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RESUMEN

La forma más común de combatir a Mycosphaerella fijiensis Morelet, es el uso de fungicidas químicos, lo que ocasiona problemas de contaminación ambiental, resistencia por parte del organismo causante de la enfermedad y malformaciones e intoxicación en humanos y animales. 
El objetivo principal de esta investigación es determinar el potencial de productos alternativos de origen vegetal para el manejo de la Sigatoka negra, mediante la evaluación de  productos a base de extractos de  cítricos y  neem en medios de cultivo necesarios para el desarrollo del patógeno. 

La toma de datos se realizó, en evaluación de la germinación de ascosporas (crecimiento del tubo germinativo), biomasa hifal (peso del micelio) y diámetro de colonias en medios sólidos y líquidos en condiciones controladas. 

Para validar la hipótesis que los productos comerciales a base de extractos de cítricos y Neem tienen un efecto directo fungicida o fungistático sobre el desarrollo de M. fijiensis y alcanzar los objetivos propuestos se utilizó un modelo experimental diseño completamente al azar (DCA) donde los tratamientos son: 0.1; 0.3; 0.5; 1; 3; 5; 10; 30 ppm, además de establecer un control absoluto, en el análisis de estos datos se utilizó un ANOVA de dos colas, así como la prueba de significancia de Tukey y medidas de tendencia central que determina la diferencia entre los tratamientos. Para la obtención de los datos de los ensayos estudiados se utilizaron tablas Probit y en la estimación de la dosis letal media (DL50) se utilizó el método de regresión lineal simple.  
Tanto los productos a base de extractos de neem como los de extractos de cítricos tuvieron mayor efecto a mayor concentración tanto el uno como el otro, el efecto  de los productos a base de extractos de neem y extractos de cítricos inhiben a M. fijiensis directamente proporcional.

 La dosis letal media (DL50) del extracto de neem es de 1.03 ppm por el método de filtración y en el extracto de cítricos la dosis letal media (DL50) se encuentra entre las dosis 0.1 y 0.3ppm.
Se recomienda realizar ensayos con el hospedero en condiciones semicontroladas (invernadero) tomando en cuenta la dosis letal media (DL50), con el extracto de neem  ensayos tomando en cuenta la dosis letal media (DL50)
Validar en campo los resultados obtenidos bajo condiciones semicontroladas (invernadero) utilizando las concentraciones que tuvieron buenos resultados y realizar ensayos en el campo en zonas geográficas que presenten alta humedad relativa y  temperatura elevada.
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INTRODUCCION

El banano es una monocotiledónea del género Musa spp. Originaria del sureste de Asia, desde donde se extendió a diferentes partes del mundo como consecuencia de la migración del hombre [66].

El cultivo del banano es uno de los más importantes a nivel mundial, por ser el alimento básico de millones de personas en los países tropicales en vías de desarrollo y constituye una importante fuente de ingreso para los mercados locales e internacionales [43].

El banano, junto con el arroz, trigo y maíz, se encuentra entre los cultivos de mayor importancia para la seguridad alimentaria a nivel mundial. En el Ecuador, existen alrededor de 180.000 hectáreas dedicadas al cultivo de banano y plátano, productos que son en su mayoría exportados [65].

En el 2007 la exportación de banano contribuyó con el 55% de los ingresos totales de las exportaciones tradicionales [65]. Sin embargo, estos cultivos se han visto directamente afectados por la enfermedad denominada Sigatoka negra causada por el hongo M. fijiensis.

La Sigatoka negra es una enfermedad de tipo foliar que causa daños severos y directos al tejido fotosintético del banano y además indirectamente provoca la maduración prematura de la fruta, obteniendo así pérdidas que pueden registrar desde un 30 a 100% en la producción final [25,94]. 

Reportada en Honduras en 1972, luego se diseminó por todo el continente americano, siendo su principal medio de diseminación el transporte de material infectado sobre todo de un continente al otro, además se disemina por medio del viento y la lluvia que lleva sus esporas a nivel local entre las diferentes regiones de los países productores.

Existen métodos de control de la enfermedad, como el legal, físico, cultural, biológico, y químico; siendo este último el más utilizado en la actividad bananera. Sin embargo, este método es muy cuestionado ya que los problemas de resistencia a las moléculas utilizadas, está en incremento, por tal motivo la eficiencia de esta alternativa de control cada vez es menor. 
Actualmente, los sistemas de producción tienden a ser ecológicos, integrados, utilizando métodos racionales, basados en insecticidas y fungicidas más selectivos, de origen vegetal, los cuales están en armonía con el ambiente. Las especies de plantas representan un potencial para disminuir el uso de agroquímicos, que no solo atentan contra la ecología y la salud, sino que además, permanecen en el medio por años [24].

El campo de la investigación se encuentra en constante avance, en lo que respecta a la búsqueda de nuevas sustancias con propiedades inhibitorias de patógenos, debido a la contaminación ambiental producida por el uso de agroquímico. Asociado a esto, los problemas de resistencia de estos microorganismos y la necesidad de los productores de competir en el mercado nacional e internacional con materiales sin residuos tóxicos, perfilan como una alternativa promisoria el desarrollo y uso de fungicidas botánicos para el control de Sigatoka Negra [73]. 

Por esta razón, el objetivo principal de este estudio hace referencia a la determinación del potencial de productos alternativos para el manejo del control de la Sigatoka Negra. Así mismo, se debe complementar esta opción con la aplicación de técnicas biológicas, lo que repercutirá favorablemente en los estudios epidemiológicos y en la definición de estrategias de control de la enfermedad, que sin duda estarán basadas en un manejo integrado amigable de los diferentes métodos.

CAPÍTULO  1

1. GENERALIDADES 

Las manchas de las hojas de los bananos y plátanos causadas por Mycosphaerella fijiensis Morelet, agente causal de la Sigatoka negra o raya negra y por Mycosphaerella musicola Leach ex Mulder, el agente causal de la Sigatoka, pueden considerarse desde el punto de vista económico las dos  enfermedades más serias del género Musa.

Ambos patógenos atacan las hojas dando lugar a necrosis, a la disminución del tejido con actividad fotosintética y de los rendimientos brutos. Causan además la madurez prematura de los frutos, lo cual representa pérdidas importantes del rendimiento neto exportable [135].
Los costos de producción en las áreas de Sigatoka negra han aumentado en más de cuatro veces en relación con los de Sigatoka amarilla. En el Ecuador existen más de 200.000 Ha de banano ubicadas principalmente en la región Litoral o Costa, particularmente en las provincias de Los Ríos (45.000 Ha), Guayas (43.000 Ha) y El Oro (44.000 Ha); unas con alta tecnología y otras de mediana a baja tecnologías [61].

La variabilidad del clima ha hecho que la Sigatoka negra tenga un comportamiento diverso, por lo que la enfermedad ha sido más severa en las plantaciones comerciales de la provincia de Los Ríos, en la de El Oro. Después de la presencia de la corriente de El Niño en el Ecuador en el año 1998, la Sigatoka negra incrementó su severidad y como consecuencia de ello, muchos programas de control de la enfermedad fracasaron; las bananeras virtualmente se quemaron, perdiéndose mucha fruta para la exportación, con consecuencias económicas graves para la economía de los productores [44].

A diferencia de otros países exportadores de banano, la producción bananera en el Ecuador no está en manos de las empresas multinacionales, el 80% de la producción proviene de los productores.


La industria bananera ecuatoriana genera en promedio 20 millones de dólares semanales siendo el soporte directo de más de 200.000 personas, constituyéndose como una fuente de trabajo y de ingresos para miles de familias tanto del campo como de la ciudad, que laboran en las diferentes actividades, que van desde la siembra, el manejo y control fitosanitario de las plantaciones, llegando al corte y traslado de la fruta a las empacadoras [98].

1.1. Antecedentes
La Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) es la enfermedad más importante que afecta la producción comercial de bananos y plátanos (Musa spp.) en la mayoría de las regiones productoras del mundo [85,134]. La enfermedad es originaria del sudeste asiático y en el continente americano, se identificó por primera vez en Honduras en el año de 1972 [136], desde donde se diseminó a todos los países bananeros de América Central, América del Sur, América del Norte y algunas islas del Caribe [84,136].

La Sigatoka negra ha ocasionado graves pérdidas en la producción comercial de bananos y ha modificado el manejo de las plantaciones, principalmente los programas de control químico. Esto ha traído como consecuencia un incremento en los costos de producción del cultivo. En la actualidad, el combate de la Sigatoka negra en bananos depende principalmente de la aplicación continua de fungicidas [84,85,101], con las consecuencias fuertemente documentadas, como es el caso de pérdida de sensibilidad de M. fijiensis a diversos grupos químicos [84],  contaminación ambiental y residuos en frutos [57]. Esta situación, hace necesario la búsqueda de nuevas alternativas amigables con el medio ambiente. 

1.2. Justificación

La M. fijiensis es una enfermedad capaz de producir una mayor cantidad de ascosporas, formas sexuales de reproducción y su esporulación por el envés de la hoja crea un patrón de infección a lo largo de la nervadura central que dificulta su control.

El tema propuesto se enmarca dentro del ámbito de la sanidad vegetal. Actualmente, los sistemas de producción tienden a ser ecológicos integrados, utilizando métodos racionales, basados en insecticidas y fungicidas más selectivos, de origen vegetal, los cuales están en armonía con el ambiente. 
El control químico está basado en aplicaciones de fungicidas protectantes y sistémicos. Sin embargo, la aplicación frecuente de estos fungicidas ha ocasionado la pérdida de sensibilidad del patógeno. 

Por lo anterior mencionado, las especies de plantas representan un potencial para disminuir el uso de agroquímicos, que no solo atentan contra la ecología y la salud, sino que además, permanecen en el ambiente por años [24].

Los problemas de resistencia de estos microorganismos y la necesidad de los productores de competir en el mercado nacional e internacional con materiales sin residuos tóxicos, perfilan como una alternativa promisoria el desarrollo y uso de fungicidas botánicos para el control de Sigatoka negra en el cultivo de banano [73]. Por esta razón, el objetivo de esta investigación hace referencia a la evaluación de extractos vegetales sobre el control de Sigatoka negra. 

1.3. Hipótesis

Los productos comerciales a base de extractos de cítricos y Neem tienen un efecto directo fungicida o fungistático sobre el desarrollo de M. fijiensis
1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general
· Determinar el potencial de productos alternativos de origen vegetal para el manejo del control de la Sigatoka negra 

1.4.2. Objetivos específicos
· Determinar el potencial de las diferentes dosis utilizadas de los extractos de cítricos y  neem sobre ascosporas, peso del micelio y diámetro de las colonias de M. fijiensis
· Determinar la actividad fungicida y fungistática de los productos comerciales en estudio.
CAPÍTULO 2

2. REVISIÓN DE LITERATURA

El cultivo de banano: Origen y distribución.
El banano se origina en el sudeste de Asia, en las junglas de Malasia, Indonesia, y Filipinas, y está distribuido desde África occidental hasta el Pacífico [59]. En Ecuador se encuentra distribuido en el litoral, bajo condiciones agroclimáticas diversas que favorecen la presencia y desarrollo de fitopatógenos que afectan el rendimiento y calidad de la fruta [141].

El banano pertenece al género Musa de la familia Musáceas, orden Gingiberales. El banano se considera una hierba gigante perenne; no posee tronco y en su lugar presenta vainas foliares que forman una estructura llamada pseudotallo, que puede llegar a medir 30 cm de diámetro y alcanzar los 7 m. de altura [75].

Como el resto de las monocotiledóneas, posee un sistema de raíces adventicio que se origina del rizoma. El sistema radical del cultivo de banano es débil. Las hojas son de color verde o amarillo verdoso, sus bordes lisos y sus nervaduras pinnadas. La planta llega a tener de 10 a 15 hojas funcionales durante la floración y de 5 a 10 durante la cosecha. Las flores están agrupadas en racimos de 10 a 20 y protegidas por brácteas de color púrpura [64].
Importancia económica:

El banano es el cuarto cultivo de mayor importancia a nivel mundial luego del trigo, el arroz y el maíz. Es la fruta de mayor exportación en términos de volumen y la segunda, luego de los cítricos, en términos de valor. La quinta parte de la producción mundial de este cultivo es comercializada internacionalmente.

La industria del banano representa una importante fuente de ingresos y empleo para los principales países exportadores de Latinoamérica, el Caribe, Asia y África. Los cuatro países que lideran las exportaciones son Ecuador, Costa Rica, Filipinas y Colombia, mientras que los mayores productores son India, Brasil, China, Ecuador, Filipinas, Indonesia, Costa Rica, México, Tailandia y Colombia [37]. 

La sanidad del cultivo de banano es una de las partes más importantes dentro de la cadena de producción; un mal manejo fitosanitario puede llegar a causar cuantiosas pérdidas económicas y un notable descenso en el rendimiento de la planta. La Sigatoka negra es la enfermedad de la planta de banano más limitante en el trópico Americano, y es causada por el hongo patógeno denominado Mycosphaerella fijiensis Morelet, cuyo ataque deteriora las hojas de la planta, reduce el rendimiento y la calidad de la producción [2].
2.1. Relación Musa-Sigatoka negra
Sigatoka negra en el Ecuador:
En Ecuador se detectó la Sigatoka Negra por primera vez en 1987 en las haciendas Timbre, Flamingo y Victoria, localizadas en la provincia de Esmeraldas. La enfermedad se encuentra en todo el territorio e inclusive en pequeñas áreas cultivadas en las islas Galápagos [95,97]. 

La Sigatoka negra es el principal problema fitopatológico del cultivo de banano y plátano en América Latina, Asia y África. Esta es causada por el hongo ascomiceto M. fijiensis, que entre sus características biológicas se encuentra una alta producción de ascosporas y un alto número de ciclos sexuales. Debido a esto, el patógeno tiene una elevada tasa de colonización de tejidos que le permite predominar sobre otras enfermedades foliares del banano menos agresivas [58].

Altera la fisiología de la planta, reduciendo su capacidad fotosintética al destruir el tejido foliar a través del desarrollo de manchas necróticas que afectan el desarrollo del racimo ocasionando considerables pérdidas en la producción. Causa severos daños en el follaje disminuyendo la respiración y la acción fotosintética de la planta. Como consecuencia hay una reducción del rendimiento entre un 50 y 100% y la maduración prematura de la fruta cosechada [8,62,128].

Agente causal : Mycosphaerella fijiensis
El hongo ascomiceto M. fijiensis es el agente causal de la enfermedad conocida como Sigatoka Negra en banano y plátano. Es un organismo heterotálico con ciclos de reproducción sexual y asexual. El término heterotálico se refiere a una especie constituida por individuos autoestériles (autoincompatibles), que para la reproducción sexual requieren la unión de gametos compatibles, sin considerar la presencia de ambos órganos reproductores, masculinos y femeninos, en el mismo individuo. Pero, puede también referirse a una especie en la cual los sexos se presentan en talos separados, de modo que para efectuar la reproducción sexual se requieren dos talos diferentes [26,65,91]. 

El hongo infecta principalmente a plantas de banano y plátano [26,65,137]. Otros hongos emparentados a M. fijiensis, como M. musicola, conocida por causar la enfermedad llamada Sigatoka amarilla, también es un patógeno importante para la producción bananera, y al igual que M. fijiensis se encuentra ampliamente distribuida en el mundo (Graf 2.1).
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Gráfico 2.1 Distribución mundial de M. fijiensis y M.                     musicola en el mundo.

SN= Sigatoka Negra, SA=Sigatoka Amarilla.

Elaborado por: Mourichon y Fullerton [96].
Ciclo de M. fijiensis en banano
M. fijiensis es el patógeno causante de la Sigatoka negra. Se reproduce tanto sexual como asexualmente. La fase de reproducción asexual se da a partir de las primeras lesiones de la enfermedad, donde se observa la presencia de conidióforos que salen de los estomas, principalmente, en el envés de las hojas (Graf 2.2) [7,46].
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Gráfico 2.2 Ciclo sexual y asexual de M. fijiensis
Elaborado por: La Sociedad Americana de Fitopatología [139].

La fase sexual es la más importante en la reproducción de la enfermedad, porque produce gran cantidad de ascosporas, que se desarrollan en cuerpos fructíferos llamados peritecios. Tanto las conidias como las ascosporas son las estructuras de diseminación de la enfermedad [7,46].
Síntomas de la enfermedad
Los primeros síntomas de la enfermedad de la Sigatoka negra son manchas cloróticas muy pequeñas que aparecen en la superficie inferior de la tercera o cuarta hoja abierta. El color de las rayas va haciéndose más oscuro, algunas veces con un matiz púrpura, y visible en la superficie superior. Cuando el grado de severidad de la enfermedad es alto, grandes áreas de la hoja pueden ennegrecer como se puede observar en la (Graf 2.3) [14].
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Gráfico 2.3 Estadíos del crecimiento de M. fijiensis
Fuente: CIBE-ESPOL
2.1.1. Interacción planta-patógeno 
Dentro de los ecosistemas naturales observamos que no se presenta esto, es debido al equilibro que existe [70].

Los síntomas de Sigatoka negra han sido identificados en especies como Musa balbisiana, muchas subespecies de M. acuminata y clones banano comestibles [47]. El grado de severidad de los síntomas que se presente en las hojas por ataque de los hongos, serán dependientes de la compatibilidad que exista entre las especies de Musa spp. y el hongo [42].

Las plantas poseen varios mecanismos de defensa y los patógenos tienen maneras de evadir o suprimirlos, pero dependiendo de la constitución genética de ambos, la planta hospedera puede llegar a desarrollar otros mecanismos que le permitirán protegerse del ataque de un determinado patógeno [40,71].

Los genotipos de banano fueron agrupados en tres categorías para expresar su grado de resistencia a la Sigatoka: materiales altamente resistentes, que son los que presentan un bloqueo en la expresión de los síntomas y no permiten al hongo esporular; materiales parcialmente resistentes, que son los que muestran un lento desarrollo de los síntomas y los susceptibles, que se caracterizan por el rápido desarrollo de las lesiones necróticas en la hoja [42].

2.1.2. Mecanismos de resistencia de las enfermedades.
Las plantas superiores cuentan con varios mecanismos de defensa que son inducibles al ocurrir las interacciones planta-patógeno. Muchas de estas respuestas son el resultado de la activación en la transcripción de genes específicos [68].

Las muchas interacciones se pueden agrupar en cuatro clases que pueden estar o no relacionadas entre sí. Generalmente, se reconocen los siguientes:

a) Respuestas de defensas tempranas e inmediatas: reconocimiento y señalización intracelular.

b) Respuestas locales de defensa.

c) Respuestas sistemáticas de defensa.

d) Promoción de crecimiento: está asociado al sistema de defensa pero su aporte a los otros mecanismos no es tan claro aún.

a) Respuestas de defensas tempranas e inmediatas: Reconocimiento y señalización intracelular

Estas respuestas de defensa se conocen como una primera línea de defensa debido a la reacción rápida y a su correlación de la inducción subsecuente de otras respuestas de defensa. Algunas de las respuestas que ocurren es el cambio de flujos iónicos (H+, K+, Cl-, Ca2+) a través de la membrana plasmática y la formación de H2O2 tan pronto como 2-5 minutos después de la aplicación de elicitores. El Ca+2 se ha ligado a la fosforilación de proteína. Al mismo tiempo, ocurre una rápida biosíntesis de etileno y la activación transcripcional de genes relacionados a la defensa de las plantas [92].

Estos flujos iónicos, fosforilaciones proteicas y síntesis de especies activas de oxígeno cumplen funciones como componentes que ejecutan señales que activan otros genes de defensa, en lo que sería una segunda línea de defensa [68].

Sin embargo, no en todos los casos se asocia esta señalización con la inducción de respuestas subsecuentes de defensa, como el caso que conlleva a la síntesis de fitoalexinas. Esto indica que pueden existir vías de señalización alternativas [31,39].

Algunos de estos componentes que se forman rápidamente y forman parte de las vías señaladas, pueden participar directamente en la defensa de las plantas contra patógenos. Algunas formas o especies de oxígeno, tales como el anión superóxido (O2-) y peróxido de hidrógeno (H2O2) son citotóxicos y debido al proceso del estallido del oxígeno pueden causar la muerte del patógeno y/o hacer lento el ingreso de éstos, al reforzar la pared celular a través de un enlazamiento cruzado oxidativo de proteínas específicas estructurales [6,18,81].

Estas formas activas de oxígeno pueden contribuir a la muerte celular en el hospedero y se asocian al colapso rápido y a la muerte de las células infectadas, proceso que ocurre durante la reacción de la hipersensibilidad. Por su parte, la reacción de hipersensibilidad parece ser un proceso multicomponente genéticamente determinado, que es poco entendido a nivel molecular. Al parecer este proceso restringe al patógeno al privarlo de los nutrientes requeridos para el crecimiento y desarrollo. El proceso, al parecer, involucra un daño irreversible a la membrana que resulta de un escape de electrolitos y peroxidación de lípidos [9,22]. Esto causa la muerte celular y aislamiento del patógeno, que no llega a producir enfermedad.

b) Respuestas locales de defensa

Esta segunda clase de defensa se asocia también a la reacción de hipersensibilidad. Estas respuestas bioquímicas muchas veces involucran la síntesis de proteínas y son consecuencia de una transcripción por parte de los genes que se activan. Estas proteínas pueden directa o indirectamente restringir el desarrollo de los patógenos invasores. Estos incluyen enzimas claves de metabolismo general de polipropanoides tales como fenil alanina amonioliasa y 4-coumarato: CoA ligasa; innumerables proteínas involucradas en la biosíntesis de fitoalexinas y otros metabolitos secundarios; glicoproteínas ricas en hidroxipolina y proteínas ricas en glicina; proteínas relacionadas a la patogenicidad intra y extra celulares que incluyen quitinasas y 1,3-β-glucanasa, peroxidasa, lipoxigenasa, proteinasa e inhibidores de poligalacturonasa, y proteínas antimicrobiales [107,125,132].

El metabolismo del fenilpropanoide es de mucha importancia ya que de sus tantas vías ramificadas se produce una gran variedad de compuestos con diversas funciones. Estos incluyen pigmentos, antibióticos, protectores de rayos ultravioletas, moléculas y compuestos estructurales tales como lignina, suberina y otros componentes de la pared celular, que la convierten en menos permeable a los patógenos [53].

Las fitoalexinas constituyen un grupo de componentes químicos con alto espectro de actividad antibiótica [90]. Cada especie de planta produce un conjunto característico de fitoalexinas que se derivan de metabolitos secundarios y frecuentemente constituyen  derivados de fenilpropanoide, terpenoides, poliacetilenos [53].

Este tipo de defensa local se da como respuesta rápida y localizada de los mecanismos de defensa en el sitio de ingreso del patógeno, después de un reconocimiento inicial. Por esto se considera como una segunda línea de defensa que es esencial para limitar la invasión a pequeñas áreas de tejido. Aparentemente, en este tipo de respuesta, los niveles inducidos de la expresión genética es lo mismo para todas las células en toda el área afectada y existe una demarcación fija entre células totalmente activadas y aquellas sin afectar [121].

Aún cuando existe una correlación de estas formas de activación de los genes relacionados a la defensa con la reacción de hipersensibilidad, hay pocos datos que muestran una relación estrecha entre los dos mecanismos. Muchos de estos genes relacionados a la defensa pueden ser activados por elicitores que no causan la reacción de hipersensibilidad o se expresan en niveles similares en interacciones compatibles y no compatibles [9,64,124]. 

La reacción de hipersensibilidad solo ocurre en interacciones incompatibles y requiere la presencia de un grupo de genes conocidos como hrp. Los mutantes patogénicos que carecen de estos genes inducen la producción de sustancias relacionadas a la defensa pero no la reacción de hipersensibilidad. Además, aunque existe mucha evidencia de que la reacción de hipersensibilidad es un componente altamente importante de defensa, en muchos casos se observa resistencia independiente de este mecanismo [9]. Se puede deducir entonces que las plantas poseen otras maneras para detener la invasión.

c) Respuestas sistémicas de defensa

El tercer tipo de respuesta de defensa se conoce como resistencia inducida o resistencia sistémicas adquirida (SAR). La infección local por algunos patógenos puede llevar a una resistencia generalizada, aunque se reconoce una serie de elicitores bióticos y abióticos que pueden iniciar el proceso [67].

Este tipo de resistencia es efectiva contra un amplio rango de patógenos, incluyendo virus, bacterias y hongos y puede durar por varias semanas o meses. El mecanismo se ha correlacionado con la activación sistémica de varias respuestas de defensa específicas, por una vía de transducción iniciada localmente en el sitio de ataque del patógeno. Sin embargo, de todos los mecanismos de defensa conocidos, solo algunos se correlacionan con la resistencia inducida.

Este mecanismo se considera como un componente adicional del sistema de defensa de la planta que, al ser dirigido a subsecuentes invasores, se considera como una tercera línea de defensa [66].

De los cambios notados en el proceso de inducción de defensa se encuentra la producción de proteínas relacionadas a la patogénesis.

En tabaco, se reconocen por lo menos nueve familias de genes que se activan sistémicamente como respuesta a la infección local con el virus del mosaico del tabaco [142]. Estos genes codifican proteínas tales como 1.3-ß-glucanasa, quitinasas, proteínas ligadoras de quitinas, proteínas parecidas a la taumatina, y PR1, todos con actividad antifúngica [68]. La aplicación de ácido salicílico y de ácido 1,6-dicloroisonicotínico activó estos mismos genes [66].

En varios estudios, la inducción se restringió a las isoformas acídicas de las proteínas relacionadas a la patogenicidad (PR), sugiriendo que las isoformas básicas no se involucran en la inducción sistémica [19,142]. Sin embargo, la inducción sistémica en la papa, muestra que las isoformas básicas y acídicas se involucran en el proceso [124].

Las reacciones que ocurren varían de acuerdo a la especie. Por ejemplo, en pepino, se forman otros compuestos tales como una quitinasa única de clase III, niveles elevados de peroxidada, glucoproteínas ricas en hidroxiprolina, lipogenasas y ácido salicílico [40,25]. En otros casos, específicamente en melón, tomate y tabaco, se activan inhibidores de proteinasa pero sus funciones en la resistencia no han sido establecidas [48,76,97,113].
d) Promotores de crecimiento

Muchos estudios han ligado el fenómeno de promoción de crecimiento por cierto grupos de organismos esencialmente bacterias saprofíticas, con la inducción de resistencia a hongos, bacterias y virus [50,77,78,143]. Sin embargo, mientras en la inducción clásica se han determinado una serie de reacciones que explican dicho fenómeno, los que explican la promoción de crecimiento no son tan claros. Muchas bacterias promotoras de crecimiento se han asociado con la estimulación de producción de compuestos bioquímicos asociados a la defensa. 

Van Per et al (1991), observaron incrementos en la producción de fitoalexinas en claveles con el uso de Pseudomonas sp. En fríjol, también se han incrementado los niveles de proteínas PR [79], incremento en la actividad de peroxidasa [3], y un incremento en la lignificación [5].

Los mecanismos por los cuales algunos microorganismos causan un incremento en el crecimiento no son claros aún. Algunos han sido propuestos para explicar el fenómeno. Se cree que la promoción de crecimiento se da como una respuesta indirecta al cambiar el balance microbial en la rizósfera [67]. Algunos de los mecanismos involucrados son, por ejemplo, que las bacterias benéficas brindan protección contra patógenos no parasíticos de las raíces, posiblemente mediante el empleo de sustancias antibióticas [21,145]. Estos organismos no parásitos se cree inhiben el crecimiento sin causar síntoma alguno. 

Algunos promotores de crecimiento también cuentan con sideróforos quelantes de hierro [68], otros producen HCN, que está implicado en la supresión de bacterias deletéreas [127].

Otro mecanismo es el de producción de sustancias que promueven el crecimiento, incluyendo reguladores de crecimiento como giberelina [22], o auxinas [87]. Algunas bacterias también pueden transformar minerales no disponibles y compuestos orgánicos en formas disponibles a la planta [11]. En algunos casos, especies como Bacillus polymyxa, B. racemosus y B. circulans logran fijar nitrógeno libre en condiciones anaeróbicas [88,115].

La forma como se asocian los organismos promotores de crecimiento a la defensa de la planta se puede colocar en dos grupos principales: los que controlan enfermedades por antagonismo y los que controlan enfermedades por mecanismos que no involucran la producción de compuestos tóxicos. En este último se incluyen los que compiten por sustrato o sitio y los que inducen resistencia.
CAPÍTULO 3
1. MANEJO DE LA ENFERMEDAD

1.1. Control genético
La Sigatoka negra se favorece por la  alta susceptibilidad de los principales clones de banano y plátano utilizados en explotaciones comerciales, lo que dificulta el manejo del problema. Por ello, la  resistencia genética es una de las mejores alternativas para su control. Sin embargo, la obtención de materiales resistentes a la sigatoka negra con características de rendimiento y calidad aceptables, es un trabajo difícil y lento [122,123].
Se han requerido no menos de 35 años de esfuerzos intensivos y costosos de mejoramiento genético a cargo del fondo Hondureño de Investigación Agrícola (FHIA), antes de que el primer híbrido comercial resistente a la sigatoka negra fuera desarrollado y sembrado por los agricultores [122,123].

Los diploides agronómicamente mejorados que se usan en la actualidad en forma extensiva en el programa de la FHIA son: SH-3142, como fuente de resistencia al nematodo barrenador; SH-3362, son resistentes a la Raza 4 del Mal de Panamá y SH-3437 como fuente de resistencia a la Sigatoka negra y a Pratylenchus sp. Estos tres diploides son a su vez resistentes a la raza más común (raza 1) del Mal de Panamá. Actualmente, en Cuba, se encuentran en producción alrededor de 4.000 hectáreas de FHIA-03; 1900 de FHIA-23 y 900 de FHIA-18, informándose que estas plantaciones no reciben ningún tratamiento químico para el control de Sigatoka negra y muestran un buen desempeño [109]. 

El mejoramiento genético de las variedades comerciales o el desarrollo de nuevas variedades puede ser una alternativa, sin embargo, el acceso a estos materiales a corto plazo es poco viable. Syngenta optó por desarrollar un nuevo concepto en el manejo de las enfermedades de los cultivos, tratando de fortalecer la parte inmunológica de las plantas, usando la base genética de las mismas como fundamento de las estrategias de control [82].

1.2. Control biológico

Sobre este método ya se han realizado algunas investigaciones que demuestran su potencial como parte del manejo integrado de la sigatoka negra. Sin embrago, aún se necesita estudiar y comprender algunos aspectos de la biología de los microorganismos antagonistas empleados en este tipo de control [18].

En estudios realizados, a nivel de invernadero y con inoculación natural de la enfermedad, se observó que Serratia marcences logra controlar el desarrollo de la enfermedad de manera satisfactoria [93]. 

Así mismo, se identificó, bajo condiciones in vitro, cuatro cepas bacterianas de microorganismos productores de glucanasa con un carácter antagonista hacia M. fijiensis afectando en forma negativa, la germinación y longitud del tubo germinativo [138]. 

En el control biológico de la sigatoka negra es un método con pocas probabilidades de éxito pues, la alta virulencia y corto periodo de incubación de M. fijiensis, ponen en desventaja a las poblaciones del agente antagonista [50].
1.3. Control cultural
Estas prácticas están dirigidas principalmente a  reducir la fuente de inoculo del patógeno y son parte fundamental de un programa de manejo integrado de la enfermedad. 

Eliminación total o parcial de hojas afectadas: Esta es la práctica más importante para reducir o eliminar la principal fuente de inoculo [84,85,103]. Esta práctica, en sus diferentes modalidades se conoce como deshoje, poda, despunte o cirugía. El deshoje se considera como una poda de sanidad. Las hojas representan la única fuente de inoculo de la enfermedad, por lo que el manejo de éstas es importante para disminuir la esporulación del patógeno a través del tiempo.

Minicomposteo: Consiste en hacer montones con todos los deshechos de las plantas de banano dentro de la plantación. La hojarasca, porciones de hojas que son cortadas y las plantas eliminadas después de la cosecha son apiladas en montones para provocar una rápida degradación y facilitar que sirvan como aporte de nutrimentos y materia orgánica. Todos los tejidos (hojas y pseudotallo) deben ser cortados para lograr una eficiente descomposición. Los montones de deshechos deben hacerse entre las calles a una distancia de 5 a 6m [103].

Drenaje: Los sistemas de drenaje permiten la rápida eliminación de los excesos de agua dentro del huerto, lo cual además de mejorar el crecimiento del cultivo, reduce las condiciones de alta humedad relativa favorables para el desarrollo del patógeno [48,103].

Manejo del agua y métodos de riego: El riego es una práctica importante en el manejo de las plantaciones de banano y plátano bajo condiciones de trópico seco, ya que gracias a ello se abastece al cultivo del agua necesaria durante la época seca. Con el suministro adecuado de humedad, se desarrollan plantas vigorosas y se mantiene un ritmo de emisión foliar normal en los períodos poco favorables para la enfermedad [100].

Nutrición y fertilidad del suelo: El crecimiento de las plantas de banano y plátano depende de la calidad del suelo. En suelos pobres, la emisión foliar se retrasa y se obtienen plantas más raquíticas. El desarrollo de la Sigatoka negra está estrechamente relacionado al crecimiento de la planta hospedera. Mientras más pobre es el crecimiento, la influencia de la enfermedad es más severa. Para lograr un control efectivo de la enfermedad, se deben optimizar todas las condiciones de crecimiento de las plantas [48].

Densidad de plantación: La alta densidad de siembra de algunos cultivares de banano y plátano es una práctica factible de utilizarse para incrementar la producción por unidad de superficie. La mayoría de los estudios de densidad de plantación, han tenido como objetivo principal evaluar su influencia en el crecimiento y la productividad de estas musáceas [4,12,74].

Control de malezas: Existen reportes generales, donde se señala que un buen control de malezas dentro de las plantaciones permite una aireación adecuada y evita condiciones de alta humedad relativa que favorezcan el desarrollo del hongo. Asimismo, las malezas son nocivas al cultivo de banano y plátano, ya que compiten por agua, nutrientes, espacio y algunas son hospederas [85,101].
1.4. Control químico
En los países donde se ha  presentado la Sigatoka negra, el control químico se ha realizado utilizando fungicidas sistémicos, sistémicos locales y protectantes [28].

Dentro de los métodos de combate de sigatoka negra actualmente usados, el control químico es la alternativa más común en las plantaciones comerciales de banano [101,104,134]. Existe una serie de grupos químicos que son ampliamente utilizados para su combate: 

Fungicidas sistémicos

Estos fungicidas tienen la capacidad de penetrar los tejidos y de ser movilizados a otras partes de las planta, contando con un modo de acción muy especifico que interfiere con la síntesis de los esteroles [28]. 

Estos fungicidas tienen la ventaja de no ser lavados por las lluvias, lo que permite reducir el número de tratamientos anuales y de ser compatibles con soluciones aceitosas y acuosas empleadas como adyuvantes [28]. 

A este grupo de fungicidas pertenecen:

Triazoles: El  modo de acción ocurre en la biosíntesis del ergosterol, pero actúan a un nivel diferente de las morfinas, inhibiendo el proceso de metilación, por lo que son llamados DMi’s (sterol-demethylation-inhibiting) por sus siglas en inglés [85]. 
Benzimidazoles: Actúan en las proteínas globulares de las células, proteína que se encuentra en el citoplasma y es de vital importancia para la formación de la parte  acromática, por lo tanto es un inhibidor de la mitosis. El fungicida más utilizado de este grupo es el Benomil (Benlate) [85].

Estrobilurinas: Son derivados sintéticos de compuestos que se producen naturalmente (Strobilurus tenacellus) con una actividad antifúngica de amplio espectro [52]. El modo de acción sobre un sitio específico se basa en la inhibición de la respiración mitocondrial, del transporte de electrones o de la respiración [16].

El Azoxystrobin es un compuesto ampliamente utilizado en los programas de control de sigatoka negra en la mayoría de las regiones productoras de banano [41,86,104].
Este fungicida sistémico se formula como concentrado emulsionable y posee acción sobre diversos hongos fitopatógenos de importancia económica, entre los que se encuentra M. fijiensis, causante de la Sigatoka negra del banano.
Fungicidas sistémicos locales
Este es un grupo intermedio de fungicidas, los cuales penetran en las hojas pero no se traslocan al resto de la planta. El Tridemorph (Calixin) es el único fungicida utilizado en banano, que se incluye en este grupo. Pertenece a la familia química de las Morfolinas, cuyo modo de acción se encuentra entre los inhibidores de la biosíntesis del ergosterol (EBI’s) [16]. 

Actúa en dos etapas diferentes de la biosíntesis de los ergosteroles, por lo que la generación de cepas resistentes a este fungicida es menos probable. Posee la ventaja de que no se ha encontrado resistencia cruzada a los triazoles, lo que permite que pueda ser empleado en la rotación de fungicidas de modo de acción de distintos [85].

Fungicidas protectantes

La función básica de estos fungicidas es la de prevención, donde la planta es cubierta por el producto, formando una capa superficial sobre las hojas, sin penetrar en ellas. El hongo al ponerse en contacto con el ingrediente activo del fungicida no se desarrolla, por lo tanto, no penetra en las células del tejido foliar [28].

Estos fungicidas se utilizan cuando el porcentaje de infección es bajo, lo que sucede en épocas secas o cuando las condiciones no son lo más favorables. Tienen las desventajas de ser lavados por las lluvias y la distribución en el envés de la hoja es incompleta [85].
Resistencia a fungicidas

Los fungicidas han sido usados por alrededor de 210 años para proteger las plantas contra enfermedades causadas por hongos. El comienzo de la larga escala de aplicación de fungicidas para el combate de enfermedades fungosas está marcado por la mezcla de preparación artesanal de caldo bordelés. Esta preparación contenía una mezcla de sulfato de cobre y cal, que permaneció como el fungicida más usado por más de 50 años [30].
Aspectos generales sobre resistencia
La resistencia a fungicidas se define como el cambio hereditario de una célula fungosa o una población de un hongo a un fungicida, lo que resulta en una sensibilidad menor a lo normal hacia este.

El uso comercial de un fungicida durante algunos años, puede generar poblaciones de patógenos que no son lo suficientemente sensibles para ser controlados adecuadamente. Ellos aparecen generalmente, como una respuesta al uso repetitivo del fungicida o al uso de otros fungicidas químicos relacionados y/o con un mecanismo bioquímico de acción fúngico similar. Las poblaciones del patógeno que desarrollan la resistencia a un fungicida pueden llegar a ser simultáneamente y automáticamente resistentes a otros fungicidas que son afectados por la misma mutación del gen, siguiendo el mismo mecanismo de la resistencia [20]. El mismo autor, señala que con la introducción de los fungicidas sistémicos, la incidencia de la resistencia creció y el tiempo de aparición de esta es a menudo relativamente corto. 

Se presentan las siguientes clases de resistencia [30]:

Resistencia discreta: Se caracteriza por una repentina y marcada pérdida de efectividad y por la presencia de poblaciones sensibles y resistentes del patógeno, las cuales difieren ampliamente en su respuesta hacia el fungicida.

Resistencia cuantitativa: Se caracteriza por una pérdida lenta del control de la enfermedad y por la sensibilidad de la población del patógeno. A través de la disminución en el uso del fungicida y la alternancia con fungicidas de diferente modo de acción, esta resistencia puede ser revertida a poblaciones nuevamente sensibles.

Resistencia cruzada: Se presenta cuando las poblaciones de un patógeno en particular desarrollan resistencia a un fungicida y  automática y simultáneamente se hace resistente a otros fungicidas que son afectados por la misma mutación y por el mismo mecanismo de resistencia.
Resistencia múltiple: Algunos patógenos pueden poseer mecanismos de resistencia separados a dos o más fungicidas no relacionados. Estos han surgido a partir de mutaciones independientes que fueron seleccionadas por exposición a cada uno de los fungicidas.   

CAPÍTULO 4

3. PRODUCTOS A BASE DE EXTRACTOS DE PLANTAS
3.1. Antecedentes de los extractos de plantas
Se estima que en el mundo existen entre 310.000 y 422.000 especies de plantas, encontrándose en los bosques tropicales cerca de 125.000 especies [110]. Dentro de esta vasta diversidad, existen especies vegetales con propiedades de interés para la investigación y el descubrimiento de nuevos productos. Sin embargo, se calcula que menos del 10 % de las plantas han sido evaluadas en la búsqueda de actividad biológica [55].

Como parte de su metabolismo, las plantas producen una diversidad de compuestos orgánicos, de los cuales la mayoría no parece tener participación directa en su crecimiento y desarrollo. A estos componentes se les conoce como metabolitos secundarios y sus propiedades químicas se han investigado ampliamente desde  a mediados del siglo XIX [83]. 
Esta diversidad bioquímica es el resultado de la coevolución entre plantas y otros organismos, incluyendo virus, bacterias, nemátodos, insectos y mamíferos [32,29,34,116,140].
El reconocimiento de las propiedades de los metabolitos secundarios ha conducido a la búsqueda de nuevos fármacos, antibióticos, insecticidas y herbicidas [29]. Ejemplos de agroquímicos derivados de productos naturales son los piretroides sintéticos [72,117],  la azadiractina, la nicotina, la rotenona, la sabadilla y la ryania [23,117]. Por su lado, la industria farmacéutica muestra un éxito notable en el descubrimiento de medicamentos originados a partir de productos naturales, entre otros la aspirina, la digoxina, la morfina, la quinina y el taxol [56].
Las plantas, tanto en su ambiente natural como en ambientes de cultivo, necesitan defenderse de condiciones adversas y enemigos naturales. Sin embargo, los cultivos agrícolas se han especializado en la producción de sustancias energéticas, reduciendo su capacidad para defenderse [36].
3.2. Propiedades y características de los extractos

Propiedades

El primer y más importante paso en el control de plagas, es identificar el agente causal “organismo causal” [83]. El efecto de los productos botánicos puede  afectar  en las plagas o en los cultivos, las propiedades de los extractos:
· Repelente
· Atrayente
· Insecticida
· Fungicida
· Herbicida
· Rodenticida
· Esterilidad
· Afecta desarrollo
· Anti-alimentario
· Abono foliar
· Nematicida
El efecto de los extractos de plantas sobre las plagas puede verse opacado o mal interpretado en las siguientes situaciones:

· No presencia de la plaga al momento de la aplicación del producto.

· No afecta a la plaga.

· Repelente por olor

· Repelente por cambio de coloración del cultivo

· Efecto tóxico.

· Inhibe el desarrollo de los diversos estadíos de la plagas (insectostático, fungistático, nematostático) [83].

Características

Una de sus principales características reside en la diversidad de aplicaciones industriales que estos extractos poseen.  A modo de ejemplo, pueden utilizarse como ingredientes naturales y  potenciales componentes para el desarrollo de nuevos productos de la industria alimenticia, como colorantes y saborizantes, en la industria farmaceútica como suplementos dietéticos, nutracéuticos y antioxidantes,  en la industria cosmética y de belleza, para la elaboración de cremas y shampoo y en la industria agrícola como  astringentes [35].
3.3. Los extractos en el control de enfermedades.

Durante la última década se ha investigado el uso de extractos vegetales, que puedan proporcionar protección más duradera, con menor toxicidad y que resulten más viables económicamente [119]. 

Las plantas son una fuente invaluable de nuevas moléculas biológicamente activas. Ellas producen diversos metabolitos secundarios, muchos de los cuales presentan actividad antifúngica. Entre los compuestos más conocidos se encuentran: flavonoides, fenoles, glicósidos de fenoles, saponinas, etc [51,105].
Debido a la importancia que la enfermedad de la Sigatoka negra representa para el cultivo de banano, se realizaron diversos estudios acerca del efecto de estos extractos de plantas sobre el desarrollo de M, fijiensis, agente causal de la enfermedad mencionada. Con relación a la búsqueda de extractos vegetales con acción sobre la M. fijiensis se tienen  trabajos desarrollados [106], quién encontró que el extracto alcohólico de Senna reticula (Fabaceae) presentó la mayor actividad protectora in vitro contra la sigatoka negra y los posibles metabolitos secundarios responsables de esta actividad están relacionados con polifenoles, coumarinas, quinonas, saponinas, triterpenos y/o flavonoides. Así mismo, los extractos de Momordica charantia (Cucurbitaceae) mostraron actividad in vitro contra M. fijiensis [106,111].

Se analizaron el efecto de 20 extractos etanólicos sobre el crecimiento y desarrollo de las ascosporas y colonias de M. fijiensis y encontraron que los más potentes fueron los de Commelina difusa, Momordica charantia, Pavonia sp., Plenax sp., Piper hispidum, Piper peltatum, Sida rhombifolia y Sysygium aromaticum. De estos, el extracto que mostró la máxima actividad fue el de S. aromaticum [120].
3.4. Extractos de Cítricos
En la historia de los primeros europeos, escribieron sobre cítricos persas, que había un perfume maravilloso y se pensaba que era un remedio para el envenenamiento, un edulcorante de aliento, y un repelente para las polillas [59].

Dentro de los compuestos vegetales se encuentran los extractos de cítricos que han demostrado poseer propiedades antimicrobianas. El efecto antifúngico de la cascara del limón sobre Penicillium digitatum [15]; el efecto bactericida del extracto de semillas de toronja, bajo condiciones controladas, sobre Bacillus subtilis, Micrococcus flavus, Staphylococcus aureus, Serratia marcescens, Escherichia coli, Proteus mirabilis y Candida maltosa fue demostrado en un sinnúmero de bioensayos [146].
3.5. Extractos de Neem

Neem (Azadirachta indica A. Juss)  y paraíso (Melia azedarach L.) son dos árboles pertenecientes a la familia de la caoba (Meliaceae). El neem es una  árbol de hoja perenne [126] y fue introducido en Egipto desde Sudán en 1963 [10].  Por otra parte, chinberry es un árbol caducifolio nativo del sur de Asia y Australia [33] y es un viejo árbol en Egipto [10] con el valor de la reputación por las propiedades anti- fúngicas [5].
Se demostró que el extracto de hoja de A. indica controló al Fusarium oxysporum en hojas y frutas de bananos infestadas [131]. 
Se informó que el extracto de hoja de Neem inhibe el crecimiento del micelio y la germinación de esporas de Helminthosporium oryzae y Pyricularia  oryzae, responsable de la explosión y la mancha marrón de la planta de arroz [45].

Demostraron que las  propiedades fungicidas de los extractos de hojas de Azadirachta indica, en frutas de pera controló en un 85% la pudrición afectada por Alternaria solani [133].
Se informaron que el extracto de la hoja de Melia azedarach es un buen inhibidor de Micropus bipolaris pero fue parcialmente inhibidor de Alternaria solani, con poco o ningún efecto  de Fusarium oxysporum como patógenos en pruebas de tomate [80]. 
Mostraron que el extracto de hoja de Neem es eficaz  en la reducción de la incidencia del tizón temprano en plantas de tomate infectadas por Alternaria solani [180].

Los extractos de plantas han jugado papel importante en la inhibición de agentes patógenos en semillas transmitidos por Fusarium oxysporum [99]. 
Se notificó que el extracto de hoja de Azadirachta indica era altamente inhibidora de  Phaeoisariopsis, el agente causal de la mancha foliar tardía de cacahuete [69].
Se indicó que Trilogy, un producto natural de Azadirachta indica, en pepino retrasó el crecimiento y resistencia en Podosphaera xanthii [1].
CAPÍTULO 5

4. MATERIALES Y MÉTODOS

El desarrollo de esta  investigación se realizó en el laboratorio de Fitopatología del Centro de Investigaciones Biotecnológicas del Ecuador (CIBE), edificio PROTAL de la Escuela Superior Politécnica del Litoral, Campus “Gustavo Galindo” ubicado en el Km 30,5 de la vía Perimetral en la ciudad de Guayaquil-Ecuador. 

4.1. Materiales
4.1.1. Material Biológico: Fungoso
Ascosporas

Se seleccionaron hojas que se encontraban infectadas con Sigatoka negra en campo y se separaron las partes con presencia de síntomas de nivel 5 en la escala de Stover. Cada parte seleccionada fue limpiada con agua destilada y alcohol; se realizaron cortes de 4 X 4cm los cuales fueron grapados en papel filtro y colocados en cámara húmeda durante 48 horas a temperatura ambiente.

Los papeles fueron colocados impregnados a las tapas de cajas Petri con medio PDA para permitir la descarga durante una hora; luego de la descarga, las cajas Petri fueron incubadas 48 horas a 260C en total oscuridad. 

Conidias

Las ascoporas obtenidas se subcultivaron sobre medio PDA por siete días; luego la colonia  fue colocado en medio Mycophil durante 20 días con ausencia de luz y a 200C. Luego de este período, el micelio fue dividido, disuelto en agua TweenTM 20 (0.005%) y trasladado a un medio modificado V8 sólido (pH 6), en el cual se mantuvo por siete días bajo condiciones controladas de luz y 260C.

Transcurrido el tiempo definido se obtuvieron nuevas colonias, que después de siete días presentaron estructuras diferenciales, las mismas que fueron recolectadas con una solución de agua TweenTM 20 (0.005%) y mediante un agitador se obtuvieron soluciones conidiales que se utilizaron en los ensayos  posteriores y para la obtención de colonias.

Colonias

Estas se obtuvieron a partir de una solución conidial la cual fue establecida en medio PDA (papa-dextrosa-agar) y mantenidas en incubación por un período de siete días a 260 C.
Extractos vegetales

Los productos en estudio fueron:

i. Extracto de Cítrico con el 37% de ingrediente activo que contiene Aceite de Naranja y Alcohol etoxilatos con un pH de 5.5  
ii. Extracto de Neem con el 70%  del concentrado de las semillas y hojas de Neem y con un pH de  5.5.
DISEÑO EXPERIMENTAL

Se utilizó un diseño experimental completamente aleatorizado, debido a que todos los factores estuvieron controlados.

TRATAMIENTOS

 Los tratamientos del diseño están dados por las dosis que se van a utilizar, tal como se describe en la tabla 5.1 y 5.2

Tabla 5.1 Producto Extracto de Cítricos (EC) con dosis utilizadas en los ensayos en la esterilización al calor (autoclave) y al frío (filtración)
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Tabla 5.2 Producto Extracto de Neem (EN) con dosis utilizadas en los ensayos en la esterilización al calor (autoclave) y al frío (filtración)
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4.1.2. Materiales de Laboratorio

El material de laboratorio utilizado se encuentra detallado en el APENDICE 1
4.2. Efecto sobre la germinación de ascosporas de M. fijiensis.
En este ensayo se evaluó el crecimiento de ascosporas y para su evaluación a continuación se detalla el protocolo:

Se seleccionó hojas enfermas con M. fijiensis en campo y se trasladó al laboratorio. Con ayuda del estéreo-microscopio se escogió los pedazos de hoja donde se observó mayor presencia del hongo; se procedió a limpiar el envés de la hoja con un algodón empapado de agua destilada y se recortó los pedazos de hojas en partes más pequeñas, de 4 x 4 cm aproximadamente y se los grapó en papel filtro.
En una caja de plástico se preparó una cámara húmeda colocando algodón en la base empapado con agua destilada, donde se colocó los papeles con las hojas en la caja con algodón y se la tapó, durante cuarenta y ocho horas. Se preparó medio agar-agua y se esterilizó en autoclave a 1210C y 15 lb/pul2 por veinte y cinco minutos. En la cámara de flujo laminar se le añadió al medio las concentraciones del extracto  de cítricos en las respectivas dosis siendo esterilizado por filtración con una membrana Durapore® de 0.22um,  se lo dispensó en cajas petri.

Pasadas cuarenta y ocho horas se colocó los papeles en la tapa de la caja petri, teniendo en cuenta que las hojas se encontraran hacia abajo y no tocan el medio, el papel permaneció así por dos horas, luego de transcurrido el tiempo mencionado se retiró el papel y las cajas fueron sometidas en una incubadora a 260C y en total oscuridad, por cuarenta y ocho horas más, luego de ese tiempo se las retiró de la incubadora y se evaluó la germinación de las ascosporas.

Parámetros a evaluar

Germinación del tubo germinativo:
A los tres días de inoculados los tratamientos, y utilizando el microscopio invertido, se evaluó cien ascosporas por cada tratamiento. En las ascosporas seleccionadas se midió el crecimiento mas largo de uno de los tubos y para ser medidas 

Análisis de datos

En este ensayo se realizaron nueve tratamientos con cien observaciones utilizando el diseño completamente al azar (DCA), para el análisis de los datos se utilizó tablas Probit y para conprobar la existencia de diferencias estadísticas significativas entre los promedios obtenidos de los diferentes tratamientos, se aplico el análisis de varianza (ANOVA) de dos colas y pruebas de significancia de Tukey.
4.3. Efecto de los extractos sobre la biomasa hifal de  M. fijiensis.

El crecimiento de micelio de M. fijiensis se valoró utilizando medio de cultivo líquido en donde se realizó siembras a partir de soluciones conidiales. El protocolo de establecimiento del ensayo y evaluación se describe a continuación:

Preparación del ensayo:

El medio de cultivo utilizado fue PD-V8 modificado (protocolos estandarizados CIBE), después que se preparó el medio líquido se lo dividió en erlenmeyers según el número de tratamientos planificado, se emplearon dosis de 0.3, 0.5, 1.0, 3.0, 5.0, 10.0, 30.0 ppm y el testigo. Luego se los procedió a esterilizar en una autoclave a 1210 C y 15 lb./pul2 por un espacio de veinte y cinco minutos, aplicando los dos métodos de esterilización (por filtración y por autoclave). 

Para el ensayo se  seleccionó colonias de M. fijiensis individuales y de un diámetro similar (2mm) y que fueron cortadas con bisturí e inoculadas en medio líquido. Una vez que se realizó la inoculación por tratamiento, los erlenmeyers fueron incubados por veinte días bajo condiciones de luz continua (4,000 Lux ± 200) y en movimiento, utilizando una zaranda New Brunswik a 140 r.p.m.
Esterilización por filtración:
En la cámara de flujo laminar se le aplicaron las respectivas dosis de los extractos, los mismos que fueron sometidos a una filtración por una membrana Durapore® de 0.22 µm., para luego ser mezclados con el medio PDA y finalmente dispensados en las cajas Petri.
Esterilización por autoclave:
En el laboratorio se le aplicó las respectivas dosis de los extractos en cada uno de los diferentes erlenmeyers y se los procedió a esterilizar en una autoclave a 1210 C y 15 lb./pul2 por un espacio de veinte y cinco minutos y finalmente en la cámara de flujo laminar se dispensaron en las cajas petri.

Parámetros evaluados

Peso de micelio:
Transcurridos veinte días a partir de la siembra, se filtró el micelio de  cada erlenmeyer utilizando papel filtro estéril previamente pesado; luego se registró su peso a las cinco horas (peso húmedo) y a los dos días (peso seco). 
Análisis de datos

En este ensayo se realizaron nueve tratamientos con diez observaciones en cada uno, utilizando el diseño completamente al azar, (DCA); para realizar el análisis de los datos se trabajó con los promedios del peso seco de cada tratamiento y medidas de tendencia central. 
4.4. Efecto de los extractos sobre el crecimiento de colonias de M. fijiensis
El crecimiento de colonias de M. fijiensis se valoró utilizando medio de cultivo sólido en donde se realizó siembras de órganos asexual del patógeno. El protocolo utilizado se describe a continuación:

Preparación del ensayo

Se preparó medio de cultivo de PDA Difco®, en las cantidades necesarias de acuerdo al número de tratamientos descritos previamente, luego se dividió en erlenmeyers y se procedió a esterilizar en una autoclave a 1210 C y 15 lb./pul2 por un espacio de veinte y cinco minutos, aplicando los dos métodos de esterilización antes descritos (por filtración y por autoclave). 

La solución conidial que se sembró, fue cuantificada utilizando una cámara de neubauer para conocer su concentración, obteniéndose una concentración de 7 x 103 conidias/ml. Utilizando una micropipeta se colocó 100 ul de solución conidial en cada una de las cajas. Seguidamente las cajas fueron selladas utilizando cinta Parafilm “M”® para posteriormente ser incubadas a 260C  en total oscuridad, por siete y quince días, tiempo en los cuales se realizaron las evaluaciones.
Parámetros a evaluar

Diámetros de colonias:
A los siete días y quince días de la siembra de las colonias, la medición se realizó con la ayuda de un microscopio invertido a los siete días y con una regla milimétrica a los quince días, aunque en algunos ensayos en ambas fechas de medición se utilizó la regla milimétrica.

Porcentaje de inhibición:
Este parámetro se calculó tomando como referencia las medidas del diámetro de las colonia, tanto de los tratamientos y comparadas con las de control, los datos fueron introducidos en tablas Probit, las que arrojan el porcentaje de inhibición. 

Análisis de datos

En este ensayo se realizaron nueve tratamientos, cada uno con veinte y cinco observaciones; utilizando el diseño completamente al azar (DCA), para el análisis de los datos se utilizó tablas Probit y para comprobar la existencia de diferencias estadísticas significativas entre los promedios obtenidos de los diferentes tratamientos, se aplicó el análisis de varianza (ANOVA) de dos colas y pruebas de significancia de Tukey, también se utilizó el método gráfico de regresión lineal simple  para la estimación de la dosis letal media (DL50). En el análisis de diferencia entre los tratamientos se utilizó Mam-Whitney y como los datos no son normales se hizo la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.
CAPÍTULO 6

1. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Se realizó la evaluación In vitro de los productos comerciales a base de extractos de cítricos y extractos de Neem  sobre estructuras de M. fijiensis. 
1.1. Efecto sobre la germinación de ascosporas de M. fijiensis
Extractos de cítricos 

En el gráfico 6.1.1 se observó que a mayor concentración del producto a base de extractos de cítricos existe una disminución en el crecimiento del tubo germinativo de M. fijiensis;  a partir de la concentraciones 0.5, 1.0, 3.0, 5.0 ppm estadísticamente los valores se mantienen constantes y en las dos últimas 10.0 y 30.0 ppm no existe crecimiento del tubo germinativo. 
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Gráfico 6.1.1 Efecto de los extractos de cítricos sobre el crecimiento del tubo germinativo del hongo en medio sólido por el método de filtración. Letras diferentes, indican diferencias estadísticas significativas al 5%.

Extractos de neem 

En el gráfico 6.1.2 se observó que el tubo germinativo que menos creció fue en la mayor concentración experimentada (30.0 ppm); sucedió lo contrario para el caso del control. 
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Gráfico 6.1.2 Efecto de los extractos de Neem sobre el crecimiento del tubo germinativo del hongo en medio sólido por el método de filtración. Letras diferentes, indican diferencias estadísticas significativas al 5%.

1.2. Efecto de los extractos sobre la biomasa hifal de M. fijiensis
Extractos de cítricos 

En el gráfico 6.2.1 se puede apreciar que a partir de la concentración 0.5 - 30.0 ppm no existe diferencia estadística, es donde se presentaron los valores más bajos en peso del micelio con el producto a base de extractos de cítricos; el control y 0.1 ppm muestra mayor peso de micelio respecto al resto de tratamientos experimentados.
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Gráfico 6.2.1  Efecto del extracto de cítricos sobre el peso del micelio (g)  del hongo, evaluado a los 20 días en medio líquido por el método de autoclave. Letras diferentes, indican diferencias estadísticas significativas al 5%.
En el gráfico 6.2.2 se puede observar que en el control y la concentración 0.1 ppm los pesos del micelio son más altos, a diferencia de las otras concentraciones evaluadas; y en 1.0 ppm se obtuvo el menor peso del micelio.
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Gráfico 6.2.2  Efecto del extracto de cítricos sobre el peso del micelio (g)  del hongo, evaluado a los 20 días en medio líquido por el método de filtración. Letras diferentes, indican diferencias estadísticas significativas al 5%.
Extractos de Neem

En el gráfico 6.2.3  se observó un comportamiento variable en el crecimiento del hongo para las diferentes concentraciones aplicadas; como referencia se tiene la dosis 30.0 ppm que demostró el menor peso de micelio, aunque presentó igualdad estadística con otros tratamientos. En la concentración 0.3 ppm el crecimiento del peso del micelio fue superior, respecto a los demás.
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Gráfico 6.2.3  Efecto del extracto de Neem sobre el peso del micelio (g)  del hongo, evaluado a los 20 días en medio líquido por el método de autoclave. Letras diferentes, indican diferencias estadísticas significativas al 5%.
En el gráfico 6.2.4 se observó que a mayor concentración del producto a base de extractos de neem existe una disminución en el peso de micelio de M. fijiensis;  a partir de la concentraciones 3.0 – 30.0  ppm estadísticamente los valores se mantienen constantes; mientras que el control y las dosis siguientes (0.1 y 0.3 ppm) indican el mayor peso para micelio.
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Gráfico 6.2.4 Efecto del extracto de Neem sobre el peso del micelio (g)  del hongo, evaluado a los 20 días en medio líquido por el método de filtración. Letras diferentes, indican diferencias estadísticas significativas al 5%.
1.3. Efecto de los extractos sobre el crecimiento de         colonias de M. fijiensis
Extractos de cítricos 

En la tabla 6.3 muestra  como a los siete y quince días  el diámetro de las colonias de M. fijiensis creció en los medios correspondientes al control y al 0.1ppm, mientras que en los tratamientos 0.3 – 30.0 ppm no se observó crecimiento, lo que evidenció un  efecto inhibitorio del 100%.
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Tabla 6.3 Efecto del extracto de cítricos, esterilizado por el método de autoclave, sobre el diámetro de colonias (mm) en evaluaciones realizadas a los siete y quince días. Letras diferentes, indican diferencias estadísticas significativas al 5%. 

En los gráficos 6.3.1 y 6.3.2 se muestra el porcentaje de inhibición del hongo,  pero no indica la dosis letal media estimada de la población, ya que a partir de la dosis 0.3, 0.5, 1.0, 3.0, 5.0 ,10.0 y 30.0 ppm la inhibición obtenida fue del 100%. El comportamiento de ambos fue similar es decir no influyó el tipo de esterilización.
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Gráfico 6.3.1 Análisis de la relación entre el porcentaje de inhibición y el logaritmo natural de las dosis con el extractos cítricos por el método de autoclave.
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Gráfico 6.3.2 Análisis de la relación entre el porcentaje de inhibición y el  logaritmo natural de la dosis con el extractos cítricos por el método de filtración.

Extractos de Neem

El gráfico 6.3.3 muestra que a los siete y quince días la concentración 30.0 ppm presenta el menor diámetro de M. fijiensis y difiere estadísticamente del control y del resto de concentraciones. Comparando el mismo intervalo de tiempo la concentraciones 0.1 y 0.3 ppm presentó valores superiores en el diámetro de la colonia.
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Gráfico 6.3.3  Efecto del extracto de Neem, esterilizado por autoclave, sobre el diámetro de colonias (mm) en evaluaciones realizadas a los siete y quince días. Letras diferentes, indican diferencias estadísticas significativas al 5%. 
En el gráfico 6.3.4 se observa el porcentaje de inhibición de 53.92 % en las dosis de 30 ppm, siendo su dosis letal media (DL50) 40,9ppm. 
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Gráfico 6.3.4 Análisis de la relación entre el porcentaje de inhibición y el logaritmo natural de la dosis con el extracto de Neem por autoclave, presenta la línea de regresión lineal y el coeficiente de determinación del modelo.

En el gráfico 6.3.5 muestra en ambos tiempos que existe una disminución en el diámetro de la colonia a medida que las concentraciones incrementan, donde el control es el que presenta el mayor valor en diámetro a diferencia del resto de tratamientos, lo contrario ocurre con la concentración 30.0 ppm ya que presenta diámetros inferiores en la colonia.
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Gráfico 6.3.5 Efecto del extracto de Neem, esterilizado por filtración, sobre el diámetro de colonias (mm) en evaluaciones realizadas a los siete y quince días. Letras diferentes, indican diferencias estadísticas significativas al 5%. 
En el gráfico 6.3.6 se observa el porcentaje de inhibición de 91.61% en las dosis de 30 ppm. Su dosis letal media (DL50) es 1,03ppm. 
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Gráfico 6.3.6 Análisis de la relación entre el porcentaje de inhibición y el  logaritmo natural de la dosis con el extracto de Neem por el método de filtración.
En el gráfico 6.3.7 se observa que con el producto a base de extractos de cítricos por el método de autoclave (calor) y por filtración (frío), para ambos casos en el control hubo mayor crecimiento del diámetro de las colonias, mientras que en las concentraciones  0.3 - 30.0 ppm no se observó crecimiento.

Con el producto a base de extractos de neem por el método de filtración (frío), se observó un crecimiento inferior en las concentraciones de 3.0 - 30.0 ppm siendo estadísticamente iguales, lo contrario sucede en el control y la concentración 0.1 ppm, es decir existe mayor diámetro en promedio respecto a los otros tratamientos; en el extracto de neem por el método de autoclave (calor) se observó un menor crecimiento en las concentraciones mas altas, presentando una mayor significancia la concentración 30.0 ppm que en general el efecto fue menor.
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Gráfico 6.3.7 Efecto del extracto de cítricos y extractos de neem, esterilizado por autoclave, sobre el diámetro de colonias (mm) en evaluaciones realizadas a los quince días. Letras diferentes, indican diferencias estadísticas significativas al 5%.

DISCUSIÓN

Cabe acotar que los productos son comerciales y los resultados obtenidos con cada uno de los productos no tienen ningún tipo de similitud.
En el presente estudio se utilizo dos métodos de esterelizacion: por filtración y por autoclave, se pudo observar que en los ensayos que se utilizo el método por filtración hubo una disminución en su crecimiento uniforme del hongo M. fijiensis, debido a que los compuestos o moléculas pueden tener un efecto directo ya que el extracto al pasar por el filtro durapore® de 0.22um limita el paso de partículas, bacterias y hongos garantizando el medio de cultivo.
En el método por autoclave se observo crecimientos irregulares en las diferentes dosis debido a que el producto al estar con el medio de cultivo a altas temperaturas, físicamente los compuestos son termolábiles deteriorando la composición química de varios elementos como compuestos o moléculas volviéndose termosensibles y afectando la actividad del producto.
Sin embargo hay estudios realizados en condiciones in vitro utilizando diferentes tipos de extractos de vegetales, dándoles muy buenos resultados para el control de Sigatoka negra y su agente causal M. fijiensis. Se nombran algunos de estos ensayos:

El extracto alcohólico de Senna reticula (Fabaceae) presentó la mayor actividad protectora in vitro contra la sigatoka negra y los posibles metabolitos secundarios responsables de esta actividad están relacionados con polifenoles, coumarinas, quinonas, saponinas, triterpenos y/o flavonoides [106].
Se demostró que los extractos de Momordica charantia (Cucurbitaceae) mostraron actividad in vitro contra M. fijiensis [111].
Se analizaron el efecto de 20 extractos etanólicos sobre el crecimiento y desarrollo de las ascosporas y colonias de M. fijiensis y encontraron que los más potentes fueron los de Commelina difusa, Momordica charantia, Pavonia sp., Plenax sp., Piper hispidum, Piper peltatum, Sida rhombifolia y Sysygium aromaticum. De estos, el extracto que mostró la máxima actividad fue el de S. aromaticum [120].

En el estudio del efecto de tres extractos vegetales se observó su efecto positivo sobre la incidencia y severidad de la Sigatoka negra con el tratamiento extractos de Heliotropium indicum + Ricinus comunis [144].

CAPÍTULO 7

7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

7.1. Conclusiones
1. Tanto los productos a base de extractos de neem como los de extractos de cítricos tuvieron mayor efecto a mayor concentración tanto el uno como el otro.

2. El efecto  de los productos a base de extractos de neem y extractos de cítricos inhiben a M. fijiensis directamente proporcional.

3. La dosis letal media (DL50) del extracto de neem es de 1.03 ppm por el método de filtración.

4. En el extracto de cítricos la dosis letal media (DL50) se encuentra entre las dosis 0.1 y 0.3ppm.
5. El producto a base de extracto de cítricos, causó mayor efecto de inhibición del hongo en el crecimiento de colonias, biomasa hifal, y germinación de ascosporas del hongo M. fijiensis que el extracto a base de neem
7.2. Recomendaciones.
1. Realizar ensayos con el hospedero en condiciones semicontroladas (invernadero) tomando en cuenta la dosis letal media (DL50).
2. Realizar con el extracto de neem  ensayos tomando en cuenta la dosis letal media (DL50)

3. Validar en campo los resultados obtenidos bajo condiciones semicontroladas (invernadero) utilizando las concentraciones que tuvieron buenos resultados.
4. Realizar ensayos en el campo en zonas geográficas que presenten alta humedad relativa y  temperatura elevada.
APÉNDICES
APÉNDICE I

I. Listado de materiales y equipos requeridos para el desarrollo de la fase experimental.
Equipo de Laboratorio

Agitador

Agitador Vortex

Autoclave

Balanza electrónica

Cámara fotográfica

Cámara de flujo laminar

Estufa

Incubadora

Microscopio invertido y de Luz

Estereo microscopio

Hornilla eléctrica

Membraba Durapore® de 0.22 um

Bisturí

Hojas de bisturí

Materiales de vidrio

Matraces de Erlenmeyers

Pipetas

Vasos de precipitación

Cajas Petri

Materiales varios

Algodón

Cajas Petri plásticas

Espátulas

Etiquetas autoadhesivas

Gasa

Marcadores rotuladores

Medidor de pH

Papel de pH

Papel filtro

Papel aluminio

Pinzas

Regla

Sustancias y reactivos

Agua destilada

Alcohol

Dextrosa

Hidróxido de Sodio 

Papa

Solución Tween

V8

PDA
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