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RESUMEN

Se determino el efecto de la aplicacion de los extractos etanolicos (EE) de hojas de Azadirachta indica (‘nim’); Phyllanthus
niruri  (‘flor escondida’); Calotropis procera (‘algodén de seda’); Lippia origanoides (‘orégano silvestre’); Gliricidia
sepium (‘mata raton’) y Heliotropium indicum (‘rabo de alacran’), colectadas en el estado Lara, Venezuela, en el control de
la antracnosis ocasionada por el hongo Colletotrichum gloesporioides en frutos de mango (Mangifera indica). El extracto
se obtuvo por presion reducida y se determinaron los grupos de metabolitos secundarios (MS) presentes en ellos. El
patogeno se hizo crecer en el medio nutritivo PDA. La determinacion del efecto de los EE a una concentracion de 2,5% se
hizo bajo tres métodos de aplicacion in vitro. Frutos de mango fisioldgicamente maduros fueron tratados con los extractos al
2,5 % y luego inoculados con el hongo. Se encontr6 que las plantas diferian en los grupos de MS. El EE del L. origanoides
y H. indicum, homogenizados en el medio, ocasionaron la mayor disminucién del crecimiento micelial de C.
gloeosporioides. Los EE de L. origanoides y G. sepium fueron los mejores tratamientos de postcosecha, ya que indujeron el
37 y 33 % menos de la enfermedad en los frutos de mango, respectivamente. Los resultados indican el potencial de los
extractos para el manejo de la antracnosis del mango en postcosecha.

Palabras clave: Postcosecha, metabolitos secundarios, Mangifera indica L
ABSTRACT

The effect of applying ethanolic extracts (EE) of leaves of Azadirachta indica (‘nim’); Phyllanthus niruri (‘flor
escondida’); Calotropis procera (‘algodén de seda’); Lippia origanoides (‘orégano silvestre’); Gliricidia sepium (‘mata
raton’) and Heliotropium indicum (‘rabo de alacran’) collected in the state of Lara, Venezuela, on the control of mango
anthracnose caused by Colletotrichum gloeosporioides was evaluated The plant extract was obtained by reduced pressure
and the secondary metabolites (MS) were determined. The microorganism was grown on PDA media. The effect of the EE
at 2.5 % concentration was evaluated following three methods of application. Mango fruits at the adequate ripening stage
were treated with the concentration of 2.5 % and then inoculated with the fungus. Differences were found in the plants
extracts with regard to the MS present. L. origanoides and H. indicum EE, homogenized in the medium caused the highest
inhibition of C. gloeosporioides mycelium. The EE of L. origanoides and G. sepium were the best postharvest treatment
since they induced 37 and 33 % less disease in mango fruits. Results indicate the potential of plant extracts to handle mango
anthracnose in postharvest.

Key words: Postharvest, secondary metabolites, Mangifera indica L.

INTRODUCCION dosificacion han producido contaminaciones que

afectan al suelo, agua, aire y productos agricolas, por

Los plaguicidas sintéticos han generado  la acumulacion de residuos potencialmente daiiinos a
beneficios en la produccion agricola; sin embargo el la salud humana y de los animales (Dinham y Malik,
empleo inadecuado de los mismos, expresado en 2003). El interés por el uso de los extractos vegetales
términos de tipo, toxicidad, nimero de aplicacionesy  (EV) con este fin se ha incrementado
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considerablemente, con prometedores resultados de
investigaciones in vitro e in vivo, con especies de
plantas de diferentes ambientes ecologicos y
abundantes en la naturaleza (Satufer et al., 2000;
Rodriguez y Montilla, 2002; Zapata et al., 2003;
Araujo et al., 2008; Rodriguez y Sanabria, 2005;
Henriques et al., 2005).

Las enfermedades mas comunes en frutas y
hortalizas después de la cosecha, son las mayores
causas de pérdidas de los productos en comercios,
restaurantes y hogares. Los dafios son de tipo
fisiologico y patologico; en el caso de infecciones
ocasionadas por hongos, se recurre a cuidadosas
practicas de manejo del cultivo, del producto durante
la cosecha y del almacenamiento, con el saneamiento
de los sitios de empaque y el uso de envases
especiales, pretendiéndose con esto disminuir el
desarrollo de microorganismos, lo que generalmente
no es suficiente recurriéndose a fungicidas sintéticos,
aplicados en bafios o por aspersion (Valor y Manzano,
2000; Usall et al., 2003).

La antracnosis es reconocida como una de las
enfermedades mas importantes en el cultivo del
mango (Mangifera indica L.) y es ocasionada por el
hongo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz.
& Sacc. Esta enfermedad se hace evidente por la
aparicion de manchas oscuras en hojas, flores,
pedunculos y  frutos, estos ultimos pueden ser
infectados en la etapa de desarrollo, mostrando los
dafios al llegar a la madurez por lo que la alta
incidencia de la enfermedad dificulta la
comercializacion (Arias y Carrizales, 2007). El
control de la antracnosis se realiza con la aplicacion
programada de diversos fungicidas, durante la fase
productiva (Avilan et al., 1996) o en los frutos ya
cosechados (Arias y Carrizales, 2007). Las
restricciones en muchos paises exigen la limitacion en
el uso de estos productos, por razones toxicologicas y
ambientales, lo que obliga a realizar investigaciones y
a desarrollar métodos de controles alternativos y/o
complementarios al uso de agroquimico.

Entre los extractos vegetales que han
mostrado efectos en el control de plagas agricolas
estan los de Azadirachta indica A. Juss., Meliaceae,
los cuales son utilizados para el control de artropodos
(Asher et al., 1995). Los EV de Phyllanthus niruri L.,
Euphorbiaceac han demostrado ser efectivos contra
Bipolaris maydis 'y Rhizoctonia solani en maiz
(Rodriguez y Sanabria, 2005), los de Calotropis
procera (Aiton) W.T. Aiton, Asclepiadaceae, contra

nematodos (Perichi et al., 2007), los de Lippia
origanoides Kunth, Verbenaceae, contra B. maydis, R.
solani (Rodriguez y Sanabria, 2005), Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Henriquez et al., 2005)
y F. oxysporum f. sp. cubense (Araujo et al., 2008);
los de Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp.,
Fabaceae, contra Sclerotium rolfsii (Torrealba, 2006)
y los de Heliotropium indicum L., Boraginaceae,
contra Mycosphaerella fijiensis (Hernandez et al.,
2005). Estas experiencias demuestran la posibilidad
de uso de estas plantas para el control de otros
patogenos, por lo que se planteé6 como objetivos de
esta investigacion a) determinar el efecto de la
aplicacion de los extractos etandlicos (EE) de hojas
de ‘nim’, ‘flor escondida’, ‘algodon de seda’,
‘orégano silvestre’, ‘mata raton’ y ‘rabo de alacran’
sobre el crecimiento micelial de C. gloeosporioides y
la antracnosis ocasionada por este hongo en frutos de
mango; b) determinar la presencia de los grupos de
metabolitos secundarios en los EE.

MATERIALES Y METODOS

1. Obtencion de extractos etandlicos 'y
determinacion de los grupos de metabolitos
secundarios.

El material vegetal utilizado para la obtencion
de los EE consistid en hojas aparentemente sanas y
plenamente  desarrolladas de las  plantas
seleccionadas, colectadas en diferentes localidades
del estado Lara, las cuales se secaron a la sombra y se
pulverizaron en una licuadora convencional Oster™~.
El polvo resultante (250 g) se macero en etanol 96%
(2.500 mL) por 24h; se filtr6 y se realizé la extraccion
del crudo a presion reducida en un rotavapor
Brinkmann™®. El EE se guardo en botellas ambar a
8°C. La determinacion de los grupos de alcaloides,
aceites esenciales, flavonoides, saponinas, polifenoles
y taninos se realizéd siguiendo la metodologia de
Marcano y Hasegawa (2002).

2. Determinacion del efecto in vitro de los extractos
etanolicos sobre el crecimiento micelial de C.
gloeosporioides

Se us6 la metodologia utilizada por Rodriguez y
Sanabria  (2005). La cepa del hongo C.
gloeosporioides se obtuvo en el Laboratorio de
Micologia del Postgrado de Fitopatologia de la
Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado”
(UCLA) y se hizo crecer en papa-dextrosa-agar
(PDA). Los EE se diluyeron en agua destilada
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esterilizada a una concentraciéon de 2,5% y se
establecieron tres métodos de inoculacion in vitro,
utilizando cuatro repeticiones. Los tratamientos y los
testigos se prepararon de la manera siguiente: T1:
Tres discos de papel absorbente impregnados en el
EE correspondiente se colocaron en un costado de un
plato Petri conteniendo PDA, en el lado opuesto se
ubicoé un disco de micelio del hongo de 5 mm de
diametro. T1-0: Igual al anterior pero los papeles se
impregnaron en agua destilada estéril. T2: Tres gotas
(150 pL) del EE correspondiente se colocaron en un
costado de un plato Petri conteniendo el medio y el
hongo se coloco como se explico anteriormente. T2-0.
Igual al anterior, utilizando tres gotas de agua en
lugar del EE. T3: Se homogenizé el EE
correspondiente en el PDA a una temperatura
aproximada de 70 °C y el disco del hongo se coloco
en el centro del plato. T3-0: Igual al anterior, pero sin
el EE.

La wvariable evaluada fue el crecimiento
micelial, midiendo el diametro de la colonia luego de
10 d de incubacion a 27 £ 2 °C. El disefio dispuesto
fue un completamente aleatorizado con cuatro
repeticiones; se realizd el analisis de la varianza de
los datos colectados y se compararon las medias a
través de la prueba de Tukey (P=0,05) (Steel and
Torrie, 1980). Se utilizé el programa PC- SAS (SAS,
1999)

3. Determinacion del efecto de los extractos
etanolicos sobre la antracnosis en frutos de
mango

Los frutos de mango ‘Bocado’ comun se
cosecharon directamente de plantas ubicadas en las
instalaciones de los Postgrados de Agronomia de la
UCLA, en Tarabana, Municipio Palavecino, estado
Lara, Venezuela, en estado de madurez fisiologica,

segun la metodologia de Mitra y Baldwin (1997), con
promedio de 148,8 g, diametro polar de 75,9 mm y
ecuatorial de 62,3 mm, y sin dafios fisicos aparentes;
se lavaron con agua corriente y jabodn, se secaron y se
sumergieron por 3 min en los EE de las seis plantas, a
una concentracion de 2,5%. Luego de 1 h, se
realizaron tres orificios de aproximadamente 2 mm de
profundidad sobre la superficie de los frutos con la
ayuda de una aguja de diseccion, en cada uno se
coloc6 aproximadamente 50 pL. de una suspension de
conidios del hongo de 1,6 x 10° conidios/mL. Cada
EE se consider6 un tratamiento con cinco
repeticiones, incluyendo al testigo que consistio en
frutos inoculados con el hongo y a los que se le
agregd agua en lugar de los EE. Los frutos se
colocaron en cestas plasticas, se cubrieron con
polietileno y se almacenaron por 10 d a 25°C. Se
evalu¢ la incidencia (porcentaje de frutos enfermos) y
la severidad (tamafio de las lesiones caracteristicas de
la enfermedad).

Se utilizé un disefio completamente al azar, los
datos de incidencia y severidad se sometieron al
analisis de varianza y la comparacion de medias por
la prueba de Tukey (P=0,05) (Steel and Torrie, 1980).
Se utilizo6 el programa PC- SAS (SAS, 1999).

RESULTADOS

1. Determinacion de los grupos de metabolitos
secundarios en extractos etandlicos

En base a la metodologia utilizada, se
determind que los EE de todas las plantas utilizadas
poseian alcaloides, aceites esenciales, polifenoles y
taninos (Cuadro 1). Las diferencias se presentaron en
cuanto a las saponinas, antraquinonas y los
flavonoides. L. origanoides, P. niruri y G. sepium
carecian solo de saponinas. Las antraquinonas

Cuadro 1. Grupos de metabolitos secundarios determinados en extractos etandlicos de Lippia origanoides, Phyllanthus
niruri, Azadirachta indica, Gliricidia sepium, Heliotropium indicum y Calotropis procera.

Especie Alcaloides' Aceites Polifenolesy ~ Saponinas Antraquinonas Flavonoides
esenciales Taninos
L. origanoides +++ + + - + +
P. niruri +++ + + - + +
A. indica +++ + + + - -
G. sepium +++ + + - + +
H. indicum - + + + + +
C. procera +++ + + + - +

Presencia (+); Ausencia (-); 'Se determinaron tres tipos de alcaloides: débilmente basicos, basicos y sales cuaternarias de

amonio, representados por las tres cruces.
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estuvieron ausentes en C. procera y A. indica; en éste
ultimo, ademas, no se detectaron los flavonoides. H.
indicum mostro la presencia de todos los grupos de
MS analizados (Cuadro 1).

2. Determinacion del efecto in vitro de los extractos
etanolicos sobre el crecimiento micelial de C.
gloeosporioides

Los resultados mostraron que no hubo
diferencias significativas (P = 0,5) entre los métodos
de aplicacion de los extractos de 4. indica (NIM), P.
niruri (FE), C. procera (AS) y G. sepium (MR) en
cuanto al desarrollo micelial de C. gloeosporioides,
los cuales se comportaron estadisticamente similar a
los testigos (Cuadro 2). L. origanoides, (OS) por otra
parte, si mostro diferencias, encontrdndose tres
grupos estadisticos; la mezcla del EE con el medio
fue el método mas efectivo, el cual no permitid el
crecimiento de la colonia; el segundo lugar en
efectividad se observo impregnando el papel de filtro
en el extracto y colocandolo en el extremo opuesto al
hongo (Cuadro 2). El EE de H. indicum (RA) fue mas
efectivo con el papel de filtro y en segundo lugar con
las gotas colocadas sobre el medio.

3. Determinacion del efecto de los extractos
etanolicos sobre la antracnosis en frutos de
mango.

Diez dias después de iniciado el ensayo se
constatod la presencia de las lesiones necroticas tipicas
de la antracnosis sobre la superficie de los frutos de
mango inoculados con C.  gloeosporioides
demostrandose asi el ataque del patégeno en todos los
tratamientos, incluyendo el testigo. Se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos (P =
0,05) con la menor severidad del dafio en los frutos
tratados con L. origanoides y H. indicum, donde el

tamafo de las lesiones fue de 22 y 23 mm,
respectivamente, lo que representd una disminucion
del dafio de 37 y 33 %, respectivamente, con respecto
al testigo (Cuadro 3). Los resultados de los otros
extractos se agruparon en un segundo grupo
estadistico, intermedio entre el testigo y los EE antes
mencionados; en ellos se observaron valores de 20 y
30% de reduccion de la lesion con respecto al testigo.

DISCUSION

El analisis preliminar de los grupos mayores
de metabolitos secundarios presentes en los extractos
vegetales de las plantas evaluadas mostro las
diferencias entre ellas, las cuales se deben, entre otras
razones, al hecho de que pertenecen a familias
distintas (Izco, 2004) o a que provienen de diversas

Cuadro 3. Diametro de la lesion de antracnosis y reduccion
de la lesion con respecto al testigo. en frutos de
mango  inoculados con  Colletotrichum
gloeosporioides y tratados con extractos
etandlicos de Nim, flor escondida, algodén de
seda, orégano silvestre, mata raton y rabo de

alacran.

Tratamientos Diametro de la  Reduccion
lesion de la lesion
(mm) (%)

Inoculado, sin EE (T) 35,06 a -

Nim 28,08 ab 19,9

Flor Escondida 26,08 ab 25,6

Algodon de Seda 24,60 ab 29,8

Orégano Silvestre 22,04 b 37,1

Mata Raton 2332 b 33,5

Rabo de Alacran 24,26 ab 30,8

(T): Testigo

Medias con las mismas letras no  difieren

significativamente en las pruebas de Tukey (P = 0,05).

Cuadro 2. Crecimiento micelial (cm) de Colletotrichum gloeosporioides en PDA con extractos etandlicos (EE) de hojas de
NIM (Azadirachta indica); flor escondida (Phyllanthus niruri) (FE); algodon de seda (Calotropis procera) (AS);
orégano silvestre (Lippia origanoides) (OS); mata raton (Gliricidia sepium) (MR) y rabo de alacran
(Heliotropium indicum) (RA). Concentracion de los EE 2,5 %.

Tratamientos NIM FE AS oS MR RA
Papel+EE (T1) 5,38 a 8,16 a 8,93 a 373 b 8,53 a 1,95 ¢
Papel+Agua (T1-0) 753 a 8,93 a 8,38 a 9,20 a 8,23 a 9,20 a
Gotas de EE (T2) 7,13 a 8,13 a 8,95 a 7,55 a 8,95 a 6,10 b
Gotas agua (T2-0) 6,60 a 5,85 a 8,68 a 5,73 ab 8,68 a 573 b
EE+PDA (T3) 9,20 a 9,20 a 8,88 a 0,00 ¢ 8,88 a 9,20 a
PDA sin EE (T3-0) 9,20 a 9,20 a 9,20 a 9,20 a 9,20 a 9,20 a

Medidas con las mismas letras no difieren significativamente en las pruebas de Tukey (P = 0,05)
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zonas del estado Lara, con caracteristicas ambientales
diversas (Pifiol ef al., 2000). La ausencia de un grupo,
sin embargo, puede también significar que no se
encontraba en la hoja en el momento del analisis, ya
sea por su traslado a otros oOrganos o por su
destruccion previo a la determinacion (Izco, 2004).
En todo caso, la actividad antifungica de los extractos
fue evaluada en un tiempo muy corto luego de su
obtencion de los EE, por lo que los resultados
obtenidos podrian asociarse con los metabolitos
detectados.

Los grupos de MS detectados en C. procera 'y
G. sepium coincidieron con los obtenidos por Bittara
(2005) y Torrealba (2006), atn cuando las plantas se
colectaron en zonas diferentes a las utilizadas por
estos autores. Asi mismo, los encontrados en A.
indica fueron igualmente sefialados por Asher et al.
(1995) y Gomez et al. (2002) en semillas y hojas de
esta misma planta; todo esto podria indicar cierto
nivel de confianza en los compuestos esperados y su
utilizacién. No obstante, como Izco (2004) indica, es
necesaria la identificacion exacta de los compuestos y
su cuantificacion.

La forma mas efectiva de exponer el hongo al
extracto fue la mezcla homogénea en el medio de
crecimiento, de esta manera el patdgeno esta en
contacto con el producto desde el inicio de su
desarrollo. Los otros métodos evaluados permiten el
crecimiento de la colonia por cierto tiempo antes de
que el extracto alcance el micelio. Utilizando este
método, el extracto mas efectivo en el control del
hongo fue el de L. origanoides, lo cual ha sido
consistente con lo observado en otras pruebas donde
se evaluo contra Bipolaris maydis, Rhizoctonia solani
(Rodriguez y Sanabria, 2005) y Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici (Henriquez et al., 2005). Este
comportamiento del extracto ha sido asociado con los
fenoles (Rodriguez, 2007), aunque no se ha definido
cual de ellos es el responsable. El segundo extracto
con efectividad sobre C. gloeosporioides, pero
utilizando el método de papel impregnado, fue el de
H. indicum, con el cual se obtuvo una disminucion del
crecimiento micelial del 78 %. Este EE también ha
mostrado tener efecto sobre Mycosphaerella fijiensis
en platano (Vargas, 2008) y podria ser considerado su
uso, posiblemente, con dosis mayores.

Los resultados del ensayo in vivo corroboraron
los obtenidos in vitro, demostrandose el potencial de
L. origanoides para el control de la antracnosis en
mango. Colletotrichum puede penetrar el vegetal

directamente o por heridas (O’Connell et al., 2000),
por lo que el presente ensayo se establecié con una
infeccion forzada, posterior a la herida causada en el
mango; bajo tales condiciones el EE de L.
origanoides logré mantener la severidad de la
antracnosis con un 37 % menos que en el control. En
condiciones menos severas de infeccion y con un
tratamiento preventivo, es posible que el nivel de
proteccion con el extracto sea mayor. En cuanto a G.
sepium, su extracto mostrd igualmente su accion en la
reduccion de la antracnosis, a pesar de que la prueba
in vitro indicaba poca efectividad sobre el patdgeno;
esto quizas se deba a la presencia de algun tipo de
resistencia inducida, en la que el extracto haya
promovido la formacion de algin compuesto
(fendlico) que haya frenado el desarrollo de la
enfermedad (El Modafar y El Boustani, 2004); sin
embargo, esto merece ser investigado. Los otros
extractos evaluados también mostraron cierto nivel de
control, lo que indica que puede haber mas de un
extracto con potencial de uso para la prevencion de la
antracnosis en mango y que posiblemente su accion
dependa de la dosis utilizada.

CONCLUSIONES

El extracto mas significativo para el control in vitro e
in vivo de C. gloeosporioides fue el de las hojas de
‘orégano silvestre’, el cual en dosis bajas podria ser
utilizado para prevenir la enfermedad. Los extractos
de ‘mata raton’ (G. sepium), ‘rabo de alacran’ (H.
indicum), ‘algodon de seda’ (C. procera), ‘flor
escondida’ (P. miruri) y ‘nim’ (A. indica) fueron
también efectivos en la reduccion de la enfermedad y
se recomienda evaluarlos con dosis mas altas.
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