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RESUMEN

La antracnosis en limén persa causada por Colletotrichum gloeosporioides, es una
enfermedad de importancia econdmica a nivel mundial por afectar etapas de pre y
poscosecha. El manejo sanitario convencional consiste en la aplicacion de fungicidas
sintéticos, con el consecuente riesgo para la salud humana y el ambiente. Los extractos
vegetales representan una alternativa sustentable a este problema. Los objetivos de
la investigacion fueron: 1) determinar la etiologia de la antracnosis con base en los
postulados de Koch, y 2) evaluar la actividad antimicrobiana de extractos vegetales
comparado con fungicidas quimicos sobre Colletotrichum sp. Se evalud la efectividad
in vitro de los fungicidas Switch®, Headline®, Luna experence®, Scala®, Oxicob®,
Manzate® y extractos vegetales Progranic® Neemacar, Regalia® Maxx, Progranic® Alfa,
Progranic® Omega y Progranic® Mega por su baja toxicidad y disponibilidad en el mer-
cado. Se utiliz6 la técnica de “cultivo envenenado”, depositando un disco de 0.5 cm de
diametro del patdgeno en el centro de cajas Petri con 20 mL de agar papa-dextrosa mas
producto organico y/o quimico y se incubaron a 27 °C. El patégeno identificado fue C.
gloeosporioides. Todos los fungicidas quimicos con dosis de 0.025 a 0.070 mg/20 mL,
inhibieron 100 % el desarrollo del patégeno. Los extractos vegetales Progranic®
Neemacar (75 %) y Alfa (94 %) a 0.200 mL/20 mL, presentaron un efecto fungicida
al controlar en 100 % el crecimiento, esporulacion y geminacion del fitopatogeno.
Nuestros hallazgos muestran el potencial de los extractos vegetales para ser utilizados
como parte de un manejo preventivo para combatir la antracnosis.
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ABSTRACT

Anthracnose in Persian lemon caused by Colletotrichum gloeosporioides is an eco-
nomically important disease around the world affecting the pre- and postharvest stages.
Conventional sanitary management involves the application of synthetic fungicides,
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with the consequent risk to human health and the environment. Plant extracts represent
a sustainable alternative to this problem. The objectives of this research were: (1) to
determine the etiology of anthracnose based on Koch’s postulates, and (2) to evaluate
the antimicrobial activity of plant extracts compared to chemical fungicides against
Colletotrichum sp. The in vitro effectiveness of fungicides was evaluated (Switch®,
Headline®, Luna experence®, Scala®, Oxicob®, Manzate®) and the plant extracts Pro-
granic® NeemAcar, Regalia Maxx, Progranic® Alfa, Progranic® Omega and Progranic®
Mega for their low toxicity and greater availability on the market. The potato-dextrose-
agar (PDA) poisoned culture technique was used, placing a 0.5 cm diameter disc of the
pathogen in the center of Petri dishes with 20 mL of PDA plus organic and/or chemi-
cal product and incubated at 27 °C. The pathogen identified was C. gloeosporioides.
All chemical fungicides with doses of 0.025 to 0.070 mg/20 mL, inhibited 100 %
the development of the pathogen. Plant extracts Progranic® Neemacar (75 %) and Alfa
(94 %) at 0.200 mL/20 mL, showed a fungicidal effect by controlling 100 % growth,
sporulation and gemination of the phytopathogen. Our findings show the potential of
plant extracts to be used as part of preventive management to combat anthracnose.

INTRODUCCION

El limén persa (Citrus latifolia Tanaka) es con-
siderado uno de los citricos de mayor importancia
economica a nivel mundial, debido a la alta demanda
para consumo en fresco y uso industrial (Mejia 2019).
Meéxico es uno de los principales paises productores y
exportadores de limén persa en el mundo, ocupando
el segundo puesto con més de 85 000 ha destinadas a
la produccion de este cultivo (SIAP 2023). En 2023
registrd un poco mas de 749 mil t de fruta exportada,
principalmente a Estados Unidos de América, Paises
Bajos y Reino Unido, con ganancias econdémicas que
alcanzaron los 672 millones de ddlares en beneficio
de toda la cadena agrocomercial (SADER 2024). Sin
embargo, al igual que otros cultivos la produccion
de limon persa enfrenta diversos problemas fitosani-
tarios como la presencia de hongos patdgenos. Una
de las enfermedades mas importantes que afectan
a este cultivo en pre y poscosecha es la antracnosis
cuyo agente causal es Colletotrichum gloeosporioi-
des (Penz.) responsable de ocasionar pérdidas en el
rendimiento de hasta 70 % afectando directamente
la calidad del fruto (Timmer et al. 1994).

El manejo sanitario convencional que se ha
utilizado como método recurrente de control de la
enfermedad ha sido a base de plaguicidas sintéticos
(Zhou et al. 2016), principalmente con carbendazim,
mancozeb, captdn y benomilo, ingredientes activos
presentes en los fungicidas mas utilizados hasta en
48 % por los productores y en concentraciones ma-
yores a 7 % para el control de enfermedades fingicas
(Garcia-Hernandez et al. 2018). Sin embargo, el uso
excesivo de fungicidas quimicos con moléculas al-
tamente toxicas ha demostrado se nocivo a la salud

humana, detrimental de la fertilidad y contaminante
del suelo y el agua, la cual conforma los ecosistemas
acuaticos como rios, lagos y zonas costeras (Ntalli et
al. 2017, Daneel et al. 2018, Garcia-Hernandez et al.
2018, Rudolph et al. 2019). Es por ello por lo que es
necesaria la busqueda de alternativas efectivas con
alto grado de compatibilidad ambiental e inocuas al
ser humano (Ju et al. 2019).

Una estrategia biotecnolodgica que en los Gltimos
afios ha retomado gran importancia, es el uso de
extractos vegetales con propiedades fungicidas y
fungistaticas, debido a que contienen sustancias
fitoquimicas capaces de contrarrestar el crecimiento
de hongos fitopatdogenos, ademas de no contaminar
el ambiente, no ser toxicos para las poblaciones
humanas, no generar residualidad en alimentos y
generar un efecto fitotonico en las plantas (Martinez
et al. 2019, da Costa et al. 2021).

Diversos estudios han demostrado el efecto bené-
fico de los extractos vegetales y el potencial de ser
utilizados como un agente antimicrobiano natural
debido a la presencia de compuestos bioactivos como
los terpenos, entre los que se encuentran el pineno,
canfeno, limoneno y eucaliptol, los cuales ayudan
en el control de patdgenos fungosos (Hussein et al.
2020).

Landero (2013) reporta que los extractos a base
de ajo (Allium sativum L.) y canela (Cinnamomum
zeylanicum Need.) a una concentracion de 35 %, su-
primieron 100 % el crecimiento micelial, la esporula-
cion y la germinacidn de conidios de Colletotrichum
gloeosporioides. Asimismo, Verdugo-Contreras et al.
(2023) informan de una inhibicion en el crecimiento
micelial de C. gloeosporioides de 52 a 73 % con
el extracto de chayotillo (Datura discolor) a una
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concentracion de 2 y 4 % peso/volumen (p/v). Por
otra parte, Satapathy y Beura (2018) inhibieron el
crecimiento micelial de C. gloeosporioides en 74.85,
63.23 y 54.89 % con los extractos vegetales de Aegle
marmelos, Ipomoea carnea y Pongamia pinnata,
respectivamente, a una concentracion de 15 %.
Similarmente, Hegde et al. (2014) informan del efec-
to fungicida de la azadiractina a 2.5y 5 % sobre C.
gloeosporioides al inhibir el crecimiento micelial y la
esporulacion en 89.25 y 100 %, respectivamente. A su
vez, Kwowura et al. (2019) al emplear los extractos
etanolicos de neem (Azadiratcha indica L.) y chile
(Capsicum annuum L.) auna concentracion de 100 %,
lograron inhibir el crecimiento micelial en 71.64 y
73.88 % y laesporulacion en 81.47 y 90.85 % del fito-
patogeno C. gloeosporioides. Por otro lado, Archana
et al. (2023) reportan una inhibicion del 100 % en el
crecimiento y desarrollo de C. gloeosporioides con
el uso de extractos vegetales etanolicos al 5y 10 %
de Prosopis julifera, Eucalyptus globules, Lantana
camera, Azadirachta indica, Ocimum tenuiflorum,
Allium sativum y Curcuma longa. Aguilar-Alonso
et al. (2013) senalan que, tanto los extractos oleosos
de ruda y capulin a una dosis de 500 y 750 mg/L, asi
como los extractos etandlicos de ruda y pirul a dosis
de 150 y 300 mg/L, presentaron un 60 % de inhibicion
sobre C. gloeosporioides, al afectar la velocidad de
crecimiento maximo y crecimiento radial del hongo
fitopatdgeno.

Con base a lo antes mencionado, los objetivos de
esta investigacion fueron: 1) determinar la etiologia
de la antracnosis con base en los postulados de Koch
(Agrios 2005) y 2) evaluar la efectividad in vitro
antifungica de extractos vegetales en contraste con
fungicidas quimicos para seleccionar los mejores tra-
tamientos organicos que logren inhibir el desarrollo
de colonias fungosas de C. gloeosporioides, consi-
derando que la informacion generada puede ayudar
a reducir los dafios en campo de manera preventiva
provocados por este hongo fitopatdgeno.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento e identificacion cultural del hongo
El muestreo en campo se realiz6 en octubre 2023
en la huerta “Flores Guillen” ubicada en el Ejido Vie-
jo, Guerrero, México (16°56°53.2”N-99°56’45.8"0O y
24 msnm), con una temperatura promedio de 31 °C,
una precipitacion anual de 1571 mm y una hume-
dad relativa de 60 %. Las muestras vegetales que
consistieron en 60 hojas y frutos, se recolectaron de
arboles de limon persa con sintomas de antracnosis

(Fig. 1a-b). El aislamiento del patdgeno se realizo
a partir de camara humeda (Fig. 1c¢). Fragmentos
de hojas y epidermis de frutos de aproximadamente
1 cm?, fueron previamente lavados con agua corrien-
te; desinfestados con hipoclorito de sodio (NaClO) al
1 % por 30 s, lavados con agua destilada estéril por 1
minuto y secados con papel Sanitas® estéril (Fapsa,
TI2250, Mexicali, B.C, Méx.). Los fragmentos del
material vegetal fueron depositados en cajas Petri con
papel Sanitas® hiimedo, distribuidos sobre portaobje-
tos estériles y se incubaron a 25 = 1 °C por cinco dias.
Al visualizar signos (acérvulos) del patégeno en la
superficie del tejido enfermo, se realizaron prepara-
ciones tomando masas de conidios y se depositaron
en portaobjetos para observar al microscopio optico
y confirmar el hongo de interés (Fig. 1d). Se obtuvo
una cepa pura de Colletotrichum sp. a través de un
cultivo monospérico (Echandi 1971). La identifica-
cion preliminar del hongo se realizd con base en las
caracteristicas culturales de las colonias, consideran-
do color y forma de la colonia, aspecto del micelio,
tamafo, segmentacion y esporulacion (Garceés et al.
2001), ademas de la morfometria de hifas y estructu-
ras reproductivas en medio agar-papa-dextrosa (PDA,
por sus siglas en inglés) (BD Bioxon®) con apoyo de
las claves taxondmicas propuestas por Bailey et al.
(1996) y Barnett y Hunter (1998).

Fig. 1. Sintomas de antracnosis en hojas y frutos de limén persa
asociados a Colletotrichum sp. (a-b). Aislamiento del
patogeno por medio de camara himeda (c) y purificacion
a través de cultivo monosporico (d).
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Prueba de patogenicidad

Para corroborar que los sintomas observados en
el tejido recolectado en campo fueron ocasionados
por el hongo aislado se utilizaron los postulados de
Koch (Agrios 2005, Walker et al. 2006). La prueba
de patogenicidad se llevo a cabo mediante la inocu-
lacion artificial en 36 frutos de limon previamente
desinfestados con NaClO al 1 % por 1 min y enjua-
gados dos veces con agua destilada estéril, los que
se dejaron secar a temperatura ambiente durante 15
min. Las técnicas de inoculacion utilizadas fueron
las siguientes:

1. Frutos de limon con y sin heridas de aguja y saca-
bocado inoculados con PDA + hongo (Fig. 2a-c).

2. Frutos de limoén con y sin heridas de aguja y sa-
cabocado inoculados con suspension de conidios
(Fig. 2d-f).

En la primera técnica de inoculacion, se utilizo
una caja Petri con PDA y crecimiento micelial del
patogeno de cinco dias de edad. Se realizaron dos
incisiones en cinco frutos previamente desinfestados,
con aguja de diseccion y cinco frutos con sacabocado
a una profundidad de 2 mm, y cinco frutos sin he-
rida, los cuales fueron inoculados depositando dos
discos de 0.5 cm de didmetro de PDA que contenia
micelio. Un fruto con herida de aguja de diseccion,
sacabocado y sin herida inoculados con discos de
PDA sin patogeno represent6 el tratamiento testigo
(Velazquez-Silva et al. 2018). En la segunda técnica

de inoculacion, se utiliz6 un cultivo puro de Colle-
totrichum sp. de cinco dias de edad. En la caja Petri
se vertieron 25 mL de agua destilada estéril y con
un portaobjeto flameado se realizé un raspado suave
para obtener la mayor cantidad de esporas. El liquido
fue depositado en un vaso de precipitado para pos-
teriormente ajustar el inoculo a 6 x 10 esporas/mL
con ayuda de una camara de Neubauer. Tres frutos,
con herida de aguja, sacabocado y sin herida, fueron
inoculados colocando una gota de 25 pL de agua
destilada estéril en el centro de cada uno de los dos
puntos marcados, representando el tratamiento testi-
g0 y una gota de 25 pL de la suspension de conidios
se inocul6 sobre cinco frutos con heridas de aguja,
sacabocado y cinco frutos sin herida. Después de la
inoculacion, los frutos fueron depositados en cajas
de plastico sobre papel Sanitas® humedo estéril e in-
cubados durante 48 horas a 24 °C (Grice et al. 2022).

La patogenicidad se estimd con base en la presen-
cia de sintomas como manchas necroéticas circulares
o deformes, el porcentaje de incidencia y la severidad
del hongo sobre el fruto. La incidencia (I) se evalud
como el porcentaje de frutos afectados por el pato-
geno. La severidad (S) se evalué como porcentaje de
tejido afectado por el fitopatogeno utilizando la escala
visual de Anculle y Alvarez (2006) y la ecuacion
sugerida por Anculle y Alvarez (1999).

Numero de frutos
enfermos

Incidencia (I) = Numero total de frutos * 100

Fig. 2. Prueba de patogenicidad en frutos de limon persa. Inoculacion con agar
papa-dextrosa + hongo (discos de 5 mm @) sobre la epidermis del fruto
con y sin herida (a-c). Inoculacion sobre la superficie del fruto con una
gota (25 pL) de la suspension de conidios de Colletotrichum sp. (d-f).
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Numero de frutos
de cada grado

Severidad (S) =y o Stotal de frutos

x 100

Efectividad in vitro de extractos vegetales y produc-
tos quimicos sobre el control de Colletotrichum sp.

En el presente estudio se evalud la efectividad
antimicrobiana de los cinco extractos vegetales de
amplio espectro mas utilizados en la agricultura
organica debido a su alta eficiencia en el control de
enfermedades fungosas, baja toxicidad, baja residua-
lidad en alimentos, facil biodegradabilidad y mayor
disponibilidad en el mercado (Campos et al. 2016,
Teixeira et al. 2023) y se compard con la efectividad
de los seis fungicidas quimicos mas empleados en
la agricultura convencional para el manejo sanitario
de enfermedades fingicas (Garcia-Hernandez et al.
2018). Los productos comerciales fueron donados
por el laboratorio general de fitopatologia del Colegio
de Postgraduados, Campus Montecillo (Cuadro I).

La actividad antifingica de los extractos vegeta-
les y fungicidas quimicos se evalu6 in vitro con las
siguientes dosis que representan los tratamientos
para 20 mL de PDA: 1) Progranic® Neemacar (75 %)

0.200 mL; 2) Regalia Maxx (20 %) 0.070 mL; 3)
Progranic® Alfa (94 %) 0.200 mL; 4) Progranic®
Omega (90 %) 0.200 mL; 5) Progranic® Mega
(95 %) 0.200 mL; 6) Switch® (62.5 %) 0.040 mg; 7)
Headline® (23.60 %) 0.025 mg; 8) Luna Experence®
(40 %) 0.044 mg; 9) Scala® (54.60 %) 0.070 mg; 10)
Oxicob® (85 %) 0.060 mg; 11) Manzate® 200 WP
(98 %) 0.045 mg y 12) tratamiento testigo (PDA sin
producto) mediante la técnica de cultivo envenenado
(Soliman et al. 2016). Se esterilizé medio de cultivo
PDA a 120 °C por 15 min (Pefiuelas et al. 2015). Las
dosis de los productos comerciales y 20 mL de medio
de cultivo se vertieron en cajas Petri, las cuales se
mantuvieron en constante movimiento circular hasta
obtener una mezcla homogénea. En el centro de las
cajas se sembrd un disco de 0.5 cm de didmetro de
Colletotrichum sp. y se incubaron a temperatura am-
biente de 27 °C. El ensayo se realizo bajo un disefio
completamente al azar con cinco repeticiones. La
unidad experimental fue una caja Petri con 20 mL
de PDA solidificado combinado con producto orga-
nico y/o quimico. El diametro de la colonia (cm) del
patogeno se midio cada 48 horas durante 22 dias y
se obtuvo el porcentaje de inhibicidon del crecimiento
micelial con la ecuacion de Patil et al. (2014):

CUADRO I. EXTRACTOS VEGETALES Y FUNGICIDAS COMERCIALES UTILIZADOS EN LA INVESTI-
GACION CON LA DOSIS RECOMENDADA POR LOS FABRICANTES (SYNGENTA'Y BAYER

MEXICO).

N°Trat Producto

Ingrediente activo

Dosis para 20 mL de agar
papa-dextrosa

1 Progranic® Extracto de neem y canela

NeemAcar (Azadiracha indica, Cinnamomun zeylanicum) 0.200
2 Regalia Extracto de hierba nudosa gigante

Maxx (Reynoutria sachalinensis) 0.070
3 Progranic® Alfa Extracto de ajo (4/lium sativum) 0.200
4 Progranic® Omega Extracto de chicalote (4rgemone mexicana) 0.200
5 Progranic® Mega Extracto de gobernadora (Larrea tridentata) 0.200
6 Switch® Cyprodinil y Fludioxonil 0.040
7 Headline Piraclostrobina 0.025
8 Luna Experence Fluopiram y tebuconazole 0.044
9 Scala® Pyrimethanil 0.070
10 Oxicob Oxicloruro de cobre 0.060
11 Manzate 200 WP Mancozeb, manganeso, zinc 0.045

12 Testigo absoluto -
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. (D1-D2)

Inhibicién (%) = ——=7— x 100
D1

Doénde:
D1 = crecimiento diamétrico (en cm) del patégeno
en el testigo
D2 = crecimiento diamétrico (en cm) del patégeno
en el tratamiento

Asimismo, se evalud la densidad de esporulacion
(conidios/mL) y viabilidad (Unidades Formadoras
de Colonias por mililitro, UFC/mL) segun Vélez et
al. (1997) y Viera et al. (2018). El experimento se
replico dos veces.

Analisis de datos

Los resultados obtenidos del porcentaje de
efectividad de los extractos vegetales y fungici-
das, se sometieron a una prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk y homocedasticidad de Bartlett, con
99.9 % (0=0.001) de confiabilidad (Shapiro y Wilk
1965, Arsham y Lovric 2011) y, posteriormente un
analisis de varianza (Proc GLM). Se determino la
diferencia entre los tratamientos con la prueba de
comparacion de medias de Tukey a 95 % de con-
fiabilidad mediante el programa estadistico SAS®
version 9.0 (SAS 2002). Las diferencias entre las
medias se consideraron significativas con un valor p
< 0.05. Antes del analisis de varianza, los datos del
porcentaje de inhibicion, incidencia y severidad se
transformaron en sen™'(v/x/100) para reducir la va-
riabilidad (Worku et al. 2025). Se realiz6 un analisis
descriptivo de los datos que representan la media de
dos réplicas + desviacion estandar (DE), coeficiente
de variacion (CV) y coeficiente de determinacion
(R?), presentados en forma tabular.

RESULTADOS

Identificacion cultural del hongo

El aislamiento obtenido de hojas y frutos enfermos
mostro las siguientes caracteristicas: colonia radial
con margen entero, micelio blanco, denso, algodo-
noso y masa de conidios color salmon (Fig. 3a-b).
Apresorios irregulares café oscuro, con una longitud
de 9.2 290.2 um (Fig. 3¢). Conidios hialinos, unicelu-
lares, elipsoidales o cilindricos, con ambos extremos
o0 un extremo redondeados y el otro puntiagudo de
14.1 x 34.7 um (Fig. 3d). Las caracteristicas cultura-
les y morfométricas coincidieron con las ilustraciones
de las claves publicadas por Barnett y Hunter (1998)
y lo reportado en la literatura por N’Guettia et al.

(2014) y Rojo-Baez et al. (2017) para la especie C.
gloeosporioides.

ol

- e h . e i
15 pm i -~

Fig. 3. Caracteristicas macro y microscopicas de la especie
Colletotrichum gloeosporioides, aislado de hojas y frutos
de limon persa (Citrus latifolia Tanaka) con sintomas de
antracnosis. Caracteristicas culturales de la colonia del
hongo en medio agar papa-dextrosa y a diez dias de edad,
observacion por anverso y reverso (a-b). Apresorios (c)
y conidios de C. gloeosporioides a 40x (d).

Prueba de patogenicidad

Los frutos exhibieron los primeros sintomas de
manchas circulares amarillas y de color café cinco dias
después de la inoculacion (ddi) con ambas técnicas de
inoculacion con y sin heridas y a los 10 ddi mostraron
manchas necroticas circulares de color café sobre la
epidermis del fruto, lesiones hundidas, humedas y
blandas (Fig. 4a-b). Conforme la infeccion avanzo,
las manchas se tornaron café claro a marrén oscuro.
Sobre las lesiones se presentd esporulacion de color
salmon y en algunos casos se desarrolld micelio blanco
a partir de la lesion inicial (Fig. 4c-d).

Los frutos inoculados con agua estéril con y sin
heridas permanecieron asintomaticos (Fig. 4e-f). El
patogeno se volviod a aislar inicamente de frutos ino-
culados y su identidad se confirmé con los criterios
morfologicos ya descritos, mismos que corroboraron
los postulados de Koch (Fig. 4g-i). Se obtuvieron por-
centajes de incidencia de 100 % sobre la totalidad de
los frutos inoculados por C. gloeosporioides. Por otra
parte, los resultados de severidad mostraron un dafio
significativo (p < 0.0001) al inocular el patogeno
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Fig. 4. Sintomas de antracnosis en frutos de limon persa inducidos por C. gloeosporioides.
Necrosis de la epidermis con lesiones hundidas y htimedas en frutos inoculados (a-d).
Epidermis de frutos sanos asintomaticos (e-f). Siembra de tejido de frutos inoculados
con C. gloeosporioides y confirmacion de los postulados de Koch (g-i).

en frutos de limon persa con heridas (Cuadro II),
al causar lesiones con didmetros que variaban de 12
a 25 mm y en menor proporcion en aquellos frutos
inoculados con PDA + hongo y suspension de coni-
dios sin heridas, al generar lesiones de 8 a 14 mm (p
<0.0001, o= 0.05).

Efectividad in vitro de extractos vegetales y pro-
ductos quimicos sobre el control de Colletotrichum
gloeosporioides

La actividad antifingica de once productos comer-
ciales se determino in vitro mediante la evaluacion del
desarrollo de C. gloeosporioides en medio de cultivo
PDA envenenado. Los fungicidas quimicos y extractos
vegetales mostraron diferencia altamente significativa
(p <0.0001, o.=0.05) en la inhibicién de crecimiento
del micelio, densidad de esporulacion y viabilidad.

Todos los fungicidas de naturaleza quimica sin-
tética, a dosis de 0.025 a 0.070 mg/20 mL de PDA

suprimieron 100 % el desarrollo micelial, esporula-
cioén y germinacion conidial del fitopatogeno. Los
extractos vegetales mostraron un efecto fungistatico y
fungicida, al inhibir de 49.19 a 100 % el crecimiento
micelial de C. gloeosporioides (Fig. 5, 6).

Los extractos Progranic® Neemacar a una concen-
tracion de 75 % y Progranic® Alfa a 94 %, ambos a
razon de 0.200 mL/20 mL de PDA exhibieron una
actividad antifingica prominente, al registrar un
efecto biocida similar a los fungicidas quimicos (p
> (0.05) por inhibir 100 % el crecimiento micelial,
esporulacion y germinacion de conidios de C. gloeos-
poroides en comparacion con el tratamiento testigo,
PDA sin producto (p < 0.0001).

El extracto Regalia® Maxx (20 %, 0.070 mL),
Progranic® Mega (90 %, 0.200 mL) y Progranic®
Omega (95 %, 0.200 mL) ejercieron el mismo efecto
fungistatico sobre el crecimiento micelial del hongo
al inhibirlo 61.75, 52.46 y 49.19 %, respectivamente.
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CUADRO II. INCIDENCIAY SEVERIDAD DE LA ANTRACNOSIS EN FRUTOS DE LIMON PERSA INOCULADOS
CON C. gloeosporioides DE ACUERDO CON LA FORMA'Y TIPO DE INOCULACION.

Forma y tipo de inoculacion Incidencia (%) Severidad (%)
Frutos sin herlda. {noculado.s con agar papa-dextrosa + 100.0 +0.93 a* 15.9 + 0.68 ¢
hongo y suspension de conidios

Frutos con hendzjl,de aguja }npculados con agar papa-dextrosa + 100.0+ 0.84a 49.6+0.72b
hongo y suspension de conidios

Frutos con herida de sacabocgdp inoculados con agar papa-dextrosa 100.0 = 1.87a 97.6+0.65a
+ hongo y suspension de conidios

Valor de probabilidad (p-Value) <0.0001 <0.0001
Coeficiente de variacion (%) 12.5 2.75
Coeficiente de determinacion (R?) 0.91 0.99

* Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (Tukey, p < 0.05). Cada valor representa un valor
medio de cinco unidades experimentales por tratamiento en un ensayo replicado dos veces.

120

1001

804

60+

Inhibicion (%)

40-

204

Tratamientos

Fig. 5. Porcentaje de inhibicion de extractos vegetales y fun-
gicidas quimicos sobre el crecimiento micelial de C.
gloeosporioides. Las lineas de error representan los in-
tervalos de confianza del valor medio. Diferencia minima
significativa (DHS = 1.8551). Barras con la misma letra
no difieren estadisticamente (Tukey, p < 0.05).

Asimismo, los extractos botanicos mencionados
anteriormente ejercieron un efecto similar al inhibir
la esporulacion del hongo fitopatogeno 68.4, 57.4 y
32.7 %, respectivamente, asi como la germinacion
conidial de C. gloeosporioides 96.6, 93.2 'y 81.3 %
(Cuadro III).

Todos los extractos mostraron propiedades fun-
gistaticas, sin embargo, el mejor control se obtuvo

con Progranic® Neemacar (75 %) y Progranic® Alfa
(94 %) los que, a los tres dias de establecido el ensayo
hasta finalizar la evaluacion a los 22 dias, inhibieron
por completo el crecimiento y desarrollo del fitopato-
geno causal de la antracnosis en limon persa (Fig. 7).

DISCUSION

Identificacion cultural del hongo

De acuerdo con las caracteristicas culturales y
morfométricas, Colletotrichum gloeosporioides se
identifico y aisldé de hojas y frutos con sintomas
iniciales y avanzados de manchas necroticas aso-
ciados a la caida prematura de la fruta y defoliacion
de los arboles, lo cual coincide con lo reportado por
N’Guettia et al. (2014) y Rojo-Béez et al. (2017), al
ser C. gloeosporioides el principal agente causal de
la antracnosis en el cultivo de limén persa (Verdugo-
Contreras et al. 2023). Las cepas se caracterizaron
por presentar una coloracion que iba del blanco al
salmon y conidios cilindricos y elipsoidales, con
ambos extremos o un extremo redondeados y el
otro puntiagudo. Las cepas blancas y color salmén
tienen caracteristicas de Colletotrichum gloeospo-
rioides descrito en limon persa (Verdugo-Contreras
et al. 2023) y otras plantas hospedantes (Hasan et al.
2022). Este patdogeno causante de la antracnosis de
los citricos representa una de las enfermedades de
mayor importancia econémica a nivel mundial, ya
que afecta las etapas de pre y poscosecha, llegando
a disminuir hasta 70 % el rendimiento del cultivo en
huertos comerciales (Timmer et al. 1994).
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Fig. 6. Actividad antifungica de extractos vegetales y fungicidas a las dosis recomendadas por el fabricante contra C. gloeosporioides:
(a) NeemAcar; (b) Regalia Maxx; (c) Alfa; (d) Omega; (e) Mega; (f) Switch®; (g) Headline; (h) Luna experence; (i) Scala®; (j)
Oxicob; (k) Manzate 200 WP y (1) Testigo absoluto.

CUADRO III. EFECTO DETRIMENTAL DE EXTRACTOS VEGETALES Y FUN-
GICIDAS EN LA ESPORULACION Y VIABILIDAD CONIDIAL DE
C. gloeosporioides AISLADO DE MATERIAL VEGETAL DE LIMON
PERSA (Citrus latifolia Tanaka) CON SINTOMAS DE ANTRACNOSIS
EN EL EJIDO VIEJO, GUERRERO, MEXICO.

¢Esporulacion (%)

®Viabilidad (%)

Tratamiento C. gloeosporioides C. gloeosporioides
Conidios/mL YUFC/mL
Progranic® NeemAcar 0.0+£0.0e* 0.0+0.0e
Regalia Maxx 1.93 x 10+ 0.35d 2.08 x 108+ 0.16d
Progranic® Alfa 0.0+0.0¢ 00£00e
Progranic® Omega 4.105%x10°+0.24 b 1.141 x 10°+£0.27 b
Progranic® Mega 2.6x10°+0.19 ¢ 4.13 x 108+0.18 ¢
Switch® 0.0£0.0¢e 0.0+0.0¢
Headline 0.0+0.0e 0.0+0.0e
Luna Experence 0.0+0.0e 0.0+0.0e
Scala® 0.0£0.0e 0.0+0.0e
Oxicob 0.0£0.0e 0.0+0.0¢
Manzate 200 WP 0.0+0.0e 0.0+0.0e
Testigo absoluto 6.1 x10°+£0.13 a 6.1 x109+0.13 a
Valor de probabilidad (p-Value) <0.0001 <0.0001
Coeficiente de variacion (%) 2.78 343
Cocficiente de determinacion (R?) 0.99 0.99

® Esporulacion y Viabilidad estimada en 1.0 mL de una dilucion 103 (equivalente a 6.1 x 10°
esporas). YUnidades Formadoras de Colonias (UFC/mL). * Medias con la misma letra dentro
de columnas no difieren estadisticamente (Tukey, P <0.05). Cada valor representa un valor
medio de cinco unidades experimentales por tratamiento en un ensayo replicado dos veces.
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Fig. 7. Crecimiento micelial de C. gloeosporioides tratado con extractos vegetales y fungicidas quimicos con las dosis reco-

mendadas por el fabricante.

Prueba de patogenicidad

El aislamiento obtenido de muestras vegetales
de limén persa enfermos demostro ser patogénico,
al replicar la sintomatologia observada en campo.
Los frutos a los 10 ddi, mostraron lesiones necré-
ticas hundidas, himedas y blandas que, al unirse,
formaron manchas necréticas-marrén de 25 mm de
diametro. Resultados similares fueron reportados
por Grice et al. (2022) quienes al inocular de forma
artificial frutos de mango con el patdogeno Colle-
totrichum asianum a través de una suspension de
conidios, lograron obtener lesiones de 16 a 20 mm
de diametro. Por otra parte, N’Guettia et al. (2014) al
inocular frutos de mango Kent con el fitopatdgeno C.
gloeosporioides, obtuvieron lesiones de 6 a25 mm de
diametro a los cinco dias después de la inoculacion.
De forma similar, Hasan et al. (2022) reportan haber
obtenido sintomas tipicos de antracnosis causados
por C. gloeosporioides, lesiones hundidas, circula-
res, necroticas con micelio sobre las lesiones, cinco
dias después de la inoculacion en frutos de limon e
incubados a 25 °C. Asimismo, se observd una ma-
yor severidad (p < 0.0001) en el tejido necrosado a
partir de la inoculacion de los frutos con heridas en
contraste con los frutos sin heridas. Veldzquez-Silva
et al. (2018) reportaron que la inoculacion de frutos
de pimienta gorda con diferentes aislamientos de Co-
lletotrichum spp. mostrd variabilidad en cuanto a la
agresividad de acuerdo con la forma de inoculacion.

En los frutos con herida hubo una mayor colonizacion
y lesiones por parte del patdgeno, ya que se facilita
la entrada y el proceso de infeccion, causando una
mayor severidad en la epidermis (Velazquez-Silva
et al. 2018).

Efectividad in vitro de extractos vegetales y pro-
ductos quimicos sobre el control de Colletotrichum
gloeosporioides

En el ensayo in vitro los productos quimicos sin-
téticos presentaron un control total en el crecimiento,
esporulacién y viabilidad de C. gloeosporioides.
Desde el establecimiento hasta finalizar el experimen-
to, todos los fungicidas de naturaleza quimica con
dosis de 0.025 a 0.070 mg/20 mL de PDA inhibieron
100 % al patdgeno. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Orozco et al. (2006) quienes obtuvieron
100 % de inhibicidn del crecimiento y esporulacion
de C. gloeosporioides al utilizar Manzate 200 WP
(Mancozeb) y Oxicob (oxicloruro de cobre) a dosis
de 5 mg/L. A su vez, Guillén-Carvajal et al. (2023)
reportaron 100 % de inhibicion de C. abscissum
y C. gloeosporioides con el fungicida quimico de
ingrediente activo tebuconazol, con una dosis de
5 mg/L. La efectividad de los agroquimicos es
atribuida directamente a su capacidad de inhibir la
biosintesis de esteroles y por consecuencia afectar
el crecimiento micelial y esporulacion de hongos
fitopatogenos (Gao et al. 2017).
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Los extractos vegetales mostraron un efecto
supresor en el crecimiento del patégeno. Todos
los productos organicos ejercieron un efecto fun-
gistatico en el crecimiento micelial, esporulacion
y viabilidad de C. gloeosporioides. El tratamiento
con Progranic® Neemacar (75 %, 0.200 mg) a base
de extracto de neem y canela y Progranic® Alfa
(94 %, 0.200 mg) con extracto de ajo, ejercieron
un efecto fungicida al suprimir en 100 % el creci-
miento, densidad de esporulacién y germinacion
del hongo fitopatogeno. Resultados similares fueron
obtenidos por Landero (2013) quien reportd que los
extractos a base de ajo (4/lium sativum L.) y canela
(Cinnamomum zeylanicum Need.) suprimieron en
100 % el crecimiento micelial, la esporulacion y la
germinacion de conidios de Colletotrichum gloeos-
porioides. Asimismo, Verdugo-Contreras et al.
(2023) reportaron una inhibicidn en el crecimiento
micelial de C. gloeosporioides de 52 a 73 % con el
extracto de chayotillo (Datura discolor) al 2y 4 %
en el cultivo de limén persa. Hasan et al. (2022)
reportan 97 % de inhibicion en el crecimiento mi-
celial de C. gloeosporioides aislado de limon al usar
extracto metanodlico de hojas de Psidium guajava a
una concentracion de 200 pg/mL. Yuan et al. (2024)
reportaron una tasa de inhibicién del micelio y es-
porulacion en C. gloeosporioides de 100 % con el
aceite esencial de romero, a una concentracion de
300 uL/mL. Los compuestos bioquimicos de mayor
presencia en los tejidos vegetales son taninos, flavo-
noides, alcaloides, fenoles y terpenoides (Noureen et
al. 2023). Estudios previos han demostrado que los
bioactivos volatiles de los aceites esenciales afectan
las enzimas y la sintesis de los componentes de la
pared celular (Ju et al. 2019, 2022) y degradan la
quitina (Yuan et al. 2024) afectando el crecimiento
del micelio y la esporulacion. Los resultados obte-
nidos en el presente trabajo evidencian el potencial
antifingico de los extractos Progranic® Neemacar
y Progranic® Alfa debido a que el neem contiene
azadiractina, un tetranor-triterpenoide y el ajo
un compuesto organoazufrado a base de dimetil-
trisulfuro (Tang et al. 2020) que inhiben la sintesis
de quitinasa que interviene en el desarrollo de la
pared celular y la ramificacion de hifas, asi como en
la aut6lisis durante la esporulaciéon y germinacion
de esporas (Campos et al. 2016). Adicionalmente,
este terpenoide y el compuesto organoazufrado,
también modifican la composicidén de los acidos
grasos de la membrana celular de las bacterias,
causando hidrofobicidad e inhibicidn de la sintesis
de peptidoglicano afectando negativamente su su-
pervivencia (Abd-Elmonsef et al. 2024).

CONCLUSIONES

Esta investigacion demuestra la eficacia de los
extractos vegetales en el control de enfermedades
fungicas como alternativa sustentable al uso de fungi-
cidas quimicos, al exhibir una prominente inhibicion
del crecimiento y desarrollo de C. gloeosporioides.
Los productos comerciales Progranic® Neemacar y
Progranic® Alfa inhibieron la sintesis de quitinasa y
tirosinasa perjudicando el desarrollo de la pared celular
y la ramificacion de hifas dificultando el crecimiento,
esporulacion y germinacion de esporas del fitopatoge-
no. Nuestro hallazgo proporciona una base tedrica in
vitro de la efectividad de los extractos a base de neemy
ajo para una futura evaluacion in situ para controlar la
antracnosis en limon persa bajo un esquema de manejo
preventivo. Sin embargo, aun se necesitan estudios
adicionales para obtener una comprension mas pro-
funda de los mecanismos moleculares a través de los
cuales los extractos de plantas inhiben el crecimiento
de C. gloeosporioides. Los fitoextractos ofrecen una
prometedora via para el desarrollo de practicas agrico-
las sostenibles y la produccion de alimentos inocuos.
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