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Extractos de plantas para el control de Antracnosis en Carica papaya durante el periodo
de floracion y poscosecha
Plant extracts for anthracnose control on Carica papaya during blooming period and
postharvest stage

RESUMEN

La enfermedad conocidda como
antracnosis, causada por el hongo
Colletotrichum gloeosporioides L., es
responsable de pérdidas cuantiosas en la
produccion de papaya (Carica papaya L.).
Una alternativa para su control de es el uso
de extractos de plantas. El objetivo de la
presente investigacion fue evaluar la
actividad fungistatica in vitro de los
extractos hexanicos y metandlicos de
Argemone ochroleuca, Datura
stramonium, Equisetum arvense, Malva
parviflora, Phytolacca icosandra vy
Solanum rostratum, en el cultivo papaya
cv. Maradol (Carica papaya) in vitro, in vivo
(durante el periodo de floracion vy
poscosecha). Se realiz6 andlisis de
varianza y comparacion de las medias de
Tukey (P = 0.05). El andlisis fitoquimico de
extractos de especies identifico la
presencia de flavonoides en S. rostratum y
E. arvense; Alcaloides en D. stramonium,
M. parviflora y A. ochroleuca; Y
terpenoides en plantas de P. icosandra. LA
CUAL mostr6 LA mayor efectividad
biolégica in vitro contra el hongo C.
gloeosporioides. de las  especies
restantes, se observé la misma tendencia
en la etapa de floracién con eficacia de 60-
70 %, donde las flores mostraron necrosis
y pudricion (sintomas tipicos de la
enfermedad) y 71.4 % en el control de
antracnosis en frutos poscosecha.
Palabras clave: Carica  papaya,
Colletotrichum gloeosporioides, periodo
de floracion, extractos vegetales, actividad
fungistatica, poscosecha.

ABSTRACT

The disease known as anthracnose,
caused by Colletotrichum gloeosporioides
L. fungus, is responsible for important
losses in papaya production (Carica
papaya L.). An alternative for the control of
C. gloeosporioides is the use of plant
extracts. The objective of this research was
to evaluate the fungistatic activity of
hexanic and methanolic extracts of
Argemone ochroleuca, Datura stramonium,
Equisetum arvense, Malva parviflora,
Phytolacca icosandra and Solanum
rostratumin papaya fruit cv. Maradol
(Carica papaya) both, in vitro and in vivo
during blooming period and postharvest
stage. Evaluated variables were inhibition
percentage and biological effectiveness for
in vitro assessment; incidence and
biological effectiveness for field crop
flowering stage evaluation; severity and
effectiveness  for  postharvest fruits
evaluation. An analysis of variance and
comparison of Tukey (P<0.05) means was
performed. Species’ extracts
phytochemical analysis identified the
presence of flavonoids in S. rostratum, and
E. arvense; alkaloids in D. stramonium, M.
parviflora, and A. ochroleuca, and
terpenoids in P. icosandra plants. P.
icosandra methanolic extract shown
greater in vitro biological effectiveness
against C. gloeosporioides fungus from
remaining species, same trend was
observed in blooming stage with a 60-70 %
effectiveness, where the flowers showed
necrosis and rot (typical symptoms of the
disease) and 71.4 % in the control of
anthracnose in postharvest fruits.
Keywords: Carica papaya, Colletotrichum
gloeosporioides, blooming period, vegetal
extracts, fungistatic activity, postharvest.
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1 NTRODUCCION GENERAL

La papaya es uno de los seis frutos mas cultivados en las zonas del tropico mexicano,
independientemente de los beneficios como fuente de trabajo, derrama econdémica en la
zona de cultivo, impacto positivo en la vida de los productores (Olvera et al., 1999).
México se situé como el quinto mayor productor con 836 370 t en 2014, contribuyendo
con el 6.6 % de la produccién mundial. El principal pais exportador de papaya en el
mundo en 2013 fue México con un volumen de 115 054 t, por tanto, contribuy6 con 39.21
% de las exportaciones (FAO, 2017). En nuestro pais se siembran alrededor de 17 512.60
ha de papayo al afio, lo cual genera una derrama econdmica de 256 288.82 (miles de
pesos).

Las enfermedades fungosas afectan severamente a los frutos de papaya (Carica papaya
L.). Durante su conservacion y comercializacién ocasionan pérdidas entre el 5y el 40 %
de la produccién total (Vazquez et al., 2010)

Una de las enfermedades causantes de pudriciones de los frutos de papaya en
poscosecha se deben a la presencia de los hongos: Ascochyta caricae Pat.,
Colletotrichum gloeospoiioides Penz. Phytophthora palmivora (Butl.) Fusarium solani
(Mart.) Sacc. y Rhizopus stolonifer (Vuill) (Bolkan et al., 1976; Torres et al., 2013).

El hongo Colletotrichum gloeosporioides genera la enfermedad conocida como
antracnosis que tiene distribucion mundial, especialmente en areas humedas y calidas.
bajo condiciones favorables para el crecimiento del hongo, los tejidos afectados se
cubren con masas de esporas de color rosado (Menezes y Hanlin, 1996; Tapia et al.,

2008). La antracnosis se caracteriza por atacar los brotes y hojas jévenes, asi como las



flores y frutos pequefios ocasionando pérdidas hasta de 60 % en la produccién de fruta

(Orozco et al., 2007).

El control de esta enfermedad pre y poscosecha se ha realizado mediante la aplicacion
de plaguicidas sintéticos que pueden ocasionar resistencia en el patégeno, asi como
dafos a la salud y al ambiente, deteriorando en ocasiones la calidad del producto con
manchas, olores y sabores desagradables. EI control bioldgico con microorganismos
antagonistas y plantas con propiedades antimicrobianas ha sido una opcién poco
explorada (Bowers y Locke, 2000; Choi et al.,, 1999; Janisiewicz y Criof, 1992).
Actualmente, se considera el uso de extractos de plantas con propiedades fungicidas o
fungiestéticas, una alternativa para el control de antracnosis debido a que éstos no
generan resistencia, son biodegradables y no contaminan (Regnaul et al., 2004). Los
estudios de la actividad fungicida de los extractos vegetales y fitoquimicos se ha
intensificado debido a la demanda de alimentos organicos (De Souza et al., 2009) y a las
exigencias actuales de la defensa fitosanitaria de los productos horticolas (Roger et al.,

2004).

Las investigaciones con extractos vegetales para el control de fitopatégenos sefialan la
presencia de metabolitos principalmente secundarios responsables del amplio espectro
de actividad biologica que presentan algunos vegetales. Grainge y Ahmed (1998)
mencionan que aproximadamente 2400 especies vegetales tienen propiedades
fungicidas, nematicidas, bactericidas e insecticidas; de las cuales cerca de 400 presentan
propiedades fungicidas contra 142 diferentes especies de hongos fitopatdogenos. Las

familias con mayor potencial fungicida reportadas son: Apiaceae, Asteraceae,
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Brassicaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Ranunculaceaea, Rosaceae y Cactaceae, entre

otras, que merecen ser valorados como productos fitosanitarios por sus principios activos

con accién antimicrobiana (Souza et al. 2009). El criterio de seleccion de las plantas para

realizar el presente trabajo fueron la actividad fungicida y bactericida que mostraron los

extractos metandlicos de diversas especies descrita en la literatura (Cuadro 1).

Cuadro 1. Actividad bioldgica de seis especies vegetales seleccionadas para el presente

estudio
Nombre Parte de  Disolvente Referencia
cientifico la planta
Argemone Hojas Metanol Shyam y Dhanapal, 2010; Mahmoud et al., 2013;
ochroleuca Reyes et al., 2010
Solanum Hojas Metanol Alanis et al., 2007
rostratum
Datura Semilla Metanol Iranbakhsh et al.,, 2010; Jalander y Gachande, 2012
stramonium
Equisetum Tallo Metanol Garcia et al.,, 2011
arvense
Phytolacca Semillay Metanol Igbinosa et al., 2009; Grace y Olubunmi, 2009
icosandra L hojas
Malva parviflora Raiz y Metanol Kalayou et al., 2012

hojas

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad de los extractos vegetales de seis especies para el control del hongo

C. gloeosporioides (antracnosis) in vitro y en el fruto de papaya cv. Maradol floracién y

poscosecha.

Objetivos especificos

1. Evaluar in vitro la efectividad de los extractos hexanico y metandlico de seis

especies vegetales contra el hongo C. gloeosporioides.



2. Evaluar la incidencia y severidad de la antracnosis con el extracto vegetal
gue presente actividad fungicida contra C. gloeosporioides en floracién del
cultivo de papaya.

3. Evaluar la actividad fungicida del extracto vegetal que presente mayor
eficacia in vitro en el fruto de papaya en poscosecha para el control de
antracnosis (C. gloeosporioides).

4. ldentificar la naturaleza quimica de los metabolitos secundarios presentes

en los extractos hexanico y metandlico de cada especie.

2 REVISION DE LITERATURA
2.1 Importancia

A nivel mundial, el cultivo de papaya es de gran importancia econémica, en los uGltimos
afos se ha incrementado la superficie y el volumen de fruto producido a nivel mundial.
En el 2014, la region que ocupa el primer lugar en produccion es Asia con un volumen
de 7 211 283 t, seguida de la region de América con 4 057 315 t. El principal pais
productor a nivel mundial es India con un volumen de 5 639 300 t., México se situo en el
quinto lugar con 836 370 t. Entre los principales estados productores de México se
encuentra: Oaxaca, Colima, Chiapas, Veracruz y Michoacan con un promedio de
rendimiento de 2 910.80, 3 141.59, 2 010.50,

3 576.00 y 3 510.50, respectivamente (SIAP, 2016).

2.2  Principales plagas y enfermedades del cultivo de papaya
Existen distintas plagas y enfermedades que afectan la produccion de diversos productos

hortofructicolas; entre los hongos fitopatégenos con importancia econémica por el dafio
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gque causan a diversos cultivos, se encuentran: Alternaria solani ocasiona la
descomposicion de hortalizas y frutos frescos antes y después de la cosecha; Fusarium
oxysporum gue perjudica a cultivos como sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), maiz (Zea
mays L.), algodon (Gossypium hirsutum L.) y alfalfa (Medicago sativa L.), asi como, a
arboles frutales y forestales; Penicillium spp., causante de las pudriciones mas comunes
y a menudo las mas destructivas en poscosecha; Monilia fructicola que provoca la
pudricion café de frutos con semillas grandes; Botritys cinérea que ocasiona la pudricion
en frutos como fresa (Fragaria xananassa Duch) (Ibarra et al., 2009); Botryodiplodia
theobromae es responsable de severas pudriciones en mamey, guayaba (Psidium
guava), mango (Mangifera indica), citricos (Citrus sp), litchi (Litchi chinensis) y
guanabana (Annona muricata) (Martinez et al., 2008).

De manera especifica para el cultivo de papaya, las enfermedades se destacan
econdmicamente porque su presencia puede causar graves pérdidas econémicas en la
produccion, comercializacion y la exportacion de fruta fresca que puede llegar en algunos
casos a 100 %. Las enfermedades principales son virus (papaya ringspot virus y
"meleira”) en el campo, antracnosis y pudricion peduncular, en poscosecha. Las
enfermedades foliares, como el punto negro, punto foliar y el punto graso, también
pueden causar dafos significativos a las frutas y reducir su comercializacién cuando no

se controlan adecuadamente (Ventura et al., 2004).

En general, la importancia de las enfermedades del cultivo de papaya varia con la region
donde se cultivan, en funcion de las condiciones climéticas; manejo de la huerta
(practicas culturales) poblaciones vectoriales, densidad de inoculo y destino de

produccion para mercados internos o externos (Ventura et al., 2004).



Las enfermedades posteriores a la cosecha son principalmente de tres tipos: pudriciones
superficiales, pudriciones peduncular y pudriciones internas de frutas que reducen la
calidad de las frutas y causan graves pérdidas, alcanzando en algunos casos mas de 90
% dependiendo de las condiciones de cosecha, transporte y envasado, que pueden

afectar la comercializacion en los mercados importadores (Ventura et al., 2004).

2.2.1 Pudricién de tallo

La enfermedad también es conocida como pudricion del collar o pudricién de la raiz, es
una de las enfermedades mas importantes. Esta enfermedad ocasiona pérdidas totales
si aparece en las primeras etapas de crecimiento y no se controla inmediatamente.

La enfermedad es causada por diferentes hongos Pythium aphanidermatum vy
Rhizoctonia solani, éstos se han reportado como el agente causal de esta enfermedad.
Los sintomas aparecen como zonas acuosas en el vastago a nivel del suelo, que
agrandan y rodean la base del vastago. Los tejidos afectados se vuelven marrones,
negros y posteriormente se pudren (Oluma y Oladiran, 1993). Las hojas terminales se
vuelven amarillas, marchitas y caen. La fruta si se encuentra también se marchita y se
cae. La planta entera cae y muere debido a la desintegracién de los tejidos. El tejido
interno parece un panal de abeja. Las raices afectadas se deterioran y pierden el anclaje
(Rawal, 2010).

Bajo condiciones convenientes la enfermedad puede terminar con las plantaciones
enteras dentro de una estacion, lo que provoca un suelo impropio para otros cultivos. La
enfermedad aparece generalmente durante la estacion de luvia y la severidad depende
de la intensidad de la precipitacion junto con temperatura. Las plantas de una semana de

edad son mas susceptibles que las plantas de un afo. Las plantulas que crecen en la
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tierra infectada llevan los inoculos de la enfermedad. Tales plantulas desarrollan mas

adelante la putrefaccién del vastago bajo condiciones favorables (Rawal, 2010).

2.2.2 Cenicilla

Esta es una enfermedad muy importante en el cultivo de papaya, la enfermedad es
causada por Oidium caricae-papayae (CABI, 2017), el hongo crece superficialmente
sobre todo en la superficie inferior de las hojas donde retira los nutrientes de las células
de la superficie foliar por estructuras absorbentes especializadas, conocidas como
haustorios. En la parte inferior de las hojas enfermas se encuentran masas polvorientas
blanquecinas, que es el cuerpo principal del hongo y es la razén por la que la enfermedad
se llama oidio. En la superficie superior, las hojas en el lado de la infeccion muestran
manchas de color amarillo o verde palido usualmente cerca de las venas, rodeadas de
tejido normalmente coloreado. Los sintomas menos visibles consisten en puntos
amarillos palidos cerca de las venas. El micelio fungico que crece en la superficie inferior
de la hoja de la papaya produce cadenas de esporas que son llevadas por el viento a las
hojas saludables. Estas esporas germinan y producen el ciclo de la enfermedad.

El hongo es parasito obligatorio y produce esporas al crecer en plantas de papaya vivas.
A veces en casos severos el hongo también ataca a los frutos. El hongo también ataca
el tallo de las plantulas jovenes cuando se cultiva bajo condiciones de luz reducida. El
tipico crecimiento polvoriento se encuentra en el tallo de la planta y bajo ataques severos
la parte superior de las plantulas puede morir. La enfermedad es mas severa cuando la
temperatura atmosférica oscila entre 16.4 - 22.92 °C, humedades relativas entre 65.21 -

86.40 % y una duracion de la radiacion solar 6.2 h (Rawal, 2010)
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2.2.3 Tizon

Esta enfermedad es causada por Phytophthora (P. nicotiana var. parasita) las especies
de los hongos del género Phytophthora son algunas de los patdbgenos mas virulentos,
esto causa la pudricion de la fruta y el tallo. El patdgeno mas comun del grupo de
Phytophthora es nicotiana var. parasita, que también ataca la pifia, guayaba, tomate,
entre otros (Rawal, 2010).

Los sintomas mas comunes asociados con Phytophthora se encuentran en los tallos, en
las cicatrices de la fruta u hoja o en cualquier ubicacion del tallo. Estas areas infectadas
agrandan, y a menudo rodean totalmente el vastago de arboles jovenes. Cuando el tallo
esta completamente cefiido, la parte superior de la planta se marchita y eventualmente
muere. Algunas lesiones, particularmente en arboles mas viejos pueden no rodear
totalmente el vastago, pero debilitan el arbol provocando que con fuertes vientos caiga.
El fruto de cualquier edad puede infectarse a medida que cuelga del arbol, mientras que
la enfermedad progresa, las manchas se vuelven marrén oscuro. Las frutas momificadas
en Ultima instancia se vuelven negro pardusco, pierden peso y adquieren una textura
arruga. Estas frutas momificadas son un reservorio del hongo y constituyen una fuente
de inéculo (Rawal, 2010).

El hongo produce una masa fungica blanquecina en frutos y tallos podridos, en los que
se encuentran grandes cantidades de esporangios. Estos esporangios son llevados por
las lluvias salpicando a las partes sanas de la planta donde germinan solamente en la
presencia del agua para producir el gran nimero de monoesporas moviles, que infectan
la planta e inician la enfermedad. Estas zoosporas pueden invadir el tejido foliar, el tallo
o frutos no lesionados. A medida que el hongo crece a través del tejido, causa la muerte

de la mayoria de las células y el agua que empapa propicia la putrefaccion tipica. Se ha
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demostrado que la temperatura desempefia un papel importante en esta enfermedad. La
temperatura 6ptima para el desarrollo de la enfermedad es 27.7 °C, sin desarrollo de la

enfermedad a 15.5 °C o superior a 33.7 °C (Rawal, 2010).

2.2.4 Damping off

Es una de las enfermedades mas importantes que se producen en la etapa del vivero. Es
causada por un grupo de hongos como Phytophthora parasita, Pythium aphanidermatum,
Fusarium solani y Rhizoctonia solani, entre ellos, los dos primeros hongos son mas
problematicos (Rawal, 2010).

El sintoma tipico causado por este hongo comienza en las partes himedas del tejido. En
caso de preemergencia, la plantula muere incluso antes de emerger fuera del suelo. La
aparicion se caracteriza como el amarillamiento, las lesiones empapadas de agua que
rodean en los cotiledones llegan a ser debilitadas y mueren. Hay una putrefaccion
completa de las raices donde esta implicado el parasito de Phytophthora. En cuanto a
los sintomas causados por Pythium spp. hay una lesién negra en el vastago que entra
de la epidermis a los tejidos vasculares que bloquean el flujo y el transporte de alimentos
de las raices, por lo tanto, los sintomas de la enfermedad son obvios. En Ultima instancia,
la enfermedad derriba a las plantulas en la regién de infeccibn como resultado final. En
caso de la infeccion causada por Rhizoctonia solani, los sintomas son parecidos a los ya
mencionados, pero con coloracion marrén color chocolate y seco al tacto. Del mismo
modo, la pudricion de la raiz en Fusarium solani sera seca y llena de crecimiento micelial
blanco grisaceo. La enfermedad es mas comun cuando el vivero se levanta ya sea en

temporada de lluvias o en temporada de primavera (Marin y Gomes, 2000).
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2.2.5 Antracnosis

2.2.5.1 Generalidades

Colletotrichum es un habitante comun en los cultivos y con frecuencia no ocasiona
sintomas de enfermedad en los érganos de la planta; en los frutos de algunas especies
frutales solo se manifiesta cuando el pericarpio es debilitado, o cuando ocurren aumentos
en los niveles de etileno como resultado de procesos de maduracion de los frutos
(Adaskaveg y Hartin, 1997).

La enfermedad de antracnosis ocasionada por este hongo se encuentra distribuida a
escala mundial y ocasiona pérdidas econdmicas en pre y poscosecha en regiones
tropicales, subtropicales y de clima templado. Las enfermedades inducidas por este
hongo incluyen: antracnosis, marchitamiento, pudricion radical, mancha foliar, pudricion
de flores y tizén en plantulas (Wharton y Diéguez, 2004). El hongo Incluye una gran
diversidad de hospedantes tales como gramineas (maiz y sorgo), solanaceas (tomate,
chile y papa), cucurbitdceas (melén, sandia y pepino) rosaceas (Sitterly y Keinath, 1996)
y cultivos anuales como leguminosas (frijol, soya, chicharo y leguminosas forrajeras)
(Lenné, 1992). Asimismo, se han reportado afectando que diversas especies de
Colletotrichum afecta a un gran nimero de cultivos perennes como aguacate, platano,
citricos, café, mango, papaya, pasifiora, guayaba, guandbana, cacao, hule, manzana,
durazno, olivo y almendro, asi como cultivos industriales: algodoén, cafia de azucar y
tabaco (Afanador et al., 2003; Talhinhas et al., 2005; Alarcon et al., 2007).

El hongo Colletotrichum presenta un micelio septado de coloracion hialina o castafia
clara. Las conidias son producidas en estructuras especializadas llamadas acérvulos,
que se forman en la superficie de los tejidos infectados. Los acérvulos separados tienen

forma de disco o cojin, de textura cerosa y pueden ubicarse en forma subepidermal,
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epidermal o subcuticular. Tipicamente presentan setas o espinas negras en los bordes o
entre el conidiéforo; los acérvulos estan formados por pseudoparénquima con paredes
delgadas o gruesas, conidiéforos simples, elongados con numerosas conidias. Las
conidias son hialinas curvadas y fusiformes, y por lo general un acérvulo setoso (Barnett
y Hunter 1998).

El género Colletotrichum tiene una enorme variacion ecoldgica, morfolégica y patogénica,
las diferentes formas en la naturaleza varian desde saprofito a cepas parasiticas. C.
gloeosporioides es el agente causal de una diversidad de dafios y sintomas en diferentes
frutales tropicales y subtropicales en México, y afecta diferentes 6rganos vegetales de la
planta, asi como en distintas etapas fenologicas del cultivo. Hasta 1992 se reconocieron
900 especies de Colletotrichum y cerca de 600 variantes de Colletotrichum
gloeosporioides (Bailey y Jeger, 1992).

Las conidias son producidas en masas mucilaginosas tipicamente hundidas, de color
rosado y con un contorno irregular en las lesiones, este tipo de lesiones que con
frecuencia se observa sobre las hojas, frutos y ramas es conocido como antracnosis; sin
embargo, en algunos frutos también es frecuente observar lesiones como chancros,

cicatrices, verrugas o costras con relieve (Bailey y Jeger, 1992).

2.2.5.2 Pérdidas por antracnosis

Es considerada una de las principales enfermedades poscosecha del cultivo de papaya,
se presenta en todas las regiones de produccion, se ha observado que causan grandes
pérdidas en Brasil, Hawai (Estados Unidos) y México. El hongo infecta varias partes de
la planta, pero su mayor importancia se produce en los frutos, que se convierten en no

aptos para la comercializacion. La infeccidon latente, no detectada en la cosecha, se
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convierte en el problema principalmente durante el transporte de los frutos para la
exportacion o en mercados locales. La ausencia de medidas de control y el uso de
procedimientos poscosecha inapropiados pueden producir hasta 100 % de frutos
enfermos de algunos huertos. De acuerdo con Zavala (2012), las pérdidas poscosecha
de papaya en México flucttan entre 18 y 30 %; sin embargo, la antracnosis, causada por

C. gloeosporioides constituye la principal enfermedad.

2.2.5.3 Etiologia del agente causal de antracnosis

El hongo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. SACC. en Penz., (fase
telemorfica) Glomerella Cingulata (Ston) Spauld. y Schrenk, es un patégeno comin en
diversas plantas frutales tropicales, habiendo sido divulgado en la forma teleomorfica en
frutas y hojas (Costa et al., 2001; Holliday, 1980).

El hongo forma acérvulos subcuticular y subepidérmica, confluente con las masas de
conidios rosado a naranjad que cubren los centros de la lesion, con los pelos, conidiéforos
septadas, marron palido con conidios hialinos con los extremos obtusos o elipsoides con
un apice redondeado y una base estrecha, truncada, mas o menos cilindrico (Costa et
al., 2001).

Costa et al. (2001) reportaron la ocurrencia de la fase perfecta (Glomerella Cingulata),
con peritecios en varias partes del huésped (hojas muertas y frutos), solitaria o agregada,
globosa a piriforme, de color marrén oscuro a negro, y ascuas con ocho esporas,
espatulado a cilindricas, con ascosporas estrechamente ovales a cilindricos a fusiformes
(Estrada et al., 2000).

La ocurrencia de una nueva enfermedad de antracnosis en los frutos de la papaya

causados por Colletotrichum capsici fue encontrada en la isla de Miyako, Prefectura de
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Okinawa, situada en la parte sudoeste de Japon en 1994. Estas lesiones fueron
inicialmente empapadas en agua, manchas marrones claras, gradualmente se
agrandaron, se hundieron y se volvieron marrones negruzcos. Los acérvulos numerosos
de antracnosis fueron producidos en las lesiones de la fruta. Los conidios eran falcadas,

y se encontraron abundantes pelos negros (Yagushi et al., 1998).

2.2.5.4 Sintomas

El hongo se puede establecer inicialmente en las flores, penetrando a través de estigmas
y cicatrices dejadas por los pétalos, principalmente por heridas superficiales en estos
tejidos. El mayor dafio esta en las frutas donde el hongo causa pequefias, irregulares,
acuosas manchas que mas tarde se agrandan y se oscurecen en color. La infeccion por
C. gloeosporioides puede ocurrir en cualquier etapa de desarrollo y permanecer quieta
hasta que los frutos se maduren, penetrando de manera directa, a través de una infeccion
o por heridas (Chau y Alvarez, 1983).

Cuando las frutas infectadas comienzan a madurar, se forman pequefas gotas ("perlas")
de latex exudadas en la superficie. Las lesiones en las frutas son redondas, profundas, y
pueden alcanzar hasta 5 cm de diametro. Con el desarrollo de las lesiones, se puede
observar un crecimiento rosado, arreglado en anillos concéntricos de aspecto gelatinoso
gue posteriormente se vuelven oscuros, consistiendo en las estructuras reproductivas del
hongo. El tejido interno del area infectada es firme, con una decoloracion grisacea blanca
gue se torna marron. Las lesiones se separan facilmente en los tejidos sanos, dejando
depresiones en la fruta, la lesién de la antracnosis causada por C. gloeosporioides de la
en la fruta de la papaya, con la presencia de una masa gelatinosa tipica del color

anaranjado rosado, puede fusionarse formando una gran area de lesiones circulares
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irregulares en la superficie de la fruta, de hasta 10 mm de didmetro, definidos
bruscamente y ocasionalmente deprimidos. En ausencia de control y/o bajo condiciones
climaticas altamente favorables, la presencia de estas lesiones se puede observar en
frutos en las etapas iniciales de madurez. La fruta madura o daflada es mas susceptible
a la infeccion que la fruta inmadura. La infeccién foliar ocurre y aparece inicialmente como
pequefias manchas acuosas de forma irregular. Estas lesiones se vuelven marrones, con
centros blancos grisaceos que a menudo se caen (Simone, 2002). En peciolos, las
lesiones oscuras se forman con abundantes acérvulos. Los peritecios de la etapa
teleomorfica del hongo también se desarrollan sobre los peciolos (Ventura, 2004).

Las lesiones en las hojas son menos frecuentes, cuando ocurren son circulares con las
fronteras irregulares y los centros grisaceos, donde los "puntos negros", que son los
cuerpos que fructifican (las estructuras) del hongo pueden ser observados. En ciertas
condiciones el hongo no penetra profundamente en la carne de la fruta, en estos casos
lesiones superficiales de color marron amarillo, a menudo con un aspecto empapado de

agua en los méargenes, que se refieren como "mancha de chocolate" (Naqvi, 2004).

Epidemiologia. La infeccidn ocurre generalmente en el campo durante las etapas iniciales
del desarrollo del fruto, el patbgeno permanece quieto hasta la fase de maduracién de la
fruta, cuando los sintomas se hacen visibles. Las frutas y las hojas senescentes
infectadas por C. gloeosporioides, principalmente los peciolos, tanto en la planta como
en los que caen sobre el suelo, representan importantes fuentes de indculo del patégeno.
En el campo, la produccion de conidios se produce en gran cantidad principalmente en
los peciolos de hojas senescentes y en frutos maduros, siendo éstos considerados la

fuente de inéculo. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para comprender su
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importancia epidemioldgica. Las gotas de lluvia y salpicaduras de agua de riego son las
principales fuentes de diseminacién del in6culo del patégeno. Cuando los conidios son
favorables germinan (6 - 8 horas), forman apresorio (10 - 12 horas), en la superficie de
las frutas, por accion enzimatica penetran la cuticula, las hifas que estan a nivel
subcuticular, entran en reposo hasta el comienzo de la maduracién de los frutos, que es
cuando el crecimiento se reanuda y los sintomas de la enfermedad aparecen (Naqgvi,

2004)

Los conidios dispersos en las fases iniciales del desarrollo de los frutos tienen menos
probabilidades de sobrevivir que los que se depositan en los frutos desarrollados, que
permanecen y forman las infecciones quiesentes o infectan los frutos después de la
cosecha. La terminacion de la quiescencia del hongo esté relacionada con la accion de
los compuestos antifungicos (Prusky, 1996), o con la produccion de etileno en la
maduracién de los frutos que favorece la germinacion y formacién del apresorio de C.
gloeosporioides (Flaishman y Kolattukudy, 1994)

El mecanismo de quiescencia representa un caso de la coevolucion del patosistema, esto
le proporciona ventajas al patdégeno y al anfitrion en el ecosistema, es decir, el patégeno
se adapta a la fisiologia del huésped, y el huésped aquiere resistencia al patégeno,
paralizando la evolucién de la infeccion de los tejidos de la fruta. Esto tiene la ventaja de
hacer posible el desarrollo de las semillas, con la liberacion de las semillas que ocurren
después de la maduracion de la fruta y la desintegracién de la pulpa por el patogeno y el
saprofito (Arauz, 2000)

Las condiciones climaticas que favorecen la incidencia de antracnosis son las

temperaturas cercanas a 28 °C, que oscilan de 20 a 30 °C, humedad relativa del aire
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superior al 95 %. Los conidios requieren agua en el estado libre para germinar y se liberan
del acérvulos solo cuando la humedad relativa es mayor que 95 %. La severidad de la
enfermedad depende de condiciones ambientales, presentando menor severidad en

periodos secos y temperaturas mas bajas (Quimio, 1973).

2.2.5.5 Control

El manejo de la antracnosis en el campo debe comenzar con la eleccion del sitio
(plantacion), tomando en cuenta la historia previa (plantaciones antiguas), evitar exceso
de humedad y las condiciones que favorecen el desarrollo de la enfermedad, asi como
las préacticas culturales, la reduccién del in6culo, el control quimico y la resistencia
genética. Medidas adoptadas durante las fases de produccion y tratamiento poscosecha
de los frutos (cuidado en la manipulacion, la limpieza de los envases, del medio ambiente,
el control de las temperaturas de almacenamiento, el uso de tratamientos térmicos y el
control quimico) influyen en la incidencia y severidad de la enfermedad y cuando se
administran adecuadamente, reducen significativamente las pérdidas (Ventura y Costa,

2002).

2.2.5.6 Précticas culturales

Fertilizacién equilibrada y manejo del riego. Las plantas con nutricion desequilibrada y
estrés hidrico se predisponen a un aumento de la severidad de la antracnosis. Los
estudios han demostrado que las dosis de boro y calcio mayores que la cantidad
requerida por las plantas (0.77 g de B y 50 g de Ca por planta), contribuyen a un
incremento de aproximadamente 70 % en la incidencia de antracnosis en frutos en

comparacion con dosis de 0.06 g de B y 2.5 g de Ca por planta (Tatagiba et al., 1998).
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La incidencia en frutos alcanzé 100 % con un contenido de boro en la planta de 50 mg
por kg; el contenido medio requiri6 generalmente 23 por kg. En otro experimento
realizado en la region norte de Espirito Santo, Brasil, donde se utilizé el riego por
microaspersion, se observo una relacion negativa entre las cantidades de agua utilizadas
y la incidencia de antracnosis, lo que demostré la posibilidad de manejo de riego para el
control de la enfermedad. La cantidad de 120 mm de reposicidén de la evapotranspiracion
(evaporacién de clase a pan), ademas de contribuir a la mayor produccion de frutos, se
observé la menor incidencia de antracnosis. En el testigo sin aplicacion de agua, la

incidencia de la enfermedad en los frutos alcanz6 el 100 % (Tatagiba et al., 2001).

Eliminacién de fuentes de indculo. Para la limpieza de los huertos, la eliminacion de frutos
maduros (especialmente las frutas infectadas) y las hojas de senescentes, tanto en la
planta, como en las que se encuetran en suelo, es un procedimiento importante que debe
considerarse. La eliminacion de las frutas y las hojas infectadas puede contribuir a la

reduccién del indculo inicial y a la incidencia de antracnosis en los frutos (Nagvi, 2004).

Manejo de los frutos. Las frutas de la papaya se deben cosechar cuando el color de la
piel cambia de verde oscuro a verde claro y cuando una raya amarilla comienza el
desarrollo de la base hacia arriba. Las frutas en esta condicion seguirdan madurando
normalmente después de la cosecha. Esas frutas cosechadas antes de esta etapa no
mostraran la maduracion completa, y las cosechadas después son mas susceptibles a
los dafios y contusiones durante el manejo (Naqvi, 2004). Después de la cosecha, la fruta
se coloca en capas individuales en cajones de campo de color claro y poco profundo,

preferiblemente conteniendo una capa de espuma para amortiguar. Todos los tallos
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deben ser recortados después de la cosecha para asegurar que no se produzcan Roces
de la fruta durante el transporte a las instalaciones de empaque. La fruta nunca debe ser
lanzada. Los cajones de campo que contienen la fruta deben dejarse en condiciones
sombreadas protegidas del sol y de la lluvia mientras se espera la recoleccion para su
entrega a una instalacion de empaque (Naqvi, 2004). Evitar al maximo lesiones a los
frutos durante la cosecha, el transporte y el almacenamiento. Estas lesiones se
convierten en puertos de entrada no soOlo a antracnosis, sino también a otras
enfermedades posteriores a la cosecha. También se debe evitar poner muchas frutas en
las cajas de la cosecha en el campo, colocando como maximo dos capas. La clasificacion
debe realizarse lo antes posible después de la cosecha y la fruta dejada en condiciones
ambientales para continuar madurando o colocada a 10 a 12 ° C para el enfriamiento y
el almacenamiento. Al llegar a la instalacion de envasado, la fruta debe lavarse en agua
para eliminar el latex y los desechos, luego tratar para el control de enfermedades
poscosecha. El lavado, tratamiento y clasificacion pueden realizarse mediante sistemas
mecanizados o manuales, dependiendo de los volumenes de frutas. El almacenamiento
de papaya inmadura por debajo de las temperaturas de 10 °C provocara una lesion por
frio (Nagvi, 2004).

Saneamiento de instalaciones y equipos: la desinfestacion de contenedores, equipos e
instalaciones de almacenamiento es una practica muy importante para eliminar las
fuentes de indculo. En el empaque se debe usar una solucion de cloro (70 - 100 ppm)
para la limpieza requerida, y los frutos de los huertos deben ser lavados y desinfestados

con una solucion (Naqvi, 2004).
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2.2.5.7 Limpieza de las frutas

Las frutas se deben lavar en agua para quitar el suelo y otros residuos adherentes,
también puede recibir un tratamiento con cloro para la desinfestacion. Los pedunculos
deben recortarse y los frutos deben empacarse cuidadosamente cuando se sequen con
la parte del peddnculo hacia abajo y envueltos en papel seco. Este procedimiento puede
reducir la infeccion por C. gloeosporioides y otros hongos que causan putrefacciones
posteriores a la cosecha. Después de la limpieza, los frutos deben ser cuidadosamente

sumergidos en tanques de agua caliente para el tratamiento hidrotermal (Naqvi, 2004).

2.2.5.8 Tratamiento hidrotermal

Se han utilizado tratamientos térmicos para controlar las enfermedades fangicas y la
infestacion de insectos de frutos de papaya durante muchos afos. El principal obstaculo
para el uso generalizado del calor para controlar las enfermedades poscosecha es la
sensibilidad de los frutos a las temperaturas necesarias para un tratamiento eficaz sin
dafos visibles en la fruta. Los equipos especializados para el mantenimiento de la
temperatura y la circulacién del agua son necesarios ya que las fluctuaciones de
temperatura reduciran la efectividad del tratamiento y pueden dafar la fruta. El
tratamiento hidrotermal consiste en la inmersién de los frutos en agua caliente de 48 °C
(x 1 °C) durante 20 minutos, seguida inmediatamente por inmersion en agua fria de 8 °C
(= 1 °C) por un periodo igual. La principal desventaja de este tratamiento es la necesidad
de un sistema de calefaccion con precision para mantener la temperatura del agua
constante durante 20 min, ya que las temperaturas inferiores a 47 °C no ejercen el control
deseado y mayor que 49 °C puede causar quemaduras en los frutos. A pesar de la

existencia de investigaciones asociadas a este método y a la radiacion gamma para
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controlar las enfermedades poscosecha, s6lo se ha utilizado el tratamiento hidrotermal
en escala comercial. El calentamiento o retardo excesivo en el enfriamiento de los frutos
puede inhibir el proceso normal de maduracion de los frutos, provocando en muchos
casos escaldaduras, facilitando la colonizacion por otros hongos, afectando la calidad

comercial de los frutos (Naqvi, 2004).

2.2.5.9 Tratamiento quimico

El método de control mas utilizado es la aplicacién de fungicidas sintéticos; sin embargo,
el uso de productos quimicos en la fruticultura ha sido restringido en muchos paises
(Dayan et al., 2009) por lo que hay otros métodos de control como el uso de tratamientos
hidrotérmicos (Prusky et al., 2001), aplicacién de aire caliente (Coates et al., 1993), luz
ultravioleta (Stevens et al., 1997), atmoésferas modificadas, extractos de plantas y

microorganismos como agentes de control biolégico (Karabulut y Baykal, 2004).

Para el control quimico de la antracnosis se han recomendado los fungicidas
Azoxystrobin, Benomilo, Captan, Clorotalonil, Imazalil, Mancozeb, Metilkresoxim,
Procloraz y Thiabendazol (Zavala et al., 2005). De estos fungicidas recomendados, solo
Azoxystrobin, Clorotalonil, Mancozeb y Thiabendazol estan permitidos para su uso en
papaya por parte de la Agencia de Proteccion al Ambiente (EPA) de los Estados Unidos
de Ameérica. Otros fungicidas que cuentan con registro de EPA son Ferbam, Maneb,
Mefenoxam, Pyraclostrobin y Tryfloxystrobin (US Enviromental Protection Agency). El
control quimico basado en el uso de fungicidas como benzimidazoles, ha provocado
resistencia en C. gloeosporioides (Tavares y Souza, 2005). Entre los productos

recomendados para el control de enfermedades poscosecha en frutales tropicales y
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subtropicales se encuentran el Procloraz (ingrediente activo: N-propil-N-[2-(2,4,6-
triclorofenoxi) etil] imidazol-1-carboxamida) e Imazalil (ingrediente activo: (RS)-1-(R3-
aliloxi-2,4-diclorofeniletil) que se utilizan ampliamente en Centro y Sudamérica,
principalmente para el control de antracnosis en platano y mango. Las Estrobilurinas
(Qol) son un grupo de fungicidas que inhiben la respiracion mitocondrial bloqueando el
sitio Qo del complejo Ccitocromo bci, esta inhibicion bloquea la transferencia de
electrones entre el citocromo b y el citocromo c1, con lo cual, se provoca una deficiencia
en la produccion de energia en las células del hongo, deteniéndose la produccion de
ATP, ha éste grupo pertenece el Azoxystrobin, Trifloxystrobin, Pyraclostrobin, estos

productos se han registrado en numerosos paises (Zavala et al., 2005).

Las estrobirulinas tienen actividad principalmente preventiva, curativa, con efectos
translaminares (penetra la lamina foliar). Las esporas de los hongos son mas
susceptibles a este grupo de fungicidas que el micelio de estos, por tanto, las
estrobirulinas son altamente eficientes en el control de la germinacion de esporas y la

penetracién al hospedero (Hamdy, 2007).

El azoxystrobin pertenece a la clase quimica de los metoxiacrilatos, su hombre quimico
es Metil (E)-2-2-6-(2-cianofenoxi) pirimidin-4-iloxi-fenil-3-metoxiacrilato, es un fungicida
con actividad preventiva, curativa y erradicante, inhibe la germinacion de esporas y el
crecimiento micelial; con propiedades sistémicas y traslaminares (Hamdy, 2007). Es un
fungicida que ha mostrado un control eficiente en varias enfermedades y cultivos, ha sido
eficiente para el control de antracnosis por Colletotrichum acutatum en jitomate; en
evaluaciones in vitro en mango, ya que inhibieron completamente el crecimiento de C.
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gloeosporioides y aplicaciones de campo controlaron la enfermedad en paniculas, hojas
y frutos (Bubici et al., 2006; Gutierrez et al., 2006; Sundravadana et al., 2007; Rui et al.,
2004). En precosecha la aplicacion del fungicida redujo la incidencia de la antracnosis

por Colletotrichum gloeosporioides en frutos de mandarina (Zhang y Timmer, 2007).

2.2.5.10 Métodos de control alternativos

2.2.5.10.1 Control biolégico

El control biolégico (CB), se define como cualquier condicion o practica por medio de la
cual la sobrevivencia o actividad de un patégeno se reduce a través de la mediacion de
cualquier otro organismo, excepto el hombre, con disminucion de la incidencia de la
enfermedad (Garrett, 1965). Entre los mas importantes se encuentran los hongos de los
géneros Penicillium oxalicum, Gliocladium viride Matruchot, Gliocladium roseum Bainier,
Trichoderma harzianum Rifai, Cladosporium sp., Trichoderma harzianum, Gliocladium
roseum, Bacillus subtilis, Streptomyces noursei y Streptomyces natalensis (Zivkovic et
al., 2010). El microoganismo con mejores resultados en control bioldgico es T. harzianum,
posee propiedades antagonistas, que se basan en la activacion de multiples
mecanismos, que actlan sinérgicamente. Los microorganismos afectan a los hongos
patdégenos, ya sea directamente por micoparasitismo, o indirectamente al competir por
los nutrientes y el espacio, cambian el microambiente, inducen mecanismo de defensa
de las plantas localizadas o sistémicas y actuan como hormonas vegetales debido a que
aumentan el enraizamiento de las plantas, también ayudan a mejorar la absorcion de
nutrientes (biofertilization) que resulta en un aumento del crecimiento de la planta, al
respecto, se atribuyen cambios estructurales a nivel celular, tales como la desintegracion

del citoplasma y lisis celular (Benitez et al., 2004).
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El control biolégico en antracnosis se ha reportado en diferentes cultivos tales como
manzanas (Janisiewicz et al., 2003), papaya (Gamagae et al., 2004), aguacate y mango
(Korsten et al., 1997). La mayor parte de los experimentos de control biolégico en
enfermedades poscosecha se han realizado aplicando antagonistas en condiciones
controladas de humedad y temperatura. Pocos trabajos se han realizado con aplicaciéon
de microorganismos en condiciones de campo, en donde la efectividad de los
antagonistas es afectada por otros factores, como cambios de temperatura, humedad,
luz ultravioleta e interaccidon con otros microorganismos. Paraddjicamente uno de los
mayores obstaculos para el desarrollo del control biol6gico en poscosecha es su relativa
inhabilidad para controlar infecciones establecidas en precosecha, como son las
infecciones latentes. La aplicaciéon en campo de los agentes de control bioldgico puede
propiciar la colonizacion de la superficie del fruto y prevenir el establecimiento de
infecciones latentes en los frutos de la huerta productora (Ippolito y Nigro, 2000). Juarez
(2001) reportdé una extensiva busqueda de microorganismos antagonistas al agente
causal de la antracnosis del mango, donde se aislaron 120 cepas (cinco levaduras y 115
bacterias) de la fildsfera de mango, de las cuales dos cepas (una bacteria y una levadura)
fueron las que presentaron mayor actividad antagonista en ensayos in vitro contra
C.gloeosporioides; dichas cepas fueron caracterizadas con mayor detalle (Patifio et al.,
2002) microscopica y biogquimicamente, identificAndose a la bacteria Bacillus subtilis y la
levadura Rhodotorula minuta Saito. La caracterizacion fue confirmada con técnicas de
PCR, analizando RNA ribosomal. En bioensayos realizados in vitro la levadura R. minuta
presentd principalmente el fendmeno de antagonismo por competencia y la bacteria B.
subtilis por antibiosis (Patifio y Rodriguez, 2002). De estas dos cepas antagonistas

seleccionadas, se probaron formulaciones liquidas a una concentraciéon de 3 X 108 UFC
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mL, asperjandolas cada 15 d durante los dos ultimos meses previos a la cosecha de
mango cultivar Keit. Las formulaciones de R. minuta o B. subtilis controlaron la
antracnosis en niveles que fueron mejores o iguales que los alcanzados con la aplicacion
del fungicida quimico comercial Mancozeb. También para los dos microorganismos
finalmente seleccionados se probaron medios de cultivo de interés industrial usando
materias primas de bajo costo y de disponibilidad comercial (Patifio et al., 2002). Después
de haber seleccionado el medio de cultivo se procedié a escalar el proceso de nivel
matraz hasta un fermentador de 100 L, usando el criterio de potencia volumétrica
constante. Las células viables obtenidas en el fermentador piloto superaron los valores
gue se habian obtenido en los matraces en agitacion y en un tiempo menor (Patifio et al.,
2002) Por otra parte, Bafios et al. (2004) evaluaron los efectos de bacterias antagonistas
y extractos de plantas con propiedades fungitéxicas sobre caracteristicas fisicas,
quimicas y fisiologicas de la papaya Maradol inoculada con C. gloeosporioides. Se
utilizaron tres aislamientos de Bacillus firmus Bredemann y Werner y cuatro de
Pseudomonas fluorescens Migula, de los cuales solo dos de B. firmus redujeron in vitro
el crecimiento de C. gloeosporioides (75.3 y 69.2 %) en un lapso de 96 h; sin embargo,
en poscosecha no ejercieron ningun control del hongo. Algunos ejemplos de
microorganismos antagonistas utilizados exitosamente para controlar enfermedades en
poscosecha. B. subtilis contra Alternaria citri en naranja; Monilia fruticola en durazno y
chabacano (Pusey y Wilson, 1984), Rhizopus spp. en nectarina y ciruelo (Pusey et al.,
1986), y C. gloeosporioides en mango (Spalding, 1986). Pseudomona syringae restringié
a B. cinerea y a Penicillium expansum en pera (Janisiewics y Criof, 1992); Trichoderma
viridae inhibié a B. cinerea y P. expansum en manzana; Enterobacter cloacae control6 a

R. stolonifer en durazno (Wisniewsky et al., 1989). Otros microorganismos que resultaron
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exitosos para el control biolégico de enfermedades poscosecha sobre diferentes

especies de frutales son T. viride, Cladosporium sp., Fusarium sp. (Papavizas, 1983).

2.3  Extractos vegetales

El uso de plaguicidas ha contribuido inmensamente al aumento de la productividad
agricola y a la mejora de la salud humana, en particular la erradicacion de la enfermedad
transmitida por vectores, indudablemente. Sin embargo, se ha establecido que el uso de
plaguicidas organicos sintéticos, particularmente los hidrocarburos clorados ocasionan
contaminacion ambiental grave (agua, aire y suelo), afectan la salud humana y causan la
muerte de organismos no dafiinos (animales, plantas y peces) (Biswas et.al., 2002). El
uso excesivo de plaguicidas causa problema ambiental y de salud. Los estudios recientes
han demostrado que una serie de plantas poseen actividad plaguicida. Los extractos de
plantas y los aceites esenciales son inocuos, amigables con el medio ambiente y son mas
compatibles con los componentes medio ambientales en comparacién con los plaguicidas
sintéticos, por lo que se encuentran bajo la categoria de plaguicidas verdes (poco toxico).
Ahora una tendencia creciente en el uso de botanicos con mas de 2400 especies
bioactivas de plantas identificadas por sus propiedades insecticidas y antipatbgenas
(Karunamoorthi, 2012). El uso de los extractos plantas como plaguicidas se ha practicado
desde tiempos inmemorables. Durante su larga evolucion, las plantas sintetizan una
variedad diversa de metabolitos para prevenir su colonizacion por plagas, enfermedades

y otros herbivoros, como mecanismo de defensa (Karunamoorthi, 2012).

El producto de origen vegetal tiene un bajo costo, no dafan el medio ambiente, han

demostrado ser eficaces para el control de enfermedades poscosecha, por lo que se
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consideran candidatos ideales para su uso como agroquimicos (Macias et al., 2000).
Magbool et al. (2010) Encontraron que los aceites esenciales de hierba de limoén
(Cymbopogon citratus) y canela (Cinnamomum zeylanicum) tienen propiedades
antifingicas en contra de Colletotrichum musae en el cultivo de banana. Misra et al.,
(1988) reportan la actividad antifungica del aceite esencial de limén (Citrus lemon) debido
a la presencia de diversos compuestos (citral y limoneno). Los extractos de hojas de limén
y de papaya se han utilizado para el control de otros hongos poscosecha, como son
Fusarium spp., Alternaria spp., Pestalotiopsis spp. y Rhizopus spp. Bautista et al. (2002)
observaron que el extracto de hoja de limén inhibié completamente el desarrollo de C.
gloeosporioides in vitro. El extracto de canela se ha reportado con efectos antimicrobiales
(Goiii et al., 2009). Nikos (2009) encontré que frutos de tomate tratados con aceite de
canela redujo el desarrollo de colonias de C. coccodes, B. cinerea, Cladosporium
herbarum, R. stolonifer y Aspergillus niger. La germinacion conidial y el crecimiento
micelial también fueron inhibidos completamente usando extracto de la misma especie

sobre C. musae, Fusarium sp. y Lasiodiplodia theobromae (Kyu et al., 2007).

En un estudio en donde se empled extracto de ajo (Allium sativum) in vitro, se encontré
gue presentd amplio espectro de accién contra 14 hongos. Asimismo, C. gloeosporioides
fue controlado por este extracto, manteniendo sanos hasta un 65.2 % de frutos de
aguacate (Reyes, 1996). En estudios realizados por Bafios et al. (2004) se evidenci6 que
extractos de ajo y eucalipto (Eucaliptus globulusl) redujeron la severidad de la antracnosis
en frutos de papaya en 45y 41.7 %, respectivamente. Bianchi et al. (1997) observaron

gue los extractos de bulbo de ajo inhibieron en 80 % el crecimiento micelial de C.
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lindemuthianum. EI extracto de hoja de C. papaya inhibié in vitro completamente las

pudriciones ocasionadas por C. gloeosporioides (Marin et al., 2006).

2.3.1 Metabolitos secundarios

Un tejido vegetal, como toda materia viva, se encuentra en un estado dinamico desde el
punto de vista quimico. Exsite constante sintesis y degradacion de biomoléculas o
metabolitos que determina el dinamismo de los sistemas bioldgicos, pero a su vez, al
estar en equilibrio la velocidad de sintesis o aparicién con la degradacion o desaparicion
de componentes celulares, las concentraciones de los mismos se mantienen
aproximadamente constantes, estacionarias. Los compuestos quimicos celulares
(metabolitos) pueden ser clasificados en primarios y secundarios. Los compuestos
primarios son todos aquellos esenciales para el funcionamiento de toda materia viva,
responsables de su estructura y de todas las reacciones necesarias para mantener el
estado vital y posibilitar el crecimiento, el desarrollo y la reproduccién, comprenden los
carbohidratos, los lipidos y las proteinas (Ringuelet y Vifia, 2013). Ademas de los
productos metabdlicos comunes en todo organismo (nucleétidos, &cidos nucleicos y
aminoacidos, proteinas y carbohidratos) los llamados productos metabdlicos primarios,
existen productos especializados de origen aliado que se encuentran exclusivamente en
plantas, aunque no en todas las plantas (Endress, 1994). Estos son considerados
compuestos secundarios debido a: 1). una distribucion taxonémica aparentemente
limitada; 2). sintesis que ocurre solamente bajo ciertas condiciones derivados de los

metabolitios primarios; y, 3). ninguna necesidad evidente para la vida (Endress, 1994).
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Los compuestos secundarios cumplen funciones que no resultan estrictamente vitales en
los tejidos y representan en ocasiones compuestos de desecho del metabolismo. Los
metabolitos secundarios en general no estan directamente involucrados con el
crecimiento y desarrollo, ni participan en procesos tales como la obtencion de energia.
Muchos de ellos son aprovechados por la planta que los sintetiza para interactuar con el
medio, ya sea para atraer insectos y otros polinizadores, repeler predadores o seres
dafinos, impedir la competencia con otras plantas, adaptarse a condiciones adversas de
suelo o clima, etc. Los metabolitos secundarios cumplen preferentemente funciones
ecoldgicas (Kabera et al., 2014).

Gran diversidad de metabolitos secundarios ha sido y son utilizados por el hombre para
aplicarlos en la industria farmacéutica, de la perfumeria, alimentaria (como suplementos,
aditivos o colorantes), entre otros. Estos son los cominmente llamados productos
naturales vegetales y representan moléculas con variadas estructuras, diferentes
propiedades de solubilidad y distintos origenes biosintéticos. En muchos casos los
metabolitos secundarios pueden ser materia prima para sintetizar otros compuestos

utiles, originando productos de semisintesis (Kabera et al., 2014).

Se menciona que pueden llegar a existir mas de 100 000 metabolitos secundarios

involucrados en la defensa de todas las especies de plantas y de los cuales solo se

conoce el 10 % (Mazid, 201).
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Cuadro 2. Numero estimado de metabolitos secundarios descritos y sus funciones
principales para las plantas que los producen (Feil, 2016)

Numero de Toxico o Actividad Atraccion de
Clase estructuras repelente antimicrobial  polinizadores o
para dispersores de
herbivoros fruta
Con nitrégeno
Alcaloides 27 000 ++++ ++ -
Los aminoéacidos no 700 ++++ +++ -
proteicos (NPAA
Glucésidos 60 ++++ + -
cianogénicos / HCN
Aceites de mostaza 150 ++++ ++++ +/-
(Glucosinolatos)
Aminas 100 +++ + +++
Lectinas, Péptidos, 2 000 +++ +++ -
AMPs
Sin nitrdgeno
Terpenos
Monoterpenos 3 000 ++ +++ +++
(incluidos los
iridoides glucésidos)
Sesquiterpenos 5000 +++ +++ ++
Diterpenos 2500 +++ +++ -
Triterpenos, 5000 +++ +++ -
esteroides,
saponinas
(Incluyendo
glucosidos cardiacos
Tetraterpenos 500 + + +++
Fenoles
Fenilpropanoides, 2 000 +++ +++ ++
cumarinas y lignanos
Flavonoides, 4000 +++ +++ ++
antocianinas, taninos
Polyketides 800 ++++ +++ -
(antraquinonas)
Otros
Poliacetilenos 1500 ++++ ++++ -
Hidratos de carbono, 600 + ++ +
acidos organicos
Actividad: -= nula actividad; +/-= muy poca actividad; += poca actividad; ++= mucha

actividad; +++=mas actividad; ++++= actividad completa
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2.3.1.1 Clasificaciéon de los metabolitos secundarios

A primera vista, las estructuras de metabolitos secundarios pueden parecer
desconcertantemente diversas. Sin embargo, la mayoria de estos compuestos
pertenecen a una de varias familias, cada una de las cuales tiene caracteristicas
estructurales particulares que surgen de la forma en que se construyen en la naturaleza,
es decir, de su biosintesis (Hanson, 2003). En la mayoria de las referencias, se afirma
que los metabolitos secundarios extraidos de las plantas se subdividen en tres clases

principales (Kabera et al., 2014) (jError! No se encuentra el origen de la referencia.):

o Terpenoides
o Compuestos fendlicos
o Compuestos que contienen nitrégeno
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METABOLISMO SECUNDARIO DEL CARBONO
Figura 1. Vista simplificada de las vias principales de los metabolitos secundarios,
biosintesis y sus interrelaciones con el metabolismo primario (Taiz y Zeiger, 2006).

Terpenoides

El nombre terpenoide, o terpeno, deriva del hecho de que los primeros miembros de la
clase fueron aislados de trementina (“terpentina” en Alemania) (Croteau et al., 2000).
Los terpenos, o terpenoides, constituyen la clase méas grande de metabolitos
secundarios. Las diversas sustancias de esta clase son generalmente insolubles en
agua. Se biosintetizan a partir de acetil-Co A o intermedios glicoliticos. Los terpenoides

se forman por la fusion de unidades de isopreno de cinco carbonos Todos los terpenos
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se derivan de la unién de cinco elementos de carbono que tienen el esqueleto de carbono
ramificado de isopentano (Figura 2) (Taiz y Zeiger, 2006):

H3C

CH — CH; — CH,4
H3C~
Los elementos estructurales basicos de los terpenoides se denominan a veces unidades

de isopreno porque los terpenos pueden descomponerse a altas temperaturas para dar

isopreno (Taiz y Zeiger, 2006):

HsC
*">CH— CH=CH,

H,CZ

Asi, todos los terpenoides se denominan ocasionalmente isoprenoides. Los terpenoides
se clasifican por el numero de unidades de cinco carbonos que contienen, aungue las
modificaciones metabdlicas extensas pueden a veces dificultar la seleccion de los
residuos originales de cinco carbonos. Los terpenoides de diez carbonos, que contienen
dos unidades Cs, se llaman monoterpenos; terpenos de 15 carbonos (tres unidades Cs)
son sesquiterpenos; y terpenos de 20 carbonos (cuatro unidades Cs) son diterpenos. Los
terpenos mas grandes incluyen triterpenos (30 carbonos), tetraterpenos (40 carbonos) y

politerpenoides (carbonos [Cs] n, donde n> 8 (Taiz y Zeiger, 2006) ) (Figura 2)

Existen dos vias para la biosintesis de terpenoides, los terpenos son biosintetizados a
partir de metabolitos primarios en al menos dos maneras diferentes. En la bien estudiada
via del &cido mevaldbnico, tres moléculas de acetil-CoA se unen por etapas para formar
acido mevalonico (Figura 5). Este intermediorio clave de seis carbonos es entonces

pirofosforilado, descarboxilado y deshidratado para producir difosfato de isopentenilo
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(IPP2). El IPP es el bloque de construccion activado de cinco carbonos de terpenoides.
Recientemente, se descubrié que el IPP también puede formarse a partir de intermedios
de glucdlisis o el ciclo de reduccion de carbono fotosintético a través de un conjunto
separado de reacciones denominado via de fosfato de metileritritol (MEP) que opera en
cloroplastos y otros plastidios (Lichtenthaler 1999). Aunque todos los detalles aiin no se
han aclarado, el gliceraldehido-3-fosfato y dos atomos de carbono derivados de piruvato
parecen combinarse para generar un intermedio que eventualmente se convierte en IPP

(Taiz y Zeiger, 2006).

i S i e

c |
CH3—C—5 —CoA 1 cHafcfc/
H—C— OH \OH
3x Acetyl-CoA (C
x y (C2) cH,oP “
Pyruvate (C;
Glyceraldehyde o =
3-phosphate (C3)
HO HsC oH
l N7 em o)
Mevalonate < S == e o AT o = Methylerythritol
pathway cH CH; CH phosphate
| # | | pathway
SO0k OH OH
Mevalonic acid Methylerythritol
l phosphate (MEP)

Isopentenyl diphosphate (IPP, Cg Dimethyallyl diphosphate

(DMAPF, Cg)

J\/CHZ —o—B-® 4_‘— )\/cnz —o0—@®® — isoprene(cy)
: J

)\/\J\/C"Z o @® — Monoterpenes (C,q)

Geranyl diphosphate (GPP, Cyp)

o —— Sesquiterpenes (C,g)
Sy S Mz o—EB-® 2x =

Triterpenes (Cag)
Farnesyl diphosphate (FPF, C,5)

— Diterpenes (Cyg)
CHz; —O
A S N S 2 S
Tetraterpenes (Cyp)
Geranylgeranyl diphosphate (GGPP, Cy; )

Polyterpencids

Figura 2. Esquema de la biosintesis de terpenoides. Las unidades basicas de 5-carbono
de terpenoides se sintetizan por dos vias diferentes. Los intermedios fosforilados, IPP y
DMAPP, se combinan para formar terpenos de 10 carbonos, 15 carbonos y mayores (Taiz
y Zeiger, 2006).
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Funciones

Los tejidos vegetales éstos metabolitos estan relacionados con la adaptacion a factores
de estrés, tanto abidticos como bidticos, tales como herbivoros y patégenos. Sin
embargo, la alta volatilidad y la reactividad de algunos terponoides también pueden
afectar a la composicion de la atmosfera (Maffei et al.,, 2011). La volatilidad de los
terpenoides proporciona, para las plantas sésiles, una herramienta de comunicacion con
otros organismos como las plantas vecinas, polinizadores y enemigos herbivoros, a
través de infoquimicos por el aire. Desde un punto de vista fisiologico, brevemente, los
volatiles vegetales estan involucrados en tres procesos criticos: 1) aviso, la interaccién
planta-planta; 2) la sefializacion entre organismos simbi6ticos, y 3) la atraccién de
insectos polinizadores. Su papel en estas actividades domésticas subyace a las
aplicaciones agricolas que van desde la busqueda de métodos sostenibles para el control

de plagas hasta la produccion de sabores y fragancias (Maffei, 2010).

2.3.1.1.1 Compuestos fendlicos
Las plantas producen una gran variedad de productos secundarios que contienen un

grupo fenol, un grupo funcional hidroxilo en un anillo aromético:

OH

Estas sustancias se clasifican como compuestos fendlicos. Los fendlicos vegetales son
un grupo quimicamente heterogéneo de casi 10 000 compuestos individuales: algunos

son solubles so6lo en disolventes organicos, algunos son acidos carboxilicos, solubles en
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agua, o como glicésidos, y otros son grandes, polimeros insolubles. De acuerdo con su
diversidad quimica, los fendlicos juegan una variedad de funciones en la planta. Muchos
sirven como compuestos de defensa contra herbivoros y patdgenos. Otros funcionan
como comunicadores en la atraccion de polinizadores, en la absorcion de la radiacion
ultravioleta dafiina, o en la reduccion del crecimiento de plantas competidoras cercanas

(Taiz y Zeiger, 2006).

La fenilalanina es un intermediario en la biosintesis de la mayoria de los compuestos
fendlicos, por lo tanto, constituyen un grupo heterogéneo desde un punto de vista
metabdlico. Estan involucradas dos vias bésicas: la via del acido shikimico y la via del
acido malonico (Figura 3). La via del acido shikimico participa en la biosintesis de la
mayoria de las plantas fendlicas. La via del acido malénico, aunque es una fuente
importante de productos secundarios fendlicos en hongos y bacterias, es menos
significativa en las plantas superiores. La via del &cido shikimico convierte los
precursores de carbohidratos simples derivados de la glicdlisis y la via de la pentosa
fosfato a los aminoacidos arométicos (Herrmann y Weaver, 1999). Uno de los
intermediarios de la via es el acido shikimico, que ha dado su nombre a toda esta
secuencia de reacciones. Algunos herbicidas como el glifosato de amplio espectro al
bloquear un paso de esta via, elimina a las plantas. La via del acido shikimico esta
presente en plantas, hongos y bacterias, pero no se encuentra en animales. Los animales
no tienen forma de sintetizar los tres aminoacidos aromaticos: fenilalanina, tirosina y
triptéfano, que son por lo tanto nutrientes esenciales en las dietas de los animales. Las
clases més abundantes de compuestos fendlicos secundarios en las plantas se derivan

de la fenilalanina mediante la eliminacién de una molécula de amoniaco para formar acido
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cinamico (Figura 3). Esta reaccion es catalizada por la fenilalanina amoniacasa (PAL),
quizas la enzima mas estudiada en el metabolismo secundario de la planta. PAL esta
situado en un punto de ramificacion entre el metabolismo primario y secundario, por lo
que la reaccién que cataliza es un importante paso regulador en la formacion de muchos
compuestos fendlicos. La actividad del PAL se ve incrementada por factores ambientales,
como niveles bajos de nutrientes, luz (a través de su efecto sobre el fitocromo) e infeccidn
fungica. El punto de control parece ser la iniciacién de la transcripcion. La invasion de
hongos, por ejemplo, desencadena la transcripcion de ARN mensajero que codifica PAL,
aumentando asi la cantidad de PAL en la planta, que luego estimula la sintesis de
compuestos fendlicos. La regulacion de la actividad PAL en las plantas es mas compleja
por la existencia en muchas especies de multiples genes que codifican PAL, algunos de
los cuales se expresan soélo en tejidos especificos 0 s6lo bajo ciertas condiciones
ambientales (Logemann et al., 1995).

Las reacciones posteriores a la catalizada por PAL conducen a la adicion de mas grupos
hidroxilo y otros sustituyentes. El &cido trans-cinamico, el &cido p-cumarico y sus
derivados son compuestos fendlicos simples llamados fenilpropanoides porque contienen
un anillo de benceno y una cadena lateral de tres carbonos. Los fenilpropanoides son
bloques de construccion importantes de los compuestos fendlicos mas complejos. En
algunos casos, enzimas especificas, entre ellas PAL, son importantes para controlar el
flujo a través de la via. Se ha demostrado que varios factores de transcripcion regulan el
metabolismo fendlico uniéndose a las regiones promotoras de ciertos genes biosintéticos
y activando la transcripcién. Algunos de estos factores activan la transcripcion de grandes

grupos de genes (Jin y Martin 1999).
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Figura 3. En las plantas superiores, la mayoria de los compuestos fendlicos se derivan
de la fenilalanina, un producto de la via del acido shikimico. Las formulas entre paréntesis
indican la disposicion basica de los esqueletos de carbono (Jin y Martin 1999).

3.7.1.3 Compuestos que contiene nitrogeno

Una gran variedad de metabolitos secundarios de plantas contienen nitrégeno en su
estructura. Se incluyen en esta categoria las defensas antiherbivoras conocidas como
alcaloides y glicésidos cianogénicos, que son de considerable interés por su toxicidad
para los seres humanos y por sus propiedades medicinales. La mayoria de los
metabolitos secundarios nitrogenados son biosintetizados a partir de aminoacidos
comunes, como alcaloides, glucésidos cianogénicos, glucosinolatos y aminoacidos no
proteicos (Taiz y Zeiger, 2006).

Los alcaloides son una gran familia de mas de 15 000 metabolitos secundarios, se
encuentran en aproximadamente el 20 % de las especies de plantas vasculares. El &tomo

de nitr6geno en estas sustancias es normalmente parte de un anillo heterociclico, un
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anillo que contiene atomos de nitrégeno y carbono. Como grupo, los alcaloides son mas
conocidos por sus sorprendentes efectos farmacoldgicos en animales vertebrados. Como
sugiere su nombre, la mayoria de los alcaloides son alcalinos, a valores de pH
comunmente encontrados en el citosol (pH 7.2) o la vacuola (pH 5 a 6), se protona el
atomo de nitrégeno. Por lo tanto, los alcaloides estan cargados positivamente y son

generalmente solubles en agua (Kabera et al., 2014).

Los alcaloides son usualmente sintetizados a partir de uno de los siguientes aminoacidos,
lisina, tirosina y triptéfano. Sin embargo, el esqueleto de carbono de algunos alcaloides
contiene un componente derivado de la via terpénica. En el Cuadro 2 se enumeran los
principales tipos de alcaloides y sus precursores (aminoacidos). Varios tipos incluyendo
la nicotina y sus derivados (Cuadro 3), se biosintetizan de la ornitina, un intermediario en
la biosintesis de arginina. El &cido nicotinico de la vitamina B (niacina) es un precursor
del anillo de piridina (seis miembros) de este alcaloide. El anillo de nicotina de pirrolidina
(de cinco miembros) surge de la ornitina (Cuadro 3). El &cido nicotinico es también un
constituyente de NAD + y NADP +, que sirven como portadores de electrones en el
metabolismo. El papel de los alcaloides en las plantas ha sido objeto de especulacion
durante al menos 100 afios. Se penso6 que los alcaloides eran desechos nitrogenados
(anélogos a la urea y al &cido Urico en los animales), compuestos de almacenamiento de
nitrégeno o reguladores del crecimiento, pero hay poca evidencia que apoye cualquiera
de estas funciones. Se ha demostrado que la mayoria de los alcaloides funcionan como
defensa contra depredadores, especialmente mamiferos, debido a su toxicidad y
capacidad de disuasion. Un gran numero de muertes de ganado son causadas por la

ingestion de plantas que contienen alcaloides. En Estados Unidos, un porcentaje
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significativo de todos los animales de ganaderia de pastoreo se envenenan cada afio por
el consumo de grandes cantidades de plantas que contienen alcaloides, como los lupinos
(Lupinus), larkspur (Delphinium) y groundsel (Senecio). Este fendmeno puede deberse
al hecho de que los animales domésticos, a diferencia de los animales salvajes, no han

sido sometidos a seleccion natural para evitar plantas toxicas (Hartmann 1992).

Cuadro 3. Principales tipos de alcaloides y sus aminoacidos precurosres (Taiz y Zeiger,
2006)

Clase de Estructura Precursor Ejemplo Usos
Alcaloides} biosintético
Pirrolidina Ornitina Nicotina Estimulante, depresivo,
(aspartato) tranquilizante Tropano
N
Tropano Ornitina Atropina Prevencion de espasmos
intestinales, antidoto contra
otros venenos, dilatacion de
pupilas
Piperidina Lisina (o Coniine Neurotoxina venenosa
acetato) (paraliza las neuronas
motoras), usado en
homeopatia en pequeias
N dosis
Pirrolizidina CO Ornithine None Retrorsine Ninguno
N
N

Quinolizidina Lisina Lupinina Restauracion del ritmo
C@ cardiaco
Isoquinolina N Tirosina Codeina  Analgésico (alivio del dolor),
tratamiento de la tos
/N
N

Indol @j Triptéfano Psilocibina Alucinégeno
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2.3.2 Plaguicidas botanicos

Las plagas son uno de los graves problemas a los que se enfrenta la agricultura de hoy.
Aunque hay muchas maneras de reducir o matar plagas, cada método de manejo de
plagas tiene ciertas desventajas. Los plaguicidas sintéticos que se han comercializado
son hidrocarburos halogenados u organofosforados que tienen larga vida
medioambientale y poseen propiedades toxicologicas. Teniendo en cuenta lo anterior,
existe una creciente necesidad de alternativas, ambientalmente benignas,
toxicologicamente seguros, mas selectivos y eficaces. Los plaguicidas botanicos son
metabolitos secundarios de plantas, por lo que ofrecen una alternativa atractiva y
favorable para el manejo de plagas (McLaren, 1986).

La literatura documenta que los metabdlitos secundarios de plantas estan implicados en
la interaccién de la planta con otras especies, principalmente en la respuesta de defensa
de la planta contra las plagas. Asi, los compuestos secundarios llamados botanicos
representan un gran reservorio de estructuras quimicas con actividad plaguicida, este
recurso esta en gran parte sin explotar para su uso como plaguicida. Hay varias ventajas
de los plaguicidas botanicos como la degradacion rapida por la luz solar, la humedad o
por las enzimas de desintoxicacion, muestran menos fitotoxicidad que los sintéticos. Las
plantas superiores producen una diversidad de metabolitos secundarios que incluyen
fenoles, terpenoides, alcaloides, lignanos y sus respectivos glucésidos. Estos juegan un
papel importante en el sistema de defensa de las plantas y ofrecen una serie de prototipos
estructurales para el desarrollo de moléculas que pueden servir como nuevos agentes

para el control de plagas (Guleria y Tiku, 2009)
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Estos son plaguicidas basados en sustancias naturales que controlan las plagas por
mecanismos no toxicos, en contraste con los plaguicidas quimicos que contienen
moléculas sintéticas que matan directamente a la plaga. Los plaguicidas bioquimicos
caen en diferentes clases biolégicamente funcionales, incluyendo feromonas y otros
semioquimicos, extractos de plantas y reguladores naturales del crecimiento de los
insectos (Montesinos y Bonaterra, 2009). Cuando se utilizan como un componente de los
programas manejo integrados de plagas (IPM), los bioplaguicidas pueden disminuir
considerablemente el uso de plaguicidas convencionales, mientras que los rendimientos
de los cultivos permanecen altos. Existe ahora creciente preocupacién entre los
consumidores por la inocuidad de los alimentos y las practicas ambientalmente
racionales, dando cada vez mas importancia al uso de biofertilizantes y bioplaguicidas
(bioagentes) como alternativa a los productos quimicos agricolas. La produccién mundial
total de bioprotectos es superior a 3 000 t al afio, la que aumenta a un ritmo acelerado.
La cuota de mercado de los bioplaguicidas es sélo el 2.5 % del mercado total de
plaguicidas (Gupta y Dikshit, 2010).

Las evaluaciones mundiales de los mercados de biocontrol muestran que el porcentaje
de bioplaguicidas ha aumentado constantemente desde 1997, y se preveé que el impulso
continle a una tasa de 10 % anual. Las ventas mundiales de bioplaguicidas totales se
estimaron en 460 millones de ddlares en EE.UU. en 2000 y han aumentado anualmente,
con proyecciones para llegar a mas de mil millones de délares en 2010 (Singh, 2014).
Por otro lado, las plantas, en su evolucion han desarrollado mecanismos de defensa
contra insectos, hongos, bacterias y otros organismos nocivos, y los metabolitos
secundarios producidos por ellas constituyen una de esas barreras; por dicha razén, las

plantas han sido capaces de protegerse de plagas por si mismas antes de que el hombre
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contribuya a su proteccion (Wilson, 1997). Asi mismo, el hombre ha aprovechado estas
propiedades y utiliza plantas para repeler o eliminar las plagas que afectan sus cultivos y
alimentos almacenados (Chirinos, 2009).
El uso de extractos naturales para el control de enfermedades de importancia agricola es
cada vez mas aceptado debido a la necesidad de emplear compuestos eficaces que no
provoquen efectos negativos en la salud y en el ambiente (Chirinos, 2009), aunque es
conveniente para la preparacion de extractos no utilizar plantas que estén en vias de
extincion, o dificiles de encontrar. De acuerdo con Singh (2014) las caracteristicas que
debe tener la planta bioplaguicida ideal son:

a) Debe ser perenne.

b) Debe tener una amplia distribucion y estar presente apliamente en la naturaleza;
de lo contrario, deber& ser posible cultivarse mediante procedimientos agricolas como
cultivos de tejidos e ingenieria genética.

C) Las partes de la planta que se van a utilizar deben ser desmontables: hojas, flores
o frutos.

d) La cosecha no significa la destruccidon de la planta (evitar el uso de raices o
cortezas).

e) Las plantas deben requerir poco espacio, manejo reducido y poca agua y
fertilizacion.

f) Las plantas podran tener usos adicionales (uso medicinal).

g) Las plantas utilizadas no deberian tener un valor econémico elevado.

h) Los ingredientes activos preferiblemente deben ser eficaces a bajas

concentraciones.
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La busqueda de extractos vegetales esta orientada a la obtencién de productos con
actividad selectiva, que no generen resistencia y con adecuada biodegradabilidad,
condicion que cumplen la mayoria de los metabolitos secundarios vegetales presentes
en los extractos. A estas condiciones se agrega que el producto tenga la disponibilidad
asegurada o sea potencialmente capaz de ser producido a costos razonables para los
sistemas agricolas a utilizarse (Arango, 2013).

De acuerdo con Chirinos (2009), las principales ventajas del uso de los extractos
naturales son los siguientes:

e Por ser biodegradables no producen desequilibrios en el ecosistema, al ser de
origen vegetal, estos bioplaguicidas provocan un impacto minimo sobre la fauna
benéfica, son efectivos contra enfermedades y no tienen restricciones
toxicologicas.

e Son conocidos por el agricultor ya que generalmente se encuentran en su medio.

e La mayoria de los extractos tiene diversos usos, como lo es el caso de aquellos
empleados por sus propiedades terapéuticas y efectos repelentes, entre otros.

e Su rapida degradacion disminuye el riesgo residual en los alimentos.

e Algunos pueden ser usados poco tiempo ante de la cosecha.

e Muchos de estos compuestos no causan fitotoxicidad.

¢ Desarrollan resistencia mas lentamente que productos sintéticos.

2.3.3 Plantas seleccionadas para el estudio
2.3.3.1 Argemone ochroleuca
A. ochroleuca Sweet (Papaveraceae) se conoce como "chicalote”, es una mala hierba

nativa de América del Norte, ampliamente extendida desde el sur de Estados Unidos
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hasta el centro de México (Martinez, 1996). Se utiliza en medicina tradicional por los
habitantes de Tepotzotlan, Estado de México. Con base en la informacion obtenida de
sanadores en la region se ha reportado que las infusiones de la parte aérea se utilizan
para aliviar las infecciones oculares manchas, verrugas, bombate el insomnio, la tos y los
trastornos dermatoldgicos. A. ochroleuca es una hierba anual o perenne de corta vida
(Neri, 1996) Hay algunas publicaciones sobre la composicién quimica de A. ochroleuca,
se han identificado acidos grasos (Fletcher et al., 1993), flavonoides (Stermitz et al., 1969,
Bhardwaj et al., 1982, Saleh et al., 1987, Fletcher et al., 1993) y varios alcaloides tales
como atropina, berberina (Espinosa y Sarukhan, 1997), queleritrina, protopina,
sanguinarina, dihidrosanguinarina, dihidroqueleritrina, a-allacriptopina, heleritrina,
gueilantifolina, reticulina y copsitina (Fletcher et al., 1993). En el Cuadro 4 se muestra

algunas de las propiedades bioldgicas de esta especie.

-48 -



Cuadro 4. Actividad biolégica de extractos de especies de Argemone sp.

Especie Organismo Metabolito Literatura
Fusarium sporotrichum,
Aspergillus niger, Trichophyton

mentagrophytes, Isoquinolina
Fusarium moniliforme, Vibrio alcaloide Reyes et al.
cholerae, Escherichia coli, berberina (2011)

Enterobacter agglomerans,
Salmonella typhiy
Staphylococcus aureus
Meloidogyne incognita y Ramanat et al.
Meloidogynejavanica (1982)

\aenor incidencia de Reddy et al. (2012

eloidogyne incognita en -

papaya )

Reduccidn de la incidencia de la

poblacion de mujeres adultas y

caidas y aumento del ciclo de i Hasan ( 1992 )

Argiglone vida de Meloidogyne incognita
' Flavonoides,
taninos,
Pseudomonas aeruginosa esteroles / Sahu et al. (2012)
terpenos y
alcaloides
Sakthivadivel y
Aedes aegypti - Thilagavathy
(2003)
Alternaria alternata, Alternaria
brassicae, Alternaria Cajani,
Bipolaris sp., Curvularia lunata,
Curvularia sp., Colletotrichum Alcaloides
musae, Fusarium udum, terciarios y Singh et al. (2010)
Helminthosporium sp., cuaternarios

pennisetti
Helminthosporium y speciferum
Helminthosporium

2.3.3.2 Solanum rostratum

Solanum rostratum Dun., es una planta nativa de América del Norte, es una especie de
mala hierba nociva generalizada (Huang et al., 2017). Muchos grupos indios en el centro
y sur de México utilizan esta hierba como un remedio para el tratamiento de trastornos

gastrointestinales y para dolencias renales. Estudios previos de S. rostratum condujeron
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al aislamiento de alcaloides (solasonina y solamargina) (Novruzov et al.,, 1973),
cuscohygrine (Evans y Bilsborrow 1989), solanina (Dewick 2002), metilprotodioscina
(Bah et al., 2004). La presencia de estos alcaloides explica la toxicidad de la especie en
el ganado y en el humano. Se ha reportado algunos beneficios para la salud humana,

antioxidante, antibacteriano y citotoxico (Morais et al., 2015, Ombra et al., 2015).

Cuadro 5. Actividad biolégica de extractos de especies de Solanum rostratum
Especie Organismo Metabolito Literatura

Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Penicillium
chrysogenum, Penicillium expansum, -
Fusarium moniliforme y Fusarium
poae

Solanum
rostratum

Tequida et al,
(2002)

2.3.3.3 Datura stramonium

Datura stramonium es una planta con propiedades alucindbgenas pertenecientes a la
familia Solanaceae (Angiospermae dicotyledoneae). La familia Solanaceae es de gran
importancia econémica porque muchas de sus especies originarias de las Américas se
han cultivado a lo largo de los afos (Mino et al., 2005). Otras plantas con propiedades
psicoactivas de la misma familia son mandragora (Mandragora officinarum), belladona
(Atropa belladonna), henbane (Hyoscyamus niger) y tabaco (Nicotiana tabacum).

La familia también incluye plantas comestibles comunes como el tomate (Lycopersicon
esculentum), la pimienta (Capsicum annuum) y la papa (Solanum tuberosum). En
particular, la papa es una de las mas de 900 especies cultivadas pertenecientes al género
Solanum, que también contiene la berenjena (Solanum melogena) (Friedman, 2004). El
género Datura también incluye Datura inoxia, Datura metel, Datura arborea y Datura

stramonium, que se denominan generalmente D. stramoniun. D. stramonium es una
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planta herbacea anual con una raiz fusiforme, un tallo vertical con bifurcaciones ramosas
y una altura que a veces puede exceder un metro.

D. stramonium, similar a las otras especies D. inoxia y D. metel, es una planta altamente
venenosa debido a una alta concentracion de alcaloides potentes y tdxicos como la
hioscina (también llamada escopolamina), la hiosciamina y la atropina, cominmente
conocida como "Daturinas". Estos alcaloides estan presentes en concentraciones
variables en todos los tejidos vegetales, principalmente en las semillas (Patterson y
O’Hagan, 2002). La variacion en la concentraciéon de alcaloides depende de la etapa de
desarrollo de la planta y de las condiciones ambientales en las que ha crecido. Hay una
disminucién en la concentracion de alcaloides durante el dia y un aumento en la noche,
asi como una caida después de un periodo lluvioso en lugar de un clima claro (Miraldi et
al., 2001). D. stramonium también contiene acido malico, tanino, caucho, grasas, sales
de calcio y potasio (Patterson y O'Hagan 2002). La planta se utiliza en la industria
farmacéutica por sus propiedades antiinflamatorias, antiasmaticas, antiespasmédicas y
antihelminticas (Mino et al., 2005). Ademas, se ha demostrado que los extractos de
plantas de D. stramonium son eficaces contra la disnea, la tos nerviosa, la tos ferina, el
asma, la enuresis, la epilepsia y la neuralgia. Ademas, tiene propiedades hipndticas,
anticaspa, midriatica, narcética, analgésica y anestésica. La estructura quimica de
algunos alcaloides también se encuentra similar a la acetilcolina, que es el
neurotransmisor principal que proyecta impulsos del cerebro a las uniones
neuromusculares. Por lo tanto, las propiedades de algunos de los alcaloides de D.
stramonium se deban a la interferencia con los receptores de acetilcolina, tal vez
compitiendo con ellos en las uniones sinapticas, bloqueando asi o inhibiendo la

neurotransmision. Todas las partes de D. stramonium son venenosas, tanto las hojas
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frescas como las secas y las semillas son altamente toxicas y a veces letales. De hecho,
dependiendo de la cantidad consumida, varios alcaloides de D. stramonium pueden tener
efectos sinérgicos que resultan en pérdida de memoria, estupor, amnesia, euforia,
alucinaciones y coma (Boumba et al., 2004).

Cuadro 6. Actividad biol6gica de extractos de especies de Datura stramonium

Especie Organismo Metabolito Literatura
Fusarium mangiferae Alcaloides y Usha et al.
terpenoides (2009)
Tylenchulus semipenetrans Alcaloides, atropina, Mesh et al,
y Anguina tritici nicotina, (1986)
hiosciamina y
Datura escopolamina
stramonium
Meloidogyne incognita y Alcaloides Sharmay
Fusarium oxysporum Trivedi (2002)
Macrophomina phaseolina Daturina Javaid y
Saddique
(2012)

2.3.3.4 Malva parviflora

Malva parviflora L. pertenece a la familia Malvaceae que incluye arboles, arbustos y
hierbas. Las plantas de esta familia se caracterizan por su importancia econémica,
horticola y medicinal (Beer y Howie, 1990). Los curanderos tradicionales y herbolarios
utilizan polvo seco o una infusién hecha de hojas y raices de M. parviflora para limpiar
heridas y llagas. Una cataplasma caliente hecha de hojas también se usa para tratar
heridas e hinchazon, se incorpora en una locién para tratar miembros lesionados y rotos
(Shale et al., 1999). Sin embargo, si se ingiere podria ser toxico, ya que M. parviflora
causa mortalidad en el ganado forrajero, como ovejas, caballos y ganado. Las ovejas son
las mas afectadas y desarrollan signos clinicos que incluyen escalofriante, tembloroso

arqueado hacia atras y respiracion dificultosa. El acido malvalico, un acido graso
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insaturado conocido anteriormente como acido halfénico, puede contribuir a los efectos
toxicos de la especie. En un estudio reciente, se encontrd que la fraccion metandlica de

polifenoles de las hojas y los tallos de esta planta contiene diferentes cantidades de

fenoles, flavonoides, saponinas, alcaloides, esinas y taninos (Farhan et al., 2012).

Cuadro 7. Actividad bioldgica de extractos de especies de Malva parviflora

Especie Organismo Metabolito Literatura
Fusarium graminearum (CW-1y CW- Wang et al. (2001)
3 de vicilin,
CW-2yCW-4 a
partir de
Malva albamina 2S)
: Bacillus subtilis, Alcaloides, Islam et al. (2007)
parviflora St :
aphylococcus aureus, aceites
Escherichia coli y Proteus esenciales y
vulgaris fendlicos
Tribolium confusum Alcaloides Khalis et al. (2013)

2.3.3.5 Phytolaccaicosandra

La maleza tropical, Phytolacca icosandra, pertenece a la familia Phytolaccaceae es una
planta con flores, nativa de América tropical desde México a Peu, también se encuentra
en las Islas del Caribe. Las bayas de P. icosandra se han utilizado tradicionalmente como
jabén para lavar ropa de algodén, también presentan propiedades molusquicidas,
espermicidas y hemoliticas (Treyvaud et al., 2000). Las hojas y las raices se utilizan para
diversas dolencias humanas y animales como la sarna, la tifia, la caspa, la picazon, el
dolor de cabeza, el reumatismo, las irritaciones de la piel, el dolor de estbmago y las
lombrices intestinales de los nifilos. Las hojas de P. icosandra contienen altas

concentraciones de triterpenoides y saponinas (Treyvaud et al., 2000).
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Cuadro 8. Actividad bioldgica de extractos de especies de Phytolacca icosandra.

Especie Organismo Metabolito Literatura
Haemonchus Saponinas Hernandez et al.
contortus P (2011)
Phytolacca .
icosandra B. glabrata Acido 3-0-1-D- Treyvaud et al.
glucopiranosilserjanico (2000)

3 PUBLICACION
Extractos de plantas para el control de antracnosis en Carica papaya durante el

periodo de floracién y poscosecha

3.1 Introduccion

En 2014, México ocupo el quinto lugar de produccion de papaya (Carica papaya L.) a
nivel mundial con un rendimiento de 764 514 t (FAO, 2016). Sin embargo, su cultivo
presenta problemas fitosanitarios por la presencia de plagas y enfermedades, las mas
importantes causadas por diversos tipos de hongos como Colletotrichum gloeosporioides,
Ascochyta caricae, Phytophthora palmivora, Fusarium solani y Rhizopus stolonifer (CABI,
2016). Colletotrichum gloeosporioides es causante de antracnosis, enfermedad
distribuida especialmente en cultivos ubicados en regiones humedas (80 % humedad
relativa) y calidas (temperaturas medias anuales superiores a 22 °C) (Paull et al., 1997),
caracteristicas climaticas particulares del cultivo de papaya. La incidencia de antracnosis
(10 a 40 %) también se presenta en poscosecha, lo que repercute en pérdidas
econdémicas para el productor (Vazquez et al.,, 2005). El fruto es atacado por C.
gloeosporoides antes de la madurez fisiologica, el hongo se mantiene latente durante
meses hasta que se inicia la maduracion del fruto, momento en el cual se presentan los
cambios fisicos-quimicos necesarios para el desarrollo de lesiones (Dickman y Alvarez,

1983). Cuando las condiciones son favorables para el desarrollo de la enfermedad, el
-54 -



tejido infectado se cubre con masas de esporas de color rosado (Menezes y Hanlin,

1996).

El control de antracnosis en papaya (pre y poscosecha) se realiza mediante la aplicacion
de plaguicidas sintéticos (Flavia et al., 2001) lo que ha ocasionado: 1) resistencia en el
patogeno; 2) dafios en la salud del consumidor y el ambiente; y 3) deterioro de la calidad

del producto con manchas, olores y sabores desagradables.

El control biolégico con microorganismos antagonistas, asi como, la aplicacion de
extractos vegetales con propiedades antimicrobianas son otras alternativas para el
control de esta enfermedad (lppolito et al., 2005). Sin embargo, los estudios de la
actividad fungicida de extractos vegetales y de sus componentes se han intensificado
debido a la demanda de alimentos organicos por los consumidores (Tavares et al., 2009)
y a las exigencias actuales de la defensa fitosanitaria de los productos horticolas
(Regnault et al, 2004). En Ila actualidad, los extractos vegetales con
propiedades fungistaticas (inhibicion del desarrollo del hongo) y/o fungicidas
(destruccion) presentan varias ventajas debido a que no generan resistencia, son

biodegradables y no contaminan (Regnault et al., 2004).

El control de fitopatdgenos con extractos vegetales se debe principalmente a la presencia
de metabolitos secundarios, sintetizados en los vegetales como parte de su mecanismo
de defensa. La diversidad de componentes en los extractos explica su amplio espectro
de actividad biol6gica (Regnault et al.,, 2004). Grainge (1988) menciona que
aproximadamente 2,400 especies vegetales tienen propiedades fungicidas, nematicidas,

bactericidas e insecticidas; de las cuales cerca de 400 presentan propiedades fungicidas
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contra 142 diferentes especies de hongos fitopatdogenos. Entre las principalmente familias
vegetales reportadas con actividad fungicida destacan Apiaceae, Asteraceae,
Brassicaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Ranunculaceaea, Rosaceae y Cactaceae, entre
otras (Grainge, 1988). Sin embargo, a pesar de la gran diversidad vegetal que existe en
México, son pocas las especies vegetales que han sido estudiadas para el control del
hongo C. gloeosporiodes, entre las que destacan Argemone ochroleuca, Solanum
rostratum, Datura stramonium, Malva parviflora, Phytolacca icosandra y Equisetum
arvense. Por lo tanto, el objetivo del estudio fue evaluar la actividad fungistatica de los
extractos hexanico y metandlico de seis especies vegetales en pre y poscosecha del fruto

de papaya cv. Maradol (Carica papaya L.).

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Colecta del material y preparacion de los extractos

Se recolectaron diferentes tejidos de las especies Argemone ochroleuca S., Solanum
rostratum D., Datura stramonium L., Malva parviflora L., Phytolacca icosandra L., y
Equisetum arvense L. libres de plagas y enfermedades (Cuadro 1). Para su certificacion
taxonomica se preparé un ejemplar de herbario de cada especie y se deposité en el
Herbario-Hortorio “Jorge Espinoza Salas” de Preparatoria Agricola de la Universidad

Autonoma Chapingo (Cuadro 9).

Cuadro 9. Caracteristicas geogréficas de los sitios de recolecta de seis especies
vegetales (2016).

Especie Tejido Lugar de recolecta Localizacién NUmero

en México de
registro*
Argemone ochroleuca S. Hojas Chinameca, Morelos ~ 18°37°34.7" N, 98°59°31.8°0 313096
Datura stramonium L. Semilla Texcoco, Edo. Mex. 19°9710.3"N, 98°53'35.4°0 313097
Equisetum arvense L. Partes &reas  Zamora, Michoacdn ~ 19°56°38.6" N, 102° 15'56.5°0 313098
Malva parviflora L. Hojasyraiz ~ Texcoco, Edo. Mex. 19°29726.1°N, 98°52'23.4°0 313099
Phytolacca icosandra L. Fruto Tepetlixpan, Edo. Mex.  18°5926.3"N, 98°51'30.9°0 313100
Solanum rostratum D. Hojas Chinameca, Morelos 18°37°23.7°N, 98°5923.0°0 313101
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*Herbario-Hortorio “Jorge Espinoza Salas” de Preparatoria Agricola de la UACh.

La muestra seca y molida de cada especie se colocé en un equipo soxhlet a reflujo
constante en hexano durante 48 h; posteriormente, el extracto metanolico se obtuvo
mediante el mismo procedimiento con el residuo vegetal libre de hexano. Los extractos
organicos (metandlico y hexanico) se concentraron a presion reducida en un
rotaevaporador Buchi (r-210) para obtener los extractos crudos (hexanico y metandlico)
(Garcia Mateos et al., 2007). A partir de cada extracto por dilucion seriada se prepararon

tres concentraciones (10, 25 y 50 %) para cada bioensayo.

3.2.2 Cultivo de papaya para los bioensayos en pre y poscosecha

En un semillero de unicel con sustrato (turba + agrolita en una proporcion 2:1) se
establecieron las semillas viables de papaya cv. Maradol adquiridas en una casa
comercial. Se realizaron tres riegos por dia de manera automatica mediante
microaspersores con un caudal de 27 L h'' y una duracién de 10 min. Las plantulas de
papaya, a los dos meses de la germinacion, fueron trasplantadas a una parcela de la
Comunidad de Chinameca, Morelos, México region que se localiza a 1400 m, con clima
calido subhumedo, precipitacion y temperatura media anual de 800 mm y 24 °C,
respectivamente (Garcia, 2004).

3.2.3 Aislamiento y caracterizacién de C. gleosporioides

El hongo se aislé de frutos de papaya cv. Maradol con lesiones caracteristicas visuales
de antracnosis (lesiones superficiales, hundidas, redondas o angulares, con masas de
conidios de color rosa salmon a oscuras) (Bailey et al., 1993), provenientes de dos

estados de la Republica Mexicana (Colima y Morelos). El fruto se fraccioné en cinco
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secciones (1 x 1 cm), cada fraccion se coloco en cajas Petri con medio de cultivo de Papa
Dextrosa Agar (PDA, BD Bioxon®), se encubaron a 28 + 2 °C durante 3 d (Acosta et al.,
2002). Posteriormente, se tomo6 una muestra del hongo en desarrollo para obtener un
cultivo monoconidial segun la técnica descrita Leslie y Summerell (2008) con la finalidad
de obtener inoculo puro (IP) proveniente de una sola colonia.

3.2.4 Identificacion Molecular

El hongo (IP) se identific6 mediante analisis molecular de acuerdo a CTAB 2 % (Doyle y
Doyle, 1990). La técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) para los aislamientos se
llevd a cabo utilizando los iniciadores ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4
(5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) (White et al., 1990), los cuales permitieron
amplificar los espacios internos transcritos y el gen 5.8S del ADN ribosomal (region ITS).
Los fragmentos amplificados por PCR fueron analizados en un secuenciador ABI
PRISM® 3700 Genetic Analyzer.

3.2.5 Bioensayo de sensibilidad in vitro

Para la evaluacion in vitro se utilizo el método de medio de cultivo envenenado modificado
(Guerrero et al., 2007). Diferentes concentraciones (10, 25 y 50 %) de cada extracto (1
mL) se distribuyeron superficialmente en una caja Petri (UE) con el medio de cultivo PDA,
se dej6 reposar durante 1 h hasta la absorcion en el medio. Por otro lado, se obtuvo un
cilindro (8 mm) de diametro de medio de cultivo de PDA con el inoculo (IP) y se coloco
en centro de cada unidad experimental. Las unidades experimentales se encubaron a 27
+ 2 °C. Se consideraron un testigo absoluto (agua esterilizada) y dos testigos
comerciales: Merivon® (Fluxapyroxad + Piraclostrobina) (0.5 g L) y Progranic®Mega
Extracto de Larrea tridentata comercial (7.5 mL L?). Se realizaron cuatro repeticiones por

tratamiento en un disefio completamente al azar, cada tratamiento correspondié a una
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concentracion por extracto de planta y los tres tratamientos de los testigos sumaron 38
tratamientos. Después de 12 d de crecimiento se midié el halo de inhibicion del
crecimiento (mm) utilizando un pie de rey (Vernier®), el porcentaje de inhibicion se calculo
con la férmula: % I= (area de crecimiento tratamiento/ area de testigo) *100. La efectividad
biol6gica de los tratamientos se calcul6 mediante la formula de Abbott (1925): ET= [(IT -
it) / IT] * 100, donde: ET=Efectividad del tratamiento, IT= porcentaje de infeccién del

testigo positivo, it= porcentaje de infeccién de cada tratamiento.

3.2.6 Efectividad bioldgica en etapa de floracién

Las plantas establecidas en campo, se inocularon con el IP a una concentracion 1 x 10°
UFC.mL de C. gloeosporioides. Las flores se asperjaron con cada concentracion del
extracto a los 6, 10 y 14 d después del inicio de floracién con ayuda de una aspersora de
mochila motorizada a 120 psi. La medicion de la variable respuesta se realizé a los 10,
14y 20 d. Se consideraron un testigo positivo (agua esterilizada) y dos testigos negativos:

Merivon® (0.5 g LY) y Extracto de Larrea tridentata comercial (7.5 mL L1).

El experimento se establecio bajo un disefio de bloques completamente al azar con cuatro
repeticiones (cuatro plantas por repeticion), con un total de 16 plantas por tratamiento.
Los tratamientos consistieron fueron: extracto P. icosandra en tres concentraciones (10,
25 y 50 %), se consideraron: un testigo positivo (agua esterilizada) y dos testigos
negativos: Merivon® (0.5 g L'!) y Extracto de Larrea tridentata comercial (7.5 mL L?). La
evaluacion se realizd en 120 flores (30 flores por repeticion) elegidas al azar. La
Incidencia se evalluo por triplicado como el niumero de flores que mostraron sintomas
tipicos de la enfermedad descritos por Vasquez et al. (2012) con respecto al niumero total

de flores muestreadas; la incidencia fue expresada en porcentaje para determinar el
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control de la enfermedad. La efectividad se evallo con la férmula Abbott (1925) de los

datos obtenidos de la incidencia.

3.2.7 Efectividad biolégica en frutos poscosecha

Las plantas establecidas en campo, se inocularon con el IP a una concentracion 1 x 10°
UFC.mL de C. gloeosporioides. Las flores (jError! No se encuentra el origen de la
referencia.) se asperjaron con cada concentracion del extracto a los 6, 10y 14 d después
del inicio de floracion con ayuda de una aspersora de mochila motorizada a 120 psi. La
medicion de la variable respuesta se realiz6 a los 10, 14 y 20 d. Se consideraron un
testigo positivo (agua esterilizada) y dos testigos negativos: Merivon® (0.5 g L) y
Extracto de Larrea tridentata comercial (7.5 mL L1).

El experimento se establecio bajo un disefio de bloques completamente al azar con cuatro
repeticiones (cuatro plantas por repeticion), con un total de 16 plantas por tratamiento.
Los tratamientos consistieron fueron: extracto P. icosandra en tres concentraciones (10,
25 y 50 %), se consideraron: un testigo positivo (agua esterilizada) y dos testigos

negativos: Merivon® (0.5 g L) y Extracto de Larrea tridentata comercial (7.5 mL L1).

La evaluacion se realizd en 120 flores (30 flores por repeticion) elegidas al azar. La
Incidencia expresada en porcentaje para determinar el control de la enfermedad, se
evallo por triplicado como el numero de flores que mostraron sintomas tipicos de la
enfermedad descritos por Vasquez et al. (2012) con respecto al nimero total de flores
muestreadas, se calculd: Incidencia = (NUmero de flores con sintomas / nimero total de
flores evaluadas) * 100. La efectividad fue evaluada por Abbott (ET) = 100, donde: ET =
efectividad del tratamiento, IT = porcentaje de incidencia de control positivo, = porcentaje

de incidencia de cada tratamiento.
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3.2.8 Analisis fitoquimico

Se detectd cualitativamente por cromatografia en capa fina (CCF) la presencia de
alcaloides, flavonoides y terpenoides en los extractos metandlicos y hexanicos de cada
especie vegetal mediante la aplicacion de 1 pL de extracto en cromatoplacas de gel de
silice 60 F 254 (Merck). Para la identificacion de alcaloides se us6 como eluyente
metanol:diclorometano (8:2 % v/v) y el agente cromogénico fue el reactivo Dragendorff;
la presencia de manchas color marréon en la cromatoplaca indicaron la presencia de
alcaloides (Wagner et al., 1996). Para la identificacion de flavonoides se empleé como
eluyente una mezcla de butanol:acido acético:agua (BAW) en una proporcion de 40:10:50
% (vlv), los agentes cromogénicos fueron 2-aminoetil difenilborinato (NP) y
polietilenglicol 4000 (PEG); los componentes se visualizaron mediante UV a una longitud
de onda de 365 nm para observar la fluorescencia de color anaranjado caracteristica de
flavonoides (Wagner et al., 1996). Para la identificacion de terpenoides se utilizO como
eluyente una mezcla de tolueno:acetato de etilo (85:15 % v/v), el agente cromogénico
empleado fue vainillina al 1% v/v en etanol y acido sulfurico al 10 % v/v en etanol, la
presencia de manchas en la placa de color violeta indicé prueba positiva para

terpenoides (Wagner et al., 1996).

3.3 Resultados y discusion
3.3.1 Caracterizacion de C. gleosporioides
La amplificaciéon del ADN mediante PCR con los iniciadores especie-especificos para C.

gloeosporioides en combinacion con los iniciadores universal ITS4 permitié la
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identificacibn de C. gloeosporioides con una confiabilidad de 97 % (Figura 4). La
amplificacion permiti6 observar 450 pares de bases, previamente reportado para la
misma especie por Tapia et al. (2008) quienes caracterizaron a este patbgeno como el
agente causal de antracnosis. Asimismo, Talhinhas et al. (2002) caracterizaron el agente
causal de antracnosis en Lupinus spp. reportando la misma cantidad de pares de bases

para C. gloeosporioides.

9

—[ KC566719. Colletotrichum gloeosporioides CBS 100471

8 L_AY376530. Colletotrichum crassipes STE-U 4445

——JQ005162. Colletotrichum boninense CBS:128526

9 L JQ005220. Colletotrichum karstii CBS:106.91

10948401, Colletotrichum acutatum CBS:144.29

DQ299245. Botryosphaeria corticis strain CBS119047

Figura 4. Arbol filogenético construido con el método de Méaxima Parsimonia, para la
confiabilidad de los nodos, se consideraron 1000 repeticiones bootstrap.
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Figura 5. Amplificacion de la regién correspondiente al Espacio Transcrito Interno del
DNA ribosomal de 450 pares de bases (bp) aproximadamente.MP: Marcador de peso
molecular de 1KB. ( - ): Control negativo. Carril 1: Muestra obtenida por aislamiento monoconidial.
Carril 2: Muestra obtenida por aislamiento realizado por punta de hifa.

3.3.2 Bioensayo de sensibilidad

El extracto hexanico de las seis especies no mostro actividad biolégica contra C.
gloeosporoides (datos no mostrados). El andlisis estadistico de la evaluacion in vitro de
los extractos metandlicos de las seis especies mostraron diferencias significativas del
halo de inhibicion entre extractos y los testigos. El extracto metandlico de P. icosandra a
la concentracion mas baja (10 %) (Cuadro 10) fue el que presentd mayor efecto de
inhibicion de crecimiento micelial en comparacion con los extractos metandlicos de las
especies restantes a la misma concentracion. Todos los extractos a la concentracion mas
baja (10 %) (Cuadro 10) mostraron menor halo de inhibicion en comparacion con los

fungicidas comerciales: Merivon® y Extracto de Larrea tridentata; la misma tendencia se
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observod en los extractos de todas las especies a la concentracion de 25 % con respecto
a los testigos: testigo positivo (agua esterilizada) y dos testigos negativos: Merivon® (0.5
g L'Y) y Extracto de Larrea tridentata comercial (7.5 mL L1). Sin embargo, el extracto de
P. icosandra a la concentracion mas elevada (50 %) resulto mas eficaz que los extractos
restantes y que el Extracto de Larrea tridentata, pero menor actividad que el fungicida

sintético (Cuadro 3).

El efecto fungistatico observado desde la menor concentracién del extracto metandlico
de P. icosandra se podria deber a la presencia de terpenoides, como se encontr6 en el
andlisis fitoquimico, aunque no se ha reportado la actividad bioldgica de terpenoides en
hongos fitopatdogenos. Algunos autores mencionan la actividad insecticida in vitro del
extracto de P. icosandra en larvas de Haemonchus contortus en el estadio larvar (L3) y
en huevos es debido a la presencia de cumarinas, flavonoides, esteroides, terpenos y/o
saponinas o0 a un efecto sinérgico de los componentes (Hernanndez et al., 2011).
Asimismo, se ha reportado la actividad molusquicida de esta especie posiblemente por
la presencia de saponinas (Treyvaud et al., 2000); también se encuentra reportada la
actividad del extracto metandlico de esta especie en mosquita blanca (Trialeurodes
vaporariorum) en un cultivo de tomate en condiciones de invernadero (Angeles et al.,

2011).
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Cuadro 10. Comparacion de medias del halo de inhibicién de C. gloeoesporoides de los
extractos metandlicos de seis especies vegetales

Concentracion Concentracion Concentracion
Tratamiento (10 %) (25 %) (50 %)
Halo de Efectividad Halo de Efectividad Halo de Efectividad
inhibicion (%) inhibicion (%) inhibicion (%)
(cm) (cm) (cm)
Argemone 6.127 c-d 16.8 4.095 ¢ 44.4 1.925d 73.8
ochroleuca S.
Solanum 7.128b 3.3 6.402 b 12.8 5.225¢ 29.1
rostratum D.
Datura 5.928d 195 3.415d-c 53.7 1.500 e 79.6
stramonium L.
Malva parvifloraL. 6.448 ¢ 125 4.050 d-c 45.0 1550 e 78.4
Equisetum 7.475 a-b 1.9 7.230 a-b 12.6 6.400 b 125
arvense L.
Phytolacca 5.070 e 31.2 3.163d 46.0 1.100 f 85.15
icosandra L.
Merivon 0.525¢ 92.8 0.500 f 92.8 0.500 a 92.8
Progranic® mega  1.550f 78.9 1.500 e 78.9 1.500 g 78.9
Testigo 7.825 a - 7.800 a - 7.800 d
C.V. 2.7934 8.45427 1.4070

No se ha reportado la actividad fungicida de P. icosandra en C. gloeosporioides, aunque
existen estudios de otras especies, como los extractos de ajo (Allium sativum L.), acuyo
(Piper auritum HBK.), guayaba (Psidium guajava L.) y eucalipto blanco (Eucalyptus
globulus Labill.) que reducen significativamente el crecimiento micelial de C.

gloeosporioides en 54.3, 48.8, 47.7 y 39 %, respectivamente (Bafos et al 2004).

3.3.3 Evaluacién en floracion
El extracto metandlico de P. icosandra supero estadisticamente en efectividad en la
evaluacion in vitro (31.2, 46.0 y 85.15; para la concentraciéon de 10, 25 y 50 %

respectivamente) a los extractos restantes, por lo tanto, fue el Unico que se evalué en
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etapa de floraciéon en 6, 10 y 14 d de floracién, considerados después de 120 dias
después de la germinacion. Del numero total de flores evaluadas a los 6, 10y 14 d (en
cada evento se eligieron flores diferentes) solamente 43, 38, 35 flores (35.83, 31.66 y
29.16 % respectivamente) presentaron sintomas de la enfermedad (necrosis y pudricion)
descritos por Vasquez et al. (2012) (Figura 3), no dieron origen a frutos (de los Santos et

al., 2000).

La efectividad del extracto metandlico de P. icosandra aument6 a los 10 y 14 d, pero fue
estadisticamente inferior a la de los fungicidas comerciales (Cuadro 11) (Figura 6), lo
gue explica la mayor incidencia del hongo en las flores en donde se aplicé el extracto en
comparacion con los testigos comerciales. Es importante sefialar a el extracto de P.
icosandra como el extracto comercial presentaron menor incidencia (14 d) que el
fungicida sintético posiblemente a la posible degradacion por caracteristicas ambientales

(Figura 6).
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Figura 6. Numero de flores con sintomas tipicos de antracnosis en la evaluacion a los 10
d después de la inoculacién y aplicacion del extracto: A) P. icosandra (50 %); B) Testigo
absoluto; C) Merivon®; D) Porgranic®Mega (Extracto de Larrea tridentata).
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Figura 7. Comparacion de medias de eficacia y crecimiento micelial del extracto
metandlico de P. icosandra en flores de papaya infestadas con C. gloeoesporoides.

Cuadro 11. Namero de flores con sintomas tipicos de C. gloeosporoides después de la
aplicacion de los tratamientos

Evaluacion Evaluacion Evaluacion Tasa de
Tratamiento Dosis 6d 10d 14d crecimiento
Numero de flores ~ Numero de flores  Numero de flores

Testigo absoluto ~ ---------- 6.25a 8.25a 12.75a 5.8

Phytolacca icosandra 10* 5ab 55b 9b 4.5

Phytolacca icosandra 25 3.5hc 3.75bc 8.25b 2.8

Phytolacca icosandra 50 2.25dc 25cd 375¢ 2.1

Meribon 16+ Oe 05e 1.25d 1.3

Extracto de gobernadora 7.5 15ed 1.5de 2.75 cd 1.3
DMSH 1.7962 1.9461 1.8156

*= 0; ** = mL.L™

3.3.4 Poscosecha
El fruto tratado con el extracto metandlico de P. icosandra al 50 % mostro una severidad

aceptable (5 %) a los 8 d después de la inoculacion (Figura 8), esta concentracion fue
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estadisticamente igual al testigo comercial extracto de Larrea tridentata, pero las tres
concentraciones (10, 25 y 50 %) de P. icosandra mostraron en el fruto severidades
menores a las del testigo absoluto (agua destilada), la misma tendencia se observo a los
12 d después de la inoculacion (Cuadro 12). Cabe mencionar que las investigaciones

realizadas para el control de antracnosis mediante extractos vegetales son pocas.

Al respecto, Bafios et al. (2004) sefialan que los extractos de ajo y de eucalipto redujeron
la severidad de antracnosis en frutos de papaya almacenados a 25 °C en 45y 41.7 %,
respectivamente. De igual manera, los extractos de hojas de anona roja (Annona
reticulata) y de hoja y semilla de papaya (Carica papaya) combinadas con quitosano (2.5

%) redujeron el desarrollo en 20 % (Bautista et al., 2003).
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Figura 8. Resultados de inoculacion y aplicacion a los 12 d de: A) P. icosandra (50 %);
B) Testigo absoluto; C) Merivon®; D) Porgranic®Mega (Extracto de Larrea tridentata)

Cuadro 12. Comparacion de medias de severidad y efectividad del extracto metandlico
de P. icosandra en C. gloeoesporoides en frutos de papaya.

Tratamiento 8d 12d
Severidad Efectividad (%) Severidad  Efectividad (%)

Phytolacca icosandra L. 9.167b 47.6 20.8b 51.9
Phytolacca icosandra L. 5.833 bc 66.7 15.5bc 64.2
Phytolacca icosandra L. 5¢ 714 11.83¢ 72.7
Merivon® od 100 4d 90.8

Extracto de Larrea tridentata 5.333¢ 69.5 12.1c 719

Testigo absoluto 175a - 43.3a -

3.3.5 Analisis fitoquimico

El rendimiento del extracto metandlico de P. icosandra fue mayor (40.1 g 100 mg*p. s.)
en comparacion al de los extractos de las especies restantes (21.1, 23.4, 34.3,9.7y 18.4
g 100 mg?p. s., respectivamente). La identificacion cualitativa del tipo de metabolito por

CCF (Cuadro 6) permitio formar tres grupos de extractos vegetales por la actividad
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antifingica observada. En el primero se encontraron los extractos de S. rostratum y E.
arvence gue presentaron menor actividad, en los que se identific6 Unicamente la
presencia de flavonoides. Este tipo de metabolitos se caracterizan principalmente por sus
propiedades medicinales y antioxidantes. Al respecto, Mimica et al. (2008) reportaron las

propiedades antioxidantes de flavonoides aislados de E. arvense.

El segundo grupo comprendio a los extractos de las especies D. stramonium, M. parviflora
y A. ochroleuca que mostraron actividad media; en los extractos de estas especies se
identifico la presencia de alcaloides, lo que podria explicar la actividad observada en
estos extractos;M sin embargo, no existe infromacion publicada de la actividad fungicida

de estos metabolitos.

La variabilidad del perfil de alcaloides en diversas especies vegetales constituye un
mecanismo de defensa quimico, asi como diferente actividad, lo que proporciona
resistencia contra ciertos fitopatégenos (Kinghorn y Balandrin, 1984; Wink, 1992;
Aniszewski, 2007). Principalmente, los alcaloides del grupo quinolizidinicos y tropanicos
han sido méas estudiados por su actividad fungicida (Wink, 1992a; 1993b; Omhiya et al.,
1995). Garcia et al. (2008) reportan la actividad fungicida de alcaloides quinolizidinicos
presentes en Calia secundiflora contra Alternaria solani, Fusarium oxysporum y Monilia
fructicola. Diversos estudios sefialan la presencia de alcaloides tropanicos en D.
stramonium (Robins et al., 1991; Aniszewski, 2007), asi como su actividad antifingica.
Usha et al. (2009) sefialan la actividad de D. stramonium contra Fusarium mangiferae
debido a los alcaloides presentes en diversas partes de la planta (hojas, frutos, semillas

y hojas), asimismo, Haiyan et al. (2005) reportan la actividad contra Alternaria sp.
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En M. parviflora también se ha reportado la presencia de alcaloides, asi como de otros
metaboliltos (compuestos fendlicos y flavonoides) (Farhan et al., en Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa (Tadeg et al., 2005).

Los alcaloides del tipo isoquinolinico y terpenoides se han reportado en A. ochroleuca
(Fletcher et al., 1993) y su actividad antifingica contra algunos hongos fitopatdgenos
(Alternaria alternata, A. brassicae, A. cajani, Bipolaris sp., Curvularia lunata, Curvularia
sp., Colletotrichum musae, Fusarium udum, Helminthosporium sp., H. pennisetti y H.
speciferum) (Singh et al., 2010). Sin embargo, no solamente se han reportado alcaloides
en A. ochroleuca también flavonoides (Chang et al., 2003), aunque en el presente estudio
no se detectaron en el extracto metandlico.

Garcia et al. (2008) mencionan que los alcaloides afectan varios sitios a nivel molecular
(inhibicion del ADN y ARN, inhibicion de la biosintesis de proteinas y ciertas enzimas y
alteracion de la estabilidad de membranas en microorganismos y células animales); como

la inhibicién del crecimiento celular (Wink et al., 1999; Kdrper et al., 1998).

En el dltimo grupo se ubic6 Unicamente al extracto de la especie P. icosandra, en este
extracto se identificé la presencia de terpenoides, lo cual coincide con Angeles et al.
(2011) quienes reportan la actividad de esta especie en el control de Trialeurodes
vaporariorum en un cultivo de jitomate en condiciones de invernadero. Hernandez et al.
(2013) reportan la actividad fungicida de otra especie del género Phytolacca (P.
tetramera) a la concentracion de 15 % en C. gloeoesporoides, atribuida a la presencia de
un tipo de terpenoides, como las saponinas. Las saponinas también se encuentran
presentes en otras especies (Lippia origanoides, Phyllanthus niruri, Azadirachta indica,

Gliricidia sepium, Heliotropium indicum y Calotropis procera). Existen diversos reportes
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de la actividad antifungica de saponinas que demuestran ser una opcion viable para el
control de algunos hongos. Al respecto Lalitha et al. (1991) estudiaron el efecto de las
saponinas contra Penicillium expansum, Cephalosporium acrimonium, Helminthosporium
oryzae y Trichoderma viride extraidas de Madhuca butyracea en Penicillium expansum.
Cephalosporium acrimonium, Helminthosporium oryzae y Trichoderma viride. Segal y
Schlésser (1975) estudiaron el efecto de las saponinas (digitonina, alfa-hederina y
tomatina) contra Botrytis cinerea y Rhizoctonia solani. Barile et al. (2007) estudiaron el
efecto de algunas agliconas de saponinas (sapogeninas) identificadas como aliogenina 'y
neoagigenina, aisladas de bulbos de Allium minutiflorum contra diversos hongos
fitopatogenos (A. alternata, A. porri, Botrytis cinérea, F. oxysporum, F. oxysporum f. sp.
lycopersici, F. solani, Pythium ultimum y R. solani). No se ha reportado la accién fungicida
de saponinas contra C. gloeoesporoides. El mecanismo de acciéon de las saponinas se
debe principalmente al dafio a la membrana que provoca la fuga de materiales celulares,
lo que conduce a la muerte celular (Mshvildadze et al., 2000), mecanismo que podria

explicar la actividad del extracto de P. icosandra en el control de C. gloeoesporoides.

-73 -



Cuadro 13. Andlisis fitoquimico de los extractos metandlicos crudos (-) Ausencia; (+)
Presencia;

Specie Flavonoids Alkaloids Terpenoids References

Alcaloides (Fletcher et al.,
Argemone - + + 1993), (Singh et al., 2010)

ochroleuca y (Chang et al., 2003)
Solanum rostratum + - - Flavonoides (Stern et al.,

2010)

Alcaloides (Robins et al.,
Datura stramonium + + + 1991), (Usha et al., 2009),

(Aniszewski, 2007) y
(Haiyan et al., 2005)

Equisetum arvense + - - Fenoles (Mimica et al.,
2008)
Flavonoides (Farhan et al.,
Malva parviflora - + - 2012), saponinas

(Hernandez et al., 2013),
(Tadeg et al.,, 2005)

- - + Terpenoides (Angeles et

Phytolacca al., 2011)
icosandra Saponinas (Treyvaud et
al., 2000 y Hernandez et

al.,., 2011)

4 CONCLUSIONES
Los extractos hexanicos de las especies Argemone ochroleuca, Solanum rostratum,

Datura stramonium, Malva parviflora, Phytolacca icosandra. y Equisetum arvense no
mostraron actividad fungistatica en comparacion con el extracto metandlico contra C.
gloeosporioides.

El extracto de metandlico de Phytolacca icosandra mostr6 mayor inhibicién del
crecimiento micelial in vitro de la cepa de C. gloeosporioides en comparacion con los
extractos de las especies restantes. La misma tendencia se observo en la evaluacion en
etapa de floracién, donde las flores presentaron necrosis y pudricidn (sintomas tipicos de

la enfermedad) con una efectividad de 60 a 70 % y una eficacia de 71.4 % en el control
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de antracnosis en los frutos en poscosecha, extracto en donde se identific la presencia
de terpenoides. Asimismo, este extracto mostro una eficacia de 71.4 % en el control de
antracnosis en los frutos de papaya en poscosecha. En los extractos de las especies D.
stramonium, M. parviflora y A. ochroleuca se identificé la presencia de alcaloides, estos
mostraron una eficacia de 79.6, 78.4 y 73.8 %, respectivamente, en comparacion con el

de P. icosandra.
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