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Resumen

Se prob6 el efecto antifingico de extractos de tartago, Ricinus communis
L.; albahaca, Ocimum basilicum L.; mastuerzo, Lepidium virginicum L.; ajo,
Allium sativum L.; nim, Azadirachta indica A. Juss y los fungicidas benomil
(Benlate) e iprodione (Rovral) sobre el crecimiento micelial in vitro de Sclerotium
rolfsii y Thielaviopsis basicola. Hipoclorito de sodio al 3% y agua destilada
estéril fueron utilizados para la desinfeccion y el lavado de las partes vegetales.
Para la obtencidén de los extractos acuosos, los materiales fueron macerados, el
extracto filtrado con papel Whatman N° 1 y luego esterilizado con filtros Milipore
de 0,45 mu. Todos los extractos y fungicidas probados manifestaron algin tipo
de actividad inhibitoria sobre el crecimiento micelial de Sclerotium rolfsii y
Thielaviopsis basicola, en medio papa dextrosa (PD), resultando en el caso del
ajo, una inhibicién total del crecimiento hasta los 7 dias. Benomil y ajo reduje-
ron el crecimiento de Thielaviopsis basicola virtualmente a cero durante 21
dias. Diferencias significativas fueron encontradas con iprodione (79%), benomil
(54,1%) y tartago (8,3%), en relacién al testigo. El nimero de esclerocios fue
menor en los tratamientos ajo, nim y benomil en comparacién con el testigo
(27,6; 49,3; 68,3 esclerocios vs 143,5 esclerocios ). Segin estos resultados el ajo
podria considerarse como una alternativa a ser incorporada en una estrategia
de manejo de estos hongos.
Palabras clave: Extractos vegetales, fungicidas, crecimiento micelial,
Sclerotium rolfsii, Thielaviopsis basicola.
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Introduccion

En los Gltimos anos, la sociedad
mundial ha priorizado los aspectos
ambientales, conduciendo muchas in-
vestigaciones hacia el descubrimien-
to de nuevas materias bioactivas que
puedan ser empleadas en el manejo
integrado de plagas, con menos efec-
tos negativos al ambiente por tratar-
se de productos naturales (4, 5, 15).

La producciéon de sustancias
bioactivas o metabolitos secundarios
por las plantas ocurre a través de di-
ferentes vias metabdlicas, generando
gran numero de compuestos, muchos
de los cuales sélo son detectados en
un determinado grupo de plantas y en
concentraciones variables. La canti-
dad y composicién de esta clase de
compuestos es muy variable y depen-
de del tipo de tejido, edad de la plan-
ta, su habitat y el tipo de suelo (7).
Muchos de estos compuestos son pro-
ducidos y almacenados en tejidos jo-
venes, particularmente en hojas o te-
jidos productivos como flores y semi-
llas. (Citado por Costa Mauro J. N. et
al.2001) (6). Numerosos estudios han
constatado que muchos de estos com-
puestos afectan importantes funcio-
nes en los vegetales, ya que pueden
actuar en la preservaciéon de la inte-
gridad de las plantas, contra el ata-
que de enemigos, como nematodos,
bacterias, hongos, insectos y herbivo-
ros o en la atraccién de polinizadores
y dispersores de semillas (3, 7).

Los cultivos se ven constante-
mente amenazados por las enferme-
dades, originadas por agentes infec-
cilosos que atacan a los diferentes 6r-
ganos de las plantas: raiz, tallo, ho-

jas, inflorescencias y frutos, donde la
severidad del dafio depende de la sus-
ceptibilidad de éstos y las condiciones
ambientales favorables que permiten
el rapido desarrollo de organismos
fitopatdgenos.

Muchos de los hongos que oca-
sionan infecciones en las plantas son
parasitos facultativos que viven en el
suelo y algunas de las enfermedades
mas destructivas son causadas por
ellos. Las raices de las plantas son las
mas atacadas, sobre todo en suelos
muy himedos, pudiendo ser también
afectadas hojas, tallos, frutos, semi-
llas, las cortezas y madera central de
arboles (1).

En su intento para reducir el
dafio que estos organismos le ocasio-
nan a las cosechas, el hombre ha pro-
vocado desequilibrio, desde el punto de
vista ecolégico, debido a que en su lu-
cha por controlarlos, también le causa
dafios a la fauna benéfica reguladora
y, desde el punto de vista ambiental,
genera contaminacion del agua, suelo
y de los productos que son consumidos
por la poblacién (7, 13, 21).

Entre los patégenos que causan
estas afecciones estan los hongos de
los  géneros Sclerotium y
Thielaviopsis, capaces de originar
pérdidas en la produccién debido a los
dafos que causan a diferentes culti-
vos (1, 12).

S. rolfsii puede ocasionar mar-
chitez y pudricién de raices en una
amplia gama de hospedantes. El hon-
go puede sobrevivir, en forma de
esclerocios, tanto en el suelo como en
restos de cultivos por largo periodo,
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siendo ésta la principal fuente de
ino6culo para el cultivo siguiente (11).
La pudricién negra de la raiz ocasio-
nada por 7. basicola, esta muy distri-
buida, afectando hortalizas, diversos
cultivos anuales, frutales y ornamen-
tales, ocasionando pérdidas importan-
tes en condiciones de temperatura
frescas y alta humedad en el suelo (1).

Los diversos métodos de control
disponibles, especialmente el control
quimico, presentan problemas en
cuanto a eficiencia, costo e impacto
negativo al ambiente (12).

En virtud de esta situacién se ha
trabajado en la bisqueda de otras al-
ternativas para el control de estos
hongos en el campo, como el control
bioldgico, cuya principal propiedad es
la estabilidad ecolégica. Este medio
ofrece grandes perspectivas para mi-
nimizar el efecto de las enfermedades
en la produccién agricola, sin agudi-
zar los problemas de contaminacion
ambiental que amenazan el balance
ecologico en el presente y en el futuro
inmediato. (4, 7, 22).

A nivel mundial, se han realiza-
do varios trabajos que demuestran la
acciéon antifungosa de algunos extrac-
tos vegetales tanto a nivel foliar como
a nivel del suelo (2, 4, 5, 14, 16, 17,
19, 20, 22).

En la evaluacién in vitro del

efecto de extractos acuosos y del acei-
te de nim sobre Sclerotium rolfsii,
Singh et al. (17) observaron que el cre-
cimiento del hongo fue inhibido com-
pletamente cuando se us6 el aceite de
nim en concentraciones de 1.500,
2.000, y 5.000 ppm. Cuando se us6 el
extracto de pulpa del fruto, la concen-
tracion requerida para inhibir el cre-
cimiento fue de 12.000 ppm y en el
caso de extractos de hojas, la inhibi-
cién del crecimiento del hongo, de
manera completa, se logré con la uti-
lizacién de 10.000 ppm).

Delp y Klopping (8) reportan el
uso de benomil en el control de S.
rolfsii, pero con efectos muy pobres.
Por otro lado Edginton et al. (9) sena-
lan al benomil como altamente téxico
para T. basicola, in vitro, con un LDs
de 0,2 ppm.

A pesar de existir en Venezuela
una gran cantidad de especies de
plantas, los estudios orientados a de-
tectar y entender los efectos de sus-
tancias, producto del metabolismo
secundario, sobre los hongos, son es-
casos. En tal sentido, el presente tra-
bajo tuvo como objetivo evaluar, in
vitro, el efecto de diferentes extractos
vegetales y productos quimicos sobre
el crecimiento micelial de los hongos
Sclerotium rolfsii y Thielaviopsis
basicola.

Materiales y métodos

Preparacion de los extractos
Muestras de hojas frescas de
mastuerzo, Lepidium virginicum L.y
de albahaca, Ocimum basilicum L.;
semillas maceradas de nim,
Azadirachta indica A. Juss. y de
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tartago Ricinus communis L. y bul-
bos de ajo, Allium sativum L.
descascarados, previamente desinfec-
tadas externamente con hipoclorito de
sodio al 3% y lavadas con agua desti-
lada estéril, fueron maceradas en un
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mortero con 100 ml de agua destilada
estéril. El extracto obtenido fue filtra-
do con filtro Whatman N° 1 y esterili-
zado por filtracién, con filtros
Millipore de 0,45 m .

Los fungicidas sintéticos fueron
disueltos en agua destilada estéril,
utilizando dosis de 2,5 g de benomil
P.Cy 3,0 g deiprodione P.C., por litro
de agua.

Obtencioén de los patogenos

Con la finalidad de obtener el
material necesario para la prepara-
cién de los tratamientos, se utilizaron
cepas de S. rolfsii y T. basicola de la
coleccion de fitopatégenos del CIAE
Lara, que crecieron por 15 dias en pla-
cas petri con agar-papa-dextrosa
(APD) en condiciones de laboratorio
(22°C- 29°0C).

Tratamientos

A partir de las placas previa-
mente preparadas, se seleccionaron,
en el caso de S. rolfsii, esclerocios
maduros, colocandose 3 esclerocios en
cada tubo que contenia 10 ml de me-
dio liquido papa-dextrosa (PD) verti-
do con un dispensador de medios y 5
ml de cada extracto o producto qui-
mico, agregado con la ayuda de una
pipeta. Para el hongo 7. basicola, a
cada tubo que contenia 10 ml del me-
dio PD y 5 ml de cada extracto o pro-
ducto quimico, vertidos como se men-
ciond, se agregdé 1ml de una suspen-
si6n acuosa de 4-5 x 10° conidios/ml.
Los tratamientos evaluados fueron: 1)
papa dextrosa (PD) + agua destilada

estéril (testigo); 2) papa dextrosa (PD)
+ extracto acuoso de hojas de albaha-
ca (30 g/l); 3) papa dextrosa (PD) +
extracto acuoso de semillas de nim (30
g/l); 4) papa dextrosa (PD) + extracto
acuoso de bulbos de ajo (5 g/l); 5) papa
dextrosa (PD) + extracto acuoso de
hojas de mastuerzo (30 g/l); 6) papa
dextrosa (PD) + extracto acuoso de
semillas de tartago (30 g/l); 7) papa
dextrosa (PD) + benomil (2,5 g/l) y 8)
papa dextrosa (PD) + iprodione (3,0
g/l); disponiéndose de tres tubos de
ensayo por tratamiento, con tres re-
peticiones, para un total de 72 tubos.

De acuerdo a la metodologia pro-
puesta por Singh et al. (17), la deter-
minacién del crecimiento del hongo se
hizo alos 7, 14 y 21 dias de sembrado
en el medio PD. Para ello se filtraron
los tratamientos con filtros Whatman
N° 1, se dejo6 secar el micelio del hon-
go por 24 h a 70°C en estufa y poste-
riormente fue pesado. También se con-
td, en el caso de S. rolfsii, el nimero
de estructuras de resistencia o
esclerocios formados en cada tubo, en
los diferentes tratamientos y para 7.
bassicola, se hizo contaje de
germinacién de los conidios, en cada
tratamiento, con ayuda de la cAmara
de Neubawer.

Se utilizé un arreglo completa-
mente aleatorizado y para su anali-
sis se hizo la transformacién de datos
por la férmula V1 + x y la compara-
ci6én de medias segin Newman Keuls
al 5%.

Resultados y discusion

En la figura 1 se muestra el cre-
cimiento del hongo Sclerotium rolfsii
en el medio papa dextrosa (PD), con

los extractos naturales y los
fungicidas sintéticos.
De acuerdo con estos resultados se
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Figura 1. Crecimiento micelial (g) del hongo Sclerotium rolfsii en medio
Papa Dextrosa (PD) con extractos vegetales y fungicidas

sintéticos.

observa que a los 7 dias todos los extrac-
tos y fungicidas inhibieron o retrasaron
el crecimiento del hongo en comparacién
con el tratamiento testigo; resultando en
el caso del ajo una total inhibicién del
crecimiento del mismo durante ese pe-
riodo.

Estos resultados concuerdan con
lo obtenido por otros autores, quienes
han sefialado el efecto inhibidor del
extracto de ajo sobre el crecimiento de
diferentes hongos como: Rhizoctonia
solani, Alternaria spp y Curvularia
spp, cuando utilizaron concentracio-
nes variables entre 8 y 50 g/1 (2, 10).

El efecto inhibitorio de los ex-
tractos vegetales y de los fungicidas,
sobre el crecimiento de S. rolfsii fue
variable en el tiempo. Cuando se com-
paran los efectos de los extractos ve-
getales que causaron una mayor in-
hibicién del crecimiento de S. rolfsii.
(mastuerzo, nim, ajo) con relacién a
los fungicidas, se puede observar que,
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estos ultimos, s6lo fueron superados
al inicio del experimento (7 dias), re-
duciéndose a partir de ese lapso, la
capacidad inhibitoria de los extractos.
Esto podria sugerir la necesidad de
utilizar concentraciones mayores; a
fin de prolongar su efecto (figura 1).
Es probable que el corto periodo
de inhibicién del crecimiento de S.
rolfsii, en el caso del extracto de ajo,
esté relacionado con la baja concen-
tracién utilizada (5 g/l) en compara-
cién con concentraciones de 8, 10 y 50
g/l, utilizada en otros trabajos donde
se ha evaluado este producto como
fungitéxico (2, 10); no obstante, a los
14 dias, cuando cesa este efecto inhi-
bitorio sobre el crecimiento del hon-
go, se evidencia un crecimiento aun
mayor que en el testigo. Por otro lado,
en el caso del nim los resultados po-
drian estar relacionados con la con-
centracion del aceite extraido de la
semilla en la emulsién obtenida, como
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consecuencia del método de extraccién
utilizado, resultados mas eficientes se
han obtenido con el uso de aceite de
mayor pureza y concentracién utili-
zando un equipo Soxhlet para su ob-
tencién (17).

A los 21 dias del experimento,
se observé un menor crecimiento en
los tratamientos iprodione, benomil y
tartago, con una inhibicién del mis-
mo de 79,1%; 54,1% y 8,3%, respecti-
vamente, sin embargo, el tartago, no
mostré diferencias significativas con
el testigo, ni con los tratamientos nim,
mastuerzo y albahaca (figura 1).

De manera general, el efecto in-
hibitorio del crecimiento de S. rolfsii,
por parte de los diferentes extractos
vegetales y fungicidas sintéticos fue
disminuyendo en el tiempo, observan-
dose en el caso especifico de estos ul-
timos, un mayor efecto sobre la reduc-
cién del crecimiento por parte del
iprodione con respecto al benomil, es-
tos resultados no concuerdan con las

observaciones de Delp y Klopping (8)
quienes reportan un pobre efecto de
Benomil sobre S. rolfsii (figura 1).

La informacién referida al pro-
medio de esclerocios maduros a los 21
dias del experimento, refleja un me-
nor numero de ellos en los tratamien-
tos ajo, nim y benomil (27,67; 49,33 y
68,25 esclerocios, respectivamente)
inferior al testigo (143,5) y
significativamente inferior al trata-
miento con tartago (157,0). Este as-
pecto es de mucha importancia, si se
considera que éstas son las estructu-
ras de resistencia del hongo que le
permiten sobrevivir bajo condiciones
adversas y que por lo tanto es necesa-
rio tomar en cuenta a la hora de dar
recomendaciones para su manejo, es-
pecialmente si observamos que en to-
dos los tratamientos se formaron
esclerocios viables (figura 2).

La figura 3 muestra el creci-
miento del hongo Thielaviopsis
basicola en el medio PD con diferen-
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Figura 2. Formacion de esclerocios de Sclerotium rolfsii en medio
papa-dextrosa (PD) con extractos vegetales y fungicidas
sintéticos a los 21 dias de incubacién.
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Figura 3.

Crecimiento micelial (g) del hongo Thielaviopsis basicola en

medio Papa Dextrosa (PD) con extractos vegetales y

fungicidas sintéticos.

tes tratamientos de extractos vegeta-
les y el fungicida benomil. De acuer-
do con estos resultados, hasta los 21
dias, todos los tratamientos redujeron
el crecimiento micelial del hongo, com-
parado con el testigo. Durante el mis-
mo periodo, el crecimiento fue virtual-
mente cero para los tratamientos
benomil y ajo, asi mismo estos trata-
mientos provocaron la menor
germinacion de conidios del hongo (fi-
gura 4). Singh (1990) también obser-
v6 efectos inhibitorios del ajo sobre la
germinacién de conidios de varias es-
pecies de Fusarium 'y de
Colletotrichum, mientras que otros
autores no encontraron efecto sobre
la germinacién de conidios de
Curvularia sp y Alternaria sp (2,18).

En el caso de benomil, la inhibi-
ci6n del crecimiento de T basicola fue
casi total, resultados que concuerdan
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con los observados, in vitro, por
Edginton y colaboradores (1970), quie-
nes reportan al benomil como alta-
mente toxico para este hongo, en con-
centracién de hasta 0,2 ppm (9) (figu-
ra 3). De manera general, los resulta-
dos obtenidos in vitro en este estudio,
evidencian la presencia de diferentes
sustancias fungitéxicas inhibidoras
del crecimiento de S. rolfsii y T.
basicola en las especies de plantas y
partes de éstas utilizadas. Se requie-
ren estudios adicionales con diversas
concentraciones de estos productos, in
vitro, asi como la incorporacién de
otros, y la definiciéon de una estrate-
gia de aplicacion adecuada a nivel de
campo, considerando las caracteristi-
cas de la actuacién de cada uno de
estos hongos y las condiciones que fa-
vorecen el desarrollo de las enferme-
dades causadas por ellos.
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Figura 4. Germinacién de conidos del hongo Thielaviopsis basicola en
medio papa dextrosa (PD) con extractos vegetales y fungicidas

sinteticos.
Conclusiones

A los 21 dias de sembrado en se redujo en los tratamientos con
medio papa dextrosa (PD), se encon- benomil y con los extractos de nim y ajo.
tré reduccion del crecimiento micelial Todos los tratamientos reduje-
de Sclerotium rolfsii con iprodione, ron el crecimiento micelial y la
benomil y extracto de Tartago. germinacion de conidios de

Elntmero de esclerocios formados, Thielaviopsis basicola.
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