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RESUMEN

Contextualizacion: Fusarium graminearum
es un microorganismo de campo que afecta a
gramineas y causa grandes pérdidas, particu-
larmente a cultivos de arroz. Para contrarrestar
estos problemas fitosanitarios se aplican can-
tidades excesivas de plaguicidas, lo que causa
dafios a la salud y el ambiente. Una alternativa
son los extractos vegetales con alto contenido
de compuestos bioactivos.

Vacio de conocimiento: los taninos tipo pi-
rogalol contenidos en las vainas de Caesalpi-
nia spinosa poseen propiedades biolégicas, la
inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium
graminearum es efectiva en concentraciones
bajas de UFC/ml.

Proposito del estudio: el objetivo de esta inves-
tigacion fue determinar in vitro la actividad antifun-
gica de los compuestos fendlicos de la tara (Caesal-
pinia spinosa) frente a Fusarium graminearum.
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Metodologia: en primer lugar, se extrajeron
los compuestos fendlicos por maceracion y
calentamiento (60 °C) mediante agua y una
mezcla agua-etanol. Se determiné el conte-
nido de compuestos fendlicos en los extrac-
tos mediante el método de Folin-Ciocalteu. En
segundo lugar, se aislé una cepa de Fusarium
obtenida de un cultivo de arroz y se identificd
por claves taxondmicas; después, se realiza-
ron suspensiones celulares con concentracio-
nes 107 y 10%® UFC/ml. Para la evaluacion in
vitro, un disco con indculo de cada suspension
se colocd en medio cultivo agar papa dextrosa
gue contenia extracto de Caesalpinia spinosa.

Resultados y conclusiones: el extracto acuo-
so por calentamiento con un contenido de 5,88
g acido galico/100 g muestra seca inhibié 30
y 70% de crecimiento micelial de Fusarium
graminearum a una concentracion de 107 y
10® UFC/ml respectivamente. Compuestos
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fenodlicos de Caesalpinia spinosa presentaron
propiedades de interés para el control de Fu-
sarium graminearum y pueden ser ensayados
in vivo e invernadero.

Palabras clave: compuestos fendlicos; fito-
patoégeno; Fusarium graminearum; inhibicién

ABSTRACT

Contextualization: Fusarium graminearum
is a field microorganism that affects grasses
and causes great losses, particularly to rice
crops. To counter these phytosanitary pro-
blems, excessive amounts of pesticides are
applied, causing damage to health and the en-
vironment. An alternative is to plant extracts
with a high content of bioactive compounds.

Knowledge gap: The pyrogallol tannins con-
tained in Caesalpinia spinosa pods have bio-
logical properties, Fusarium graminearum’s
micellial growth inhibition is effective at low
concentrations of UFC/ml.

Purpose: Therefore, the objective in this re-
search was to determinate in vitro the antifun-
gal activity of tare phenolic compounds (Caesal-
pinia spinosa) against Fusarium graminearum.

Methodology: Firstly, the phenolic com-
pounds extracted by maceration and heating
(60 °C) through water and ethanol-water mix,
the phenolic compounds content in the ex-
tracts determined by Folin-Ciocalteu method.
Secondly, a Fusarium strain obtained from a
rice culture isolated and identified by taxo-
nomic keys, after cell suspensions made with
concentrations 107 and 10® UFC/ml. For in vi-
tro evaluation, a disc with an inoculum of each
suspension placed in a culture medium contai-
ning C. spinosa extract.

Results and conclusions: Consequently, the
aqueous extract by heating with a content of
5.88 g gallic acid/100 g dry sample inhibited
30 and 70% of mycelial growth of Fusarium
graminearum with a concentration of 107 and
10 UFC/mI. Phenolic compounds of Caesalpi-
nia spinosa have properties of interest for the
control of Fusarium graminearum and can be
tested in vivo, in the greenhouse.

Keywords: Fusarium graminearum; inhibi-
tion; phenolic compounds; phytopathogen
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1. INTRODUCCION

Un cultivo transitorio que se ve afectado por
el ataque de microorganismos en el campo es
el arroz, un cereal de importancia mundial que
es un alimento basico para aproximadamente
3,500 millones de personas (Muthayya et al.,
2014). En el 2017 se produjeron aproximada-
mente 503 millones de toneladas métricas (t)
en todo el mundo (FAO, 2018). Entre 2016 y
2017 (de abril a mayo) en Ecuador, la produc-
cién de arroz fue de 660 mil t; 90 mil t menos
que durante el periodo 2015 - 2016. Esta dife-
rencia ocurrié a causa del fendmeno del Nifio
y el ataque de plagas y enfermedades (Beillard
& Vega, 2016). Se ha demostrado la presencia
de Bipolaris oryzae, Fusarium sp., Phoma sp.,
Phyllosticta sp., agentes causales de enferme-
dades en el grano que disminuyen la produc-
cion de arroz (Solis, 2016).

Por su parte, especies del género Fusarium
se consideran principalmente como hongos de
campo (Villa et al., 2014); son de particular es-
tudio porque pueden causar hasta el 90% de
pérdidas en la cosecha (Briones, 2014) en mo-
nocultivos, como es el caso del arroz, y afectan
la envoltura ocasionando la pudricion de la mis-
ma (Villanueva et al., 2013; Bigirimana et al.,
2015). Los sintomas de Fusarium graminearum
en etapa de floracién del arroz son manchas de
color café claro en las glumas; posteriormente,
evolucionan a lesiones marrones de tamafio y
formas irregulares; en la etapa de llenado, las
glumas son de color purpura; y para la cose-
cha, los granos maduros tienen color marrén
oscuro (Tabarelli et al., 2019). Actualmente, el
control de microorganismos fitopatdgenos se
realiza mediante técnicas de agricultura con-
vencional (De Ledn et al., 2013), con efectos
negativos para la salud humana y dafios al me-
dio ambiente. Nuevas investigaciones plantean
el uso de plaguicidas botanicos que reempla-
cen gradualmente a determinados plaguicidas
quimicos (Nava et al., 2012).
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Por consiguiente, los plaguicidas botanicos no
generan resistencia y no se bioacumulan en el
medio ambiente; son metabolitos secundarios
(fitoquimicos) extraidos de diferentes fuentes
vegetales (Laxmishree & Nandita, 2017). Los
compuestos bioactivos se componen de alca-
loides, taninos, fenoles, flavonoides, terpe-
nos, entre otros (De Leodn et al., 2013). Los
compuestos fendlicos tienen varios propési-
tos en las plantas pero destacan la pigmen-
tacion y resistencia a patdégenos (Schéneberg
et al., 2018).

Por lo tanto, extractos como etandlicos de Gly-
cyrrhiza glabra y Myroxylon balsamum exhi-
bieron actividad antifingica frente a Fusarium
guttiforme (Cerqueira et al., 2015). Extractos
de acetato de etilo y metandlicos de Adeno-
phyllum aurantium y Alloispermum integrifo-
lium reducen el crecimiento micelial y esporu-
lacion de Fusarium solani y Alternaria alternata
(De Ledn et al., 2014). Extractos etandlicos de
Phlomis fruticosa poseen actividad inhibitoria
contra Aspergillus niger, Fusarium tricintum,
Trichoderma viride (Sokovic et al., 2013).

En particular, la tara (Caesalpinia spinosa),
un arbusto de tipo leguminosa originario del
Perd que predomina en zonas secas y va-
lles interandinos de Suramérica (He et al.,
2016), se aprovecha en la industria quimica
(taninos), alimenticia (aditivo hidrocoloide)
y farmacéutica (acido galico, antioxidante)
(Melo et al., 2013). Los taninos de C. spino-
sa son usados en medicina tradicional por
sus propiedades antiinflamatorios, antimi-
coticos, antibacterianos, antisépticos, an-
titumorales y antioxidantes (Murga et al.,
2016); su contenido de taninos estd en un
rango de 0,2 a 25% del total de masa seca,
dependiendo de la especie vegetal, tiempo
de cosecha, habitat y método de extraccion
(Cuong et al., 2020).
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El objetivo de este estudio fue determinar in
vitro la actividad antifingica de los compues-
tos fendlicos de tara (Caesalpinia spinosa)
frente a Fusarium graminearum.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Muestra vegetal y extractos crudos
Se recolectaron vainas completamente madu-
ras de Caesalpinia spinosa mediante el método
convencional en el municipio de Guachapala,
perteneciente a la provincia del Azuay, duran-
te el mes de abril del 2017; se seleccionaron
cinco arboles al azar y, en total, se colectaron
5 kg de muestra.

El material vegetal fue secado a temperatura
ambiente durante cinco dias; posteriormente,
se separaron las semillas de la vaina. En este
caso, las semillas no se tuvieron en cuenta.
Para la obtencién de la harina de C. spinosa se
realizé6 una molienda fina de las vainas en una
licuadora industrial Blender C86, luego se ta-
miz6 en un tamiz Advantech Nro. 18 para una
granulometria de 1 mm (Aguilar et al., 2012).

e Extracto acuoso por maceracion (EAM)
En un frasco de vidrio se colocaron 0,4
g de harina de C. spinosa con 70 ml de
agua destilada; después, se dejo en re-
poso y oscuridad durante 72 h a tem-
peratura ambiente; posteriormente, se
filtré y se llevé el extracto a un balén de
aforo de 100 ml (Rodriguez et al., 2012).

e Extracto acuoso por calentamiento (EAC)
En un vaso de precipitacién se colocaron
0,4 g de harina de C. spinosa con 70 ml
de agua destilada, la mezcla se calentd
a 60 °C por 10 min, luego se filtré y el
extracto se llevd a un baléon de aforo de
100 ml (Jativa, 2011).

e Extracto hidroalcohdélico 30% por mace-
racion (EHM) En un frasco de vidrio se
colocaron 0,4 g de harina de C. spino-
sa con 70 ml de una solucion etandlica

30%; luego, se dejé en reposo por 72 h
a temperatura ambiente; posteriormen-
te se filtré y el extracto se llevé a un
balén de aforo de 100 ml (Rodriguez et
al., 2012).

2.2 Identificacién y cuantificacion de
compuestos fenolicos (CF)

En un tubo de ensayo se colocé 1 ml de cada
extracto; particularmente, para el extracto
acuoso se adiciond una pequena cantidad de
acetato de sodio. Después, se dosificaron a
cada muestra 3 gotas de cloruro férrico 5%,
la prueba es positiva cuando desarrollan una
coloracion azul oscura (Delporte, 2010).

Previamente, se disolvid el extracto en una
proporcion 1:10; en un frasco ambar, se colo-
caron 50 pl de muestra, 3950 ul de agua des-
tilada, 250 pl de reactivo de Folin - Ciocalteu;
luego de 2 min, se adicionaron 750 pl de car-
bonato de sodio 20% (v/v); posteriormente se
dejaron reposar por 1 h y se midieron a 750
nm la absorbancia.

La curva de calibraciéon se realizé empleando
acido galico, como estandar, a concentraciones
de 200, 150, 100 y 50 ppm. La ecuacion de la
curva de calibracion corresponde aY = 0,007077
* X + 0,003519, R2 = 0,9998. Las muestras se
analizaron usando el espectrofotdmetro UV - vis
Jasco V - 630, los resultados se expresaron en
gramos de acido galico/100 g muestra seca (g
AG/100 g MS) (Flor & Parra, 2017).

2.3 Aislamiento, identificacion y conteo
celular

Fusarium se aislé de un cultivo de arroz del
municipio Arenillas de la provincia el Oro en
Ecuador, para la recoleccién del material biol6-
gico se consideraron plantas con fusariosis en
la espiga, el disefio de muestreo fue en forma
de X que consiste en tomar muestras de cada
esquina y del centro de la parcela, por cada
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punto se seleccionaron al azar 20 plantas, en
total se tomd 1 kg de muestra; granos infec-
tados se sumergieron en etanol 70% e hipo-
clorito de sodio 1% cada uno por 2 min; pos-
teriormente se colocaron en medio de cultivo
agar papa dextrosa (PDA) con 50 ppm de gen-
tamicina, en total 10 cajas Petri se incubaron
a 26,5 °C por 7 d (Arbito, 2017).

La identificacion del hongo se realizé mediante
claves taxondmicas establecidas por (Leslie &
Summerell, 2006) se analizaron caracteristi-
cas macroscépicas del micelio: color, aspecto
y pigmentacion del agar, y caracteristicas mi-
croscépicas como: macroconidias, microconi-
dias y clamidiosporas.

Después del lavado de esporas se prepard una
suspension celular de Fusarium graminearum
en agua destilada (el cultivo debia estar en el
dia 7), y luego se realizé una dilucion 1:10 y
se colocd una muestra en la cdmara de Neu-
bauer. Con la ayuda del microscopio de pan-
talla Micros Austria se realizé por triplicado el
conteo de conidios (Lage et al., 2013).

2.4 Evaluacion in vitro

En medios de cultivo PDA previo a su gelifi-
cacioén se adiciond 5 ml de EAC, luego se im-
plantdé un disco con la concentracion total de
células y/o la dilucién 1:10. El control fue in6-
culo de Fusarium graminearum en un medio
PDA sin extracto. Las cajas se mantuvieron a
26,5 °C por 7 d en una estufa Mermmet, cada
ensayo se realizé por triplicado.

La capacidad inhibitoria se determind por la
superficie de crecimiento del micelio en cm2:
((Area control - Area tratamiento)/(Area con-
trol)). Para obtener los valores correspondien-
tes se considero el didmetro promedio debido
a que el crecimiento de los hongos es radial
pero no uniforme (Schéneberg et al., 2018).
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2.5 Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos se analizaron con
el software estadistico libre R versiéon 3.5.2.
Los resultados del contenido de compuestos
fenodlicos en los extractos y la influencia so-
bre el crecimiento micelial radial se presen-
taron como medias * desviacidon estandar.
Diferencias entre tratamientos tanto para los
extractos como para la inhibicién in vitro se
evaluaron con el modelo ANOVA de una via
(aov{stats}), con un nivel de significancia de
0,05. Los supuestos de normalidad y homoge-
neidad de varianzas se evaluaron con la prueba
de Shapiro-Wilk (shapiro.test{stats}) y prueba
de Levene (leveneTest{car}), respectivamen-
te. Se realizaron comparaciones multiples por
parejas por la prueba de diferencia significati-
va honesta de Tukey (HSD.test{agricolae}) y
los resultados se expresaron como intervalos
de confianza al 95%.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Compuestos fendlicos en extractos
Los extractos acuosos e hidroalcohdlico pre-
sentaron diferentes coloraciones de amarillo
leve a amarillo - café, esto se da por la presen-
cia de compuestos tanicos; ademas se obser-
varon fléculos de color blanco que se atribuye-
ron a gomas y resinas que posee C. spinosa;
De la Cruz (2004) defini6 a estas gomas o
hidrocoloides como biopolimeros que poseen
efectos gelificantes.

Los extractos acuosos e hidroalcohdlico mos-
traron una coloracion azul oscura, igual ca-
racteristica obtuvieron en Caesalpinia spinosa
(Cortez, 2012) y en Raputia heptaphylla (Coy
et al., 2014), esta coloracion indica que, en las
muestras existen taninos del tipo pirogalol.
Los taninos son compuestos fenodlicos solubles
en agua que se dividen en hidrolizables (galo-
taninos y elagitaninos) presentes en Caesalpi-
nia sp y condensados (proantocianidinas) pre-
sentes en Acacia sp (Anttila et al., 2013; Fraga
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et al., 2020). De acuerdo a Skowyra (2014)
el principal componente de los taninos de C.
spinosa son basados en el acido galoilquinico,
del cual derivan el acido galico, acido quinico
y grupos galoil.

Mediante el método de Folin - Ciocalteu el con-
tenido de CF en EAM, EAC y EHM fueron 4,77
- 5,88 - 4,76 g AG/100 g MS respectivamente
(Figura 1). Diferencias entre tratamientos p =
0,0306. Segun la prueba Tukey con el trata-
miento EAC, se obtuvo un mayor contenido de
CF. Segun Markom et al., (2007) los taninos
hidrolizables se extraen preferentemente con

agua o mezclas agua - etanol, razén por la cual
EAM y EHM presentaron contenido similar de
compuestos bioactivos. Por otro lado, EAC fue
superior debido a que al adicionar energia (60
°C) a la extraccién se reducen la viscosidad y
tension superficial (Markom et al., 2010) per-
mitiendo que los taninos se liberen de la ma-
triz vegetal debido a la inestabilidad existente
(Wang et al., 2019; Cuong et al., 2020). Otra
propiedad de los solventes es la constante die-
léctrica, agua destilada 78,5 Fm ~ ! y etanol
es 24,5 Fm 1; segun (Cortez, 2012) un sol-
vente con mayor constante dieléctrica extrae
mayor contenido de metabolitos secundarios.

Fenoles (g AG/100 g MS)

a
6 b -
b
i :
l =
EAM EAC EHM

Tratamientos

Figura 1. Los resultados del contenido de compuestos fendlicos (CF) en C. spinosa se expresan

como el promedio de g AG/100 g MS + DS. Comparacion de CF se realiz6 entre los diferentes

tratamientos: extracto acuoso por maceracién (EAM), extracto acuoso por calentamiento 60 °C (EAC)

y extracto hidroalcohdlico por maceracién 30% (EHM). Tratamientos con una letra comudn no

difieren en un nivel del 5%, segun la prueba DSH de Tukey.

Fuente: Autores.

En C. spinosa Kardel et al., (2013) de deter-
minaron por colorimetria taninos condensados
4,6 mg/g en extractos butanol-acido clorhidri-
co; sin embargo, en extractos por agua ca-
liente analizados en HPLC-MS la concentracién
de taninos hidrolizables fue 647 mg/g de equi-
valentes de epigalocatequina galato; Jativa
(2011) y Cortez (2012) con extractos acuosos

obtuvieron 42 y 23 g AG/100 g MS respectiva-
mente. Cabe mencionar que las muestras fue-
ron tomadas de arboles que se encontraban
en Ecuador. Por otro lado, Avilés et al., (2010)
obtuvieron en extractos acuosos e hidroalco-
hoélicos 11 y 15 g AG/100 g MS respectivamen-
te, las muestras fueron extraidas de arboles
que se encontraban en Perd. Los resultados
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del contenido de CF difieren a lo reportado en
la literatura, por factores externos los cuales
condicionan a la especie vegetal; segun Nufiez
et al., (2017) las caracteristicas del suelo y las
condiciones climaticas influyen en la acumu-
lacion de compuestos fendlicos; de acuerdo a
Nieto & Barahona (2006) los requerimientos
para C. spinosa son: suelos franco arenosos,
temperatura 13 a 22 °C, humedad relativa <
80% vy precipitaciones < 750 mm. Una posi-
ble causa para el bajo contenido de CF son las
condiciones del suelo, debido a que los arboles
seleccionados en el muestreo se encontraban
en una zona con abundante materia organica.

3.2 Identificaciéon y conteo

celular de Fusarium

Las claves taxondmicas determinaron que el
hongo aislado fue Fusarium graminearum,

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental
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y sus caracteristicas macroscopicas fueron:
micelio bien desarrollado de aspecto lanudo
algodonoso y de crecimiento rapido; las co-
lonias inicialmente fueron de color blanco,
transcurridos los dias se tornaron de color
crema; en el reverso de la caja Petri el color
fue pardo; ademas, ciertos cultivos presen-
taron pigmentos rojos en el agar. Por otro
lado, las caracteristicas microscépicas fue-
ron: macroconidia delgada, paredes grue-
sas, ligeramente curvada, septos entre 4 y
6, célula basal en forma de pie y célula apical
cbénica, en esta especie hay ausencia de mi-
croconidias y clamidiosporas (Figura 2) (Mel-
garejo et al., 2010; Refai et al., 2015). Pacin
et al., (2002) determinaron la presencia de
F. graminearum en cultivos de arroz en la
regiéon costera de Ecuador.

Figura 2. A: Fusarium graminearum con micelio lanudo algodonoso, colonia de color crema; B: Macroconidia:

curva tipica septada, célula basal en forma de pie y célula apical cénica. Lente de inmersién 100x.

Fuente: Autores.

A través del conteo de células por camara de
Neubauer se obtuvo una concentracién apro-
ximada a 107 UFC/ml; por ende, la dilucion
1:10 tiene una concentracion cercana a 10°¢
UFC/ml. Con cultivos de F. oxysporum y F.
solani el dia nueve (Lage et al., 2013) obtu-
vieron concentraciones 1,8 y 2,8 10° UFC/ml,
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esto demostrd la alta capacidad de esporula-
cién de F. graminearum.

3.3 Actividad in vitro del extracto

La actividad inhibitoria del EAC frente a Fusarium
graminearum en concentracién total - 107 UFC/
ml (CT) y concentraciodn diluida - 106 UFC/ml (CD)
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se expresaron como la superficie de crecimiento
del micelio (cm?2), control 26,44; (CT+EAC) 18,38
y (CD+EAC) 7,89 (Figura 3). Para una mejor com-
prension los valores, se convirtieron en porcen-
taje de inhibicion, control no presentd; (CT+EAC)

30,6% y (CD+EAC) 70,3%. Diferencias entre
tratamientos p = 6,18 e  5). De acuerdo con la
prueba Tukey con el tratamiento (CD+EAC) se
obtuvieron mayores porcentajes de inhibicion
frente al fitopatdgeno (Figura 4).

Figura 3. Crecimiento micelial de Fusarium graminearum. A: Control, B: 107 UFC/ml con extracto

acuoso por calentamiento (EAC) luego de 7 d a 26,5 °C.

Fuente: Autores.
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Tratamientos

Figura 4. Los resultados se expresan como el promedio de la superficie de crecimiento micelial en cm?2 de

Fusarium graminearum % DS. Control, 107 UFC/mI células mas extracto acuoso por calentamiento 60 °C
(CT+EAC), 10% UFC/mIl mas extracto acuoso por calentamiento 60 °C (CD+EAC), luego de 7 d a 26,5 °C. Trata-
mientos con una letra comun no difieren en un nivel del 5%, segun la prueba DSH de Tukey.

Fuente: Autores.
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En Fusarium sp Veloz et al., (2012) con ex-
tractos tanicos de Caesalpinia cacalaco al
1%, se obtuvo una inhibicién del 68%; en
Penicillium sp Jativa (2011) con extractos
tanicos de C. spinosa a 2500 y 5000 ppm
consiguieron 53 y 87% de inhibicion respec-
tivamente, las mismas concentraciones fue-
ron aplicadas a Aspergillus niger y no existio
inhibicién. Extractos polifendlicos de Acacia
farnesiana obtuvieron 98% de inhibicion mi-
celial en Fusarium oxysporum Rodriguez et
al., (2012).

En esta investigacion se determind que
EAC de C. spinosa frente a 10%° UFC/ml de
Fusarium graminearum inhibi6 70% de su
desarrollo micelial, esto fue posible debido
a que el extracto contenia taninos
hidrolizables. Al comparar este resultado con
otros autores, se puede asumir que extractos

de especies pertenecientes a la familia
Fabaceae tienen alta capacidad reducir el
crecimiento in vitro de hongos

filamentosos.

Extractos crudos de Khaya ivorensis y Tetra-
cera potatoria Adekunle et al., (2003); As-
phodelus tenuifolius y Euphorbia guyoniana
Salhi et al., (2017); Rhus muelleri Jasso de
Rodriguez et al., (2015); Parthenium hyste-
rophorus, Acacia farnesiana y Pluchea carli-
nensis Rodriguez et al., (2000); Diospyros
cuneata Ruiz et al., (2016), contienen com-
puestos fendlicos, terpénicos y alcaloides
con actividad inhibitoria de 60 a 87% o ca-
pacidad fungicida frente a hongos filamen-
tos como F. graminearum , F. oxysporum, F.
sporotrichioides, A. niger, T. viride. En las
investigaciones citadas la presencia de com-
puestos fendlicos junto a otros metabolitos
secundarios alcanzaron altos porcentajes
de capacidad inhibitoria, lo que demuestra
gran potencial para controlar determinados
fitopatdégenos.
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4. CONCLUSIONES

Los compuestos fenodlicos obtenidos del ex-
tracto crudo de vainas de C. spinosa demos-
traron tener actividad inhibitoria ante el cre-
cimiento micelial de F. graminearum a nivel
in vitro. EAC tuvo un contenido de 5,88 g de
AG/100 g MS y la presencia de taninos tipo pi-
rogalotanicos; mediante revision de literatura
se establecieron que las muestras son ricas
en taninos hidrolizables. Respecto a la activi-
dad antifungica, se obtuvieron 30 y 70% de
inhibicion frente a concentraciones de indcu-
lo 107 UFC/ml y 10 UFC/mIl respectivamente.
Los resultados dan viabilidad a la realizaciéon
de estudios in vivo en invernaderos, controlan-
do ciertas variables y evaluando el uso de este
extracto en un sistema de manejo integrado
de plagas.
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