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RESUMEN

Botrytis cinerea, Phragmidium mucronatum y Sphaerotheca pannosa son hongos
fitopatdgenos presentes en el cultivo de rosas organicas. Para la contribucion al control
de estos hongos, se evalud in vitro extractos de eucalipto (Eucalyptus globulus), ajo
(Allium sativum) y crisantemo (Chrysanthemum cinerariaefolium). Los extractos fueron
obtenidos mediante hidrodestilacién y maceracion con solventes como alcohol 96% y
agua. Se evaluaron concentraciones de 25, 50, 75 y 100% usando como diluyentes
alcohol 96% vy glicerina. Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones en un disefio factorial
completo 9x2x4x2. Las evaluaciones se hicieron a los 4 y 8 dias para Botrytis cinerea y
se registro el didmetro del halo de inhibicion (mm) mientras que para Phragmidium
mucronatum y Sphaerotheca pannosa se hicieron evaluaciones a las 48 y 72 horas y se
registro la proporcion de conidios afectados con cambios morfoldgicos. Se realizé un
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ANAVA y comparaciones mediante la prueba de Tukey al 0,05%. Los extractos que
mostraron mejor eficiencia fungicida frente a Botrytis cinerea fueron el extracto
alcohdlico de eucalipto al 100%, el extracto alcoholico de ajo al 100% y 75% vy el
extracto alcohdlico de crisantemo al 25% y 50%. Los extractos que mostraron mejor
eficiencia fungicida frente a Phragmidium mucronatum fueron los extractos
hidrodestilados de eucalipto al 25%,50% y 75%; el extracto alcoholico de ajo al 50% y
100%, los extractos hidrodestilados de ajo al 25% , 50%, 75% y 100%, y el extracto
alcohdlico de crisantemo al 100% e hidrodestilado al 75%. Los extractos que mostraron
mejor eficiencia fungicida frente a Sphaerotheca pannosa fueron los extractos
hidrodestilado de eucalipto al 75%, alcohdlico de eucalipto al 100%, hidrodestilado de
eucalipto al 50%, el extracto alcoholico de ajo al 100% y el extracto alcohdlico de
crisantemo al 100%. Las mejor mezcla frente a Botrytis cinerea fue la mezcla B2,
mientras que para el caso de Phragmidium mucronatum en todas las mezclas se observo
pocas conidios afectados sin embargo la mezcla méas eficiente es R9, y para
Sphaerotheca pannosa todas las mezclas evaluadas presentaron excelentes resultados,
resaltando entre estas la mezcla O9.

Palabras clave.- Hongos fitopatdgenos, rosas orgénicas, eucalipto, ajo, crisantemo,
halo de inhibicién, proporcion de conidios afectados.

ABSTRACT

Botrytis cinerea, Phragmidium mucronatum and Sphaerotheca pannosa are
phytopathogenic fungi present during organic roses cultivation. In order to contribute to
the control of these fungi, in vitro eucalyptus (Eucalyptus globulus), garlic (Allium
sativum) and chrysanthemum (Chrysanthemum cinerariaefolium) extracts were
evaluated. The extracts were obtained through hydro distillation and maceration with
solvents like alcohol 96% and water. Concentrations of 25, 50, 75 and 100% were
evaluated using as diluents alcohol 96% and glycerin. Each treatment had five
repetitions with a complete factorial design 9x2x4x2. The assessments were done at the
days 4 and 8 for Botrytis cinerea registering the inhibition halo diameter (mm), while
for Phragmidium mucronatum and Sphaerotheca pannosa the assessments were done at
48 and 72 hours registering the proportion of conidia affected by morphological
changes. An ANAVA and comparisons using Tukey test at 0,05% were performed. The
extracts that have shown better fungicide efficiency to Botrytis cinerea were the
alcoholic extract of eucalyptus at 100%, the alcoholic extract of garlic at 100% and 75%
and the alcoholic extract of chrysanthemum at 25% and 50%. The extracts that have
shown better fungicide efficiency to Phragmidium mucronatum were the hydro
distillated extract of eucalyptus at 25%, 50% and 75%, the alcoholic extract of garlic at
50% and 100%, and the hydro distillated extract of garlic at 25%, 50%, 75% and 100%,
and the alcoholic and hydro distillated chrysanthemum extract at 100% and 75%
respectively. The extracts that have shown better fungicide efficiency to Sphaerotheca
pannosa were the hydro distillated and alcoholic extract of eucalyptus at 75% and 100%



respectively, hydro distillated extract of eucalyptus at 50%, the alcoholic extract of
garlic at 100% and the alcoholic extract of chrysanthemum at 100%. The best mixture
for Botrytis cinerea was the B2, while in the case of Phragmidium mucronatum every
mixture showed only a few conidia affected however the most efficient mixture is R9,
finally for Sphaerotheca pannosa every evaluated mixture showed excellent results,
being the most highlighted the mixture O9.

Key words.- Botrytis cinerea, Phragmidium mucronatum y Sphaerotheca pannosa,
organic roses, eucalyptus, garlic, chrysanthemum, inhibition, proportion of conidia
affected.

INTRODUCCION

El moho gris, roya del rosal y mildiu polvo en el cultivo de rosas son enfermedades
causadas por Botrytis cinerea, Phragmidium mucronatum y Sphaerotheca pannosa
respectivamente, estos hongos fitopatdgenos crecen y se desarrollan a temperaturas
superiores a los 20°C en condiciones de alta humedad (Alvarez, 2005 & Bello, 2011).

Botrytis cinerea penetra en el rosal mediante heridas, presenta un crecimiento de color
gris o blanco pudiendo ser de forma micelial, esclerocial o esporulante, infecta con
frecuencia a las inflorescencias causando detencion en su desarrollo y posterior
pudricién (Arias & Jerez, 2008). Phragmidium mucronatum posee uredosporas
individuales generalmente equinuladas ademas de teliosporas robustas, penetra en la
planta y se extiende hacia afuera superficialmente presentando un crecimiento en forma
de pustulas anaranjadas o amarillentas en el envés de las hojas, estructuras que al
romperse liberan gran cantidad de esporas, las cuales se dispersan con facilidad con el
viento (Alvarez, 2005; Bello, 2001; Botanical, 2011). Sphaerotheca pannosa tiene
como cuerpo fructifero un ascocarpo y sus conidios se encuentran dispuestos en
cadenas, exhibe diversos ciclos de vida en su infeccion, su crecimiento se manifiesta
formando un tapiz blanco polvoriento en forma de manchas en las superficies de partes
tiernas del rosal (Buczacki, 1999; Cabrera, et al., 2006).

El manejo de cultivos basado en el uso de productos quimicos ha aumentado en los
fitopatdgenos la presion de seleccion creando poblaciones resistentes, ademas del
impacto sobre los seres humanos y el medio ambiente. Esto conlleva a la busqueda de
nuevas alternativas de manejo de enfermedades como la utilizacién de extractos
vegetales, que es una opcidn que permite una produccion agricola sostenible y menos
contaminante (Viveros & Castafio, 2006).

Los extractos de plantas constan de mezclas de compuestos activos producto del
metabolismo secundario vegetal. La actividad bioldgica de estas sustancias se debe al
sinergismo entre ellos, ya que por separado poseen mucha menor actividad que cuando
se encuentran juntos. Los coadyuvantes contenidos en menor proporcion hacen posible



el desarrollo 6ptimo de los principios activos, contribuyendo de esta manera en la
absorcion y reforzamiento del efecto antimicético (Viveros & Castafio, 2006).

En este articulo se presenta la evaluacion de la eficiencia de los extractos de eucalipto,
ajo y crisantemo como fungicidas naturales para el control Botrytis cinerea,
Phragmidium mucronatum y Sphaerotheca pannosa presentes en el cultivo de rosas
organicas, con el fin de aportar con una alternativa viable para incentivar el desarrollo
de la agricultura orgénica.

METODOLOGIA

Coleccidén de muestras vegetales para obtencion de extractos.- Se recolectd hojas
jévenes de eucalipto, bulbos de ajo y flores de crisantemo. Las muestras vegetales de
eucalipto fueron colectadas en el campus de la Escuela Politécnica del Ejército, de ajo
en el mercado de Sangolqui y de crisantemo en la localidad de Cochasqui.

Coleccidn de muestras vegetales infectadas por hongos fitopatogenos.- Las muestras
vegetales de rosas organicas infectadas fueron colectadas en la hacienda Monterrey de
la floricola Nevado Roses Ecuador S.A. en el mes de septiembre del 2011 y en el mes
de junio del 2012.

Se recolectd flores de rosas de la variedad Vitality las cuales presentaban en sus pétalos
manchas no uniformes de color rojo purpuras, caracteristicas que hacen evidente la
infeccion por Botrytis cinerea. Para el caso del hongo Phragmidium mucronatum se
recolectd hojas de rosas de la variedad Heart, las cuales en su envés presentaban
pustulas redondas definidas de color amarillo anaranjadas; caracteristicas que denotan la
infeccidn por parte de este hongo. Se recolectd hojas tiernas y pedunculos florales de
rosas de la variedad Vitality, las hojas presentaban un polvo fino de color blanco en el
haz y en el envés manchas de color rojo purpura, mientras que en los pedunculos
florales se visualizo el polvo fino de color blanco alrededor.

Adicionalmente se colectd hojas no infectadas de las variedades mencionadas con el
propdsito de usarlas en la reproduccién de Phragmidium mucronatum y Sphaerotheca
pannosa en el laboratorio.

Aislamiento de hongos fitopatdgenos.- Se realizd camaras humedas con las flores
infectadas por los tres hongos, se incubd las camaras colgadas durante 10 dias a
temperatura ambiente 20+3 °C.

Para el aislamiento de Botrytis cinerea se escogio las camaras con mas crecimiento
fangico, en la camara de flujo laminar se corto cinco pedazos de 15 mm? de la parte
afectada de cada flor, se desinfectaron en hipoclorito de sodio 2,5% por 10 segundos, se
lavd en agua destilada estéril por 15 segundos y se dejo secar sobre una toalla de papel
cerca del mechero durante 5 minutos. Una vez secas en condiciones estériles los trozos
de flor infectados fueron colocados en el centro sobre el medio de cultivo PDA. Se dejo



incubar por 8 dias a temperatura ambiente 2043 °C. Para obtener cultivos axénicos se
realizé resiembras, para lo cual se corto cuadrados de 10 mm? de medio PDA con
crecimiento activo del hongo y se trasfirié a medio PDA fresco.

De las camaras se escogié las hojas que presentaban crecimiento activo de
Phragmidium mucronatum y Sphaerotheca pannosa y se realizd nuevamente camaras
humedas junto con hojas no infectadas de rosas de variedad Vitality y Heart
respectivamente, se incubd a temperatura ambiente 20+3 °C para estimular el
crecimiento masivo de los hongos.

Obtencidén de extractos.- Se obtuvo los extractos mediante hidrodestilacion y
maceracion con solventes.

Los extractos hidrodestilados fueron obtenidos mediante el equipo de hidrodetilacion, el
cual constd de un balon de 1L conectado a un refrigerante de serpentin con sus
respectivas mangueras, una de entrada de agua y la otra de salida, en su parte inferior se
acopl6 una trampa Dean Stark la cual a su vez en la parte inferior derecha se encajo el
balén de destilacion el mismo que se encontraba a un centimetro de la plancha de
calentamiento.

Los extractos alcoholicos se obtuvieron macerando las muestras vegetales picadas por 8
dias en alcohol 96%, en frascos ambar a temperatura ambiente 20+3 °C. Se filtraron al
vacio con papel Whatman No. 4, se evaporaron a presién reducida en rotavapor a 35-
37°C durante 2 horas, se pesaron, se filtraron en filtro de jeringa micropore 0.45uy se
conservaron en frascos ambar en refrigeracion a 4°C.

El extracto acuoso de eucalipto se obtuvo macerando las muestras vegetales picadas en
agua destilada caliente por 24 horas, mientras que los extractos de ajo y crisantemo se
obtuvieron macerando las muestras vegetales picadas en agua destilada por 72 horas. Se
filtro al vacio y se evaporaron a presion reducida en rotavapor a 40°C durante 2 horas,
se pesaron, se filtraron en filtro de jeringa micropore 0.45u y se conservaron en frascos
ambar en refrigeracion a 4°C.

Andlisis de extractos obtenidos.- Se evaluaron caracteristicas fisicas como el color,
olor, apariencia y densidad, y quimicas como el pH y el indice de refraccion. Se analiz
los principios activos presentes en cada extracto mediante cromatografia en capa fina.

Se utiliz6 como fase estacionaria placas de silicagel 60 F,54 de 20 x 20 cm con soporte
de vidrio, y como fase movil una mezcla de hexano: acetato de etilo (9:1) para los
extractos de eucalipto y crisantemo, Yy una mezcla de butanol: alcohol isopropilico:
acido acético glacial: agua (30:10:10:10) para los extractos de ajo.

Las placas fueron activadas en estufa a 100°C durante 30 minutos. Se dejo eluir en
oscuridad por 1h30min los extractos de eucalipto y crisantemo y por 45 minutos los
extractos de ajo. Se observo las cromatoplacas en luz UV, se revelaron aplicando
vainillina sulfurica a las placas con extractos de eucalipto y crisantemo, y ninhidrina 1%
a las placas con extractos de ajo, se secaron en estufa a 100°C durante 10 minutos. Se



identificd los principios activos por el color caracteristico que presentaban los
componentes y por su valor de Factor de Retencion (Rf).

Evaluacion de la eficiencia fungicida de los extractos.- Se evaluaron los extractos
vegetales al 25, 50, 75 y 100% de extracto, diluidos en glicerina y alcohol 96%.

Para la evaluacion frente a Botrytis cinerea se realizaron mediciones en milimetros
(mm) del halo de inhibicion formado en medio PDA al cuarto y octavo dia de
incubacién a 203 °C, mientras que para la evaluacion frente a Phragmidium
mucronatum y Sphaerotheca pannosa se considero la proporcion de conidios afectados
con cambios morfoldgicos a las 48 y 72 horas de incubacién a 20+3 °C usando la
técnica de preparacion humeda. Las mediciones de halos de inhibicién se llevo a cabo
con un calibrador y la identificacion de cambios morfoldgicos en microscopio éptico de
campo claro en 10x, 40x y 100x.

RESULTADOS Y DISCUSION

El rendimiento de extraccion de los extractos vegetales va decreciendo de acuerdo al
método utilizado, de forma que la mayor eficiencia es para la extraccidn acuosa, seguida
por la extraccion alcohodlica y finalmente la extraccion hidrodestilada. Cuando se pone
en contacto la muestra vegetal con el solvente, las células vegetales tienden a aumentar
la permeabilidad de la pared celular lo cual permite la difusion del solvente hasta llegar
a un estado de turgencia; el grado de hinchamiento al que llegan las células vegetales
para liberar los principios activos depende de las propiedades del solvente. El agua es
solvente adecuado para ingresar a las células debido a que es un constituyente principal,
explicando de este modo el volumen de extracto acuoso que se obtiene en el filtrado y
concentrado (Sharapin, 2000, Villacis, 2009).

Adicionalmente a esto, los altos rendimientos obtenidos en las extracciones acuosas y
alcohdlicas, pueden deberse a dos factores, el tratamiento de muestras vegetales y la no
disposicion de los equipos necesarios para montar un sistema optimo de concentracion
en rotavapor; en cuanto al tratamiento de muestras vegetales en el presente estudio no
fueron secadas debido a que no se disponia de una camara con aire caliente circundante
adecuado para secar las muestras; y lo que se refiere al sistema de concentracion en
rotavapor no se conté con una bomba de vacid regulable la presion, lo que dificulto
evaporar un poco mas de agua de los extractos concentrados al disminuir la presion, no
obstante para compensar esta dificultad una opcién era subir la temperatura de
evaporacion, sin embrago no se realizo ya que al momento de subir la temperatura se
corre el riesgo de perder principios activos en los extractos, por su naturaleza volatil a
determinadas temperaturas, lo cual no era conveniente.

Los valores de pH, densidad e indice de refraccion de los extractos se encontraron
dentro de lo establecido en la Farmacopea Nacional Argentina. EI pH es un factor
importante que debe presentar el extracto vegetal ya que si es el optimo favorece la



estabilidad de algunos principios activos (Aragdvay, 2009). Los valores de pH limites
de extractos vegetales a ser aplicados en produccién vegetal deben encontrarse entre 4 y
9, debido a que soluciones muy acidas o muy alcalinas hechan a perder los cultivos
(Barbado, 2005). Con el indice de refraccion se determina la pureza de los extractos o
esencias (Soto, 2011) y con la densidad se comprueba la calidad de los extractos
vegetales (Milanés et al, 1999).

La cromatografia en capa fina realizada para los extractos de eucalipto revela la
presencia de eucaliptol en los extractos alcoholico e hidrodestilado, presentando un Rf
de 0.425 (Figura 1).

Figura 1. Cromatografia en capa fina de los extractos de eucalipto
Eucalyptus globulus. E: Estandar de eucaliptol, E1: Extracto acuoso diluido
con alcohol 96%, E2: Extracto alcohodlico diluido con alcohol 96%, E3:
Extracto hidrodestilado diluido con alcohol 96%, E4: Estandar diluido con
acetona, E5: Extracto acuoso diluido con acetona, E6: Extracto alcohdlico
diluido con acetona, E7: Extracto hidrodestilado diluido con acetona.

Los resultados de la cromatografia de los extractos de ajo confirman la presencia de
compuestos azufrados en los extractos acuoso y alcohdlico, con un Rf de 0.5 (Figura 2).



Figura 2. Cromatografia en capa fina de los extractos de ajo Allium
sativum. A: Extracto acuoso de capsulas de ajo, Al: Extracto alcohdlico de
capsulas de ajo, A2: Extracto acuoso diluido en alcohol 96%,A3: Extracto
alcohodlico diluido en alcohol 96%l, A4: Extracto hidrodestilado diluido en
alcohol 96%, A5: Extracto acuoso no diluido,A6: Extracto alcohdlico no
diluido, A7: Extracto hidrodestilado no diluido,A8: Extracto alcohdlico de
capsulas de ajo no diluido.

Mientras que la cromatografia de los extractos de crisantemo sefiala la presencia de
piretrinas en el extracto alcohdlico y el extracto acuoso, presentando una mancha con
Rf de 0.05 para el acuoso y para los alcohdlicos dos manchas con Rf de 0.05 y 0.15
(Figura 3).

Figura 3. Cromatografia en capa fina de los extractos de crisantemo
Chrysanthemum cinerariaefolium. C: Estandar secundario Pyretrum extract
diluido en alcohol 96%, C1: Estandar primario Piretrinas y Piretroides
diluido en alcohol 96%, C2: Extracto acuoso diluido en alcohol 96%, C3:
Extracto alcoholico diluido en alcohol 96%, C4: Agua de hidrodestilacion
diluido en alcohol, C5: Extracto acuoso no diluido, C6: Extracto alcohdlico
no diluido, C7: Agua de hidrodestilacion no diluida,C8: Extracto etéreo
diluido en alcohol 96%.



El eucaliptol debido a su volatilidad y bajo peso molecular puede atravesar estructuras
de especies fungica facilmente. ElI dafio a la membrana citoplasmética se enfoca
principalmente al oxigeno presente en su estructura quimica, ya que a raiz de del
oxigeno se originan diversas especies reactivas del oxigeno “ROS” (iones de oxigeno,
radicales libres y peroxidos), estos ROS desestabilizan la bicapa lipidica mediante
peroxidacion, promoviendo la formacion de poros por los cuales que difunden
moléculas e iones ( K+ y H+), lo que finalmente compromete la viabilidad de la
membrana, ademas producen dafios a proteinas, péptidos, ADN mitocondrial y celular.
(Creces 1983, Avello et al, 2012, Rincon et al, 2012).

Los compuestos azufrados por su parte inhiben actividad enzimética de diversas
enzimas celulares (fosfatasa alcalina, invertasa, ureasa) , se ligan a los grupos tiol de las
proteinas y polipéptidos causando degradacion de polimeros de la pared celular de
muchos hongos, desestabilizando canales de membrana, ademés de disgregar los
ribosomas e intervinir en la sintesis de ADN tanto mitocondrial como celular (Domingo
& Lopez, 2008; Ferrada &Farias, 2005; Hernandez, 2003; Isman, 2000; Selitrennikoff,
2001; Slusarenko, et al., 2008).

Las piretrinas en cambio interfieren en la bomba sodio — potasio, postergan el cierre del
canal de sodio de la membrana celular (células animales), que es lo que permite que los
nutrientes ingresen (Na+) y salgan (K+) de las células; al no cerrarse ese canal se
produce un impulso nervioso permanente que termina liquidando al insecto (Ledn,
2000). Las células vegetales, hongos y bacterias no tienen la bomba sodio — potasio
sino la bomba de electrogena, es una bomba de protones que transporta activamente H+
hacia afuera de la célula (Campbell & Reece, 2007). En este trabajo los extractos de
crisantemo eficientes se podria decir que interfirieron basicamente en la bomba
electrégena de los hongos evaluados, del mismo modo que en la bomba de sodio -
potasio.

La alicina no se pierde sino que transforma segun las condiciones en otros compuestos
azufrados tales como el dialil disulfuro, dialil sulfuro, etc (Gémez Gomez, 2008);
entonces en este contexto los resultados obtenidos en el presente trabajo tanto en la
cromatografia en fina y en la eficiencia fungicida podrian deberse a la accién de
compuestos producto de la transformacion de alicina o quiza a compuestos no azufrados
del ajo como lo son las saponinas, también presentes en el ajo.

El dialil sulfuro y dialil disulfuro segun estudios realizados en la Universidad de
Washigton tienen capacidad para eliminar microorganismos en cien veces mas
efectividad que los antibidticos (Alkemi, 2012), capacidad antitumoral y
anticancerigena (Padilla & Zaitseva, 2010, Palencia, 2010). Po otro lado las saponinas
son glucédsidos solubles en agua y etanol, su contenido en el ajo varia entre 0.1 al 5%, se
encuentran en las parte externas del ajo, y constituyen parte importante en la defensa
contra patdgenos, especialmente hongos, manifiestan Valle, 2000 en su estudio acerca
de la toxicologia de alimentos y Hall et al, 2002 en su reporte de plantas medicinales.



Las piretrinas por su parte son inestables en condiciones ambientales en el campo
debido a que en su estructura poseen un grupo éster, sin embrago son estables cuando
las condiciones ambientales son normales controladas, ya que en estas condiciones estas
tienen una accidn excelente y rapida reportan Montalvo et al, 1996.

Los hongos fitopatogenos aislados del cultivo de rosas organicas fueron Botrytis
cinerea, Phragmidium mucronatum y Sphaerotheca pannosa. Botrytis cinerea se
establecié en medio Potato Dextrosa Agar PDA (Figura 4) por ser un hongo que no
requiere condiciones exigentes para crecer y desarrollarse (Arias & Jerez, 2008);
Phragmidium mucronatum y Sphaerotheca pannosa se implantaron en camara himeda
(Figura 5 y 6) ya que son patdgenos obligados porque dependen de su hospedero para
mantenerse (Mansilla & Pintos, 2000).

En la identificacion macro/microscépica de Botrytis cinerea (Figura 4), Phragmidium
mucronatum y Sphaerotheca pannosa (Figura 5 y 6) se observaron todas las estructuras
fangicas caracteristicas de estos hongos de acuerdo con Arias y Jerez, 2008 y Barnett &
Hunter, 2000.

Figura 4. A) Botrytis cinerea en medio PDA al octavo dia de incubacion.
B) Estructuras fungicas de Botrytis cinerea, campo claro objetivo 100x.

Figura 5. A) Phragmidium mucronatum en el envés de la hoja,
estereomicroscopio Leica S4E. B) Estructuras fangicas de Phragmidium
mucronatum, campo claro objetivo 100x.



Figura 6. A) Sphaerotheca pannosa en el haz de la hoja,
estereomicroscopio Leica S4E. B) Estructuras fangicas de Sphaerotheca
pannosa, campo claro objetivo 100x.

El efecto fungicida de los extractos vegetales sobre Botrytis cinerea, Phragmidium
mucronatum y Sphaerotheca pannosa fue variable, y se observaron diferencias
estadisticas significativas entre los distintos extractos de cada una de las tres especies
vegetales.

El anélisis de varianza del diametro de halo de inhibicion de Botrytis cinerea y de la
proporcion de conidios afectados de Phragmidium mucronatum y Sphaerotheca
pannosa al cuarto y octavo dia de incubacién presentd diferencias altamente
significativas entre los tratamientos. De los extractos vegetales evaluados sobre Botrytis
cinerea mostraron un efecto fungicida el extracto alcohdlico de eucalipto al 100%
(Figura 7B), el extracto alcohdlico de ajo al 100% (Figuras 7A) y el extracto alcohdlico
de crisantemo al 25% diluido en glicerina (Figura 7C) al cuarto dia de incubacion
presentando un halo de inhibicion media de 7.94, 10.40 y 6.94 mm respectivamente.



Figura 7. Halos de inhibicion formados por accion de extractos vegetales sobre Botrytis
cinerea. A) Extractos de eucalipto. B) Extractos de ajo. C) Extractos de crisantemo.

Al evaluar la eficiencia fungicida frente a Phragmidium mucronatum los extractos de
eucalipto que presentan mayor eficiencia son los extractos hidrodestilados al 50 y 75%
diluidos en alcohol 96% a las 48 horas de incubacion y los hidrodestilados al 25 y 75%
diluidos en alcohol 96% a las 72 horas de incubacién con proporcion de conidios
afectados de 0.93 para los primeros y 0.88 para los segundos; los mejores extractos de
ajo con proporcion de conidios afectados media de 0.99, 0.98 y 0.97 son los
hidrodestilados al 25,50, 75 y 100% Yy los alcohdlicos al 50, 75 y 100% tanto los
diluidos en alcohol 96% como glicerina a las 72 horas de incubacion y los extractos de
crisantemo mas eficientes son el extracto alcohdlico al 100% vy el extracto
hidrodestilado al 75% diluido en glicerina a las 48 horas de incubacion con una
proporcion media de conidios afectados de 0.27.



Figura 8. Cambios morfologicos en conidios de Phragmidium mucronatum causados

por extractos vegetales. A) Extractos de eucalipto. B) Extractos de ajo. C) Extractos de
crisantemo.

En la evaluacion de los extractos contra Sphaerotheca pannosa los extractos de
eucalipto hidrodestilados al 50 y 75% diluidos en alcohol 96%, alcohdlico al 100% a las
72 horas de incubacién con 0.96, 0.99 y 0.96 proporcion media de conidios afectados; el
extracto alcohdlico de ajo al 100% a las 48 horas de incubacion con proporcion de
conidios afectados media de 0.71 y los extractos alcoholicos de crisantemo al 100% a
las 72 horas de incubacion presentando una proporcién media de conidios afectados de
1.00.



Figura 9. Cambios morfologicos en conidios de Sphaerotheca pannosa causados por
extractos vegetales. A) Extractos de eucalipto. B) Extractos de ajo. C) Extractos de
crisantemo.

Al evaluar las mezclas de los extractos de eucalipto, ajo y crisantemo frente a Botrytis
cinerea se obtuvieron buenos resultados con la mezcla B1 (extracto alcohdlico de
eucalipto y extracto acuoso al 100%), B2 (extracto alcoholico de eucalipto al 100% y
crisantemo alcohdlico al 25% diluido en glicerina) y B4 (extracto alcohdlico de
eucalipto, extracto acuoso al 100% y crisantemo alcohdlico al 25% diluido en glicerina)
al cuarto dia de incubacion, presentando medias del diametro del halo de inhibicion de
11,67 mm, 14,74 mmy 10,18 mm respectivamente.

Por otra parte al aplicar las mezclas de extractos vegetales sobre Phragmidium
mucronatum se obtuvo baja proporcion de conidios afectados en comparacién a la
evaluacion individual de los extractos, verificando este comportamiento tanto a las 48
horas de como a las 72 horas de incubacion llegando a una proporcion de conidios
afectados media de 0.22 para las siete mezclas evaluadas.

En cambio al exponer los conidios de Sphaerotheca pannosa a las mezclas de
extractos vegetales se identificaron cambios morfoldgicos en gran parte de ellos para
las diez mezclas evaluadas a las 48 y 72 horas de incubacién, presentado una proporcion
de conidios afectados media de 0.95.



CONCLUSIONES

El rendimiento de obtencidn de los extractos de Eucalyptus globulus, Allium sativum y
Chrysanthemum cinerariaefolium por maceracion con agua y alcohol 96% fue alto, esto
debido a factores tanto de tratamiento muestras vegetales como del proceso de
concentracion de extractos en rotavapor.

Los resultados en la determinacion de los pardmetros fisico — quimicos de cada uno de
los extractos vegetales estuvieron acorde con lo establecido en la Farmacopea Nacional
Argentina, asegurando de esta manera la calidad de los extractos y por ende la
conservacion de las propiedades antimicrobianas.

Realizado el ensayo de diluyentes se concluyd que la glicerina y alcohol 96% son
inocuos para los hongos fitopatdgenos investigados en este estudio, por lo que se eligio
trabajar con estos, descartando totalmente al texapon debido a su alto poder fungicida.

Mediante la técnica de cromatografia en capa fina se determind la presencia de
componentes mayoritarios en cada extracto, en el eucalipto de eucaliptol, en el ajo una
variedad de compuestos azufrados y en el crisantemo las piretrinas.

Las tres especies vegetales eucalipto, ajo y crisantemo evaluadas in vitro tanto
individualmente como en mezclas tienen alto potencial fungicida y por ende son aptas
para ser utilizadas para mantener los cultivos organicos.
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