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Resumen

Se realizé un estudio sobre el potencial insecticida agudo y crénico sobre Drosophila
melanogaster y antifingico en Fusarium oxysporum de emulsiones aceite-en-agua de mezclas
binarias y ternarias de extractos de Nicotiana tabacum, Azadiractha indica (neem), y aceite
esencial de Eucalyptus tereticornis. Se construyeron curvas dosis/respuesta para el tiempo letal
medio, relacion pupa-huevo, adulto-pupa y porcentaje inhibitorio para la actividad antifungica. Se
observé alta actividad insecticida aguda del tabaco a 6 g/L (tiempo letal medio=2,3 + 0,5 minutos),
larvicida en el neem a 0,2 g/L (pupa-huevo= 0,05) y fungicida en el eucalipto a 3 g/L (porcentaje
inhibitorio =100%). Las bioactividades se potenciaron en la mayoria de las mezclas binarias,
exceptuando la actividad fungicida. La mezcla ternaria presenté actividad fungicida antagoénica. Se
concluye sobre la potencial aplicacion de estos desarrollos para controlar plagas y enfermedades.

Palabras clave: actividad fungicida, actividad insecticida. emulsiones agua-en-aceite, accion
conjunta, sinergismo

Fungicidal and Insecticide Activities of Water-in-Oil
Emulsions of Mixtures from Extracts of Nicotiana taba-
cum, Azadiractha indica and Eucalyptus tereticornis

Abstract

A study on the acute and chronic insecticide potential on Drosophila melanogaster and antifungal
on Fusarium oxysporum of oil-in-water emulsions of binary and ternary mixtures of extracts of
Nicotiana tabacum and Azadiractha indica (neem) and Eucalyptus tereticornis essential oil.
Dose/response curves for the mean lethal time, pupae-egg ratio, adult-pupae and inhibitory rate for
antifungal activity were constructed, compared with the bioactivity mixtures, measuring synergism,
antagonism and joint activity. High insecticidal acute activity was observed in tobacco to 6 g/L
(mean lethal time=2.3 + 0.5 minutes), the neem larvicide to 0.2 g/L (pupae-egg ratio=0.05) and
fungicide in the eucalyptus to 3 g/L (inhibitory rate=100%). The bioactivities were enhanced in
almost all binary and ternary mixtures, except for the fungicidal activity. The ternary mixture
exhibits fungicidal activity antagonistic. The study shows the potential application of these
technologies to control pests and diseases.

Keywords: fungicidal activity, insecticide activity, water-in-oil emulsions, joint action, synergism
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INTRODUCCION

El control de artrépodos plaga succionadores de sabia y de enfermedades causadas por hongos
filamentosos tales como los pertenecientes al género Fusarium, que es catalogado como uno de
los mas importantes géneros de hongos patégenos en cultivos de frutales, ornamentales vy
hortalizas (Kyanko et al., 2010). El control de estos organismos nocivos es vital para la
sostenibilidad de la agricultura y se fundamenta principalmente en la aplicacién de agroquimicos,
en su gran mayoria de origen sintético, siendo los de uso mas comun organoclorados,
organofosforados y benzimidazoles (Shaalan et al., 2005; Marin et al., 2008), no obstante generan
un alto riesgo toxico por la exposicion a multiples residuos de agroquimicos en los alimentos y el
ambiente que igualmente pueden potenciar efectos toxicos indeseados en la poblacién en general
(Angier et al., 2002; Moretto, 2008; Reffstrup et al., 2010) y afectar los organismos que no son
objeto de control.

Ante esta problematica se hace necesario el desarrollo de métodos de control alternativos (Isman,
2006), dando paso al uso de productos botanicos, cuyo interés radica no solo en la posibilidad de
encontrar nuevos compuestos utiles, sino también en aprovechar la naturaleza compleja de sus
mezclas y el sinergismo que se puede presentar entre sus componentes (Zhou et al., 2010). Sin
embargo son pocos los metabolitos que se han mostrado promisorios para el desarrollo de
agroquimicos verdes (Dayan, 2009).

Algunos de los mas usados han sido las piretinas naturales obtenidos del Crisantemo
(Chrysanthemum cinerariaefolium Vis.) (Zapata et al., 2006; Duso et al., 2008), la nicotina, un
metabolito que actia como insecticida de contacto y que ha retomado importancia en los ultimos
afios en los estudios realizados por Casanova et al (2002, 2005) y Araque (2010); Ilgualmente, es
popular el uso de los metabolitos provenientes de la familia Meliacea, en especial del neem
(Azadiractha indica) que se usa para fines comerciales (Morgan, 2008). También como fruto de
diversos estudios, una buena cantidad de aceites esenciales son conocidos por ejercer actividad
antimicrobiana (Schelz, et al., 2006; Inouye, et al., 2006) y antifungica (Barreto, 2006; Bosquez-
Molina et al., 2010; Monsalvez et al., 2010), destacandose los aceites esenciales de una gran
variedad de especies del genero Eucalyptus como fuentes promisorias para el control de plagas y
enfermedades agricolas (Batish et al., 2008).

Por tanto, en este estudio se determind el potencial para el control simultdneo de plagas y
enfermedades de formulaciones de mezclas de extractos de tabaco, neem y aceite esencial de
eucalipto, mediante diferentes pruebas de actividad bioldgica, siendo necesario la evaluacién de
los tres tipos de accién conjunta de las mezclas (accidon conjunta independiente, accion conjunta
similar, sinergismo y antagonismo). Lo anterior buscando la mejor combinaciéon de mezcla, hecho
que se sustenta en investigaciones que reportan la potenciacién de la actividad biolégica en
extractos, por la combinacion de varios de sus metabolitos bioactivos, conduciendo a la
evaluacion de combinaciénes de los anteriores con fungicidas e insecticidas de sintesis con el fin
de aumentar su efectividad (Carpinela et al., 2005; Hao et al., 2010) sin embargo poco es lo que
se conoce sobre el comportamiento de mezclas de matrices vegetales frente a su actividad
fungicida e insecticida simultanea como alternativa para el control de insectos plaga y hongos
fitopatdgenos en cultivos de importancia agricola.

MATERIALES Y METODOS

Agar papa dextrosa (PDA) Silica gel 60 F, Acido propionico fueron adquiridos de MERCK®, Agar
bacteriolégico OXOID, Tween 80® (T80), papel filtro whatman y sulfato de sodio anhidro de Sigma
Chemical Co, el aceite de girasol fue adquirido en un supermercado local y refinado mediante
cromatografia en columna (1,5 cm de ancho x 75 cm de alto) y empacada con silica gel 60
(MERCK®. Kieselgel 60G, Art. 7731)

Harina de maiz, Melaza de cafia de azucar, Levadura seca y Aceite de girasol fueron adquiridos
en tiendas de la localidad.
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Eucalyptus tereticornis (eucalipto)

Hojas de Eucalyptus tereticornis (Myrtaceae) recolectadas de un ejemplar ubicado en la
Universidad de Antioquia (Medellin-Colombia), e identificado como HUA 2923 fueron sometidas a
extraccién por hidro destilacién. El aceite recolectado fue secado sobre sulfato de sodio anhidro
dando lugar a un liquido amarilloso traslucido de densidad 0.86 g/mL.

Nicotiana tabacum (tabaco)

Hojas de N. tabacum fueron mezcladas con una solucion de hidroxido de sodio al 5% g/g en una
relacion en masa de 1:1,5, se dejo en digestion por una hora y posteriormente se adiciond
periodicamente bencina de petréleo. La fase organica se seco sobre sulfato de sodio anhidro, filtré
y finalmente se retird el solvente bajo presion reducida hasta sequedad.

Azadiractha indica (neem)

Semillas de A. indica se molieron y se desengrasaron con bencina de petréleo, posteriormente se
extrajeron con metanol. La fase polar se concentré bajo presion reducida hasta sequedad.

Preparacion de fases oleosas

Los extractos y mezclas de extractos fueron adicionados lentamente con agitacion continua en
aceite de girasol a 25°C, hasta disolucién completa, luego se adicioné lentamente Tween 80° 10%
g/g. El contenido de los extractos en la fase oleosa corresponde a: eucalipto (3% g/g), tabaco (3%
g/g), neem (0,1%), eucalipto-tabaco (3% g/g y 3% g/g respectivamente), eucalipto-neem (3% g/g y
0,1% g/g respectivamente), tabaco-neem (3% g/g y 0,1% g/g respectivamente), eucalipto-tabaco-
neem (3% g/g; 3% g/g; 0,1% g/g respectivamente).

Preparacion y caracterizacion de las emulsiones

La emulsion de aceite girasol (20% g/g de fase oleosa, 18% g/g de aceite girasol, 2% g/g de
Tween 80%), la emulsién eucalipto-tabaco (20% g/g de fase oleosa, 16,8% g/g de aceite girasol;
0,6% g/g de aceite de eucalipto; 0,6% g/g de extracto de tabaco y 2% g/g de Tween 80°), la
emulsion eucalipto-neem (20% g/g de fase oleosa, 17,38% g/g de aceite girasol; 0,6% g/g de
aceite de eucalipto; 0,02% g/g de extracto de neem y 2% g/g de Tween 80°), la emulsién tabaco-
neem (20% g/g de fase oleosa, 17,38% g/g de aceite girasol; 0,6% g/g de extracto de tabaco;
0,02% g/g de extracto de neem y 2% g/g de Tween 80%) y la emulsion eucalipto-tabaco-neem
(20% g/g de fase oleosa, 16,78% g/g de aceite girasol; 0.6% g/g de aceite de eucalipto; 0,6% g/g
de extracto de tabaco; 0,02% g/g de extracto de neem y 2% g/g de Tween 80°), fueron
preparadas a 25°C, usando como emulsificador un sistema con llave de tres vias acoplada a un
filtro (ester de celulosa 0.2um) con un limite de presion de 0.51 MPa. Para la caracterizacion de
las emulsiones se determind el tamafo promedio de particula (ds,) mediante la técnica de
dispersion de luz usando Mastersizer Malvern 2000. Todas las emulsiones fueron preparadas por
triplicado.

Biensayos de actividad insecticida aguda y crénica

Los bioensayos de bioactividad aguda para las emulsiones sobre adultos de D. melanogaster se
realizaron en discos de papel filtro (diametro = 4 cm) impregnados con 0,20 mL de emulsién
(después de preparada la emulsion) que fueron puestos en un vial de vidrio (5 cm de ancho x 6
cm de alto). Un total de 30 individuos adultos (cuatro dias de nacidos) por vial fueron introducidos
y la mortalidad fue monitoreada, dependiendo de la actividad de la emulsién, cada uno o cinco
minutos durante 60 minutos. Se realizaron cuatro replicas por cada tratamiento y los valores de
tiempo letal medio (TLsp) y el anadlisis de regresion fue calculado utilizando el software
Statgraphics Centurion XV.
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La bioactividad cronica de las emulsiones sobre D. melanogaster fue realizada a partir de viales
con 15 mL de alimento (mezcla semisélida de proteina, grasa y carbohidratos biodisponibles) que
fue mezclado con 1,0 mL de las emulsiones después de preparadas hasta completa
homogenizacion. Un total de 6 individuos (3 machos y 3 hembras) se introdujeron al vial.
Transcurridas 24 horas de cruce entre los individuos adultos y a una temperatura de 25°C, estos
se retiraron y se procedié al recuento de huevos. Los viales se incubaron hasta que emergi6 toda
la F1, realizando el recuento de pupas y adultos con el propésito de evaluar el efecto de las
distintas emulsiones sobre el sobre el ciclo de vida a través de la determinacion de la relacion
entre las pupas y los huevos (P/H) y la relacion entre los adultos y las pupas (A/P) (Penalosa,
2008). Se realizaron 4 réplicas de cada concentracion incluyendo un control tratado con la
emulsién blanco y estableciendo el efecto mediante analisis de varianza ANOVA usando como
parametro de comparacién multiple el test de Tukey a un 95% de confianza.

Actividad fungicida

Se dispusieron tubos de ensayo con agar papa dextrosa (PDA) con 13mL del medio estéril,
fundido y enfriado a 40 grados a estos se les adicioné la cantidad de emulsién necesaria y se
homogenizé en un vortex a 3000 rpm por 30 segundos, Luego se dispusieron en cajas de petri
estériles hasta que el medio solidificd; se sembré una rodaja 0,5 cm de diametro del micelio
(Tzortzakis, 2007) de Fusarium oxysporum proveniente de un cultivo de 12 dias y se incubo a
temperatura ambiente durante 10 dias, usando como blanco medio de cultivo PDA sin extracto. Se
monitoreod el crecimiento radial de la colonia por un periodo de 13 dias, tiempo en el cual el micelio
alcanza el diametro total de la caja de petri (9 cm) y calculando el porcentaje de inhibicion de
acuerdo con la expresién de la ecuacion 1. Cada ensayo se realizé por triplicado, probando la
actividad fungicida del aceite esencial de eucalipto en el rango de 0,01-4 g/L, para el extracto de
tabaco se probo entre 0,19-6,0 g/L y entre 1,0-8,0 g/L para el extracto de neem.

(1)

Crecimientoradialcontrol - Crecimientoradialtratamiento
Crecimientoradialcontrol

%Inhibicién=( jx100

Evaluacién de la actividad conjunta, sinergismo y antagonismo de emulsiones

Estos parametros se evaluaron siguiendo la metodologia propuesta por Wadley (1967) con
algunas modificaciones. Se realizaron bioensayos con cada uno de los extractos y las mezclas por
separado bajo todo el rango de su actividad tanto para la determinacién de su actividad anti-
insecto (actividad insecticida por contacto, actividad insecticida por ingestién) sobre el modelo
bioldégico Drosophila melanogaster y su actividad fungicida sobre F. oxysporum determinando en
cada caso la linea dosis- respuesta. Posteriormente se obtuvieron parametros como el radio toxico
(RT), el equivalente de la mezcla (EM) y el equivalente toxicolégico calculado (ETC). Este ultimo
representd el TLso esperado para la mezcla en caso de la actividad anti-insecto o la Clsy para la
actividad fungicida. Con estos parametros se obtuvieron los valores de respuesta esperada los
cuales se compararon con los registrados para cada una de las mezclas evaluadas. Los
parametros anteriores se calcularon usando las siguientes ecuaciones:

(2)

RT. —- 1 x CISOComponenteA + CIQSComponenteA
Mezcla — E Cl Cl
50ComponenteB 95ComponenteB
(3)
EM — CISOComponenteA
Mezcla ~ Cl
50ComponenteB
ETC=ClI, +(Cl, xRTxEM) (4)
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ClsoA y ClgsA = Concentracién a la cual se obtiene respectivamente el 50 y 95% de la actividad
biolégica evaluada para el extracto A.

ClsoB y ClgsB; son las concentracién a la cuales se obtiene el 50 y 95% de la actividad bioldgica
evaluada para el extracto B.

Cl, indica el valor de la actividad biologica a una concentracion determinada de extracto tomando
como base el mas activo a la concentracién empleada.

Las mezclas se prepararon manteniendo en ellas las mismas concentraciones a los que se
probaron los extractos de manera independiente y en caso de la actividad insecticida por
ingestion, se realizd la comparacion entre las medias de la actividad del extracto de neem
correspondiente, respecto a la actividad de cada una de las mezclas que lo contiene mediante
analisis de varianza ANOVA.

Analisis estadistico

El analisis de los datos realizados que consistieron basicamente en la determinacion de modelos
de regresion simple, determinandose para estos el coeficiente de correlacién de Pearson vy
verificando la autocorrelacion entre los residuos mediante el test de Durbin-Watson y la
significancia de los modelos a un (p<0,05). Para los analisis de varianza de una via ANOVA se
probé la normalidad de las variables mediante el test de Komogorov-Smirnov, la homogeneidad de
varianza mediante el test de Levene y la prueba de comparacion multiple mediante la prueba de
Tukey, con el programa Statgraphic Centurion XV, versién 15.1.02

RESULTADOS Y DISCUSION
Tamario de particula de emulsiones

Los tamafos de particula de las emulsiones de extractos y mezclas oscilo en el rango de 4,2 ym,
siendo este el menor tamafo de particula obtenido con la emulsién de extracto de tabaco-aceite
esencial de eucalipto y 5,0 um, el mayor registrados para la emulsion triple. En este rango todas
las emulsiones fueron estables bajo las condiciones de incorporacion en los distintos medios de
cultivo.

Actividad insecticida aguda

En la tabla 1 se observa que las emulsiones de extracto oleoso de neem no presentaron actividad
insecticida en un periodo de 60 minutos en las concentraciones evaluadas. Para las emulsiones
de extracto de tabaco (6 g/L) y eucalipto (8 g/L) se presentaron valores de TlLso de 2,3 £ 0,5
minutos y 11 + 1 minutos, respectivamente. La emulsion de extracto de tabaco presenté mayor
actividad insecticida que el extracto de eucalipto. Es importante resaltar que el proceso de
emulsificacion utilizado para la formulacion del extracto oleoso de tabaco se debe precisamente a
la naturaleza no polar del mismo, sin embargo la actividad insecticida de la nicotina no es
potenciada en este sistema, como se ha planteado en estudios anteriores (Araque, 2010).
Previendo la posible disminucién de la actividad insecticida no se adiciond acido oleico a la fase
oleosa de las emulsiones de tabaco, evitando con ello el aumento de la polaridad de esta fase y
garantizando una bioactividad representativa, tal como se aprecia en la tabla 1.

Tabla 1. Bioactividad aguda de extractos en emulsion sobre D. melanogaster

Fase oleosa Bioactividad Fase oleosa Bioactividad | Fase oleosa | Bioactividad
Tabaco (g/L) TLso Eucalipto (g/L) TLso Neem (g/L) TLso
(minutos) (minutos) (minutos)

1,5 >60 2 >60 1 >60

3 27+ 3 4 15+ 2 3 >60

4 8+2 5 12 +1 5 >60

5 4 +1 6 11+ 1 7 >60

6 2,3+0,5 8 11 +£1 8 >60
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La bioactividad insecticida aguda de las mezclas en emulsion que contiene extracto de tabaco, es
decir las mezclas eucalipto-tabaco (1,33:1), tabaco-neem (2:1) y la mezcla triple (2,67:0,75:1)
comparadas con respecto a su concentracion de tabaco en g/L se aprecia en la (figura 1). Aqui se
comparan los TLsy esperados frente a los observados de las mezclas. Los valores esperados de
las mezclas doble y triple resultaron son iguales ya que ambas contienen los extractos de tabaco
y aceite esencial de eucalipto como componentes activos, sin embargo se pueden apreciar
diferencias importantes entre la actividad insecticida de estas dos mezclas. Los TLs, observados
para la mezcla doble mostraron diferencias frente a los valores esperados a todos los niveles de
concentracién, manifestando una importante actividad sinérgica, evidente a través de la
disminuciéon en los valores de los mismos. La mezcla triple presenté un comportamiento
semejante al predicho en los valores esperados y solamente se aprecid sinergismo a la
concentracién mas alta (6 g/L); no se presentaron efectos antagonicos en ninguna de las
concentraciones. En la mezcla doble, extracto de tabaco-extracto de neem, la actividad del tabaco
fue antagonizada en todas las concentraciones por el extracto de neem mostrando un TLs, de
10,4 min a la mas alta concentracion de tabaco en la mezcla (6 g/L). Por el contrario, el efecto
insecticida agudo del eucalipto fue potenciado por el neem a todas las concentraciones de mezcla
con valores respectivos en TLso de 40,4; 11,63; 7,9; 6,6 y 5,0 minutos comparados con los del
aceite de eucalipto puro (tabla 1)

60

n
o
|

N
o
!

Bioactividad TL, (min)
N w
o o
| |
R+
HOH

(@]

—_
o
|

§\ _—
0 T T T T T T T 1
3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 55 6,0

Concentracion de extracto de tabaco (g/L)

e ——

Fig. 1: Efecto de la concentracion de extracto de tabaco en la actividad bioldégica de las mezclas
binarias y ternarias de extractos; (@) valores mezcla tabaco-eucalipto observados, (O) valores
mezcla tabaco-neem observados, (L) valores esperados de las mezclas tabaco-eucalipto y triple,
(IM) valores mezcla triple- observados. Porcentaje de error del 5%

Estos resultados son comparables con el sinergismo en pesticidas de sintesis demostrado y
documentado en el caso de las combinaciones de los insecticidas piretroides y organosfosforados
o carbamatos en el control de plagas agricolas (Bynum et al., 1997; Martin et al., 2003). En
diferentes estudios, combinaciones diversas de los anteriores insecticidas y de otros de naturaleza
no piretroide, mezclados con productos repelentes como el DEET y KBR 3025 también han
mostrado su efectividad en el control de insectos tales como Anopheles stephensi, Culex
quinquefasciatus, Anopheles gambiae, conocidos por ser vectores de diversas enfermedades
tropicales incluyendo la malaria (Bonnet et al., 2004; Darriet et al., 2003; Pennetier et al., 2007).
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Actividad insecticida por ingestion

La evaluacién de la actividad por ingestién de los extractos se resume en la tabla 2. El tabaco
mostré accion larvicida significativa (p<0,05) a concentraciones de 0,2 y 0,4 g/L, con valores
respectivos en la relaciéon P/H de 0,6 y 0,4; pero sin efecto sobre el paso de pupa a adulto, ya que
se registré un valor de 1 en la relacidon pupa-adulto para todas las concentraciones. El aceite
esencial de eucalipto no tuvo efectos representativos sobre D. melanogaster. Los extractos mas
activos fueron los de neem, siendo el obtenido del lote 1 de semillas el mas activo, ya que causoé
efectos estadisticamente significativos (p<0,05) sobre el desarrollo de larvas y pupas a una
concentracion de 0,02 g/L, registrando valores en la relacion P/H y A/P de 0,05 y 0,2
respectivamente (tabla 3). Este extracto se usé en la preparacién de la mezcla aceite de
eucalipto-neem. El extracto de neem obtenido de un segundo lote de semillas y usado en la
preparacion de las demas mezclas fue menos activo, mostrando efecto larvicida apreciable a 3
g/L.

Tabla 2. Comparacion de la actividad insecticida por ingestion de los extractos de neem y las
diferentes mezclas que los contienen. Letras diferentes corresponden a diferencias
estadisticamente significativas al 5%. Método: 95,0 % Tukey HSD.Porcentaje de error en replicas
<10%

Tabaco |Media |Media |Eucalipto |Media |Media [Neem [Media [(Media |Neem |Media |Media
(g/L) P/H A/P (g/L) P/H A/P lote1 P/H A/P lote2 P/H A/P
(/L) (/L)
0 0.95¢c |1c 0 0.88c |1c 0 1.0b 0.95b (0 1c 1c
0.025 |0.83c |0.9c |1 1c 0.94c (0.05 0.78b 0.82b |0.375 |1c 1bc
0.05 0.83c |1c 1.5 1c 1c 0.1 0.38ab |0.79b |0.750 |1c 0.91ab
0.1 0.88c |1c 2 1c 0.94c (0.2 0.05a |0.75 |15 1c 0.99ab
0.2 0.6ab [0.98c (2.5 0.98c [0.96¢c 3 1c 0.92ab
0.4 0.55a [0.95¢c |3 0.55b |1c

Al comparar los valores de actividad biolégica de los extractos de neem registrados en la tabla 2
con el de las respectivas mezclas en la tabla 3 se aprecia como la mezcla extracto de tabaco-
neem ejerce efectos sinérgicos significativos (p<0,05) con excepcion de la concentracién de
0,750 g/L donde los valores de las medias de la relaciones P/H y A/P son estadisticamente iguales
a la que se observaron con el extracto de neem con la que se preparé (p>0,05).

También se puede observar un efecto mas variable sobre la relacién A/P para la mezcla triple
con respecto a la del extracto de neem con la que se prepard. Las concentraciones de 0,750, 1,5
y 3 g/L de extracto de neem del segundo lote de semillas presentan mayor actividad que la
mezcla y solamente se presenté un mejor efecto de ésta a 0,375 g/L, por lo tanto, el efecto casi
generalizado sobre la el paso de pupas a adultos es antagonizado por la mezcla de los otros
extractos. Una mayor actividad insecticida crénica es observada en la mezcla aceite de eucalipto
neem a concentraciones de 0,05 y 0,1 g/L donde es notable la disminucién en los valores de P/H
y A/P logrados por la mezcla con el aceite de eucalipto respecto de los que se obtuvieron con el
extracto de neem del lote 1.

Las emulsiones control registraron en todos los bioensayos registraron valores mayores de 0,9 en
las relaciones P/H y A/P sin afectar el desarrollo de D. melanogasater.
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Tabla 3. Valores medios de las relaciones P/H y A/P de las mezclas que contienen extractos de
neem. Letras diferentes corresponden a diferencias estadisticamente significativas al 5%. Método:
95,0 % Tukey HSD. Porcentaje de error en replicas < 10%

Neem lote Mezcla Tabaco-Neem Mezcla Triple Neem lote | Mezcla Eucalipto-Neem
2 (g/L) (2:1) (2,67:0,75:1) 1(g/L) (15:1)
Media P/H Media A/P | Media P/H Media Media P/H | Media A/P
AP
0 1c 1c 1c 1c 0 1.0c 0.95¢
0.375 0.51b 0.71b 0.12a 0.53a 0.05 0.3ab 0.22ab
0.750 0.49b 0.69b 0.39b 0.55a 0.1 0.0a 0.0a
1.5 0.39ab 0.55a 0.49b 0.69ab 0.2 0.0a 0.0a
3 0.12a 0.53a 0.51b 0.71ab

Actividad fungicida de extractos y mezclas

El efecto causado por los diferentes extractos sobre el crecimiento del hongo F. oxysporum se
observa en la tabla 4, donde se resumen los porcentajes de inhibicion obtenidos a las distintas
concentraciones.

El aceite esencial de eucalipto fue mas efectivo, al afectar drasticamente el crecimiento radial del
hongo a concentraciones superiores a 1 g/L e inhibir por completo su crecimiento a 3 g/L. El
porcentaje de inhibicidn se representa mediante la ecuacion:

%inhibicién = 1,73(Concentracion )’
r’=97,7%, p-valor= 0,0041.

Tabla 4. Porcentajes de inhibicidn en el crecimiento de F. oxysporum obtenidos con los distintos
extractos. Letras diferentes corresponden a diferencias estadisticamente significativas al 5%.
Método: 95,0 % Tukey HSD. Porcentaje de error en replicas < 10%

Eucalipto g/L PI Tabaco g/L Pl Neem lote 2 g/L Pl
0 0.0a 0 0.0a 0 Oa
0.01 19.3b 0.188 4.4ab 1 Oa
0.1 35.6¢ 0.375 10.3b 2 Oa
1 68.5d 0.750 23.0c 4 Oa
2 83.3e 1.5 37.8d 8 13.3b
3 100f 3 60.3e
4 100f 6 100f

El aceite esencial extraido de esta especie ha presentado actividad antimicrobiana (Alitonou et
al., 2004). Otras especies como E. globulus ha mostrado actividad antimicética sobre varias
cepas de hongos entre las que se nombran Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus conocidos
por infectar productos agricolas almacenados (Rakotonirainy and Drine, 2005; Rocha et al., 2009).

El extracto de neem presenté una baja actividad fungicida, siendo poco apreciable a 8 g/L donde
la inhibicién fue del 13,3%. En diferentes reportes extractos de neem tanto polares como no
polares, han mostrado efectos sobre el crecimiento radial de algunos hongos (Amadioha 2000),
sin embargo los efectos sobre hongos filamentosos parecen estar mas relacionados con dafios
formolégicos y la produccion de micotoxinas a concentraciones cercanas de extracto del 10 g/L
segun los reportaron Allameh et al., 2001 y Razzaghi et al., 2005.
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Como en las emulsiones de las mezclas el neem no superd los 3 g/L, este no presenta ningun
efecto que se deba tener presente para las predicciones de la actividad de la mezclas. La
actividad fungicida del extracto total de alcaloides de tabaco fue dependiente de la concentracion
de nicotina presente e inhibié por completo el crecimiento de hongo a 6 g/L, tal como se aprecia
en la tabla 4. La relacion entre la concentracion y la inhibicién se expresa mediante la ecuacion:

%inhibicion = 0,22 x Concentracion
r* 98,24% p-valor= 0,000.

El comportamiento de la mezcla se observa en la figura 2 donde se comparan los valores
observados frente a los esperados para la mezcla con respecto a la concentracién de aceite de
eucalipto. En la figura 2, se evidencia una actividad variable dependiente de la concentracion de
aceite de eucalipto en la mezcla y solamente en la concentracion correspondiente a 1g/L se
aprecia una disminucion en la actividad que se puede considerar como un efecto antagoénico, sin
embargo en términos generales, la mezcla manifiesta un comportamiento semejante al mostrado
por el aceite solo sobre el hongo F. oxysporum. Lo anterior indica que el neem no interfiere de
manera apreciable sobre la actividad fungicida del aceite de eucalipto.

100 +

—

80

60 - o

Porcentaje de inhibicion (%)

40_./#3

L]

T T T T T T T T T T T T T T T
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35 4,0
Concentracion aceite eucalipto (g/L)

Fig. 2: Efecto de la concentracién de extracto de la mezclas binarias aceite de eucalipto-neem en
el porcentaje de inhibicién sobre F. oxysporum; (M) Observado= 1/(9,2x10**In(Concentracién
mezcla AE-N)) r’= 98,3%, (®)Esperado= 1/(8,1x10°+ 7,6x10™/Concentracion mezcla AE-N) r’=
99,4%.Porcentaje de error del 5%

El efecto de la mezcla aceite de eucalipto-extracto de tabaco que se presenta en la figura 3
muestra que a pesar de las mezcla de los extractos, cada uno de ellos sigue ejerciendo su accién
fungicida de manera independiente, que permite un efecto aditivo o conjunto frente a la inhibicion
del hongo F. oxysporum. Lo anterior se evidencia a través de la alta correspondencia entre los
valores esperados y los observados del porcentaje de inhibicion.

Finalmente el comportamiento de la mezcla triple (figura 4) es marcadamente antagoénico en

todos los rangos de concentracion que se evaluaron siendo inviable en el control del hongo. El
porcentaje de inhibicidon a la maxima concentracion de mezcla fue solamente del 51%
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Fig. 3: Efecto de la concentracion de extracto de la mezclas binarias tabaco-eucalipto en el
porcentaje de inhibicion sobre F. oxysporum; (M) Observado= g>*!*0:49tn Concentracion mezcla AT (2
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Fig. 4: Efecto de la concentracién de extracto de la mezcla triple eucalipto-neem-tabaco en el
porcentaje de inhibicion sobre F. oxysporum; () Observado= (620*Concentracién mezcla triple?)
r’= 99, (O) Esperado= 0,2 + 74*(Concentracién mezcla triple)"? r’= 99 %Porcentaje de error del
5%

Algunas de las interacciones comentadas anteriormente han sido reportadas, tal y como es el
caso de la actividad antifungica de la escopoletina, una cumarina que potencio el efecto fungicida
del Mancozeb sobre el hongo patégeno Fusarium verticillioides (Carpinella et al., 2005),
igualmente una saponina asilada de la planta de te potencié la actividad antifungica del imazalil y
procloraz, empleados en el control de hongos fitopatdégenos poscosecha de citricos (Hao et al.,
2010). En matrices de origen natural se ha presentado con los metabolitos de naturaleza fendlica
aislados de la planta Melia azedarach activos contra varios hongos patégenos de importancia
meédica y agricola (Carpinella et al.,, 2003) y la combinacion sinérgica de eugenol con
cinamaldehido en el control de hongos que degradan la madera, con mayor efectividad que los
métodos convencionales de control usados. (Yen y Chang, 2008)
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CONCLUSIONES

En este estudio se logrd establecer el potencial uso de mezclas de extractos para el control
simultaneo de plagas y enfermedades como una alternativa al uso de agroquimicos de sintesis,
mostrando que la combinacidén adecuada de los principios activos presentes, puede conducir a la
obtencion de productos que pueden ser formulados a una concentracion tal donde la actividad
bioldgica se potencie a través del ataque sobre diferentes blancos, esto finalmente en el mejor de
los casos permite obtener efectos sinérgicos que puedan redundar en mayores efectos,
disminucion de las dosis de aplicacién y costos.

Los resultados de la actividad anti-insecto y fungicida de las mezclas evaluadas permitio
establecer que las mezclas dobles presentan una mayor accion que los componentes que las
conforman en la casi todo el rango de evaluacion, no obstante la mezcla triple, aunque presento
una actividad anti-insecto apreciable no fue efectiva en el control del hongo F. oxysporum.

Estos resultados sustentan la posibilidad de explorar sobre el uso de mezclas estandarizadas de
extractos para el control de plagas y enfermedades en cultivos de importancia comercial.
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