificacion de los hongos son: tipo de
esporas, cuerpos fructiferos (o estructuras portadoras de las esporas) y hasta cierto grado las
del soma (plasmodio o micelio). Lo anterior resulta suficiente para sugerir la clase, orden,
familia y género al cual pertenece un determinado hongo, esto se logra mediante la consulta

de claves dicotdmicas (Barnnet y Hunter, 2006).

Una forma rapida y eficaz, para la identificacion a nivel especie, es mediante el analisis
de la secuencia de regiones del ADN o reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Esta
técnica permite establecer la identificacibn de cada organismo y sus relaciones
filogenéticas, lo que ha revolucionado la sistematica de hongos (Aguin et al., 2001; Seifert
et al., 2007). En la actualidad, esta informacion junto con las caracteristicas morfoldgicas y
bioguimicas especificas, constituye la base de la identificacidn y clasificacion taxondmica

de los hongos.



1.2.2.3 Control de hongos

El uso de fungicidas sintéticos ayuda en forma répida a reducir pérdidas de produccion,
por lo que constituye la principal tactica para el control de enfermedades fungosas
(Gutiérrez et al., 2004; Bernal et al. 2005). Sin embargo, la utilizacién en dosis altas y
aplicaciones recurrentes ha incrementado la poblacién de organismos fitopatdgenos
resistentes, lo que ha elevado los costos de produccion (Cooke et al. 2003; Leroux, 2003 y
Guerrero et al. 2007). Ademéas de que son contaminantes y dafiinos a la salud. Una
alternativa a esto, son los extractos vegetales, ya que cumplen un rol importante en la
agroecologia; por el beneficio al ambiente y al ecosistema cuando son usados como

alternativa para el tratamiento de enfermedades en las plantas (Jiménez y Mosquera, 2014).
1.2.3 Extractos vegetales para el manejo de hongos fitopatdgenos

Las plantas sintetizan una gran variedad de metabolitos secundarios como mecanismos
de defensa. El proceso para obtener metabolitos secundarios es variable. Se pueden obtener
extractos acuosos (Bautista et al., 2003) o utilizar disolventes para obtener diferentes

compuestos, segun su polaridad (Abou-Jawdah et al., 2002).

Se considera que la mayoria de los compuestos obtenidos de las plantas son
biodegradables e inocuos. México posee una riqueza floristica total de 23 314 especies,
ubicandolo en cuarto lugar detras de Brasil, China y Colombia, al menos el 50 % de ellas,

son endemicas del pais (Villasefior, 2016).

Se han desarrollado alternativas naturales de control de enfermedades, con el uso de
extractos vegetales, con los que se ha obtenido resultados prometedores. Estos, tienen las
ventajas de poseer un origen bioldgico, ser degradables y manifestar un minimo impacto

negativo sobre la salud humana y el ambiente (Barrera y Bautista, 2008).
4



1.2.4 Efecto fungicida o fungistatico

El efecto fungicida es la capacidad de un agente sintético o natural para inhibir la
viabilidad del hongo y el efecto fungistatico es la capacidad para inhibir la germinacion de
las esporas o su desarrollo inicial, mientras permanezca en contacto continuo. Se utilizan
diferentes técnicas para conocer si un producto sintético o natural tiene accion fungicida o
fungistatica. Alguna de ellas son la de disco, difusién en agar, E-test, bioautografia y

microdilucion (Achicanoy, 1981).

1.2.5 Evaluacion in vitro de extractos vegetales contra hongos fitopatdgenos

En condiciones in vitro los extractos pueden inhibir el crecimiento micelial de los
hongos, la formacion y la germinacion de sus esporas, de modo que ayudan al control de
enfermedades de frutas y hortalizas (Hernandez et al., 2007). A continuacion se mencionan
algunas de las evaluaciones que se han realizado con extractos vegetales, los cuales

mostraron el potencial contra hongos fitopatdgenos.

Lopez et al. (2005) evaluaron el efecto inhibitorio de extractos acuosos de ajo (Allium

sativum L.), gobernadora (Larrea tridentata_Sessé & Moc. ex DC.), clavo (Syzygium

aromaticum L.) y canela (Cinnamomum zeylanicum L.), en concentraciones de 5y 10 %,
sobre el crecimiento micelial de Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y Verticillium
dahliae; los extractos mostraron una tendencia a incrementar su efecto inhibitorio con el

aumento de la concentracion.

Lizcano (2007), evalu6 in vitro la actividad antifangica del extracto de tomillo (Thymus
vulgaris L.) contra F. oxysporum. El extracto inhibié el crecimiento micelial en un 74 %.

Asi mismo, Barrera y Garcia (2008), evaluaron el aceite de T. vulgaris contra Fusarium


https://es.wikipedia.org/wiki/Moc.
https://es.wikipedia.org/wiki/Augustin_Pyrame_de_Candolle

spp. en frutos de papaya (Carica papaya L.) y comprobaron que el aceite de tomillo ejercid

total inhibicion del crecimiento micelial a dosis de 200, 250 y 300 pg.mL™.

Vargas- Diaz et al. (2014), con el extracto etanolico de la raiz de Acalypha gaumeri

inhibio el crecimiento micelial de Curvularia sp. (ITC 10).
1.2.6 Descripcion de especies
1.2.6.1 Mosannona depressa

Pertenece a la familia Annonaceae, a Mosannona despresssa también se le conoce como
Annona depressa Baill y Malmea depressa Baill, cominmente llamado boox éelemuy,
éelemuy, chakni', ch'ulumay, sak éelemuy (maya). Es un arbol que puede medir hasta 10 m,
prospera en selva mediana subperenifolia. Algunos estudios indican que el extracto
cloroférmico de la corteza de M. depressa tiene efecto antifungico contra Trichophyton
mentagrophytes y F. oxyosporum en una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 400

mg.mL™ (Anaya et al., 2001).
1.2.6.2 Parathesis cubana

Se encuentra dentro de la familia de Myrsinaceae, se le conoce también como Ardisia
cubana. Es un arbol de hasta 15 m de altura y se encuentra en la selva baja caducifolia. No

se conocen los nombres comunes de esta especie.
1.2.6.3 Croton chichenensis

La especie Croton chichenensis Lundell pertenece a la familia Euphorbiaceae, nombre
comun xikin burro (espafiol-maya); éck baalam, xikin ch' omak (maya). Es una planta

arbustiva de selvas medianas, endémica de la peninsula de Yucatan. EI génereo Croton se



han reportado flavonoides, eugenol, fenoles, terpenos y derivados diterpénicos como
metabolitos principales con actividad antifungica (Quevedo et al., 2007; Jaramillo et al.,
2007 y Wang et al., 2010). Existen algunos estudios de C. chichenensis relacionados con
su actividad antifngica sobre A. solani, A. tagetica, Colletotrichum gloeosporioides, F.

oxysporum y Rhizopus sp. (Méndez, 2003; Gamboa-Angulo et al., 2008; Canché, 2013).

1.2.6.4 Acalypha gaumeri

Perteneciente a la familia Euphorbiaceae, es cominmente conocida como sak ch'ilib
tuux (maya), se distribuye solo en la Peninsula de Yucatan. Es un arbusto de la selva baja
caducifolia. Recientes estudios demuestran que el extracto etandlico y acuoso de la raiz
de A. gaumeri presentan actividad antifingica en la inhibicion del crecimiento micelial de

75y 69 %, respectivamente (Vargas- Diaz et al., 2014).

1.2.6.5 Calea jamaicenses

Pertenece a la familia de Asteraceae,se le conoce también como Santolina jamaicensis
L. y cominmente como malvavisco silvestre. En maya se le conoce como arnica che'
pasmo xiiw (espafiol-maya); tu’ xikin, oj lam piix, maloko', ch'iilib tuux. Es un arbusto de la
selva baja caducifolia y se encuentra distribuida en los estados de Yucatan, Chiapas,

Nayarit, Oaxaca, Tabasco y Veracruz.



1.3 Hipdtesis

La capacidad antifungica de los extractos etandlicos de plantas nativas de Yucatan
contra hongos aislados de semillas de C. chinense y C. annuum depende de la especie del

patdgeno, por lo que se obtienen porcentajes diferentes de efectividad inhibitoria.

La aplicacion in vitro de extractos de plantas provenientes de la Peninsula de Yucatan
tienen al menos una efectividad en al menos 80 % de control en los hongos identificados de

semillas de Capsicum spp.

1.4 Objetivo general

Aislar e identificar hongos en semillas de Capsicum spp. y determinar su sensibilidad in

vitro a extractos de plantas provenientes de la peninsula de Yucatan.

1.4.1 Objetivo especifico

Identificar morfoldgica y molecularmente hongos en semillas de Capsicum annuum y

Capsicum chinense.

Estimar la inhibicidn en el crecimiento micelial, germinacion y esporulacion de hongos

presentes en semillas de Capsicum spp. con extractos de plantas nativas.



1.5 Procedimiento experimental

METODOLOGIA

FASE 1

FASE 2

Aislamientoy
purificacion de
hongos

Sensibilidad in vitro
a extractos
vegetales

Identificacion de
hongos

Crecimiento
micelial

Morfolégica

Esporulacion

Molecular

1.6 Literatura citada

Abou-Jawdah, Y., H, Sobh, A, Salomeh. 2002. Antymicotic of selected plant flora, growing

wild in Lebanon, against phytopathogenic fungi. J. Agric. Food Chem. 50: 3208-

3213.

Achicanoy, H. 1981. Evaluacion in vitro de fungicidas para el control de Crinipellis

perniciosa Singer y Moniliphthora roreri. Tesis de Maestria. Facultad de Ciencias

Germinacion

Agrarias. Universidad Nacional de Colombia. 51 p.



Anaya, A. L., Espinosa- Garcia, F. J., Cruz- Ortega R. 2001. Relaciones quimicas entre
organismos: aspectos basicos y perspectivas de su aplicacién. 1ra edicion. Editorial

Plaza y Valdés. 723 p.

Arguedas, M., Jiménez, M. y Miller, C. 1997. Microrganismos asociados a semillas de
especies forestales en Costa Rica. Instituto Tecnoldgico de Costa Rica. Escuela de

Ingenieria forestal. 4 p.

Aguin, O., Sabaris, M., Abelleira, A., Pintos, C. y Mansilla, J. P. 2001. La reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) como técnica de diagndstico en fitopatologia

forestal. 111 Congreso Forestal Espariol, Sierra Nevada (Granada).

Avelar- Mejia, José de Jesus, Galindo- Oliva, Martha, Lara- Herrera, Alfredo, Llamas-
Llamas, J. Jesus, Luna- Flores, Maximino, Salas- Luevano, Miguel Angel y Cabral-
Enciso, Mariandrea. 2011. Hongos asociados con la enfermedad "miada de perro™

en el cultivo de chile. REMEXCA. 2: 155-160.

Avelar, M.J., y Marban, M. 1989. Intentos de control de la marchitez del chile ocasionada
por el hongo Phytophthora capsici en la region de Valsequillo, Puebla. Memorias
XVI Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de Fitopatologia. Montecillo,

Edo. de México, México. Resumen. 11 p.

Barnett, L., H., and B. Hunter B. 2006. Illustrated Genera of Imperfect Fungi. Fourth

Edition. The American Phytopathological Society. St. Paul, Minnesota, USA. 218 p.

Barrera, L. y S. Bautista. 2008. Actividad antifngica de polvos, extractos y fracciones de
Cestrum Nocturnum L. sobre el crecimiento micelial de Rhizopus stolonifer

(Ehrenb.:Fr.) Vuill. Rev. Mex. Fitopatol. 26: 27-31.

10



Barrera, N. L. y Garcia, B. L. 2008. Actividad antifingica de aceites esenciales y sus
compuestos sobre el crecimiento de Fusarium spp. aislado de papaya (Carica

papaya). Rev. Cientifica UDO Agric. 8:33-41.

Bautista, S. E., Garcia, D. L., Barrera, N. R., Reyes, C., and Wilson, C. L. 2003. Seasonal
evaluation of the postharvest fungicidal activity of powders and extracts of
huamuchil (Pithecellobium dulce): action against Botrytis cinerea, Penicillium
digitatum and Rhizopus stolonifer of strawberry fruit. Postharv. Biol. Technol. 29: 8

1-92.

Bernal, A.; J. F. Zamora, G. Virgen y R. Nufio. 2005. Actividad biologica in vitro de
extractos de Lupinus spp. sobre hongos fitopatégenos. Rev. Mex. Fitopatol. 23: 140-

146.

Canché, M., C. 2013. Extractos acuosos para el control de hongos asociados en frutos
postcosecha de papaya (Carica papaya L.). Tesis de Maestria en Ciencias en

Horticultura Tropical. Instituto Tecnoldgico de Conkal, Yucatan, México. 2-17 pp.

Galvan, D.l. 2003. Deteccion e identificacion de hongos y bacterias en semilla de chile
cascabel (Capsicum annum) y chile de arbol (Capsicum frutensis) del Estado de
Nayarit. Tesis de licenciatura de la universidad autdbnoma agraria Antonio Narro,

Buena vista Saltillo, Coahuila, México.

Gamboa- Angulo M., J. Cristobal- Alejo, I. Medina- Baizabal, F. Chi-Romero, R. Mendez-
Gonzalez, P. Sima- Polanco y F. May- Pat. 2008. Antifungal properties of selected
plants from the Yucatan peninsula, Mexico. World J. Microbiol Biotechnol. 24:

1955-1959.

11



Guerrero, E.; S. Solis, F. Hernandez, A. Flores, V. Sandoval y D. Jasso. 2007. Actividad
biolégica in vitro de extractos de Flourensia cernua D. C. en patégenos de
postcosecha: Alternaria alternata (Fr.:Fr.) Keissl., Colletotrichum gloeosporioides
(Penz) Penz. y Sacc y Penicillium digitatum (Pers.:Fr.) Sacc. Rev. Mex. Fitopatol.

25: 48-53.

Goldberg, N.P. 1995. Chile Pepper Diseases. Agricultural Experiment Station, College of
Agriculture and Home Economics, New Mexico State University. Circular 549. Las

Cruces, New Mexico, USA. 20 p.

Guigon- Lopez, C., y Gonzalez- Gonzalez, P. 2001. Estudio regional de las enfermedades
del chile (Capsicum annuum L.) y su comportamiento temporal en el sur de

Chihuahua, México. Rev. Mex. Fitopatol. 19: 49-56.

Herndndez, N., Bautista, S. y Velazquez, M. 2007. Prospectiva de extractos vegetales para
controlar enfermedades postcosecha hortofruticolas. REV. FITOTEC. MEX. 30:

119-123.

Jaramillo, B., J. Olivero T., y K. Mufioz. 2007. Composicidn quimica volatil y toxicidad
aguda (CL50) frente a Artemia salina del aceite esencial del Croton malambo

colectado en la costa norte Colombiana. Scientia Et Technica 13: 299-302.

Jiménez, E, V. y O. Mosquera, M. 2014. Actividad antifangica in vitro de tres extractos de

plantas frente a Botrytis cinerea (Moho gris). Salud Soc Uptc. 1: 16-21.

Leng, P., Zhang .Z., Pan. G., and M. Zhao. 2011. Applications and development trends in

biopesticides. Afr J Biotechnol. 10: 64-73.

12



Leroux, P. 2003. Mode of action of agrochemical towards plan pathogens. Comptes

Renduns Biologies. 326: 9-21.

Lizcano, C. 2007. Evaluacion de la actividad antifungica del extracto de Tomillo (Thymus
vulgaris) contra Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum y Sclerotinia sclerotiorum.
Tesis de Licenciatura. Pontificia Universidad Javeriana Facultad de Ciencias.

Bogotéa Colombia, D. C. 1-71 pp.

Lépez, B. A., Lépez, B. S. A., Vazquez, B. M. E., Rodriguez, H. S. A., Mendoza, E. M. y
Padrén, C. E. 2005. Inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium oxysporum
Schlechtend. f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder & Hansen, Rhizoctonia solani Kithn y
Verticilllium dahliae Kleb. mediante extractos vegetales acuosos. Rev. Mex.

Fitopatol. 23: 183-190.

March, G., Marinelli A., Oddino C., Kearney M. 2002. Evaluacién de fungicidas
“Curasemillas”. Campana agricola. Instituto de Fitopatologia y Fisiologia vegetal.

Syngenta. Argentina.

Méndez, G. R. 2003. Sensibilidad a bencimidazoles y propiedades fungicas de plantas
nativas de la peninsula de Yucatan en Colletotrichum gloeosporioides Penz. Tesis
de Maestria en Ciencias en Horticultura Tropical. Instituto Tecnologico

Agropecuario No.2 Conkal, Yucatan, México. 114 p.

Morales- Valenzuela, G., Redondo- Juarez, E., Covarrubias- Prieto, J. y Cardenas Soriano,
E. 2002. Deteccion y Localizacion de Phytophthora capsici Leo. en Semilla de

Chile. Rev. Mex. Fitopatol. 20: 94-97.

13



Quevedo, R., L. Nufiez y B. Moreno. 2007. Contribucion al estudio quimico y de
bioactividad de dos especies nativas: (Croton bogotanus. Cuatr. y Croton

funckianus. Cuatr.) euphorbiaceae. Scientia et Technica. 13: 391-393.

Rico- Guerrero, L. 2002. Busqueda de Resistencia Natural en Plantas de Chile (Capsicum
spp.) contra aislados del Complejo FlUngico que causa Pudricién de Raiz. Tesis de
Maestria en Ciencias. Instituto Tecnoldgico de Celaya. Celaya, Guanajuato, México.

91 p.

Rico- Guerrero, L., Guerrero- Aguilar, B., Lopez- Vazquez, A., Mufioz- Sanchez, C.1.,
Guevara- Olvera, L., Guevara- Gonzalez, R.G., Torres- Pacheco, I. y Gonzalez-
Chavira, M. 2001. Busqueda de resistencia natural en plantas de chile (Capsicum
spp.) contra aislados del complejo fangico que causa pudricion de raiz. Memorias
XXVIII Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de Fitopatologia, Querétaro,

Querétaro, México. Resumen F-134.

Ruiz, Lau. N., Medina, F. y Martinez,-M. 2011. El chile habanero: su origen y usos. p. 70.
[Consulta: 10 de marzo 2015]. Disponible en: http:

Www.revistaciencia.amc.edu.mx/images/revista/62 3/PDF/Habanero.pdf.

SIAP. 2014. Produccion Agricola. [Consulta: 25 septiembre 2015]. Disponible en:

http://www.siap.gob.mx/cierre-de-la-produccion-agricola-por-cultivo.

Vargas- Diaz, A. A., Gamboa- Angulo, M., Medina- Baizabal, I. L., Pérez- Brito, D.,
Cristobal- Alejo, J. y Ruiz- Sanchez, E. 2014. Evaluacién de Extractos de Plantas
Nativas Yucatecas contra Alternaria chrysanthemi y Espectro de Actividad

antifngica de Acalypha gaumeri. Rev. Mex. Fitopatol. 32: 01-11.

14


http://www.revistaciencia.amc.edu.mx/images/revista/62_3/PDF/Habanero.pdf
http://www.siap.gob.mx/cierre-de-la-produccion-agricola-por-cultivo

Veldsquez- Valle, R., y Amador- Ramirez, M., Medina- Aguilar, M., y Lara- Victoriano, F.
2007. Presencia de Patogenos en Almécigos y Semilla de Chile (Capsicum annuum

L.) en Aguascalientes y Zacatecas, México. Rev. Mex. Fitopatol. 25: 75-79.

Wang, C., J. Zhang, H. Chen, Y. Fan, and Z. Shi. 2010. Antifungal activity of eugenol

against Botrytis cinerea. Tropical Plant Pathology 35: 137-143.

15



u A W N

~N

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

16

CAPITULO 2. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS EN
SEMILLAS DE Capsicum spp. Y SU SENSIBILIDAD in vitro A EXTRACTOS
VEGETALES

Christian Lucelly Pérez- Chablé!, Jairo Cristdbal- Alejo!, Maria Marcela Gamboa-
Angulo?, Arturo Reyes- Ramirez?.

!Division de estudios de Posgrado e Investigacion, Instituto tecnoldgico de Conkal, Av.
Tecnoldgico S/N, Conkal, Yucatan, C.P. 97345.; 2Centro de Investigacion Cientifica de
Yucatédn A.C. Calle 43 #130. Colonia Chuburna de Hidalgo, C.P. 97200. Mérida, Yucatan.
E-mail: Christian.perez@itconkal.edu.mx.

RESUMEN
En México, la produccion de chile (Capsicum spp.) es afectada por agentes causantes de
enfermedades, principalmente hongos, que ocasionan cuantiosas pérdidas de produccion.
Los hongos se alojan en la semilla y pueden causar diferentes dafios, si estas semillas
germinan pueden ser portadoras de hongos patogenos. El objetivo del presente trabajo
consistio en identificar hongos en semillas de Capsicum spp. y su sensibilidad in vitro a
extractos vegetales con propositos de control biorracional. Un total de 80 semillas de cada
tipo de chile se sembraron, previa desinfestacion con hipoclorito de sodio al 2 % en medio
de cultivo Papa-Dextrosa-Agar, se incluyeron 20 semillas por caja petri con cuatro
repeticiones e incubaron a 28 °C en oscuridad total, repetido en dos ocasiones. Cuatro y
siete dias después de la siembra se cuantificaron y aislaron los hongos que se desarrollaron
en el medio de cultivo. Se hicieron cultivos puros y de acuerdo con los crecimientos
fangicos, se identificaron a nivel género por métodos tradicionales y a nivel especie
mediante secuencia de la regién ITS1- 5.8s- ITS2 del ADN ribosomal. Se evaluaron seis
extractos a 2 mg. mL™? contra las cepas identificadas. Se identificaron tres géneros como
contaminantes o saprofitos: Cladosporium sp., Penicillium sp. y Aspergillus sp. y dos

especies como hongos fitopatdgenos, Fusarium equiseti y Curvularia lunata. Las semillas
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de C. chinense tuvieron mayor nimero de crecimiento fangico y los hongos con mayor
frecuencia sin importar la especie de chile fueron Aspergillus sp. y Cladosporium sp. Los
extractos de Mosannona depressa (T y R), Calea Jamaicensis (planta completa), Croton
chichenensis (R)y Acalypha gaumeri (R) mostraron efecto antifungico del 100% sobre las

cepas aisladas de semillas de Capsicum spp.

Palabras clave: Capsicum spp., enfermedades, valor germinativo, identificacion.
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Abstract

In Mexico, the production of chili (Capsicum spp.) is affected by disease-causing agents,
mainly fungi, which cause large production losses. The fungi lodge in the seed and can
cause different damages, if these seeds germinate they can be carriers of pathogenic fungi.
The objective of this work was to identify fungi in seeds of Capsicum spp. and its in vitro
sensitivity to plant extracts for biorational control purposes. A total of 80 seeds of each type
of chili were sown, after disinfestation with 2% sodium hypochlorite in Papa-Dextrose-
Agar culture medium, 20 seeds were included per petri dish with four repetitions and
incubated at 28 ° C in total darkness , repeated twice. Four and seven days after planting,
the fungi that developed in the culture medium were quantified and isolated. Pure cultures
were made and according to fungal growths, they were identified at the genus level by
traditional methods and at the species level by sequence of the ITS1-5.8s-1TS2 region of
the ribosomal DNA. Six extracts at 2 mg. mL™* were evaluated against the identified strains.
Three genera were identified as contaminants or saprophytes: Cladosporium sp.,
Penicillium sp. and Aspergillus sp. and two species such as phytopathogenic fungi,
Fusarium equiseti and Curvularia lunata. The seeds of C. chinense had a greater number of
fungal growth and the fungi more frequently regardless of the species of chili were
Aspergillus sp. and Cladosporium sp. extracts of Mosannona depressa (T y R), Calea
Jamaicensis (whole plant), Croton chichenensis (R) and Acalypha gaumeri (R) showed
100% antifungal effect on isolated strains of Capsicum spp.

Keywords: Capsicum spp., Diseases, germination value, identification.
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2.1 INTRODUCCION

Los patogenos en semillas se transmiten como contaminantes adheridos a la cubierta de

la semilla o internamente (Waller et al., 2002). Estos pueden sobrevivir hasta 10 afios como
esporas 0 estructuras de reposo dentro y sobre la semilla (OMAFRA, 2009); por lo que son
fuente de indculo para el siguiente ciclo de cultivo. En campo, los dafios por hongos
transmitidos por semilla causan disminucién de germinacion y emergencia, poco después
de la germinacién la muerte de plantulas. Las que sobreviven tienen menor vigor y son
susceptibles a otros fitopatdgenos (Gonzélez y Trevathan, 2000). En la actualidad, el
control de hongos fitopatdgenos requiere de aplicar técnicas alternativas, ya que el manejo
tradicional con fungicidas sintéticos ha ocasionado diversos problemas, toxicidad a los que
aplican los productos (Whalen et al., 2003), detencion de exportaciones por residuos en
producto de consumo y contaminacion al ambiente (Ramirez-Legarreta y Jacobo-Cuéllar,
2002) y afectacion de organismos benéficos (Anderson et al., 2003). Otro aspecto
importante es que los hongos fitopatdgenos han generado resistencia al ingrediente activo
de algunos fungicidas sintéticos, como respuesta a la presion de seleccion por las altas
dosis y aplicaciones continuas (Cooke et al., 2003; Leroux, 2003). En el marco de la
agricultura sostenible los extractos vegetales con actividad antifungica, son una alternativa
promisoria para el control de hongos fitopatdgenos, debido a que son biodegradables, de
elevada efectividad, de bajo costo y no contaminan (Martinez et al., 2010; Moo-Kobh et al.,

2014).
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2.2 MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en los laboratorios de Fitopatologia y Microbiologia del
Instituto Tecnoldgico de Conkal, y de Biotecnologia Vegetal del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan. Las semillas de chile habanero (Capsicum Chinense), chile dulce y
chile xcatik (C. annuum) se colectaron con productores locales. Se obtuvieron siete lotes:

tres de chile habanero, dos de chile dulce y dos de xcatik.

2.2.1 Aislamiento de hongos

Al azar, 80 semillas de cada lote de semillas se Utilizaron para aislar los hongos. Todas
las 80 semillas se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 2 % durante 1 min, se
enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, se secaron con papel absorbente esteril, se
sembraron en Papa-Dextrosa-Agar (PDA) e incubaron a 28 °C en oscuridad hasta la
presencia de crecimiento micelial. Cuatro y siete dias después de la siembra se
cuantificaron y reaislaron los crecimientos fungicos. Se hicieron cultivos puros y se
transfirieron fragmentos de 5 mm de los crecimientos a nuevas cajas de PDA e incubaron
en las mismas condiciones hasta observar crecimiento y esporulacion. Se hicieron cultivos
monosporicos a partir de cultivos puros por suspension de esporas de cada hongo, en 10 mL
de agua destilada estéril que fueron vertidos en una caja Petri con agar agua (AA), se
dejaron sedimentar por 10 segundos, se decanto el agua, y la caja se incub6 en condiciones
ambientales de laboratorio por 24 h. De las esporas germinadas, algunas fueron transferidas
individualmente a cajas con PDA y se incubaron hasta obtener abundante esporulacion. Los

conidios de cada hongo se conservaron en glicerol al 25 % (Moreno et al., 2005).
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2.2.2 ldentificacion de hongos

Para la identificacion morfolégica de los hongos aislados, se consideraron las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los crecimientos fungicos como: color,
elevacion, forma, micelio, tipo de hifas y la clase de esporas (Barnett y Hunter, 2006).

Para la identificacion molecular se realizd la extraccion del ADN mediante el Kit
ZRFungal/Bacterial DNA MiniPrepTM de PROMEGA. Se empled micelio con un
crecimiento de 13 dias a 28 °C; las cajas con el micelio del hongo se rasparon con un
portaobjeto estéril y se lavaron con agua estéril. La visualizacién del ADN se hizo por
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v). La cuantificacion del ADN se realizé con un
NanoDrop™ Lite Spectrophotometer de Thermo Scientific. Para la amplificacion se realizo
una Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) empleando los ITS1 e ITS4 (White et al.,
1990) para la identificacion de hongos. Los productos de la amplificacion se visualizaron
por electroforesis en gel de agarosa al 1 % (p/v) y la secuenciacion de los amplificados se
enviaron a la empresa Macrogen, EE.UU. Las secuencias obtenidas fueron editadas con el
software CAP3, y se compararon con la base de datos del GenBank del NCBI para su
identificacion a nivel de especie.

2.2.3. Pruebas de patogenicidad con Fusarium spp.

Para las pruebas de patogenicidad se utilizaron 20 plantas de 60-70 dias después del
trasplante y dos cepas de Fusarium spp., se procedié a realizar una herida en el cuello de la
planta y el micelio se inocul6 en la herida, posteriormente se cubrid y sell6 con parafilm. Se
procedio a evaluar a los seis y siete dias después de la inoculacién, hasta la presencia de los

sintomas.
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2.2.4 Preparacion de los extractos acuosos

Para la preparacion de los extractos acuosos (EA) se emple6 material seco de raices de
Acalypha gaumeri, Croton chichenensis y Parathesis cubana, tallo y raiz de Mosannona
depressa y planta completa de Calea jamaicenses. Se pesaron 1.5 g (3 %) de material seco
y se le adicionaron 25 mL de agua destilada calentada a ebullicion. Ya fria la mezcla se
eliminaron los residuos sélidos por filtracion a través de papel Whatman No.1. Se realiz
una segunda filtracion a través de un filtro milipore (0.22 um) para eliminacién de hongos

y bacterias contaminantes (Rodriguez et al., 2012). Se obtuvieron un total de siete EA.

2.2.5 Preparacion de los extractos etanolicos

Para la obtencion de los extractos etandlicos crudos (EE), el material vegetal seco y
molido de cada una de las partes (hoja, tallo y raiz) de las seis especies, se mezclaron por
separado con etanol, y se extrajeron por sonicacion (frecuencia de 20 KHz, Cole-Parmer), por
20 minutos en tres ocasiones sucesivas. Posteriormente el disolvente se elimind a presion
reducida en un rotaevaporador (lka ® RV10) con el bafio a 40°C y se dejo secar a temperatura
ambiente. Los EE crudos obtenidos, se transfirieron a viales y se obtuvo el porcentaje de
rendimiento de cada uno de ellos con base al material seco y molido. En total se obtuvieron
siete EE los cuales se almacenaron a -17.5°C en un congelador hasta su uso en los bioensayos

(Godoy- Rodriguez, 2019).

Para el bioensayo, los extractos crudos etandlicos (40 mg) se disuelvieron en 400 ul de

DMSO-Tween 20 al 0.5 %.
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2.2.6 Efectividad in vitro antifangica de extractos vegetales

Previo a la evaluacion in vitro de los extractos se realizé una evaluacion preliminar con
la técnica de minidiscos de agar-extracto utilizando la técnica de UK Patent Application

GB 2396349 (Boehlendorf, et al., 2004) modificada por Godoy- Rodriguez (2019).

Para los ensayos se utiliz6 PDA estéril, el cual se mezcld con el extracto etandlico a
evaluar a 20 mg.mL? (Cristébal et al., 2013). Con los extractos que presentaron actividad
antifingica en la prueba de minidiscos, se hizo una mezcla a una concentracion de 2
mg.mL™. La mezcla se vacié en cajas Petri, después de 24 h de verificar la esterilidad del
medio de cultivo, se depositd en el centro de la caja Petri un disco de cultivo de PDA
(diametro 5 mm) con los hongos en estudio, las cajas se sellaron y se conservaron a
temperatura ambiente para su posterior evaluacion, también se considerd un testigo sin

extracto (Vargas- Diaz et al., 2014).

Se consideraron como variables de respuesta de efectividad del extracto: Inhibicién de

crecimiento micelial (ICM), de esporulacion (IE) y de germinacion de conidios (IGC).

Para la determinacion de la ICM, las colonias se midieron de manera longitudinal y
transversal con un vernier digital cada 24 horas hasta que el testigo sin extracto cubrié por
completo la caja Petri. La efectividad de cada extracto se estimd con la formula de Abbott
(1925) E = [(Test — Trat) / Test] * 100. Donde: E= Efectividad (%), Test = Crecimiento
micelial del testigo (mm), Trat = Crecimiento micelial del tratamiento (mm) y 100 =

Constante.

Para evaluar la IE esporulacién, a ada tratamiento que presentd crecimiento micelial se

de agregaron 9 mL de agua destilada estéril, se raspd la superficie con un portaobjetos
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estéril para ayudar al desprendimiento de esporas, la solucion se filtré con gasas estériles y
se depositd en un tubo Falcon estéril de 50 mL. Posteriormente, se colocaron 100 pL de
esta solucién en un vial estéril y se adicionaron 900 pL agua destilada estéril, se agitaron y
se transfirieron 36 L a la cAmara de Neubauer y se determin6 el nimero de esporas de
cada tratamiento con la formula de Holler et al. (1999), NE = [(X / 0.1) * 1000* 9]. Donde:
NE = Numero de esporas (mL), X = Promedio de esporas por campo, 0.1 = Profundidad de

la cdmara, 1000 = Constante y 9 = mL de agua que se agrega para hacer la dilucién.

Para evaluar la IGC se cuantificd la emision del tubo germinativo, se considerd una caja
de Petri con extracto vegetal mezclado al medio de cultivo PDA (segun cada tratamiento)
se dividio en cuatro cuadrantes y en cada uno se colocaron 5 pL de una solucion de
conidios de cultivos anteriores previamente valorada, luego se colocd un cubreobjetos
estéril y se contabilizd el nimero de esporas en cada cuadrante; la germinacion de esporas

se evaluo cada hora hasta que en el testigo (PDA sin extracto) germino en un 100%.

2.2.7 Disefio experimental

El disefio experimental que se emple6 fue completamente al azar. Con los datos de
porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial, de esporulacién y de germinacion de
esporas, se realizaron analisis de varianza previa transformacion de los datos mediante la
formula: y=arsin (sqrt(y/100)); la separacion de medias se realizé con el método de Tukey
(P<0.05). Los andlisis se realizaron con ayuda del paquete estadistico InfoStat para

Windows®.
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 Aislamiento e identificacion de hongos de semillas de Capsicum spp.

Se encontraron siete géneros de hongos en los aislamientos y se identificaron como:
Fusarium sp., Curvularia sp., Beltrania sp., Chaetomium sp., Cladosporium sp.,
Penicillium sp. y Aspergillus sp. sin embargo, por su diferente capacidad patogénica y por
la frecuencia de su presencia en sus aislamientos, para este estudio se trabajé con Fusarium
sp. reportado en semillas de Capsicum sp. (Velasquez et al., 2007) y fitopatdgeno en
plantulas de chile (Vasquez-Lopez et al., 2009) y con Curvularia sp. reportado como
causante de manchas foliares y pudricion de raices en C. chinense, C. frutescens (Cristobal

et al., 2013; Orozco y Gonzalez, 2016).

Cuadro 1. Incidencia de hongos en semillas de Capsicum spp.

Incidencia (%)

Semilla analizada Géneros identificados

Hongos

) Penicillium sp., Aspergillus
Habanero (C. chinense) 13.32 _
sp., Curvularia sp.
Aspergillus sp.,
) Cladosporium sp., Beltrania
Xcatic (C.annuum) 3.12 _
sp., Chaetomium sp.,

Fusarium sp.

Penicillium sp., Aspergillus
Dulce (C. annuum) 3.12 sp., Cladosporium sp.,

Curvularia sp.
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2.3.2 Identificacién molecular de hongos aislados de semillas de Capsicum sp.

Con la extraccion de ADN se logré una amplificacion por PCR cercana a 500 pb con los
iniciadores 1TS1 e ITS4, lo que permitio realizar la identificacion molecular de los hongos

aislados.

Cuadro 2. ldentificacion molecular de hongos fitopatogenos aislados de semillas de
Capsicum spp.

Identificacion molecular

Codigo Identificacion
Hospedante Identidad
de cepas morfologica  Homologia N° de acceso
(%)

ITCFO1  C. annumm  Fusarium sp.  F. equiseti 99 KU041631.1
ITCFO02  C. annumm  Fusarium sp.  F. equiseti 99 KJ412501.1
ITCCO1  C. chinense Curvularia sp.  C. lunata 99 MH183196.1
ITCCO02 C. chinense Curvularia sp.  C. lunata 99 MHS858245.1
ITCCO3 C. annumm  Curvularia sp.  C. lunata 99 JX412501.1

Las cepas de Fusarium sp. (ITC FO1) y Fusarium sp. (ITC F02), aisladas de semillas de
C. annuum, correspondieron a Fusarium equiseti, esta especie, estd asociada con pudricion
de raices y cuellos de plantulas y marchitez vascular en Capsicum spp. (Gonzalez et al.,
2004). Las cepas de Curvularia sp. (ITC C01), Curvularia sp. (ITC C02) y Curvularia sp.
(ITC C03), aisladas de semillas de C. chinense y C. annuum correspondieron a Curvularia
lunata, especie causante de manchas foliares en C. frutense (Pei et al., 2017),
enrrollamiento de hojas y posterior defoliacion (Orozco y Gonzalez, 2016) y antracnosis en

C. annumm (Pearson et al., 1984).
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2.3.3 Patogenicidad de cepas aisladas de semillas de chile

A partir de los siete dias de la inoculacion, las plantas de C. chinense inoculadas con los
aislamientos de F. equiseti (ITC FO1), presentaron el sindrome caracteristico de esta
especie como son: clorosis, inhibicion de crecimiento, manchas foliares, necrosis de tallo y
raiz (Black et al., 1991; Jamiotkowska, 2008), con lo que se confirmd la patogenicidad del
hongo. En otros estudios Fusarium sp., indujo en plantas de chile cambios en la coloracion
del follaje, presencia de lesiones negras, de aspecto hundido y bordes irregulares en las

raices (Veldzquez et al., 2001).

2.3.4 Efectividad de los extractos vegetales

Solo los extractos etandlicos mostraron actividad antifingica contra ambas especies de
hongos; los extractos de A. gaumeri, M. depressa (R) y M. depressa (T) mostraron
actividad contra ambos hongos, mientras que C. jamaicensis, C. chichenensis y P. cubana
mostraron actividad solo contra C. lunata (ITC C02). La actividad antifungica de los
extractos etandlicos en comparacion con los extractos acuosos, esta relacionado con la
naturaleza del extracto. Los extractos etanolicos contienen compuestos poco polares

ademas de los polares y tienen buena difusion en el medio solido (Martinez et al., 2010).
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Cuadro 3. Evaluacién de la actividad inhibitoria de los extractos vegetales mediante el

ensayo de minidiscos contra hongos aislados de semillas de Capsicum spp.

) Cepa
Especie Extracto
ITCFO1 ITCFO2 ITCCO1 ITCC02 ITCCO3
Acalypha gaumeri EE + + + + +
Croton chichenensis EE - - + + +
Calea jamaicensis EE - - - + +
Mosannona depressaR  EE - + + + +
Mosannona depressa T EE + + + + +
Parathesis cubana EE - - + + +
Acalypha gaumeri EA - - - - -
Croton chichenensis EA - - - - -
Calea jamaicensis EA - - - - -
Mosannona depressaR ~ EA - - - - -
Mosannona depressa T EA - - - - -
Parathesis cubana EA - - - - -
PDA + + + + +
DMSO+ Tween 20 + + + + +

Sportak

EE= Extracto etan6lico; EA= Extracto acuoso. (+)= Con actividad antiflngica;(-)= Sin actividad

antifungica

En el medio de cultivo con el extracto de M. depressa (T) no hubo crecimiento micelial,

lo cual se considerd de accion fungicida contra F. equiseti (ITC FO1) (Figura 1). Este

extracto, también tuvo efecto fungicida contra Penicillium oxalicum (Godoy-Rodriguez,

2019). La accion fungicida que muestran este tipo de extractos se debe a la presencia de
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1 metabolitos como flavonoides, taninos, saponinas, alcaloides, entre otros (Maneemegali y
2 Naveen, 2010). En el caso de M. depressa (T), un estudio mostrd la presencia 1,2,3,4-
3 tetrametoxi-5-(2-propenil) benceno conocido como aliltetrametoxibenceno; responsable de
4 la actividad antifangica con una Concentracion Minima Inhibitoria de 400 y 250 pg.mL*

5 contra T. mentagrophytes y F.oxysporum, respectivamente (Jimenez-Arellanes et al., 1996).

6 En el extracto etandlico de A. gaumeri se observo a partir del dia ocho, crecimiento
7 micelial de F. equiseti (ITC FO1), por lo que se le adjudic6 un efecto fungistatico (Figura
8 1). Esta actividad del extracto efecto también lo reportaron contra A. chrysanthemi
9 (Vargas- Diaz et al., 2014). Los extractos de P. cubana, C. chichenensis y C. jamaicensis

10  tambien tuvieron un efecto fungistatico en el crecimiento micelial de F. equiseti.

100 { g ————#——————#—— — — o ——— —0 ——— -0

N\ N ~ g

\\.‘_\ N ~ q
SRR A h S *
= \ — — &N
= o N — 8% —— —§
ﬂé \\v\\“- _ AN
‘5 60 - A__\\\ o \0"“——0
o ~ - __ v N
3 \‘A\ \\\\\ O .. Q
g 1 = Bk S
2 40 ——@——  Testigo A v
o . . . ~.
= e O v C. jamaicensis -
= —_—————— C. chichenensis D—e —  —  — A
= 20 — - —A-— - P.cubana

] — & — M. depressa (r)
- —{0— — M. depressa (t)
— —— — A. gaumeri
04 @ * ° ® ® °
T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
11 Dias después de la aplicacion de los extractos
12 Figura 1. Inhibicion in vitro de crecimiento de Fusarium equiseti (ITC F01) con

13 extractos etandlicos.
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Con la cepa de C. lunata (ITC C02) se estimaron efectos fungicidas con los extractos
etandlicos de C. jamaicensis, C. chichenensis, A. gaumeri, M. depressa (R) y M. depressa
(T, y efecto fungistatico con el extracto etandlico de P. cubana, en este Ultimo se observd
crecimiento micelial, a partir del dia tres (Figura 2). La selectividad fungicida de los
extractos sugieren que no solo depende del efecto del extracto, sino de la sensibilidad de los
hongos, ya que un estudio con el extracto etanélico de M. depressa 'y P. cubana contra P.
oxalicum, report6 con el primer extracto un efecto fungicida y con el segundo una actividad

fungistatica (Godoy-Rodriguez, 2019).

100 L % # # & %
AN
~N

< A —
3\/ 80 ~ - D
g A=~
= C—A
L
g 60 ~ —@——  Testigo
o O C. jamaicensis
8 — — ————  C. chichenensis
S — —A — - P.cubana
g 40 A — & — M. depressa (r)
'S5 - [0 — M. depressa(t)
;é — e — A. gaumeri
<=
K=

20

0 - L L ® @ @ L

Dias después de la aplicacion de los extractos

Figura 2. Inhibicion in vitro de crecimiento de Curvularia lunata (ITC C02) con

extractos etanolicos.
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En la inhibicién de crecimiento micelial, los extractos etandlicos de C. jamaicensis, C.
chichenensis, A. gaumeri y M. depressa (T), mostraron una efectividad del 100 % en la
cepa de C. lunata (ITC CO02) mostrando un efecto fungicida, ya que impidi6 su
reproduccion, lo que es importante para el control de estos fitopatdgenos (Bautista et
al., 2004) mientras que el extracto etandlico de M. depressa (R) fue efectivo en un 76 %.
En la cepa de F. equiseti (ITC FO1) el extracto etandlico de M. depressa (T) mostro 100%
de efectividad en cuanto a inhibicién del crecimiento micelial, mientras que los extractos de
M. depressa (R) y A. gaumeri fueron efectivos en 70- 80 %. Estos resultados respaldan lo
reportado por Vargas- Diaz et al., (2014) donde mencionaron que el extracto de A. gaumeri
mostro un 78 % de inhibicion de crecimiento micelial de A. chrysanthemi y coinciden con
los resultados obtenidos por Godoy-Rodriguez (2019) donde rerpotd con la aplicacion del
extracto etanolico de M. depressa (T) un 100 % de efectividad en cuanto a la inhibicion de

crecimiento micelial sobre P. oxalicum.
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Cuadro 4. Efectividad extractos vegetales sobre la inhibicion del crecimiento micelial de
Fusarium equiseti (ITC FO1) y Curvularia lunata (ITC C02)

Especie de hongo

Extracto
F. equiseti (ITC FO1) C. lunata (ITC C02)

A. gaumeri 79.41 £3.05b 100 +0.00a

C. chichenensis 39.18 +4.2c 100 +0.00a

C. jamaicensis 44.36 +4.04c 100 +0.00a

M. depressa (R) 72.25 £1.81b 100 +0.00a

M. depressa (T) 100 £0.00a 100 £0.00a

P. cubana 27.72 £7.05d 76.07 £0.71b
Testigo 0 +0.00e 0 +0.00c

Medias con letra diferente en la misma columna son significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

En algunos tratamientos, la efectividad de los extractos etandlicos en la esporulacion y
germinacion de esporas no se evalué porque los hongos no esporularon, aun cuando las
cepas se cultivaron en medios especificos para su esporulacion (Carvalho et al., 2008).

En cuanto a la esporulacion y germinacion de conidios, se estimo con los extractos de C.
jamaicensis, C. chichenensis, A. gaumeri, M. depressa (R) y M. depressa (T) inhibicion del
100 % contra F. equiseti (ITC FO1) y C. lunata (ITC C02). El extracto de P. cubana
inhibié en un 100 % la esporulaciéon y germinacion de conidios de F. equiseti (ITC FO1)
pero no fue igual de efectivo contra C. lunata (ITC C02) porque en este hongo, el extracto

inhibié un 56 % la esporulacion y un 94 % la germinacion de esporas. Con lo que se
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1 demuestra la selectividad antifingica del extracto. Para propositos de control, es importante
2 que los productos antifungicos impidan esta fase del ciclo de vida; claves en la
3 reproduccion y diseminacion de los hongos (Bautistaet al., 2004). Estudios previos
4  reportaron con el extracto etantlico de A. gaumeri una inhibicién en la esporulacion y en la
5 germinacion de conidios de 78 % y de 69 %, respectivamente contra A. chrysanthemi
6 (Vargas- Diaz et al., 2014). Mientras que contra Colletotrichum sp. y Fusarium sp. fue
7 efectivo en un 50 % (Gamboa-Angulo et al., 2008).

8 Cuadro 5. Efectividad extractos vegetales sobre la inhibicion de la esporulacion de
9  Fusarium equiseti (ITC FO1) y Curvularia lunata (ITC C02)

Especie de hongo

=xtracto F. equiseti (ITC FO1) C. lunata (ITC C02)

A. gaumeri 100 +0.00a 100 +0.00a

C. chichenensis 100 +0.00a 100 +0.00a

C. jamaicensis 100 +£0.00a 100 +0.00a

M. depressa (R) 100 £0.00a 100 +0.00a

M. depressa (T) 100 +0.00a 100 +0.00a

P. cubana 100 £0.00a 56.25 £1.70b
Testigo 0 +0.00b 0 +0.00c

10 Medias con letra diferente en la misma columna son significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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Cuadro 6. Efectividad extractos vegetales sobre la germinacion de conidios de Fusarium
equiseti (ITC FO1) y Curvularia lunata (ITC C02)

Especie de hongo

Extracto
F. equiseti (ITC FO1) C. lunata (ITC C02)

A. gaumeri 100 +0.00a 100 +0.00a

C. chichenensis 100 £0.00a 100 £0.00a

C. jamaicensis 100 £0.00a 100 £0.00a

M. depressa (R) 100 +0.00a 100 +0.00a

M. depressa (T) 100 +0.00a 100 +0.00a

P. cubana 100 +£0.00a 94.04 £1.19b
Testigo 0 +0.00b 0 +0.00¢

Medias con letra diferente en la misma columna son significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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2.4 CONCLUSIONES

Las semillas de C. chinense tuvieron mayor nimero de crecimiento fungico y los hongos
con mayor frecuencia sin importar la especie de chile fueron Aspergillus sp. vy

Cladosporium sp.

La capacidad inhibitoria in vitro de extractos etanolicos de A. gaumeri, M. depressa (R)
y M. depressa (T) fue mayor que la capacidad inhibitoria de los extractos de C.
chichenensis y C. jamaicensis, ya que los primeros inhibieron el crecimiento micelial,
esporulacion y germinacion en F. equiseti (ITC FO1) y C. lunata (ITC C02), mientras que
los extractos de C. chichenensis y C. jamaicensis solo inhibieron el crecimiento de C.

lunata (ITC C02).

Los extractos etandlicos de M. depressa (T), M. depressa (R), C. jamaicensis, C.
chichenensis y A. gaumeri mostraron un efecto antifungico de 100 % contra F. equiseti

(ITC FO1) y C. lunata (ITC C02) aisladas de semillas de Capsicum spp.

No se registro actividad antifangica de los extractos en su fase acuosa.
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ANEXO GENERAL

ANEXO 1. Hongos saprofitos o secundarios, aislados de semilas de chile y su

identificacion morfotaxondmica.

Hospedante Cepa Identidad

Capsicum annuum Chaetomium sp.

Capsicum annuum Penicillium sp.

Capsicum chinense

Capsicum annuum Aspergillus sp.

Capsicum chinense




Capsicum annuum

Capsicum annuum

Beltrania sp.

Cladosporium sp.
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ANEXO 2. Hongos Fitopatogenos, aislados de semilas de chile y su identificacion

morfotaxondmica.

Hospedante Cepa Identidad

Capsicum annuum Curvularia lunata

Capsicum chinense

Capsicum annuum Fusarium equiseti
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Anexo 3. Efecto de los extractos etanolicos en el crecimiento micelial de Curvularia lunata

(Izquierda: Testigo), (Derecha: Extracto etandlico).

Calea jamaicensis

Croton chichenensis

Paratesis cubana
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Mosannona depressa (Raiz)

Mosannona depressa

(Tallo)

Acalypha gaumeri
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Anexo 4. Efecto de los extractos etandlicos en el crecimiento micelial de Fusarium equiseti

(Izquierda: Testigo), (Derecha: Extracto etanélico).

Acalypha gaumeri

Calea jamaicensis
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Croton chichenensis

Paratesis cubana

Mosannona depressa (Raiz)

Mosannona depressa

(Tallo)
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Anexo 5. Efecto de los extractos etanodlicos en la esporulacion de Curvularia lunata

(Izquierda: Testigo), (Derecha: Extracto etandlico).

Parathesis cubana
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