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RESUMEN.La Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet.) es una enfermedad clave, ya que es el
hongo mas destructivo del platano y del banano en el mundo. Con el desarrollo de resistencia del hongo a
diversos fungicidas, la basqueda de biofungicidas es una necesidad. Se buscé un aporte al control de este
hongo mediante el empleo de extractos vegetales como alternativas para reducir la incidencia de dafios por la
enfermedad, utilizando cuatro especies de plantas. Con el objetivo de evaluar el efecto de extractos vegetales
como alternativa para el control de la enfermedad en el cultivar ‘Gran Enano’ (AAA) mediante la inoculacion
artificial con suspensiones conidiales de P. fijiensis se realiza el presente estudio en el periodo comprendido
entre junio y diciembre 2010. Los extractos vegetales de Cundeamor (Momordica charantia L.), Salvia (Salvia
officinalis L.) y Cafia Santa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) (90 mL de EV + 10 mL de aceite Neem)
asperjados en plantas de ‘Gran Enano’ (AAA) mostraron un efecto antifiingico a M. fijiensis en condiciones
semicontroladas, con respuesta similar al tratamiento con Maconzeb PH (80%).

Palabras clave: Biofungicidas, extractos vegetales, manejo, Mycosphaerella fijiensis.

ABSTRACT. Black Sigatoka (Mycosphaerella fijiensis Morelet.) is the most destructive fungal disease for
plantain and banana in the world. With the development of fungal resistance to several fungicides, the
biofungicides's search become necessity. We look for a contribution to the control of this fungus by using plant
extracts as alternatives to reduce the incidence of disease damage, four species of plants were used. In order
to evaluate the effect of plant extracts as an alternative for disease control in the Grand Naine (AAA) by
inoculation with conidial suspensions of P. fijiensis this work were performed in the period between June and
December 2010. Cundeamor plant extracts, sage and lemongrass (90 mL + 10 mL EV Neem oil) sprinkled on
the cultivar ‘Grand Nain’ (AAA) showed an antifungal effect M. fijiensis under controlled conditions, with similar
response to treatment Maconzeb PH (80%).

Key words: Biofungicides, plant extracts, management, Mycosphaerella fijiensis.

INTRODUCCION

LaSigatokanegra(SN) esproducidapor e hongo
Mycosphaerella fijiensis Morel et
(Pseudocercosporafijiensis(Morelet) Deighton,
anamorfo). También se conoce como el Estriado
negro delahojay esconsideradalaenfermedad
foliar mésdestructivay costosadelosplatanosy
bananos a nivel mundial (Carlier et a., 2000,
Pasberg-Gauhl et a ., 2000).

LaSN secontrolafundamental mente mediantela
aplicacion de fungicidas, ya que las restantes
alternativas no han brindado un control aceptable
en e contexto productivo (Herderson et al., 2006).
Sinembrago, € alto costo delosfungicidas, lano
disponibilidad de éstos para los pequefios
agricultores, lacontinuaresistenciadedl patégenoa
los fungicidas convencionales, el impacto
mediocambiental negeativo que provocasu utilizacion,
exigen medidasde control méseficientes.
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Esto conduce alos investigadores aretomar los
antiguosmétodosde manej o deenfermedades, como
lautilizacion deextractosvegetaes, queend marco
de proyectos de Manegjo I ntegrado permiten una
produccion agricola mas sostenible y menos
contaminante (Vergara, 1994; Villa, 1999).

L as especies de plantas representan un potencial
paradisminuir € uso deagroquimicos, queno solo

MATERIALESY METODOS

Paralasdleccion delasplantasseconsideraronlos
resultados obtenidos por diversos autores que
demuestran el efecto alelopatico y la actividad
antifingica con efectos significativos sobre la
reduccion del crecimientomicelial y desarrollo de
coloniasdeP. fijiensis.
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atentan contra la ecologia y la salud, sino que
ademas, permanecen end medio ambiente por afios
(Castillo 2004).

Con € objetivodeevaluar € efecto de extractos
vegetales como alternativa para el control de la
enfermedad en € cultivar ‘ Gran Enano’ (AAA),
mediantelainoculacion artificia con suspensiones
conidialesdeP. fijienss, serealizd estetrabajo.

De estos resultados reportados en la literatura,
tomados como referencia para la seleccion del
materia vegetal empleado end estudio, sobresalen
€l empleo de Cundeamor (Arciniegaset al. 2002),
Caia Santa (Obledo et al. 2004), Limoncillo 'y
Savia(Marinet al. 2008).

Tabla 1. Especiesbotanicasempleadascomo fuentedelosextr actosevaluados

Nombre vulgar Nombre Cientifico Familia
Cundeamor Motarbike charantia L. Cructirbifaceas
Cafia Santa Chmbapogan citratus (DO Stapf Foareas

malvia saivia afficinalis L. Lawmideans
Limoncillo mwinglea glutinosa (Blance) Merr Retiree

Colectay preparacion del material vegetal

El material vegetal fue colectado en éreas del
“campus’ universitario delaUniversidad Central
“Martha Abreu” de Las Villas, Santa Clara,
provinciaVillaClara. Creciendo sobre un suelo
Pardo Sialitico (Hernandez et al., 2006), entrelas
9:00amy 11:00 amen €l periodo de JunioaJulio
de 2010.

Delas plantas colectadas se utilizaron las partes
aéreas (hojasjovenesy vigas), enfasesfenol 0gicas
defloraciony/ofructificacion. El proceso desecado
tardd 72 horasen condicionesnaturalesy unligero
secado a60°C en estufadurante 24 horas segun la
metodologia planteada por Puente (2007).
Posteriormente dichas muestras se molinaron
mecani camente, hastaobtener particulasde0,5mm
dediametro segin lametodologia de (Aroraet al .,
2003; Hoque et al., 2004; Maciaset al., 2005).

El proceso de preparacion del material vegetal se
redizd ene Laboratorio de Fisologiay Alelopatia
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en el Centro de Investigaciones Agropecuarias
(CIAP), perteneciente ala Universidad Central
“MarthaAbreu” deLaVillas.

Obtencién delosextractos

El proceso de extraccion serealiz6 siguiendo la
metodol ogiadescritapor Anetal. (1997); Sandova
(2005); y Palma et al. (2006), para lo cua se
tomaron 100g del material secoy molido de cada
unadelasespeciesde plantas especificadas (Tabla
1) y seleadicionaron 2000 mL de aguadestiladaa
cada unade estas. L uego | as soluciones acuosas
obtenidas se colocaron en un bafio ultrasonico
(Branson1500, México) durante 30 min. a una
frecuenciade 72 Hz, y fueronfiltradosatravésde
un papel defiltro 389 defiltracion rgpida (Filtrak,
Alemania) con € objetivo dediminar losrestosde
tejidos vasculares de las plantas, para
posteriormente ser envasados en recipientes
plésticosy almacenadosen refrigeracion, hastael
momento de su aplicacion. Deestaformaquedaron
preparados|osextractos.
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Evaluacion de variables cuantitativas de la
enfermedad en condicionessemicontroladas

El estudio seredizoend LaboratoriodeMangode
Plagasdd INIVIT, paralo cud seutilizd € adado
CCIBP-Pf5dePseudocercogporafijienss(Mordet)
Deighton perteneciente a la coleccidn de cultivos
microbianosdd LaboratoriodeHtopatologiadd Indtituto
deBiotecnologiadelasPlantas. El medio decultivo
utilizadoparasumultiplicacdnfueAgar Pgpay Dextrosa
(BioCen) (Mourichonetal., 1987; Levaetal., 2004).

Seinocularon 300il deunasuspensénmicelia (10°
fragmentosmicdio.mL ) entubosdeensayo de 150
22mmcon 15mL dd mediodecultivoPDA Estosse
incubaron a 27°C en una incubadora Memmert
(Alemania) durante20dias.

Transcurrido este periodo detiempo, seadicionarona
lostubasancoml deaguades onizadaestéil mas Twean
80 d 0.05%. Se removieron en agitador Vortex
(Heidolph Top Mix 94 323) asete rpm durante un
minuto paralasgparaciondelosconidiosdd micdiodd
hongo.

Seevdudlaconcentraciondeconidios mL* end medio
de cultivo empleado; se determind en camara de
Neubauer por observacion a microscopio optico
Olympus(aumento 100x).

Inoculacién de plantas en condiciones
semicontroladas

Seutilizaron plantasde cultivar ' Gran Enano’ detres
meses de edad quetenian aproximadamente 30cm de
dtura conmasdetreshgjasactivas sembradasenbolsas
depoligtileno(15x 20cm.) conarificiosparad drenge
Od aguaderiegoy quecontenianunsugtrato compuesto
por 50% decachaza, 30% humusdelombrizy 20%de
zedlita. Lasplantasprocediandelafasedeadimatizacon
delaBiofabricaubicadaenlaprovindaSancti Spiritus.

Lasmismasseinocularon consuspensonesconidides
(10 conidiosmL*) congeatinaa 1%. Lainoculacion
seredizd conunpince sobred envésdelastreshojas
mésj Ovenestotd menteextendidesseginlametodologia
decritapor Leivaetal. (2004).

Se esperaron dos horas hasta que se secaran las
suspens onesinoculadasenlashojas, luegosedevdla

humedad rdaivaa 100% durantetresdiasy después
segarantizbunahumedadrdativaentred 70-90%. Se
inocularon 10 plantas por tratamiento y, ademas, se
incluyeron 10 plantasinoculadas Sin tratar para ser
utilizadas como controles. Las mismas se ubicaron
completamente a azar en una casa de cultivo
pertenecientea INIVIT. Diariamente seregistro la
temperaturay lahumedad rd ativaminimay maxima
medianteun HigrotermografoAleménmarcaFtcher.

Lostratamientos(T) queseutilizaronenegtainvestigadon
fueronlossguientes

T,=90mL extractodeCundeamor + 10mL deaceite
deNeem.

T,=90 mL extracto de Sdvia+ 10 mL deaceitede
Neem.

T.=90mL extractode CafiaSanta+ 10 mL deaceite
deNeem.

T,=90mL extractodeLimoncillo+10mL deaceite
deNeem.

T.= 3.84 g de Maconzeb PH (80%) en 500 mL de

agua
Contro=Aplicacionconagua

Con d fin deevitar € facil lavado delos productos
naturaesa momento delagplicacion seempled como
adherentenatura enlagplicacion delosextractos. Se
reglizaron cinco aplicacionesdelosproductos(EV y
fungicda), conintervalosde 15dias inidandoenoctubre
y findizandoendiciembrede2010. El experimentose
evaud cadasetedias, desdelainoculacion hestalos 71
diaspogerioresaésta(dpi).

Lasvaridblesevd uadasfueronlassguientes

Periododeincubacion: Tiempoentrelainfecciony la
gparicion delasprimeraslesionespuntiformespor e
envésdelahoja(dias).

Periododetransicion otiempodeevolucion delos
sintomas. Numero de dias entre lagparicion delos
primerassintomas(lesionespuntiformes) y lagparicion
demanchasnecrdti cas con centros secos.(dias).
Desarrollodelaenfermedad en € tiempo: Periodo
entrelainoculaciony lagparicion delesonesmaduras
(manchasnecrdti cas con centrossecos). (dias).

Paralaevaluacion cuditativadd desarrollo delos
sintomasse utilizo laescalapropuestapor Alvarado
et al., (2003).
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Estado Descrapecion de los sintomas

0 Hoja sin sintotma

1 Haoja con pequefias lesiones puntiformes de coloracidn rojiza por el
enves ¥ sin sintomas por el haz

2 Hoja con manchas de contornos regulares o irregulares de coloracidn
pardo-rojiza por el envés de la hoja ¥ sin sintomas por el haz

3 Hoja con manchas de contornos regulares o irregulares de coloracidn
pardo-rojiza por el haz

4 Hoja con manchas negras (elipticas o redondeadas) con bordes
clordticos v hale acuose. La hoja mantiene areas de tejide verde

5 Hoja con manchas negras con centros secos grises, las hojas pueden
estar completamente necrosadas v colgar del psudotallo

L osdatos seandlizaron estadisticamente mediante
el andisgsdevarianzadeclasificacionsmple. Ené€
caso delaevaluacion queseredizd alosochodias,
los datos sufrieron una transformacion igual a
sort(x+0.5) por lapresenciade cerosenlamuestra.
Lacomparacién multiplede mediasserediz6 seglin

RESULTADOSY DISCUSION

Evaluacion del efecto delosExtractosvegetales
comoalter nativademaneg o delaenfermedad

Los resultadosdelaevauacion dd efecto de cada
unodelostratamientosseaprecianenlaTabla2. Los

la décima de Dunett"C por no encontrarse
homogeneidad de varianza. Paraesto se utilizo
el paquete estadistico SPSS/PC ver. 9.00 para
Windows. Todo el procesamiento estadistico se
realizé en el Laboratorio de Biometria del
INIVIT.

tratamientos (T1), (T2), (T3), (T4), y (T5) no
presentaron diferencias estadisticassignificativas
para (p<0,05) en relacion con el control, alos
ochoy 15 diasdespués derealizadalaprimera
inoculacion conidial.

Tabla 2. Evaluacién del efecto decadaunodelostratamientosalos8,15, 22, 29, 36y 43 diasdeevaluados

Evaluaciones
Tratamientos 8 dias 15 dias | 22 dias | 29 dias | 36 dias | 43 dias
Media | Media
transf.
T1 0,50 097 a 1,00 1,38 b 1,63k 1,75 1,88 ¢
Tz 1,00 1.22a 1,00a 1.25 b 1,50 b 21%ab | 2,13 be
T3 0,88 116 a 1,008 1,13 b 1,88ab | 2,00ab | 2,00 be
T4 0,75 1.10a 1,00a 1.30ab | 2,00ab | 2,00ab | 2,38 be
TS 1,00 1.22a 1,002 1.33 b 178ab | 244 a 206
Control 071 | 108a | 100a | 200a | 22%a | 2357a | 257a
Ez+ - 0,08ns - 0,21%* 0,04% 0,15% 0n,21*

(ab,c,d) medias con letras no comunes en unamisma columnadifieren por Duncan a (p<0,05)

Enlaterceraevauacion (redizadaalos22 dias) se
observaron quelosT1, T2, T3y T5no mostraron
diferenciasestadigticassgnificativasentredlos, pero
noasi € T4y d control quesi presentaron diferencia
edtadigicasignificativaconrdaciona resto.
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Paralacuartaevaluacion, alos29 dias, losT1y
T2 no presentaron diferencias estadisticas
significativas para (p<0,05) entreellos. Deigual
manerase manifestaronlostratamientos (T3, T4y
T5), quienesno mostraron diferenciasestadisticas
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significativas. Mientrasque el control, manifestd
diferenciasestadisticassignificativaspara (p<0,05),
conrelacion a resto delostratamientos.

A los36 diasdeiniciado € experimento, esdecir en
su quintaevaluacion, seobservo quee T1registro
el valor méas bajo, mostrando asi diferencias

estadisticas significativas con el resto de los
tratamientosy con € control. Lostratamientos T2,
T3y T4, no manifestaron diferencia estadistica
significativaentreellos, pero si lo hicieron parael
T5Yy € control, quienes a su vez no llegaron a
presentar diferenciasestadisticassgnificativaspara
(p<0,05) entre ambos.

Tabla 3. Evaluacion del efecto decadaunodelostratamientosalos50, 57, 64y 71 diasdeevaluados

Evaluaciones
Tratamientos | 50 dias | 57 dias | 64 dias | 71 dias
T1 213 ¢ 2.25¢ 2.20¢ 2.25¢C
Tz 2,13 ¢ 2,13 ¢ 2,13 ¢ 2, 13¢c
T3 213 ¢ 238 ¢ 238 ¢ 238 ¢C
T4 288 b 32590 3630 3880
TS 206 ¢ 206 ¢ 206 ¢ 206 ¢
Control 30la | 441a | 200a | 5002
Ez+ 0,18% 0,25% 0,24% 0,23%

(ab,c,d) medias con letras no comunes en unamisma columnadifieren por Duncan a (p<0,05)

A partir delaséptimaeva uacion, esdecir delos50
diasen adel ante hasta su culminacién, losvalores
delostratamientosT1, T2, T3y T5; semantuvieron
de forma constante sin manifestar diferencias
estadisticassignificativas para(p<0,05) entreellos,
presentando deferenciasatamentesignificativascon
respectoa T4y e control, cuyosvaoresfueronen
ascenso llegando a poner de manifiesto € Ultimo
grado de la escala propuesta por Alvarado et al.
(2003) y citadapor Leivaet al. (2004), al momento
desu culminacion.

Tomando en cuentalosresultados obtenidosen el
presente estudio, se corroboran con losrealizados
por Marin et al. (2008), quienes demostraron que
el hongo M. fijiensis presentasusceptibilidad alas
aplicaciones de extractos naturales de Salviay
Neem, queen € caso deeste Ultimo se utilizd mas
como un adherente natural que como un
tratamiento. Deigual manera, citando al mismo
autor, en el caso del Limoncillo, en relacion a
nuestro trabajo no se obtuvo e resultado esperado,
aunque cabeindicar quelosresultados alcanzados
por Marin et al. (2008), se lograron en
evaluaciones de campo y no en condiciones
semicontroladas.

Parael caso de Cafia Santa, nuestrosresultados se
corroboran con los obtenidos por Obledo et al.

(2004), quienesevauaron laactividad antifingica
aunqueen condiciones“invitro” del extracto sobre
Sigatoka negra, siendo sel eccionado éste por su
eficienteactividad y bajo costo; aunado aesto fue
sugerido en esa investigacion como producto
comercial, en sustitucion de los quimicos
Clorotaonilo, Tridemorf y Propiconazol.

Resultados similares fueron obtenidos por
Arciniegaset al. (2002), quienesrealizaron la
eval uacion de varios extractos etandlicos entre
los que se encontrabael Cundeamor, donde se
estudiaron bajo condiciones “in vitroy se
midio € efecto delaactividad antifungicacontra
M. fijiensis, donde mostraron actividad
antifungica, tanto en germinacién de esporas
como en desarrollo de coloniasde M. fijiensis,
y en algunos casos eran mas efectivos que el
fungicidacomercia Propiconazole, coincidiendo
asi con los resultados obtenidos en el presente
estudio, aunque en condiciones semicontrol adas.

Evaluacion de variables cuantitativas de la
enfer medad en condicionessemicontroladas

Al inocular suspensionesconidialesdeP. fijiensis
sobre hojas del cultivar Gran Enano se logro
reproducir la respuesta de éste frente a la
enfermedad en condicionesnaturales.
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Tabla4. Resultadosdevariablescuantitativasevaluadas
en el cultivar Gran Enano, inoculado con P. fijiensis
CCIBP-Pf5) en casadecultivo

Tratamientos Variables
PI (dias) | TES (dias) | DE (dias)
T, 15 Mes fide
T, 15 Mes tide
T 14 Mes fide
T4 15 50 nde
T; 15 43 nde
Control 15 K 57

nes= no evolucién del sintoma nde=no desarrollodela
enfermedad

Como sepuedeobservar enlaTabla4, paracadauno
delostratamientoseva uadosy € contral, lasprimeros
sintomas se observaron alos 15 dias después de la
inoculacion (periodo deincubacion), coincidiendo asi
conlosresultadosa canzadospor Levaet al., (2004),
enetemismocultivar encondicionessemicontroladas

Eninoculacionesartificides, Mourichonet al. (1987)
determinaron qued periodo deincubacion paraplantas
“invitra” de Gran Enano, Fougamouy Yangambi km5
fuede19dias. Por su parte Mouliom-Pefoura (1995)
d inocular plantasprovenientesdd cultivo“invitro’de
Gran Enano consuspensonesconididesdeP. fijienss
determinb qued periododeincubacionfuedel7 dias.

En € cultivar Gran Enano los sintomas (estado 1),
despuésdesu gparicidn, evolucionaron haciamanchas
concontornosregulareseirregularesdecol oracionpardo
rojizapor d haz, (estado 3) end casode T5con43
dias, quepogteriormenteevol ucionaron haciamanchas
necroticas (estados4 6 5) en 36 diasparael casodel
control, coincidiendo asi conlo propuesto por Leivaet
al., (2004).

Morales et al., 2011

Enloconcerniented T4 seextendid a50 dias(estado
3), tomandoen cuentad efectogercidopor € extracto
neturd.

Encuantod control, losresultadosa find del periodo
deevauacion (57 dias) difierendelosa canzadospor
Leivaetal., (2004), queexpresaron un periodo de49
dias, debidoal ascondicionesdetemperaturay humeded
expresadasenlacasadecultivo (anexo 11), lascudes
influyeronenlaevolucionde sintoma, dargando sus
muestreospor Setediasmés.

Paralosresantestratamientos(T1, T2y T3) nopudieron
ser cdculadosd Tiempo deEvoluciondelosSintomas
y d Tiempo de Desarrollo delaEnfermedad, yaque
solamente llegaron a expresar € estado 2 de la
enfermedad, dado esto por laacconantifingicagercida
por losextractosnaturdessobre M. fijiens's, resultados
guecoincidenconMarinet al. (2008), Obledoet al.
(2004) yArciniegaset al. (2002), aunqueen condicdones
diferentesdeevauacion.

LasvariablesTiempo deEvoluciondelosSintomasy
Tiempo de Desarrollo de la Enfermedad han sido
utilizadasparaevd uar genatiposdeMusasop. encampo
(Mobamboet al. 1994; Gauhl et al ., 2000), pero poco
se han empleado en casas de cultivo con plantas
provenientesdd cultivo“invitro” . Molinay Cagtafio
(2003) lasusaron paraevd uer lares senciadecultivares
FHIA frenteaM. fijiens sy M. musicotainoculados
consuspens onesconididesdeestospatdgenos. Estos
investigadoresobtuvierontiemposdeevoluciondelos
sintomasen FHIA-01y FHIA-17 superioresalos55
diasparad primer patdgeno.

Laescdadeevduacioncuditaivapermitiodiferenciar
cadauno delostratamientosconrepectod testigoen
e cultivar ' Gran Enano’ encasadecultivo (Tablab).

Tabla5. Estadosdelossintomasen € cultivar Gran Enano (desdelosocho hastalos 71 diasdeinoculados) con

suspensionesconidialesdeP. fijiensis

Cultivo Estado de los sintomas*
Gran 15d | 294 | 36d | 43d | 504 | 57d | 64d | T1d
enano
T1 1 2 2 2 2 2 2 2
Tz 1 2 2 2 2 2 2 2
T3 1 2 2 2 2 2 2 2
T4 1 2 2 2 3 3 4 4
T5 1 2 2 3 3 3 3 3
Control 1 2 3 4 4 5 o 5
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Los datos representan el estado de sintoma
predominante en el material vegetal inoculado al
momento de la evaluacion d-dias después de la
inoculacion.

En lasevaluacionesrealizadas se observéd que en
las hojasinocul adas predominé un mismo estadio
de sintoma. Ademas, se distribuyeron
uniformemente sobretodalasuperficiefoliar. ESto
evidencio que €l tipo de indculo (suspensiones
conidiales) y el método deinoculacion utilizados
(aplicacién con pincel sobre el envésdelahoja)
fueron validos paralaobtencion de sintomasdela
enfermedad sobre plantas “in vitro”en casa de
cultivo.

Estosaspectosunidosalascondicionesambientales
donde semantuvo unahumedad rel ativapor encima
del 60% Y latemperaturamediade 27°C, sentaron
las bases para profundizar en el estudio de la
inoculacion artificia con el patdégeno como viapara
conocer larespuesta de cultivares de Musa ala
enfermedad.

Enlaliteraturacientificasobreel temacuando se
refiere el uso de suspensiones conidiales,
generalmente se hace alusién alaconcentracion de
conidiossintener en cuentad nimero defragmentos
de micelio que pueden estar presentes debido a
procedimiento por el cual se hayan colectado
(Fullerton y Olsen, 1995). Sin embargo, en este
estudio el método utilizado para separarlos del
micelio (aplicacion deVortex) garantizo quesolose
inocularan dichas estructuras de reproduccion
asxuales.

CONCLUSIONES

1. Losextractosvegeta esde Cundeamor, Salviay
CanaSanta (90 mL deEV + 10 mL deacite Neem)
asperjados en € cultivar ‘Gran Enano’ (AAA)
mostraron un efecto antifungicoaM. fijiensis en
condicionessemicontrol adas, conrespuestasmilar
al tratamiento con Maconzeb PH (80%).

2. El extracto vegetal deLimoncillo (90 mL deEV
+ 10 mL deacite Neem) asperjadosen €l cultivar
‘Gran Enano’ (AAA) no manifesto el efecto
esperado contra M. fijiensis en condiciones
semicontroladas.
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