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ACTIVIDAD FUNGICIDA IN VITRO DE EXTRACTOS ORGANICOS CONTRA
PATOGENOS DEL TOMATE (Solanum lycopersicum)

FUNGICIDE ACTIVITY IN VITRO OF ORGANIC EXTRACTS AGAINST
TOMATO PATHOGENS (Solanum lycopersicum)

José de JesUs Bojérquez Vegal y Marcelo Acosta Ramos?

RESUMEN

La utilizacién de extractos vegetales para el manejo
de enfermedades flingicas en tomate es un recurso
técnico alternativo al empleo de fungicidas
sintéticos. El objetivo de la investigacion fue evaluar
in vitro la actividad antifingica de extractos
metandlicos a partir de hoja de Argemone mexicana,
Croton xalapensis, Foeniculum vulgare, Phytolacca
icosandra yTagetes lemmonii, especies de amplia
distribucién en México, contra Alternaria solani,
Botrytis cinerea y  Fusarium  oxysporum,
fitopatégenos que limitan la productividad en tomate.
Los extractos se obtuvieron mediante equipo
Soxhlet y se analizaron por cromatografia en capa
fina; los bioensayos con estos extractos en
concentraciones de 20, 40, 60 y 80 % aplicados
contra tejido micelial de los patdégenos, se
establecieron con el método modificado de agar
envenenado y también se incluyeron controles
comerciales organico y quimico. Con datos de
inhibicién del crecimiento se hizo andlisis de
varianza, prueba de Tukey (P=0.05) y concentracion
minima inhibitoria (Clso) con el procedimiento Probit.
La inhibicién del crecimiento micelial fue mayor con
extractos de P. icosandra y T. lemmonii que con los
de las otras especies. A la concentracion de 80 %,
el extracto metandlico de P. icosandra, constituido
de alcaloides y flavonoides, presenté efecto de
inhibicién de 100 % contra B. cinerea (Cls0-0.04 %),
de 76 % en A. solani (Cls0=2.8 %) y de 61 % en F.
oxysporum (Clso=40 %); mientras que, con
fungicida, la inhibicién fue 77, 61 y 81 %,
respectivamente y con el producto organico se
lograron inhibiciones de 33, 63 y 70 %,
respectivamente. El extracto de T. lemmonii,
compuesto de flavonoides y terpenoides, mostré
efecto de inhibicion de 100 % contra B. cinerea
(Clso=19 %), de 62 % en A. solani (Clsp de 34 %) y
de 70 % en F. oxysporum (Clso=48 %).

Palabras clave: extractos metandlicos, antifingico, analisis
fitoquimico.

1Tesista, 2Director.

ABSTRACT

The use of vegetable extracts for the management
of fungal diseases in tomatoes is an alternative
technical resource to the use of synthetic fungicides.
The objective of the research was to evaluate in vitro
the antifungal activity of methanolic extracts from
leaf of Argemone mexicana, Croton xalapensis,
Foeniculum vulgare, Phytolacca icosandra and
Tachetes lemmonii, species of wide distribution in
Mexico, against Alternaria solani, Botrytis cinerea
and Fusarium oxysporum, phytopathogens that limit
productivity in tomatoes. The extracts were obtained
by Soxhlet equipment and analyzed by thin layer
chromatography; The bioassays with these extracts
at concentrations of 20, 40, 60 and 80 % applied
against mycelial tissue of the pathogens, were
established with the modified method of poisoned
agar and also organic and chemical commercial
controls were included. With growth inhibition data,
analysis of variance, Tukey's test (P = 0.05) and
minimum inhibitory concentration (CI50) were done
with the Probit procedure. Inhibition of mycelial
growth was greater with extracts of P. icosandra and
T. lemmonii than with those of the other species. At
80% concentration, the methanolic extract of P.
icosandra, constituted of alkaloids and flavonoids,
had an inhibition effect of 100% against B. cinerea
(CI50 = 0.04%), 76% in A. solani (CI50 = 2.8 %) And
61% in F. oxysporum (IC 50 = 40%); While, with
fungicide, the inhibition was 77, 61 and 81%,
respectively and with the organic product inhibitions
of 33, 63 and 70% respectively were achieved. The
extract of T. lemmonii, composed of flavonoids and
terpenoids, showed 100% inhibition effect against B.
cinerea (CI50 = 19%), 62% in A. solani (CI50 34%)
and 70% in F. oxysporum (CI 50 = 48%).

Keywords:  methanolic
phytochemical analysis.

extracts,  antifungal,
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INTRODUCCION

En el afio 2015, para México se reporta una produccion de tomate de 3 098
329.41 toneladas y el estado de Sinaloa con el primer lugar en produccién con
849 341.95 T; En segundo lugar, Michoacan con 223 677.84 T y otros no
menos importantes como San Luis Potosi, Baja California y Jalisco (SIAP,
2016).

Los problemas fitosanitarios son la principal limitante del cultivo de tomate en
las zonas productoras de México, tanto en produccion convencional como
organica. Por su importancia econémica, destacan las enfermedades fungosas,
las cuales afectan ramas, peciolos, hojas, tallos y frutos, causando una

disminucién considerable de la produccion. (Jones et al., 2001).

El tizén temprano inducido por Alternaria solani es un hongo que afecta el follaje
del tomate en invernadero y campo abierto, el 79 % de las pérdidas en este
cultivo se deben a este devastador patégeno (Leiminger et al., 2014). Botrytis
cinerea es causante del moho gris y puede infectar hojas, tallos, flores, frutos y
se han reportado pérdidas en la produccién que van del 20 al 50 % cuando las
condiciones de humedad relativa son altas y temperaturas bajas, principalmente
en invernadero (Ji et al.,, 2012). Otra enfermedad muy agresiva en todas las
regiones productoras de tomate es la marchitez vascular ocasionada por
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, la cual tiene su origen en el suelo, es un
factor limitante para la produccion, ocasionando pérdidas en el rendimiento del
45 al 50 % (Ramybharathi et al., 2012; Fasio et al., 2003).

El control quimico de estos patégenos permite el aumento de la productividad y
calidad de la cosecha, pero no es apropiado, ya que su uso indiscriminado no
solo ha puesto en situacion de riesgo a la salud humana y animal, también
amenaza al ambiente por las sustancias contaminantes de dificil degradacion
(Kumar et al., 2007). En un intento de modificar esta condicién, se han

adoptado métodos alternativos de control., entre ellos, el uso de extractos de



plantas como fuente natural de sustancias antimicrobianas, consideradas como
seguras y que se pueden degradar por los microorganismos del suelo, ademas,
no representan problema alguno a la salud o al ambiente en cualquier

concentracion que se utilicen (Yang et al., 2010).

En diferentes estudios fitoquimicos se han determinado grupos de compuestos
involucrados en el efecto antifingico en varias especies de plantas como es el
caso de saponinas, alcaloides, aceites esenciales, entre otros metabolitos
secundarios (Montes-Belmont et al., 2000), estas sustancias han evolucionado
para proteger a las plantas del ataque de patégenos (Benner, 1993).
Numerosos estudios en laboratorio, invernadero y campo han demostrado el
potencial de extractos de plantas para el control de plagas y enfermedades en
la agricultura por lo que es promisoria su inclusidbn en programas de manejo
integrado de plagas. La realizacion de estudios que permitan extraer, conocer
su fitoquimica y evaluar extractos nuevos de diferentes plantas que no se hayan
evaluado con anterioridad es de gran importancia para generar opciones

prometedoras en el manejo organico de los principales patdogenos del tomate.

Los extractos vegetales se han definido como un concentrado obtenido por
tratamiento de productos vegetales con solventes apropiados, tales como agua

metanol, etanol, hexano, cloroformo y éter dietilico (Castillo et al., 2010).

Se ha evaluado el efecto de extractos metanodlicos de diferentes especies de
plantas para inhibir el crecimiento micelial de A. solani. Jabeen et al. (2014)
reportaron que el extracto metandlico de hoja de Melia azedarach a 5 % tiene
una fuerte actividad antifungica, retardando el crecimiento del diametro de la
colonia en un 90 %. También, Singh et al. (2010) encuentran que el extracto
metanodlico crudo de Acorus calamus y Celestrus paniculatus a 5 000 ug ml?

fueron altamente eficaces contra este patdégeno.

Para B. cinerea los extractos obtenidos con metanol han presentado actividad

biol6gica. Bahraminejad et al. (2015) con extractos metandlicos crudos de 43



especies de plantas pertenecientes a 27 familias encontraron que los extractos
de hojas de Allium hirtifolium, Haplophylum perforatum y el extracto de
inflorescencias de A. hirtifolium y Dodonaea viscosa tienen mayor efecto
inhibitorio (= 50 %) contra este hongo.

El extracto metandlico de raiz y hoja de rabano al 6 % mostr6 mayor actividad
antifungica reduciendo 39 y 52 % respectivamente, el crecimiento micelial de F.
oxysporum f. sp. lycopersici, por lo que, esta especie podria ser explotada para
el manejo de la marchitez vascular en tomate (Javaid y Bashir, 2015).

Los extractos de hoja de Argemone mexicana han sido reportados con actividad
fungitoxica contra hongos patdogenos de frutas como es Alternaria alternata,
Dreschlera halodes, Helminthosporium speciferum y Curvularia tuberculata
(Srivastava y Srivastava, 1998), pero no del extracto metandlico para A. solani,
B. cinerea y F. oxysporum. Esta planta es fuente de una gran diversidad de
compuestos quimicos que incluyen alcaloides, terpenoides, esteroides,
carbohidratos, alcoholes alifaticos de cadena larga y acidos carboxilicos,
aminoacidos, flavonoides y otros compuestos fendlicos que pueden brindar

actividad antifangica (Brahmachari et al., 2013).

Algunos extractos de especies del género Croton han manifestado actividad en
hongos. Gurgel et al. (2005) reportan el efecto antifingico in vitro de Croton
urucrana en hongos dermatofitos. La actividad biolégica de extractos
metanolicos de especies de este género en hongos fitopatbgenos como A.
solani, B. cinerea y F. oxysporum es muy poco reportada, por lo que surgen
como objeto de estudio ya que se sabe que en estas plantas se han identificado
esteroides, alcaloides, flavonoides, cumarinas y una gran variedad estructural

de diterpenos mediante resonancia magnética (Junior et al., 2006).

Los resultados del efecto del aceite esencial de Foeniculum vulgare indican que
poseen capacidad antimicética al reducir el crecimiento micelial y germinaciéon
de esporas de diferentes hongos fitopatdgenos como Sclerotinia sclerotiurum,

Aspergillus niger, A. flavus, Fusarium graminearum y F. miniliforme (Soylu et al.,
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2007). Esta especie es rica en monoterpenos, fenoles y glucosidos fendlicos.
Sin embargo, el efecto que puedan tener los extractos metandlicos de esta
especie para otros hongos podria ser diferente, asi como su composicion

quimica.

El extracto hexanico y metandlico de Phytolacca icosandra tiene efecto en
hongos fitopatbgenos de importancia econdmica, principalmente para
Colletotrichum gloesporioides y C. fructicola respectivamente. Inclusive para
hongos patégenos de humanos, pero no se sabe su efecto en otros hongos
fitopatbgenos importantes como A, solani, B. cinerea y F. oxysporum. Estas
plantas son ricas en metabolitos secundarios como terpenoides, flavonoides,

esteroides, cumarinas, ligninas y saponinas (Williams et al., 2002).

Algunas especies de Tagetes tiene actividad antifingica sobre hongos de
importancia agricola. Principalmente, se le ha atribuido a la presencia de
monoterpenos en el aceite esencial de diferentes especies, pero es poco
informada la actividad de otros extractos en hongos. Para T. lemmonii es poca
la informacion sobre su actividad biologica y solo se conocen los monoterpenos

presentes en el aceite esencial.

La actividad antimicrobiana de los extractos vegetales depende en gran medida
a diferentes factores como: la familia de la planta de interés, el género, la
especie, condiciones abidticas del area de colecta, la polaridad del solvente de
extraccion, las concentraciones a probar y los microorganismos usados
(Mohammadhosseini et al., 2017). Un aspecto metodologico necesario en la
evaluacion de la actividad biolégica de extractos, debe ser la verificacion al
menos de los grupos quimicos importantes, sobre todo cuando se trata de

recursos naturales locales.

Con base en lo anterior se realiz6 la presente investigacion con los siguientes:



1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antifingica de extractos metandlicos de hoja de Argemone
mexicana, Croton xalapensis, Phytolacca icosandra y Tagetes lemmoni
mediante bioensayos in vitro para inhibir el crecimiento micelial de Alternaria

solani, Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum.

1.2 Objetivos especificos

e Determinar cualitativamente la presencia de terpenoides, flavonoides y
alcaloides por cromatografia en capa fina en los extractos evaluados.
e Evaluar la actividad antifangica de los extractos de hoja in vitro para el

control de Alternaria solani, Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum.

1.3 Hipodtesis

» Los extractos metandlicos de las especies estudiadas poseen actividad
antifangica diferente contra el crecimiento micelial de A. solani, B.

cinereay F. oxysporum.



2 MARCO DE REFERENCIA
2.1 Generalidades del cultivo de tomate

2.1.1 Origen

El tomate (Solanum lycopersicum L.), tiene su centro de origen en una regiéon
de los Andes en Perd, Ecuador y Chile (Jones, 2001). La domesticacion de la
especie parece ser que ocurrié fuera de su centro de origen, y la realizaron los
primeros pobladores de México. A partir de 1900, se extendi6é el cultivo como
alimento humano en todo el mundo y actualmente ocupa un lugar importante
entre las hortalizas. Ademas, es una importante materia prima para la industria
de la transformacion (FAO, 2002).

2.1.2 Importancia econdémica

SAGARPA (2010) sefiala que el tomate es la hortaliza de mayor importancia en
todo el mundo y la de mayor valor econémico, su demanda aumenta
continuamente y con ella su cultivo, produccion y comercio. El incremento anual
de la produccion en los ultimos afos se debe principalmente al aumento en el
rendimiento y en menor proporcion al aumento de la superficie cultivada. Las
actividades agronomicas y la comercializacion del tomate rojo generan 72 mil
empleos directos y alrededor de 10.7 millones de empleos indirectos. El valor
de la produccion de esta hortaliza es de 12 mil 700 millones de pesos. La
situacion geografica de México y la utilizacion de tecnologias permiten la
explotacion en dos ciclos agricolas: otofio-invierno donde se produce el 55 %, y
el resto en primavera-verano; en zonas de riego se produce el 85 % y el 25 %
en areas de temporal, del total de la produccion anual respectivamente (Rios et
al., 2003).



2.1.3 Producciéon mundial

Los paises que ocuparon el primer lugar en produccién de tomate a nivel
mundial fueron China, India y Estados Unidos de América, México ocupo6 el
décimo lugar de esta lista (Cuadro 1) (FAO, 2015).

Cuadro 1. Paises productores de tomate en 2015.

Posicion Pais Produccion (Ton)  Valor unitario ($/Ton)
1 China 50 552 200 18 682 273.24
2 India 18 227 000 6 736 043.03
3 Estados Unidos de 12 574 550 4 647 101.00
América
4 Turquia 11 820 000 3712971.76
5 Egipto 8 533 803 3153 786.37

Fuente: FAO, 2015.

2.1.4 Produccién nacional

En México se produce tomate todo el afio y en 2015 hubo una produccion total
de 3 098 329.41 toneladas. Durante los primeros meses del afio es cuando se
genera el tope de produccion nacional en el Estado de Sinaloa (Cuadro 2), que
abastece al mercado nacional y la mitad del norteamericano. Por otro lado,
durante el verano, la produccion de los estados del centro, occidente y Baja
California son los que abastecen la demanda interna y de exportacion.
Finalmente, en los meses de agosto a diciembre son otras entidades las que
cubren la produccién (SIAP, 2016).



Cuadro 2. Estados productores de tomate en México en 2015.

Estado Produccion (t) Superficie cosechada (ha)
Sinaloa 849,341.95 12,833.08
Michoacan 223,677.84 6,960.30
San Luis Potosi 221,561.27 2,349.45
Baja California 220,847.72 2,821.50
Jalisco 161,804.59 2,216.43

Fuente: SIAP, 2016.

2.1.5 Exportacion

El tomate es el principal producto agroalimentario de exportaciéon en México con
un valor promedio anual de 899 millones de ddlares en el periodo 2000-2009;
Norteameérica es su principal mercado con el 95 % (Estados Unidos y Canada).
La oferta de tomate es grande y diversificada ya que, en toda la region de
Norteamérica, se comercializan variedades producidas a cielo abierto, casa
sombra e invernaderos; los tomates cultivados tradicionalmente en suelo,
hidroponia y organicos son los de mayor presencia en el mercado (SAGARPA,
2014).

2.1.6 Produccion de tomate organico en México

Los cultivos organicos crecen un 22 % al afio en México, durante la Ultima
década, la agricultura organica ha mostrado ser una alternativa muy
prometedora para el campo mexicano, al pasar de 21 265 a 512, 246 hectareas
sembradas, con una produccion de alrededor de 750 000 toneladas al afo. La
produccion de estos productos en México aun es incipiente, con crecimientos
anuales del 22% en promedio durante los Ultimos cinco afos; el reto es que al
cierre de cada afio se logre por lo menos el 32 %. Actualmente, el 85 % de la
produccioén organica de México se destina a la exportacion, principalmente a los
mercados europeos y estadounidenses, lo que representa un valor econémico

superior a 600 millones de ddlares; mientras que, en el mercado nacional, que
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se estima en un valor de 1 174 millones de pesos, se registra un crecimiento del
10 por ciento anual en la demanda de este tipo de alimentos certificados
(Linares, 2014).

El Consejo Nacional de Produccién Organica (CNPQO) en México reporta que los
ingresos en divisas por las exportaciones de productos organicos son de
alrededor de 400 millones de dolares promedio anual. Dada la importancia que
tiene el sector organico en México, se expidio el 7 de febrero de 2006 la Ley de
Productos Organicos (LPO) y el 1 de abril de 2010 el Reglamento de la Ley con
el fin de reglamentar los sistemas de producciéon organica e impulsar
comercialmente tanto a nivel nacional como internacional los productos
organicos en México (CNPO, 2016).

La produccion orgéanica intensiva de tomate en nuestro pais se lleva a cabo en
Baja California Sur y algunas regiones de Sinaloa y Sonora, con rendimientos
bajos, por lo que es conveniente producir en invernadero, buscando
rendimientos mucho mas elevados con la aplicacion de insumos organicos para

garantizar la obtencion de un producto organico e inocuo (Cano, 2004).

2.2 Manejo fitosanitario en la produccion organica de tomate

La produccion de cultivos organicos se caracteriza parcialmente por la ausencia
de plaguicidas vy fertilizantes sintéticos, debido a que las practicas de manejo
promueven la salud del ecosistema. Las practicas en la agricultura organica se
rigen por normas formuladas por la Federacién Internacional de Movimientos de
Agricultura Orgéanica (IFOAM) y reguladas por organismos de certificacion
nacionales. Los objetivos de las normas de la IFOAM para el manejo de plagas
y enfermedades se basan en trabajar en el manejo integrado de estas en lugar
de eliminarlos, fomentar y mejorar los ciclos biol6gicos dentro del sistema
agricola, evitar la contaminacién procedente de la agricultura convencional,
mantener la diversidad genética del sistema agricola y su entorno y considerar
el impacto social y ecolégico del sistema agricola. Se hace hincapié en la

prevencion de los problemas fitosanitarios (USDA, 2011).



Los extractos de muchas especies de plantas pueden ser toxicas para
patdgenos y plagas de las plantas, algunos se permiten bajo directrices
organicas. Varios extractos de plantas han sido formulados para su uso contra
insectos. Por ejemplo, los extractos de yuca y de citricos estan en la lista OMRI
(Instituto de Revision de Materiales Organicos) como productos comerciales
para la agricultura organica. Estos insecticidas naturales son frecuentemente
aprobados para usarse en la produccién organica, pero pueden tener efectos
secundarios sobre insectos benéficos como abejas y depredadores de insectos
plaga (Leteourneau y Bruggen, 2006). Los mecanismos de accién de estos
extractos no suelen estar claros, pero si logran tener un efecto directo sobre las
plagas y patdgenos, o a través de la resistencia inducida en las plantas. A pesar
de que los extractos de plantas y agentes microbianos pueden ser eficaces en
comparacion de no aplicar algun tratamiento, estos son frecuentemente menos
eficaces que los fungicidas sintéticos, por lo que, el manejo fitosanitario de los

cultivos debe tener un enfoque integrado (Van Bruggen, 1995).

2.3 Hongos fitopatdogenos de importancia en tomate

Los problemas de mas importancia que se presentan en el desarrollo del cultivo
de tomate es el ataque de plagas y enfermedades altamente dafinas, afectando

de manera significativa la produccién y calidad de los frutos (Jiménez, 2014).

2.3.1 Tizon temprano (Alternaria solani)

2.3.1.1 Generalidades de la enfermedad

El género Alternaria es muy comudn en un gran namero de especies vegetales
causando dafios en pre y poscosecha de productos agricolas, incluyendo
cereales, frutales y hortalizas. En tomate (Solanum lycopersicum) y en papa
(Solanum tuberosum), A. solani es causante de la enfermedad conocida como
tizén temprano y es de las mas importantes y frecuentes de estos cultivos en el
mundo y el poder destructivo de la enfermedad es considerable; ataca hojas y
tallos donde con el tiempo puede llegar a causar defoliaciéon de las plantas

reduciendo el rendimiento y calidad de la fruta (Chaerani et al.,, 2007). La
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susceptibilidad a tizon temprano se asocia generalmente con el tejido maduro y
es mas comun durante la fase de fructificacion llegando a ocurrir graves
epidemias, dado que las hojas mas viejas y senescentes son mas susceptibles
(Maiero et al., 1990).

2.3.1.2 Pérdidas por la enfermedad

El tizon temprano es una de las enfermedades més catastroficas que causan
fuertes pérdidas econdmicas en el cultivo de tomate en el mundo (Mathur y
Shekhawat, 1986). Cerca del 79 % de las pérdidas en este cultivo se deben a
esta devastadora enfermedad, ya que el hongo posee una gran diversidad de
hospedantes, patogenicidad, propiedades fisico-quimicas y relaciones
epidemiologicas (Leiminger et al., 2014). Desde hace varias décadas se ha
estudiado el impacto que ocasiona el ataque de tizén temprano en tomate, y en
un experimento realizado por Basu (1974) en pruebas de campo encontré que
es necesario un 60 % de defoliacion para obtener 10 % de frutos infectados y la
reduccion del rendimiento varia del 10 al 34 % con una pérdida que va del 13 al
37 % en la calidad debido a la fruta manchada. Aunado a lo anterior, es
necesario gastar en aplicaciones de fungicidas, lo que se traduce en pérdida
econOmica para el agricultor y de acuerdo con Lopes y Santos (1994), esto
representa el 30 % del costo de produccion. Una encuesta realizada en Brasil
en la zona productora de tomate del Estado de Minas Gerais sefialéo que la
incidencia del tizén temprano fue del 88 % y se tuvieron que realizar 18
aplicaciones de fungicidas durante el ciclo del cultivo para controlar la
enfermedad (Vale et al., 1992).

2.3.1.3 Proceso de infeccidn

El hongo puede sobrevivir en el suelo, residuos de cultivo, malezas, semillas y
es dispersado con la ayuda del viento, agua, insectos, trabajadores y
maquinaria agricola (Jiménez, 2014). Es probable que la infeccion primaria sea
causada por el hongo que estd en el suelo, contribuyendo a ella los dias

lluviosos o0 humedos y la temperatura ambiental de 24 °C. Los conidios
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germinan a un 6ptimo de entre 28 y 30 °C con alta humedad relativa. El hongo
produce &cido alternarico, toxina causante de la clorosis alrededor de la

mancha necrética (Tlapal, 2010). Su ciclo biolégico se muestra en la Figura 1.

| Early lesions
on leaf, stem,
and fruit

Germinating

conidium /’ I

pfoduced
oninfected . S ¢ €

Penetration through wound Invasion of stem or fruit

Comidium

Conidia or mycelium
overwinter in infected
plant debris, on seeds,
tubers, etc.

Lesions on Frut rot lesions Lesions on Lesions on stem Collar rot and
potato tuber on tomato tomato leaf damping off

Figura 1. Desarrollo y sintomas de la enfermedad causada por Alternaria en tomate.

2.3.1.4 Sintomas de la enfermedad

La enfermedad aparece en hojas, tallos, peciolos, ramas y frutas, bajo
condiciones favorables causa defoliacidon, secado de ramas y caida prematura
de frutos lo que ocasiona pérdidas del 35 al 78 % en el rendimiento (Datar y
Mayee, 1982). En tomate las lesiones en hojas se presentan como manchas en
forma de anillos concéntricos de color oscuro y hundidos que luego se tornan
de una consistencia parecida al papel (Figura 2), estas lesiones se agrandan,

se unen y causan la muerte de la hoja (Pseheidt, 1985).
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Fig. 2. Sintomas de Alternaria solani en hojas de tomate.

2.3.1.5 Control de la enfermedad

Como una primera medida de control de la enfermedad, se recomienda usar
materiales tolerantes o resistentes al patégeno dentro de un manejo integrado
de enfermedades, sin embargo, no hay una variedad de tomate disponible con
niveles aceptables de resistencia a tizon temprano (Grigolli et al., 2011). El
método de control usualmente es la aplicacion de mudltiples fungicidas de
contacto y sistémicos de diferentes grupos quimicos como los carbamatos
(Mancozeb y Maneb), Ftalonitrilos (Clorotalonil), Estrobilurinas (Azoxistrobin y
Piraclostrobin) y Carboxamidas (Boscalid). El Pirimetanil quiza es el fungicida
mas usado para el control de A. solani ya que actua bloqueando la excrecion de
las enzimas hidroliticas implicadas en la patogénesis y de una inhibicion de la
biosintesis de metionina y otros aminoacidos en las células fuangicas (Leroux y
Gredt, 1996). Sin embargo, hay un alto riesgo de que las poblaciones de
Alternaria generen resistencia a fungicidas (Pasche et al., 2004). Por esta
razon, el uso de fungicidas no se considera una solucion a largo plazo, ademas
de presentar riesgos de exposicion a residuos y peligros ambientales. En un
intento por modificar estas condiciones se han adoptado algunos métodos

alternativos de control (Latha et al., 2009).
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2.3.1.6 Empleo de extractos vegetales

Diversos estudios han demostrado que los extractos de plantas controlan in
vitro e in vivo de manera eficaz el desarrollo de A. solani. Ravikumar y
Garampalli (2013) usan extractos acuosos de 39 plantas de la India, de estos
solo 13 reducen significativamente el crecimiento micelial del patogeno,
reportan una tasa de inhibicion superior al 20 % en siete extractos a la
concentracion de 4 %, los cuales son: Crotalaria trichotoma (36.6 %), Citrus
aurantifolia (27.3 %), Azadirachta indica (23.7 %), Polyalthia longifolia (23.3 %),
Datura metel (21.3 %), Muntingia calabura (20.09 %) y Oxalis latifolia (20.09 %).
A concentracion de 2 %, seis extractos muestran una inhibicién significativa del
crecimiento: C. trichotoma (16.6 %), A. indica (10 %), Capsicum annum (7.1 %),
D. metel (6.6 %), P. longifolia (6.3 %) y C. aurantifolia (5.5 %).

En otro estudio, se examind el potencial antifungico in vitro de tres plantas
medicinales silvestres, que son Acacia nilotica, Achillea fragrantissima y
Calotropsis procera. Los extractos acuosos y etandlicos de todas las plantas
reducen el crecimiento micelial y la germinacion de conidios, sin embargo, los
extractos etanodlicos son mas eficaces y dentro de estos el extracto de C.
procera exhibe mas potencial antifingico. Al observar por microscopia
electronica de barrido, hay alteraciones en la morfologia y estructura del
patdgeno cuando fue sometido al extracto etandlico de C. procera a una
concentracion de 20 % (Baka y Rashad, 2016).

El extracto foliar de Allium cepa muestra la mayor inhibicion del crecimiento
micelial (87 %) de A. solani in vitro. El ensayo in vivo indica que el extracto de
A. cepa en mezcla con Pseudomonas fluorescens y Bacillus subtilis reduce la
incidencia del tizén temprano, ademas incrementa la acumulacion de enzimas
de defensa en las plantas de tomate tratadas con esta mezcla, en comparacién

con el control (Latha et al., 2009).
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2.3.2 Moho gris (Botrytis cinerea)

2.3.2.1 Generalidades de la enfermedad

Botrytis se refiere a un grupo de especies de hongos que infectan una gran
variedad de cultivos agricolas como hortalizas, ornamentales, frutales, granos,
bulbos, fibras y oleaginosas, no solo en campo y en invernadero, si no también
durante el almacenamiento y traslado (Jackson, 2014). Es el patdgeno que
induce una de las enfermedades mas comunes y ampliamente distribuidas en
todo el mundo y aparecen principalmente en forma de tizones de
inflorescencias y pudriciones del fruto. Bajo condiciones humedas, el hongo
produce una capa fructifera conspicua de moho gris sobre los tejidos
infectados, una caracteristica de las enfermedades por Botrytis (Agrios, 2005).
En el cultivo de tomate, B. cinerea es causante de la enfermedad conocida
como moho gris y es una amenaza grave y constante tanto en campo abierto
como invernadero en muchos paises del mundo, el agente causal infecta hojas,
tallos, flores y frutos, ya sea por penetracion directa o por heridas causadas en
practicas del cultivo, la infeccion es estimulada por alta humedad relativa y

bajas temperaturas (Williamson et al., 2007).

2.3.2.2 Pérdidas por la enfermedad

Las pérdidas econdmicas causadas por B. cinerea en productos agricolas
pueden ser graves, ya que el hongo provoca importantes enfermedades en pre
y post cosecha de muchos cultivos, lo que da como resultado pérdidas
econdmicas anuales de 10 a 100 billones de dolares en Estados Unidos de
América y el mundo, lo que lleva a una inestabilidad en el suministro de
alimentos (You et al., 2016). Al respecto, Ji et al., (2012) reportan pérdidas en
rendimiento de fruta de tomate del 20-50 % en China antes de la cosecha
debido a la infeccion por B. cinerea. La merma econémica no solo esta
relacionada con la disminucion del rendimiento, sino también por el gasto que
se genera para el control de la enfermedad, de acuerdo a Dean et al., (2012),

alcanz6 hasta aproximadamente 1.5 mil millones de dolares por afio.
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2.3.2.3 Proceso de infeccién

B. cinerea sobrevive como micelio en residuos de plantas o como esclerocio en
el suelo (Figura 3), en las principales areas puede persistir a través del afo
sobre alguno de sus multiples hospedantes alternos. Es un fuerte competidor
saprofitico, coloniza y esporula sobre tejido senescente y muerto de muchas
especies de plantas. Los conidios son dispersados por el viento, pero también
pueden ser diseminados por el salpique del agua de lluvia. El in6culo primario
son los conidios, en la mayoria de los casos, pero los esclerocios juegan su
papel al germinar como micelio, el cual puede infectar directamente. El papel de
las ascosporas, si las hay es desconocido en el ciclo de la enfermedad. Las
temperaturas de 18 a 32 °C y humedades relativas de 90-95 % son ideales para
el crecimiento, esporulacion, liberacion de esporas y germinacion de conidios
(Tlapal, 2010).

2.3.2.4 Sintomas de la enfermedad

El hongo puede infectar todas las partes de la planta de tomate, pero la
infeccion en tallos en variedades de crecimiento indeterminado de ciclo largo
puede ser altamente perjudicial. ElI patégeno invade los tallos a traves de
heridas resultantes en la poda y durante la cosecha (Figura 4), y este inéculo
llega hasta flores y frutos jovenes, lo que luego conduce a caida prematura de
estos 6rganos. En frutos inmaduros provoca un sintoma que se conoce como
mancha fantasma que se piensa es causada por la germinacion de esporas del
hongo, en frutos maduros a menudo causa pudricion lo que afecta

adversamente la comercializacion (O Neill et al., 1997).
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Fig. 3. Desarrollo de las enfermedades producidas por moho gris Botrtyis.

Fig. 4. Moho gris y cancro en tallo de tomate.
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2.3.2.5 Control de la enfermedad

En todo el mundo, Botrytis es probablemente el patdgeno mas dificil de
controlar, no existe resistencia varietal a este hongo, aunque la edad fisiologica
de los tejidos es un factor importante que determina la incidencia y gravedad de
la infeccidn y las variedades parecen diferir en susceptibilidad (Dik y Wubben,
2007). La mejor préactica actual dentro de un manejo integrado de la
enfermedad es mediante la manipulacion de las condiciones ambientales, sin
embargo, el control de la enfermedad se logra generalmente mediante el uso de
fungicidas sintéticos. Jackson (2014) menciona que la alta produccién de
esporas y su capacidad para ser dispersadas a largas distancias hacen que el
hongo prolifere rapidamente, lo que lleva a realizar al menos una aplicacion de
fungicidas por semana. Desde los afios 90°s se han usado fungicidas
sistémicos de diferentes grupos como los benzimidazoles (Carbendazim),
dicarboxamidas (Procimidona) y N-fenilcarbamatos (Diethofencarb) en rotacion
con fungicidas de contacto tales como Clorotalonil y Captan (Leroux et al.,
2007). Con el desarrollo de fungicidas sistémicos mas selectivos, hay una
tendencia a sustituir estos compuestos. Ejemplos eficaces contra Botrytis
incluyen dicarboxamidas (Iprodiona, Procimidona, Vincololina);
anilinopirimidinas  (Ciprodinil,  Mepanipirim,  Pirimetanil);  hidrocarburos
aromaticos (Dicloran), fenilpirroles (Fludioxonil) e hidroxianilidas (Fenhexamida)
(Jackson, 2014), este ultimo grupo es de los mas usados para las
enfermedades causadas por Botrytis ya que suprime la biosintesis de ergosterol
en los hongos (Debieu et al., 2001). En los udltimos afos, la resistencia a
fungicidas ha sido frecuentemente reportada en B. cinerea, lo cual es motivo de
gran preocupacion debido a la alta variabilidad genética, el ciclo de vida corto y
la prolifica reproduccion del patégeno (Malandrakis et al., 2011). La resistencia
a carbendazim y a diethofencarb en B. cinerea ha sido reportada
frecuentemente y estd asociada con mutaciones puntuales en el codén 198 o
200 en el gen de la B-tubulina (Ma y Michailides, 2005). Los fungicidas del grupo
de las dicarboxamidas han sido los mas usados para el control de moho gris

durante muchos afios y en diversos paises han surgido poblaciones resistentes
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a estos compuestos. Ma et al (2007) consignan que la resistencia a estos
fungicidas esta relacionada con el gen Bosl de la histidina quinasa, dos
componentes importantes en B. cinerea. Esta caracteristica negativa de los
fungicidas sintéticos, ademas de los efectos adversos en el medio ambiente, ha
provocado la necesidad de desarrollar nuevas alternativas de control de la
enfermedad reduciendo la aplicacion de fungicidas convencionales. El
benzotiadiazol, una nueva clase de agente de control de enfermedades, posee
la nueva propiedad de inducir resistencia sistémica adquirida. Se ha encontrado
gue activan la sintesis de fenoles en plantas que aumenta la resistencia a las
enfermedades. Estos agentes selectivos tienen la ventaja de contaminar menos
el medio ambiente, ademas de tener la capacidad de penetrar los tejidos de las
plantas y ser traslocados en sistema vascular, por lo tanto, tienen la propiedad
de ser curativos, asi como evitar el lavado por lluvia y proteccion contra
radiacion ultravioleta (Jackson, 2014). El control biologico utilizando
microorganismos antagonistas naturales ha sido ampliamente estudiado, y se
ha demostrado que algunos hongos como Trichoderma y bacterias del genero
Bacillus son eficaces contra el moho gris en tomate. Los aceites esenciales de
plantas y extractos vegetales pueden ser alternativa como agentes de control
de enfermedades ya que constituyen una rica fuente de productos quimicos
bioactivos los cuales tienen actividad contra un namero limitado de especies,
ademas son biodegradables a productos no toxicos, por lo tanto, son

potencialmente atiles como fungicidas (Balandrin et al., 1985).

2.3.2.6 Empleo de extractos vegetales

Se han publicado distintos trabajos donde los autores tratan de encontrar una
alternativa a los fungicidas sintéticos usados actualmente en el control de moho

gris.

El crecimiento de B. cinerea, Fusarium spp. y Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis se inhibié por los aceites esenciales de orégano y tomillo a
concentraciones de 85 a 1 000 mg mlt. La composicién quimica de los aceites

se determind por cromatografia de gases acoplado a masas, el timol es el
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componente principal del aceite de orégano, mientras que el aceite de tomillo es

rico en carvacrol (Daferera et al., 2003).

Por otro lado, Ribera et al. (2008), indican que el extracto acuoso y etandlico de
los brotes in vitro de Quillaja saponaria reduce la germinacion conidial y el
crecimiento micelial de B. cinerea, siendo el extracto etandlico el mas activo.
Ademas, se redujo el area de dafio producido por este hongo en hojas de
tomate y fresa pre tratadas con este extracto. El andlisis por HPLC del extracto
mostré que contiene saponinas y algunos compuestos fendlicos, tales como
acidos clorogénico, cafeico, vanilico y salicilico, y escopoletina, que se han

identificado como agentes antifiingicos en hongos fitopatégenos.

El extracto de cloroformo-metanol, obtenido de la corteza de Zanthoxylum
rhoifolium, mostrd un efecto fungistatico en B. cinerea, Sclerotinia sclerotiorum,
Alternaria alternata, Colletotrichum gloesporioides y Clonostachys rosea. Se
determina que la inhibicion en B. cinerea se debe a la presencia en el extracto
del alcaloide O-metilcapaurina quien inhibe (91 %) la expresion del gen BcatrB,
el cual participa en la resistencia a una amplia gama de compuestos

xenobidticos (Carotenuto et al., 2015).

2.3.3 Marchitez vascular (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici)

2.3.3.1 Generalidades de la enfermedad

F. oxysporum ha sido estudiado principalmente por su capacidad para causar
enfermedad en plantas econdmicamente importantes, su distribucion y actividad
ecoldgica reflejan un repertorio mucho mas diverso. F. oxysporum esta entre los
hongos mas comunmente aislados de raices de plantas asintomaticas (Gordon
et al., 1989). Para ubicar las variantes patdégenas conocidas dentro de F.
oxysporum, Synder y Hansen proponen 25 formas especiales, esta designacion
tiene por objeto describir las capacidades fisioldgicas de los hongos y no forma
parte de la jerarquia taxondmica formal. El concepto de forma especial ha sido
atil para identificar un subconjunto de aislamientos que afectan la producciéon de

un cultivo susceptible a la marchitez por Fusarium (Synder y Hansen, 1940).
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Entre las enfermedades mas importantes que atacan al cultivo de tomate se
encuentra la marchitez vascular, cuyo agente causal es Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici (Sacc.) Synder y Hansen, es responsable de pérdidas en los
rendimientos de hasta un 60 %, afectando también la calidad del producto. Esta
enfermedad afecta al menos en 32 paises y en gran diversidad de condiciones,
informandose hasta el momento la existencia de tres razas, las cuales se
distinguen por su virulencia en materiales que contienen genes de resistencia
(Amaral et al., 2008). La enfermedad es mas agresiva en climas calidos y
suelos con textura arenosa, sin embargo, fuertes infecciones en cultivares
susceptibles se han reportado bajo condiciones de invernadero. Los dafios se
presentan con mayor severidad cuando las plantas son sometidas a un periodo
de estrés hidrico, principalmente en la etapa de floracion y fructificacion
(Ramirez, 1998).

2.3.3.2 Pérdidas por la enfermedad

El hongo es de los patdgenos mas importantes del suelo que causan
enfermedades en tomate, tiene la capacidad de persistir por periodos muy
largos en el suelo sin la presencia de un hospedante (Larena et al., 2003). En la
actualidad la marchitez vascular causa grandes mermas en tomate en el campo
y en invernadero, siendo un factor limitante para la produccion. Ramyabharathi
et al., (2012) refieren pérdidas en el rendimiento del 45 % en la India, pero en
México del 50% (Fasio et al., 2003) y en Sinaloa del 60 % (Garcia, 2001).

2.3.3.3 Proceso de infeccion

El patégeno es un organismo que habita en el suelo y que sobrevive en los
cultivos en los restos de plantas infectadas que yacen en el suelo en forma de
micelio y en cualquiera de sus formas de esporas, pero lo hace con mayor
frecuencia en forma de clamidosporas, sobre todo en regiones templadas frias.
Se propaga a cortas distancias a través del agua y el equipo agricola
contaminado, y a grandes distancias principalmente en los trasplantes
infectados o en el suelo que va en ellos. Es frecuente que una vez que un area
haya sido infectada por Fusarium se mantenga asi por tiempo indefinido. Los
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tubos germinales de los conidios o el micelio penetran directamente en las
puntas de las raices o entran en estas Ultimas a través de heridas o a nivel de la
zona donde se forman las raices laterales. EI micelio del hongo se propaga
intercelularmente a través de la corteza de la raiz y llega al tejido vascular. Se
mantiene entonces exclusivamente en los vasos y viaja a través de ellos,
principalmente en sentido ascendente, hacia el tallo y la corona de la planta.
Cuando se encuentra en los vasos, dicho micelio se ramifica y produce
microconidios que son desprendidos y llevados hacia la parte superior de la
planta en el torrente de la savia. Los microconidios germinan en el punto donde
cesa su movimiento ascendente, el micelio penetra la pared superior del vaso y
el hongo produce mas microconidios en el siguiente vaso. El micelio del hongo
avanza también lateralmente en los vasos adyacentes, en los que penetra a
través de las punteaduras. El hongo invade entonces en gran escala a los
tejidos parenquimatosos de la planta, llega a la superficie de los tejidos muertos
y ahi esporula profusamente. Las esporas son diseminadas hacia nuevas
plantas o areas por medio del viento, el agua y otros factores. En ocasiones el
hongo llega a los frutos de las plantas infectadas y penetra o contamina a las
semillas. Esto sucede principalmente cuando la humedad del suelo es alta y la
temperatura relativamente baja, condiciones que permiten a las plantas producir
buenas cosechas, aunque sean infectadas por el hongo. Sin embargo, es
frecuente que los frutos infectados se pudran y desprendan y, que incluso
después de haber sido cosechados, sus semillas infectadas son tan ligeras que
se eliminan durante métodos de extraccion y limpieza de las semillas, lo cual
hace que casi no tengan importancia alguna en la propagacion del hongo
(Agrios, 2005). De esta manera se cumple el ciclo biolégico del patdégeno
(Figura 5).
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Fig.5. Ciclo patologico de la marchitez vascular del tomate ocasionada por Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici.

2.3.3.4 Sintomas de la enfermedad

En plantulas, la enfermedad causa amarillamiento, retraso del crecimiento y
marchitez. En plantas maduras también se presenta un amarillamiento y
marchitamiento del follaje, que suele ser mas notable después de la floracion y
durante las horas mas calurosas del dia. Esta sintomatologia puede tener una
apariencia unilateral debido a la invasion y bloqueo de tejido vascular que
puede extenderse por toda la longitud del tallo inclusive hasta en peciolos. Las
temperaturas calidas (~28 °C), el pH del suelo bajo y el uso de fertilizantes a
base de amonio favorece el desarrollo de los sintomas (McGovern, 2015). Al
hacer un corte longitudinal del tallo, cerca de la base de la planta infectada, se
puede observar una coloracién café en el area de los haces vasculares, y el
avance de la decoloracidén hacia la parte superior de la planta, depende de la

severidad de la enfermedad (Figura.6) (Agrios, 2005).
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Fig.6. Tejidos vasculares obstruidos y descoloridos en corte longitudinal del tallo de tomate
infectado con F. oxysporum f.sp. lycopersici.

2.3.3.5 Control de la enfermedad

Como se trata de un patégeno de origen edafico, la clave en el manejo de
marchitez vascular estd en reducir la densidad poblacional, asi como su
capacidad de multiplicarse (patogenicidad) y su capacidad de producir
enfermedad (virulencia) (Mc Govern, 2015), y existen estrategias y tacticas que
se deben de incluir dentro de un manejo integrado de la enfermedad que van

encaminadas a lograr estos objetivos.

La resistencia de las plantas a los agentes patdégenos es vista como el método
de manejo de la enfermedad mas econdémico y ecolégicamente viable (Agrios,
2005). Aunque la resistencia poligénica a F. oxysporum f. sp. lycopersici (Fol)
se ha reconocido en una serie de cultivares de tomate, tales como Homestad y
Marglobe, que no parecen ser prometedoras en los programas de manejo en el
cultivo de tomate (Gao et al., 1995). La resistencia monogénica a Fol en tomate
se expresa principalmente como deposicion de calosa, acumulacién de fenoles

y la formacion de tilosis en las células del parénquima del xilema adyacente al
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tejido vascular, estas respuestas, si son oportunas, limitan la infeccion interior
del tejido conductivo de agua por Fol. Los cultivares de tomate resistentes a Fol
raza 1 a 3 han sido desarrollados a través de la integracion de genes de los
parientes silvestres del tomate como Solanum pennelli y S. pimpinellifolium
(Takken y Rep, 2010). ElI uso de injertos con patrones resistentes a
enfermedades ya es una practica comun en todo el mundo y se ha intensificado
debido a la prohibicién del bromuro de metilo. La solarizacién del suelo es otra
tactica que se basa en reducir la densidad del in6culo a través de la inactivacion
térmica, acumulacion de compuestos voléatiles y debilitamiento de los patégenos
mediante el calentamiento subletal (Katan y DeVay, 1991). El uso de
fumigantes ha sido la estrategia de manejo mas comun para marchitez vascular
en todo el mundo, pero en la actualidad muchos ya no son permitidos debido a
su alto impacto ambiental, principalmente en el deterioro de la capa de ozono
(Mc Govern, 2015).

La aplicacion de fungicidas es el método de control mayormente usado para el
control de la enfermedad, una amplia gama de fungicidas muestra actividad
contra Fol. Un estudio realizado por Amini y Sidovich (2010) determinan que
Bromuconazole y Procloraz cuando se aplican al suelo en drench a dosis de 10
mg i.a. mL? son mas efectivos en la reduccion de la severidad de marchitez
vascular que Azoxystrobin, Benomil, Carbendazim y Fludioxanil; sin embargo,
todos los fungicidas probados reducen significativamente la enfermedad en
comparacion con el control. El tiofanatometilico es uno de los fungicidas mas
ampliamente usados para el control de Fusarium en diversos cultivos y su
actividad se debe a que provoca efectos toxicos en los hongos, principalmente
inhibiendo la polimerizacion de la tubulina, perjudicando asi la mitosis (Traina et
al., 1998). Desafortunadamente, estos fungicidas quimicos no son facilmente
biodegradables, tienden a persistir durante afios en el medio ambiente y los
patdgenos han desarrollado resistencia a ellos. Por lo tanto, las alternativas a
los fungicidas sintéticos se centran en la blsqueda de agentes de control

bioldgico y sustancias naturales producidas por plantas con actividad fungicida.

25



2.3.3.6 Empleo de extractos vegetales

El enfoque en el manejo de enfermedades causadas por Fusarium se basa en

la busqueda de sustancias de origen vegetal.

Se evalud el efecto antifungico de cuatro aceites esenciales: clavo (Syzygium
aromaticum, limonillo (Cymbopogon citratus), menta (Mentha x piperita) y
eucalipto (Eucalyptus globulus) con F. oxysporum f. sp. lycopersici. El aceite de
clavo muestra una inhibicibn completa del crecimiento micelial y de la
germinacion de esporas a 125 ppm. Los demas aceites inhiben el desarrollo del
hongo a concentraciones mayores. Por cromatografia de gases se identificaron
31 compuestos diferentes que constituyen el 99 % del aceite de clavo, siendo
los principales componentes el eugenol (75.41 %), E-cariofileno (15.11 %), a-
humuleno (3.78 %) y oxido de cariofileno (1.13 %). Para este mismo aceite, por
microscopia electronica de barrido se revela una deformacion en las hifas,
mientras que por microscopia de fuerza atomica se observa que las esporas se
encojen. Ademas, el aceite de clavo control6 la infeccidon por marchitez vascular
en plantas de tomate, por lo que los autores de este trabajo proponen que el
aceite de clavo se podria utilizar como un biofungicida para el control preventivo

de esta enfermedad (Sharma et al., 2016).

Yilar y Kadioglu (2016) reportan que el mayor efecto de inhibicion en el
desarrollo del micelio de F. oxysporum f. sp. radicis lycopersici se tiene en el
aceite esencial de Salvia officinalis con 62.71 % de inhibicion, seguido de S.

tomentosa y S. cryptantha.
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2.4 Extractos vegetales en la proteccién a enfermedades fungosas
de los cultivos

Cada una de las especies de plantas se ve afectada por casi un centenar de
diferentes tipos de hongos, bacterias, micoplasmas, virus, nematodos, etc. En
general, las plantas contrarrestan el ataque de los patdgenos, ya sea mediante
caracteristicas estructurales que actian como barreras fisicas e impiden que el
patdbgeno penetre y se propague en ellas, o por medio de reacciones
bioquimicas que tienen lugar en sus células y tejidos, las cuales producen
sustancias toxicas para el patdbgeno o crean condiciones que inhiben su
desarrollo. La combinacion de las caracteristicas estructurales y reacciones
bioquimicas que utilizan las plantas para defenderse de los patdgenos difieren
en las distintas interacciones hospedante-patégeno. Ademas, incluso al tratarse
del mismo hospedante y patdgeno, las combinaciones varian con la edad de la
planta, el tipo de 6rganos y tejidos de ésta al ser atacados y el estado
nutricional de la planta, asi como las condiciones climaticas (Agrios, 2005).

Como parte de la proteccion quimica, las plantas producen metabolitos
secundarios (MS) con actividad antimicrobiana, que son compuestos de bajo
peso molecular que no solamente tienen una gran importancia ecoldgica porque
participan en los procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente, como es
el establecimiento de la simbiosis con otros organismos y en la atraccion de
insectos polinizadores y dispersores de las semillas y frutos, sino que también,
una sintesis activa de MS se induce cuando las plantas son expuestas a
condiciones adversas como el consumo por herbivoros, ataque de
microorganismos patdgenos, competencia por espacio y nutrientes, exposicion
a la luz solar y otros tipos de estrés abidtico (Sepulveda-Jiménez et al., 2004).
Los precursores de la biosintesis de MS se derivan de rutas del metabolismo
primario, tales como como la glucdlisis, el ciclo de Krebs o la via del shikimato.
Una sintesis constitutiva y especifica de MS puede existir para cada tipo de
organo, tejido o tipo celular. Existen también MS que se sintetizan en todos los

organos y tejidos de la planta, pero que se almacenan en 6rganos o tejidos
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diferentes a los de sus sintesis, a través de su redistribucién por el xilema y/o

floema, o por el espacio apoplastico (Edwards y Gatehouse, 1999).

La respuesta de defensa contra el ataque de microorganismos patdégenos esta
coordinada tanto espacial como temporalmente para una contencién rapida del
microorganismo patégeno, por lo que puede ser local o en sitios lejanos,
conocida como respuesta sistémica. La respuesta local est4 asociada con una
respuesta hipersensible caracterizada por una muerte rapida de las primeras
celulas infectadas y la restriccion de la expansion del microorganismo patdgeno,
aislandolo del resto de la planta (Hammond et al., 1996). Posteriormente, se da
un aumento de los niveles del acido jasmdnico, el acido salicilico y el etileno, la
acumulacion de proteinas relacionadas a la patogénesis, un aumento de la
produccion de MS con actividad antimicrobiana o antioxidante y el
fortalecimiento de la pared celular. En la respuesta sistémica se induce la
produccion de proteinas relacionadas con las patogénesis similares a las de la

respuesta local y de otras proteinas.

Desde el punto de vista evolutivo, una alta proporciéon de los hongos han
interaccionado con plantas y a pesar de los escasos registros fosiles, se tiene
evidencias de la presencia de hongos parasitos de plantas desde hace
alrededor de 400 millones de afios. La co-evolucion entre especies de hongos y
plantas ha permitido entre otras cosas, el desarrollo del concepto gen a gen,
gue considera que los cambios que ocurren en la virulencia o agresividad de los
patdogenos deben estar en constante equilibrio con los cambios que ocurran en
la resistencia del hospedante y viceversa, de manera que se establezca un
equilibrio que permita tanto la sobrevivencia del patégeno como al del
hospedante (Flor, 1971). Las plantas han desarrollado dos tipos de compuestos
gue tienen que ver con su defensa al ataque de hongos, los llamados
compuestos antifungicos que existen en las plantas estructuralmente para
detener la invasion de diversas especies de hongos, y las fitoalexinas que se
producen como respuesta a la infeccion de patdgenos mas especificos por

reacciones bioquimicas rapidas como la hidrélisis enzimatica (Grayer y
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Harborne, 1994). La diversidad estructural de los compuestos antifingicos es
enorme y sélo se conoce una pequefia parte de ellos, puesto que las plantas
estudiadas representan un porcentaje sumamente bajo del total de especies de
plantas en el planeta (entre 200 000 y 250 000 especies de angiospermas)
(Montes-Belmont et al., 2000).

Los extractos de plantas constan de una combinacion de elementos activos
producto del metabolismo vegetal. Todo el conjunto de sustancias del vegetal
forma un todo; la gran cantidad de sustancias quimicas que contienen
interacciona de modo sinérgico, es decir, dan como resultado efectos
superiores al efecto de los mismos elementos por separado. Entre los
compuestos presentes en los extractos vegetales que han mostrado un efecto
antifuingico destacan los flavonoides, fenoles, terpenos, aceites esenciales,
alcaloides, lectinas y polipéptidos (Cown,1999). Sus mecanismos de accidén son
variables; por ejemplo, la toxicidad de los fenoles en microorganismos se
atribuye a la inhibicion enzimatica por oxidaciéon de compuestos. EI modo de
accion de terpenos y aceites esenciales no ha sido dilucidado por completo,
pero se postula que pueden causar rompimiento de la membrana a traves de
los compuestos lipofilicos. De los alcaloides se ha postulado que se intercalan
con el DNA, y de las lectinas y polipéptidos se conoce que pueden formar
canales i6nicos en la membrana celular o causar la inhibicibn competitiva por
adhesion de proteinas microbianas a los polisacaridos receptores del
hospedero. Dentro del ciclo de las enfermedades fungosas, la posibilidad de
accion de los metabolitos secundarios de las plantas se puede dar
interrumpiendo procesos como la germinacion de esporas, la formacion de
estructuras de penetracion a las células para iniciar infeccion, el desarrollo del
micelio durante la colonizacién de tejidos, la esporulacion y el inicio de la

enfermedad en las fuentes de indculo primario (Montes et al., 2000).

Diversos experimentos se han llevado a cabo usando extractos de plantas de
especies y familias diferentes asi como, distintos tipos de extractos obtenidos

con diferentes solventes, para determinar su actividad antifungica contra
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hongos fitopatbgenos de diversos grupos como Phytophthora, Pythium y
Pseudoperonospora de la clase Oomicetes; Claviceps, Dydymella, Erysiphe,
Monilinia y Phyllachora de los ascomicetos; Alternaria, Aspergillus, Cercospora,
Colletotrichum, Fusarium, Oidium, Penicillium, Stemphylum y Botrytis de la
clase deuteromicetes y los causantes de las denominadas royas, de los

géneros Hemileia, Puccinia y Uromyces de la clase basidiomicetes.

También se han hecho diferentes estudios fitoquimicos donde se han
determinado grupos de compuestos involucrados en el efecto antifingico en
varias de las plantas probadas, por ejemplo, se ha identificado una saponina
esteroidal como el posible principio activo contra Uromyces appendiculatus
(Montes et al.,, 1992). Se han aislado algunos alcaloides como Iupanina,
nomerlicopicina y anhidroiamogenina, que, aunque no esta confirmado, estan
involucrados sobre el efecto fungistatico y antiesporulante sobre Fusarium
moniliforme (Bravo et al., 1997). De tomillo se ha aislado el timol, linalol de
albahaca, eugenol de canela y clavo; y mentol de yerbabuena, los cuales han
logrado buenos resultados al colocar el contacto directo el hongo con el
metabolito en medio de cultivo sobre Fusarium moniliforme (Hernandez et al.,
1996).

México es uno de los paises con mayor diversidad vegetal en el mundo,
estimandose que tiene entre 23 000 y 30 000 especies de plantas de las cuales,
se utiliza una minima cantidad, y existen algunas que poco o0 nunca se han
estudiado por su efecto contra hongos fitopatdégenos de importancia en tomate
como Argemone mexicana, Croton xalapensis, Foeniculum vulgare, Phytolacca
icosandra y Tagetes lemmonii, por lo tanto, se determind la actividad fungicida

en Alternaria solani, Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum.
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2.4.1 Argemone mexicanal.

2.4.2 Descripcion botanica

Es una planta de la familia Papaveraceae y en México se le conoce
comunmente como chicalote. Es una hierba espinosa erecta, erguida de
aproximadamente 1 m de altura; las hojas suelen tener de 5 a 11 cm de largo y
mas o menos manchadas de verde y blanco, de verde claro en la base,
entrelazadas con el tallo prominentemente sinuoso-lobuladas y espinosas. Las
flores son de 4 a 5 cm de diametro y son terminales, amarillas y sin olor. El fruto
es tipo capsula espinoso, obovado o eliptico-oblongo, y de unos 3 cm de
longitud. Las semillas son esféricas, brillantes y negras (Chopra et al., 1956).

2.4.3 Importancia

Argemone mexicana es considerada como una importante planta medicinal en
todo el mundo, todas las partes y componentes de esta planta se han utilizado
como tratamiento en diferentes tipos de enfermedades, por ejemplo, la savia de
color amarillo que exuda la planta cuando ha sufrido una lesion, se ha utilizado
durante mucho tiempo en la India como medicina tradicional para la ictericia,
oftalmia, sarna y afecciones cutaneas. El aceite de semilla se emplea como un
remedio para la disenteria, Ulceras, asma y otras afecciones intestinales. Las
hojas se usan para mantener una buena circulacibn sanguinea, asi como
adecuados niveles de colesterol. Las flores son expectorantes y se han utilizado

en el tratamiento de la tos (Brahmachari et al., 2010).

2.4.3.1 Evaluacion en microorganismos

La actividad biolégica de extractos de A. mexicana se ha comprobado en
diversos microorganismos, como bacterias. Un estudio realizado por Rahman et
al. (2009) evaluan in vitro la actividad antibacteriana de extractos crudos de tallo
(n-hexano, cloroformo, acetato de etilo y etanol) contra bacterias Gram positivas
y Gram negativas contaminantes de alimentos tales como Bacillus spp.,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum,

Clostrodium perfrigens, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa Yy
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Salmonella typhimurium y encuentran que los extractos muestran una potente
actividad antibacteriana con valores de CMI (concentracion minima inhibitoria)
entre 62.5 y 500 yL mL*. Este estudio indica la presencia de algunos
componentes quimicos antibacterianos en la planta, que podrian encontrar
aplicaciones utiles. También se ha reportado la actividad fungitoxica de
extractos de hoja de chicalote contra hongos patégenos de frutas como
Alternaria alternata, Dreschlera halodes, Helminthosporium speciferum vy
Curvularia tuberculata (Srivastava y Srivastava, 1998). La planta es fuente de
una gran diversidad de compuestos quimicos que incluyen alcaloides,
terpenoides, esteroides, carbohidratos, alcoholes alifaticos de cadena larga y
acidos carboxilicos, aminoéacidos, flavonoides y otros compuestos fendlicos
(Brahmachari et al., 2013).

2.4.4 Croton xalapensis Kunth

2.4.5 Descripcion botanica

El género Croton, perteneciente a la gran familia Euphorbiaceae, esta formado
por hierbas, arbustos, arboles e inusualmente lianas. Las plantas estan
recubiertas por pelos estrellados 0 escamosos, y tienen hojas enteras, dentadas
o lobuladas. Sus flores son monoicas o dioicas y estan reunidas en espigas
terminales o axilares. Dicho género comprende aproximadamente unas 1300
especies difundidas en las regiones calidas del planeta, sobre todo en América
del Sur y en Africa; es el género mas grande de la subfamilia Crotonoideae
(Berry, 1999).

2.4.6 Importancia

Las diferentes especies de Croton han sido evaluadas como una fuente
potencial de agentes quimioterapéuticos basandose en sSus US0S
etnomedicinales. Chen et al., (1994) estudian las propiedades antibacterianas
de la savia roja de Croton lechleri en Ecuador, determinan los compuestos 2,4,
6-trimetoxifenol, 1,3,5-trimetoxibenceno, acido crolequinico y korberinas Ay B

presentes en la savia para exhibir la actividad antibacteriana individualmente.
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2.4.6.1 Evaluacién en microorganismos

Peres et al. (1997), demuestran la actividad inhibitoria de extractos acuosos,
etandlicos y metandlicos de Croton urucurana sobre las bacterias
Staphylococcus aureus y Salmonella typhimurium. También se ha evaluado la
actividad contra hongos de esta planta, por ejemplo, Gurgel et al. (2005)
reportan el efecto antifungico in vitro de Croton urucrana en hongos
dermatofitos. La quimica del género Croton, ha sido bastante explorada, se han
realizado estudios fitoquimicos que han conducido al aislamiento de esteroides,
alcaloides, flavonoides, cumarinas y una gran variedad estructural de
diterpenos, con esqueleto carbonado tipo labdano, kaurano, cleistantano,
crotofalano, asi como clerodano, siendo este ultimo el mas abundante, muchas

especies son ricas en mono y sesquiterpenos (Junior et al., 2006).

2.4.7 Foeniculum vulgare Mill

2.4.8 Descripcion botanica

La planta es un arbusto que puede medir mas de metro y medio de altura.
Forma un rosetén en el suelo, del que parte un largo y robusto tallo de color
verde claro que presenta lineas mas claras y una ancha médula en el interior.
Las ramas crecen en forma de vainas que posteriormente se vuelven como
hojas afiladas y muy ramificadas. El fruto es muy pequefio, alargado y
ligeramente curvo; mide en su lado mas largo cuatro milimetros y desprende un
agradable olor a anis. Las inflorescencias son vistosas umbelas de hasta treinta

radios, formadas por pequefias flores amarillas (Santos, 2006).

2.4.9 Importancia

Debido a sus propiedades carminativas, el hinojo se usa principalmente en la
medicina como purgantes para reducir sus efectos secundarios. El extracto de
semillas de hinojo se ha demostrado en animales que tienen un uso potencial
en el tratamiento del glaucoma, como diurético y un medicamento para el

tratamiento de la hipertension (Agarwal et al., 2008).
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2.4.9.1 Evaluacién en microorganismos

Se ha reportado la actividad antibacteriana de extractos acuosos y organicos de
hinojo. Un estudio llevado a cabo por Kwon et al. (2002) demuestra que el
aceite esencial de F. vulgare presenta potencial para el control de infecciones
multirresistentes de Acinetobacter baumannii, identificando como principios
antimicrobianos activos, un derivado de fenilpropanoide. También se ha
informado que el aceite esencial de hinojo reduce el crecimiento micelial y
germinacion de Sclerotinia sclerotiurum, Aspergillus niger, A. flavus, Fusarium
graminearum y F. miniliforme, por lo que, se podria utilizar como fungicida
biolégico como alternativa a los fungicidas sintéticos contra hongos
fitopatdogenos (Soylu et al.,, 2007). Las mayores concentraciones de aceites
esenciales en la planta de hinojo se encuentran en la semilla donde han sido
reportados compuestos como trans-anetol, fencona, estragol y alfa-felandreno.
Las otras clases de fitoquimicos presentes en F. vulgare son fenoles y

glucésidos fendlicos (Rather et al., 2012).

2.4.10 Phytolacca icosandralL.

2.4.11 Descripcion botanica

Es una hierba anual o perenne, de vida corta, con frecuencia robusta, sin pelos
0 poco pubescente, algo suculenta; que alcanza casi los dos metros de altura.
La raiz es gruesa, carnosa y los tallos son ramificados, huecos y angulosos. Las
hojas son alternas oblongo lanceoladas de 7-20 cm de largo por 2.5 a 9.5 cm de
ancho, apice agudo, acuminado y a veces mucronato, con base atenuada,

acuminada; peciolos bien manifiestos, de 1 a 6 cm de largo.

Las flores son sub sésiles o sobre pedicelos de 2 a 5 mm de largo, bracteas sub
ovaladas, sépalos verdosos, blancos o rojizos, elipticos a ovados de 2.5 a 3.2
mm de largo por 1.5 a 3 mm de ancho, persistente; los estambres varian de 8 a
20, ovario sub globoso, con 6 a 10 carpelos, estilos encorvados. El fruto se

integra en racimos pedunculados, numerosos, axilares y terminales de 8-1 cm o
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mas de largo, en estad de fructificacion, raquis frecuentemente pubescente
(Rzedowski y Rzedowski, 2001).

Importancia

Varias especies de este género son reconocidas por sus propiedades
medicinales y se ha usado como analgésico, antiinflamatorio, bactericida y
fungicida. En uso veterinario en condiciones in vitro, los extractos etandlicos y
diclorometano inhiben la migracién larval de Haemonchus contortus, un
nematodo parasito de cabras y ovejas. Ademas, el extracto etandlico inhibe al
72.25 % la eclosién de los huevecillos (Hernandez-Villegas et al., 2011).
También se ha evaluado el efecto de extractos metandlicos y acuosos de P.
icosandra contra una de las plagas mas importantes que afectan hortalizas, la
mosca blanca Trialeurodes vaporiariorum con efecto de toxicidad en
condiciones de laboratorio de 39.5 y 40.5 % respectivamente; en invernadero
estos valores fueron de 23.3 y 26.3 % respectivamente (Angeles-Martinez et al.,
2011).

2.4.11.1  Evaluacién en microorganismos

También se ha reportado el efecto fungicida de esta planta, en este caso,
Mecalco (2014) encontr6 que el extracto hexanico de P. icosandra a
concentracion del 50 % tiene mayor efecto de inhibicion en el crecimiento
micelial in vitro de Colletotrichum gloesporioides, debido a la presencia de

saponinas.

Todos estos efectos son atribuidos a la presencia de metabolitos secundarios
como los terpenoides, flavonoides, esteroides, cumarinas, ligninas y saponinas
(Williams et al., 2002).
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2.4.12 Tagetes lemmonii

2.4.13 Descripcion botanica

Pertenece a la familia Asteraceae, tribu Tageteae. Son plantas herbaceas
anuales o perennes, aromaticas al estrujarse; hojas todas opuestas, o bien, las
superiores alternas, por lo comun profundamente pinnatipartidas o pinnadas,
algunas veces simples, con numerosas glandulas oleiferas translicidas;
cabezuelas solitarias 0 mas o menos cimoso-corimbosas, involucro cilindrico,
fusiforme o angostamente campanulado, sus bracteas de tamafio subigual,
unidas entre si hasta cerca del apice y provistas de 2 hileras de glandulas
oleiferas translucidas; receptaculo plano o convexo, desnudo; flores liguladas
generalmente presentes, fértiles, sus corolas amarillas, anaranjadas, rojizas o
blancas; flores del disco hermafroditas, sus corolas amarillas o anaranjadas,
con la garganta infundibuliforme, anteras con las bases obtusas, ramas del
estilo de las flores hermafroditas truncadas y peniciladas en el apice, o bien,
con apéndices conicos cortos; aquenios lineares o claviformes, vilano de tres a
diez escamas desiguales, a veces mas o menos unidas entre si, 1 0 2 (a veces

mas) de ellas lineares, mucho mas largas que las demas (Rzedowski, 2005).

2.4.14 Importancia

Algunas especies de Tagetes han sido ampliamente utilizadas en la medicina
tradicional para tratar problemas en el higado, fiebre, problemas digestivos y
reducir las flemas, pero su principal uso se ha enfocado en la agricultura, como
insecticidas, fungicidas, herbicidas y nematicidas naturales (Lin, 2009).
Ademas, los pigmentos de las flores de Tagetes se han usado en alimentos y
bebidas como colorante. Otras aplicaciones son la actividad antioxidante y
antimutagénica, lo que poco a poco ha llamado el interés de los cientificos en el

mundo.
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2.4.14.1  Evaluacion en microorganismos

Se encontr6 que los aceites esenciales de T. minuta obtenidos por
hidrodestilacion tienen actividad antibacteriana, especialmente contra bacterias
Gram positivas. La CMI para el aceite de plantas cultivadas en invernadero en
Reino Unido fue de 6.25x25 g ml* para bacterias Gram positivas y de 25x50 g
mlt para bacterias Gram negativas, la CMI mas baja frente a Streptococcus
faecalis. El aceite de plantas de Sudafrica con un valor de CMI de 50x100 g ml*
frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas (Senatore et al., 2004). En
otro ensayo, utilizando microdilucion en serie, se reporta que los extractos
acuosos y organicos de T. minuta tienen actividad antifingica sobre hongos de
importancia agricola, estos resultados indicaron que los constituyentes quimicos
de esta especie se pueden desarrollar como posibles fungicidas organicos
(Thembo et al., 2010).

Los estudios fitoquimicos en plantas de Tagetes se han llevado a cabo desde
1920, hasta ahora, se han obtenido aproximadamente 126 metabolitos
secundarios principalmente, derivados fendlicos, fenilpropanoides, derivados de
tiofeno, derivados de benzofurano, triterpenoides, esteroides, alcaloides,

flavonoides, carotenoides y otros (Xu et al., 2012).

37



3 MATERIALES Y METODOS
3.1 Recoleccion de material vegetal

3.1.1 Identificacién taxonémica

Para la identificacion taxonémica del material vegetal se solicitdé el apoyo del
M.C. Antonio Cortés Jiménez responsable del Herbario-Hortorio JES del
Departamento de Preparatoria Agricola de la Universidad Autébnoma Chapingo.

3.2 Obtencidn de extractos vegetales

Las especies vegetales utilizadas para la extraccion se recolectaron de distintos
lugares, en el Cuadro 3 se presenta la lista de las cinco especies estudiadas, la
familia, lugar de colecta, ubicacion, asi como el tejido empleado. Las muestras
se secaron en una estufa a 40 °C por 48 h. El molido del material con un molino
marca Thomas Wiley modelo 4 Arthur H. (Thomas Company Philadelphia, P.A.
U.S.A)) hasta obtener una harina, la cual se almacené en bolsas de papel hasta
su andlisis. La obtencion de los extractos se llevo a cabo en un equipo Soxhlet
en serie, colocando en la parte media del cuerpo extractor del sistema de
cartuchos de papel filtro con 100 g de material vegetal molido, usando hexano
como disolvente para desengrasar, a una temperatura de 60 °C por 36 h.
Transcurrido este tiempo, los cartuchos se secaron al aire libre para colocarlos
nuevamente en el equipo Soxhlet usando metanol como disolvente y haciendo
la extraccion por 36 h. Los extractos hexanicos y metanolicos se concentraron
por evaporacion del disolvente a presion reducida en un rotaevaporador marca
Bichi (Delgado et al., 2012).
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Cuadro 3.- Coordenadas geograficas de los sitios de recolecta y tipo de tejido
de las especies vegetales utilizadas para los extractos.

Especie Familia Lugar de Ubicacion Tejido
recolecta
Argemone Papaveraceae Papalotla, 19°33°21.40”LN HOJA
mexicana Edo. de
México 98°51'34.39” LO
Croton xalapensis  Euphorbiaceae Huejutla, 21°3’1.65” LN HOJA
Tehuetlan,
Hidalgo. 98°30'34.39”LO
Foeniculum Apiaceae Chapingo, 19°29°'33.30”LN HOJA
vulgare Texcoco, Edo.
de México 98°52'28.09” LO
Phytolacca Phytolaccaceae San Simon, 19°31°31”LN HOJA
icosandra Texcoco, Edo.
de México 98°52'28.76 LO
Tagetes lemmonii Asteraceae Chapingo, 19°29’33.30”LN HOJA

Texcoco, Edo.

de México

98°52'28.09” LO

3.3 Aislamiento de hongos fitopatégenos

Las plantas de tomate enfermas de los hongos fitopatdbgenos usados en la

presente investigacion se recolectaron en los invernaderos experimentales de

Tlapiaxco que pertenecen a la Universidad Autonoma Chapingo. El tejido

vegetal dafiado se trasladé al Laboratorio de Posgrado | del Departamento de

Parasitologia Agricola para su proceso.

El hongo A. solani se aisld6 de hojas con lesiones caracteristicas de tizon

temprano. El patdgeno B. cinerea se obtuvo de tallo que presentaba cancro con

abundante esporulacién de color gris, propia de enfermedades causadas por

este hongo (Agrios, 2005). A F. oxysporum se le aisl6 de plantas que

presentaban un amarillamiento de hojas y al hacer un corte longitudinal del tallo,
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estas presentaron una necrosis del tejido vascular tipico de una infeccion de
este patégeno. Todos los tejidos infectados se sometieron a un proceso de
desinfeccion con hipoclorito de sodio al 1.5 % por 2 min con la finalidad de
eliminar bacterias, posteriormente el material vegetal se lavé con agua
esterilizada y se coloco en cajas Petri con medio de cultivo PDA, todo esto se
realiz6 bajo condiciones asépticas en una camara de flujo laminar, las cajas se

incubaron durante 8 d a una temperatura de 28 °C.

3.4 Identificacion morfolégica de los hongos fitopatégenos

De un cultivo de 8 d para cada uno de los hongos, se utilizé la técnica de cinta
pegante. La muestra se tifio adicionando una gota de azul de lactofenol para
observacion en microscopio optico (Olympus, modelo CX31) usando el objetivo
a 40X y 100X. Las caracteristicas morfolégicas de crecimiento colonial y
estructuras conidiales de las cepas de Alternaria solani y Botrytis cinerea se
compararon con las descripciones taxonomicas de Mendoza (1995). Para

Fusarium oxysporum se baso en la descripcion de Leslie y Summerell (2008).

3.5 Evaluacion antifungica de los extractos in vitro

Para determinar el efecto fungicida de los extractos, el bioensayo se realiz6
mediante el método de agar envenenado modificado usado. EI método consistié
en colocar 100 pL del extracto y fungicidas en medio PDA solidificado en cajas
Petri y se extendio sobre la superficie del medio, después de 2 min en el centro
se colocd un fragmento de PDA infectado con la cepa del hongo de interés a
evaluar de aproximadamente 5 mm de diametro, la incubacién se realiz6 a 28
°C y el crecimiento radial del micelio se midié con un vernier cuando la caja
Petri sin tratamiento cubrié por completo la superficie del medio (10 d) (Reyes
et al., 1998).
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3.6 Disefo de tratamientos

Soluciones acuosas se prepararon a concentraciones de 20, 40, 60 y 80 % de
cada extracto y como testigo quimico se utilizaron los fungicidas comerciales
Scala® 60 SC (pirimetanil) para Alternaria solani, Elevat® (fenhexamid) para
Botrytis cinerea y Cercobin® M (tiofanato metilico) para Fusarium oxysporum a
la dosis recomendada en la etiqueta, también se usé fungicida organico
comercial que fue PROGRANIC®Mega (Extracto de Larrea tridentata) contra

los tres hongos, usando la dosis de acuerdo con la etiqueta (Cuadro 4).

Cuadro 4. Disefio de tratamientos para A. solani, B. cinerea y F. oxysporum.

Tratamientos Concentraciones (%) Variable
Respuesta
1 Controles
2 E.M.* Argemone mexicana 20 40 60 80
3  E.M. Croton xalapensis 20 40 60 80
4  E.M. Foeniculum vulgare 20 40 60 80 Crecimiento
5 E.M. Phytolacca icosandra 20 40 60 80 (mm) del
6 E.M. Tagetes lemmoni 20 40 60 80 diametro del
7 PROGRANIC®Mega (Larrea 95 (5 ml LY micelio
tridentata)
8 CERCOBIN® M (tiofanato 70(1glL?h
metilico)
9 SCALA® 60 (pirimetanil) 54.5 (2.5 ml L?)
10 ELEVAT® (fenhexamid) 50 (3.09g L%

*= Extracto Metandlico

3.7 Disefo experimental

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con cuatro
repeticiones, la unidad experimental estuvo formada por una caja Petri de 9 cm

de diametro con medio de cultivo PDA.

3.8 Variables evaluadas

El crecimiento radial del hongo se midi6 cuando la caja Petri sin tratamiento

cubrid la superficie completa, posteriormente se calcularon los porcentajes de
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inhibicidbn media con la siguiente ecuacion (Jing et al., 2014; Punnawich et al.,
2010):

PI =[CMC — CMT] (100)
cMC
Donde Pl= % de inhibicibn, CMC=crecimiento micelial en el control vy

CMT=crecimiento micelial en el tratamiento.

También se determind la concentracion inhibitoria media (Clso), mediante un

Analisis Probit (Finney, 1971), usando el software DL-Probit, version 1.0.

3.9 Analisis estadistico

Se realizo el andlisis de varianza y comparacion multiple de medias con el
meétodo de Tukey al 5 % de significancia, adicionalmente se hizo un analisis
combinado en donde estuvieron involucrados los patdgenos, los muestreos y
los tratamientos, usando el mismo nivel de significancia que en el analisis

individual, utilizando el paquete estadistico SAS.

3.10 Analisis fitoquimico de los extractos

3.10.1 Flavonoides

Para la identificacion cualitativa de flavonoides en los extractos metandlicos de
hoja de A. mexicana, C. xalapensis, F. vulgare, P. icosandra y T. lemmonii se
colocd una muestra de cada extracto en una placa cromatografica de gel de
silice 60 F254 (Merck) de 20x20 cm con ayuda de un capilar, la placa se colocé
en una camara de elucion saturada con una mezcla de butanol: acido acético:
agua (40:10:50 wv/v). La placa se asperjo6 con reactivo NP (2-
aminoethildifenilborinato) al 0.3 % en metanol y después se asperjo con PEG
(poli etilenglicol) 4000 al 5 % p/v en metanol para acentuar la coloracion de las
manchas. La placa se expuso a luz ultravioleta a una longitud de 365 nm
(Wagner y Bladt, 1996).
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3.10.2 Terpenoides

Para la determinacion de terpenoides se utilizd una placa de silice gel 60 F254
(Merck) de 20x20 cm a la cual se colocé con la ayuda de un capilar una
muestra de cada extracto metanolico de hoja de las especies vegetales
estudiadas, la placa se introdujo en una camara de elucion utilizando como
eluyente tolueno-acetato de etilo en proporcion 93:7, respectivamente, se revelo
con los agentes cromogénicos de una mezcla de vainillina al 1 % en etanol, se
dej6 secar y se asperj6 con una solucion etandlica de H>SO4 al 10 % vlv,
finalmente se colocé en una estufa a 110 °C durante 5 min para su observacién
(Wagner y Bladt, 1996).

3.10.3 Alcaloides

Una muestra de cada extracto metandlico se aplico sobre una placa de
cromatografia en capa fina de gel de silice de 20x20 cm, la placa se introdujo
en una camara de elucion saturada con una mezcla de metanol: diclorometano
(8:2 v/v), una vez que el disolvente alcanzé el frente, se saco la placa y se dejé
secar al aire libre, se asperjé con reactivo de Dragendorff, y se colocé en una
parrilla eléctrica a baja temperatura (Wagner y Bladt, 1996) para visualizar la

presencia de alcaloides.
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4 RESULTADOS
4.1 Identificacién taxondmica del material vegetal.
Las caracteristicas taxonémicas de las especies utilizadas en el presente

estudio permitieron determinar que las plantas colectadas fueron, Argemone

mexicana L., Croton xalapensis G.L. Webster, Foeniculum vulgare L.,

Phytolacca icosandra L. y Tagetes lemmonii A. Gray (Figura.7).

Fig.7. Identificacion taxondmica de Argemone mexicana L. (A), Croton xalapensis G.L. Webster
(B), Foeniculum vulgare L. (C), Phytolacca icossandra L. (D), Tagetes lemmonii A. Grey (E).
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4.2 Obtencién de extractos vegetales

El mejor rendimiento de los extractos metandlicos se presentd en Tagetes
lemmonii con un 27.6 %, luego Argemone mexicana con 20.8 %, Phytolacca
icossandra 13.6 %, Croton xalapensis 11.9 % y finalmente, Foeniculum vulgare
con 11.6 % (Cuadro 5).

Cuadro 5. Rendimiento de los extractos metanolicos.

Especie Rendimiento (%)
F. vulgare 11.6
C. xalapensis 11.9
P. icosandra 13.6
A. mexicana 20.8
T. lemmonii 27.6

4.3 Aislamiento e identificacion de los hongos fitopatégenos

Los aislamientos de los hongos fitopatdgenos A. solani y B. cinerea coincidieron
con la descripcién macroscoépica y microscopica propuesta por Mendoza (1995).
La colonia en PDA de A. solani tuvo crecimiento rapido de aspecto velloso, al
principio de color gris y después adquirid6 un tono verde olivaceo, conidiéforo
obscuro alargado, conidios obscuros, muriformes, obclavado y eliptico. La
morfologia colonial de B. cinerea en PDA fue un micelio blanco, denso, piloso
gue posteriormente se tornd gris, presentd conidiéforo septado, grande y
grueso, ramificado en la parte distal, con apices hinchados y pequefios
esterigmas productores de conidios lisos, unicelulares, café claro, de

elipsoidales a ovoides (Figura 8)

F. oxysporum se identific6 de acuerdo con las caracteristicas descritas por
Leslie y Summerell (2006), el hongo en medio de cultivo PDA fue de color
violeta claro con micelio blanco, hubo presencia de microconidios en forma de

ovalo, elipticos y sin septos, muy abundantes en el micelio aéreo (Figura.8).
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Fig.8. Crecimiento de A. solani en PDA, conidiéforo y conidio de A. solani (A), crecimiento de B.

cinerea en PDA, conidi6foro y conidios de B. cinerea (B), crecimiento de F. oxysporum en PDA,
microconidios de F. oxysporum (C).
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4.4 Actividad biolégica in vitro de extractos metandlicos contra
Alternaria solani, Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum

441 Andélisis combinado.

El analisis combinado de las variables de respuesta de acuerdo con los factores
de estudio involucrados en el experimento, destaco lo siguiente. En el caso de
los patégenos, detect6 diferencias significativas para el porcentaje de inhibicién
(Cuadro 6); la comparacion de medias de Tukey (P=0.05) indic6 que el hongo
fitopatbgeno con mayor sensibilidad a los extractos metandlicos probados fue B.
cinerea, con la media mas alta (79.77 %) en porcentaje de inhibiciéon. Sin
embargo, el desarrollo de los hongos A. solani y F. oxysporum también fue

afectado por la aplicacion de los extractos (51.71 y 47.93 %, respectivamente).

Con respecto a los muestreos, también se detectaron diferencias significativas,
lo que permitio se formaran diferentes grupos con la prueba de comparacion de
medias, se observa que la media mas alta se alcanzé a las 96 h (Cuadro 6), lo
gue indicé que los extractos metandlicos a partir de este tiempo obtienen el
mayor porcentaje de inhibicion, no obstante, el mayor porcentaje ocurre hasta
las 144 h, ya que a este tiempo los testigos absolutos para cada hongo

cubrieron la superficie de la caja Petri, siendo asi el final de la evaluacion.

Para los tratamientos hubo diferencias altamente significativas, los extractos
metanolicos de hoja de P. icosandra y T. lemmonii a la concentracion de 80 %
fueron los mejores tratamientos para inhibir el crecimiento de los tres hongos
fitopatdgenos evaluados (Cuadro 6), dado que revelaron las medias mas
elevadas y no existio diferencia estadistica, sin embargo, las concentraciones
siguientes para ambos extractos demostraron actividad biolégica sobre los
hongos y diferencias significativas con respecto al testigo absoluto, por lo que,
los extractos metanodlicos de estas dos plantas podrian poseer potencial

antifangico.
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Cuadro 6. Andlisis combinado a través de los patdgenos, muestreos vy
tratamientos sobre el porcentaje de crecimiento y porcentaje de inhibicidn.

Inhibicion (%)/Agrupamiento Tukey

Patégenos
Botrytis cinerea 79.77 at
Alternaria solani 51.73 b
Fusarium oxysporum 4793 c
DMS? 2.04
Pr>F <.0001

Muestreo
48 h 57.61b
96 h 61.75 a
144 h 60.08 a
DMS 1.86
Pr>F >0.0001

Tratamientos (%)

P. icosandra 80 76.28 ba
P. icosandra 60 76.62 ba
P. icosandra 40 74.83 ba
P. icosandra 20 69.38 c
T. lemmonii 80 77.35 a
T. lemmonii 60 71.78 bc
T. lemmonii 40 55.49d
T. lemmonii 20 35.58 e
Testigo absoluto of
DMS 4.01
Pr>F <.0001

1 Medias con las mismas letras no son estadisticamente diferentes (Tukey, p=0.05).
2. Diferencia minima significativa.

Los extractos de A. mexicana, C. xalapensis y F. vulgare no manifestaron
actividad en ninguno de los hongos, por lo tanto, Gnicamente se analizaran los

resultados de los extractos de P. icosandra y T. lemmonii.

4.4.2 Efecto de los tratamientos en la inhibicion del micelio de A. solani

Los resultados del analisis de varianza mostraron diferencias significativas en el
efecto de inhibicion causado por los tratamientos sobre el crecimiento de A.

solani (Cuadro 6).

48



Cuadro 7. Comparaciones de medias del porcentaje de inhibicion de los
extractos metandlicos en A. solani.

Tratamiento Concentracion (%) Media (%)

Pirimetanil 54.6 775a
P. icosandra 80 76.6 a
P. icosandra 40 69.4b
P. icosandra 60 66.8 cb
T. lemmonii 80 66.2 cb
P. icosandra 20 64.2 cd
Extracto de gobernadora 95 63.6 cd
T. lemmonii 60 62.9cd
T. lemmonii 40 61d

T. lemmonii 20 28.1e
DSH? 51

1. Medias con las mismas letras no son estadisticamente diferentes (Tukey, p=0.05).
2 Diferencia Significativa Honesta de Tukey.

El mayor Pl (76.6 %) se observo con el extracto metandlico al 80 % de P.
icosandra, sin diferencias significativas con respecto al testigo positivo quimico
SCALA® 60 (77.5 %) y superior al testigo positivo organico PROGRANIC®
Mega (extracto de gobernadora) (63.6 %). EI menor valor de Pl (28.1 %) se
presentd aplicando el extracto metandlico de T. lemmonii al 20 % con respecto
a los testigos de referencia quimico y organico (77.5 % y 63.6 % de PI,
respectivamente) (Cuadro 7). Todas las concentraciones del extracto
metanolico de P. icosandra superaron el 60 % de inhibicion, inclusive en la
dosis mas baja de 20 %, donde no hubo diferencia significativa con respecto a
PROGRANIC® Mega (extracto de gobernadora) obteniendo un Pl de 64.25 y
63.6 % respectivamente (Figura. 9); ademas, las concentraciones mostraron
consistencia, presentando efecto de concentracion: un mayor control a mayor
concentracion.

Para la especie T. lemmonii se obtuvieron valores bajos en el porcentaje de
inhibicion del crecimiento de A. solani en comparacion con P. icosandra, sin
embargo, en las concentraciones de 80, 60 y 40 % no hubo diferencias
significativas con el testigo positivo organico (extracto de gobernadora) (Figura
10).
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Figura 9. Efecto de los extractos metandlicos de P. icosandra sobre A. solani en medio de
cultivo PDA a las 144 h de crecimiento (a: 80 %, b: 60 %, c: 40 %, d: 20 %), e: extracto de
gobernadora, f: pirimetanil, g: testigo absoluto.

Figura 10. Efecto de los extractos metandlicos de T. lemmonii sobre A. solani en medio de
cultivo PDA a las 144 h de crecimiento (a: 80 %, b: 60 %, c: 40 %, d: 20 %), e: extracto de
gobernadora, f: pirimetanil, g: testigo absoluto.
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Este extracto también presentd consistencia en el control y conforme disminuye
la concentracion se reduce el porcentaje de inhibicion a valores que no son
adecuados para que el extracto sea considerado como un candidato para
evaluar su potencial de efecto fungicida.

De manera general, se presentd una tendencia de reduccion en el desarrollo

micelial del hongo al aumentar la concentracién de los extractos (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de los extractos metandlicos de plantas sobre el crecimiento micelial (mm) de

A. solani. Barras con las mismas letras indican que las medias no fueron estadisticamente
diferentes, usando la prueba de Tukey al 5 % de significancia.
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4.42.1 Concentraciéon inhibitoria media (Clso) de los extractos
metandlicos de P.icosandray T. lemmonii evaluados
contra A. solani

El extracto metandlico de P. icosandra fue el que presenté la Clsp mas eficiente
para A. solani de acuerdo al andlisis Probit (Cuadro 8), estos datos coinciden
con el PIM donde se logré el mayor efecto para inhibir el crecimiento micelial del
hongo con respecto al extracto metandlico de T. lemmonii y los demés extractos

probados.

Cuadro 8. Concentracion Inhibitoria Media para los extractos metandlicos de P.
icosandra y T. lemmonii en el crecimiento de A. solani.

Extracto Clso (%)
P. icosandra 2.8
T. lemmonii 34.1

4.4.3 Efecto de los tratamientos sobre la inhibicion del micelio de B.
cinerea.

Los resultados del analisis de varianza mostraron diferencias significativas en el

efecto de inhibicion causado por los tratamientos sobre el crecimiento de B.

cinerea (Cuadro 9).

Cuadro 9. Comparaciones de medias del porcentaje de inhibicion de los
extractos metandlicos sobre B. cinerea.

Tratamiento Concentracion (%) Media (%)

P. icosandra 80 100 a*
P. icosandra 60 100 a
P. icosandra 40 100 a
P. icosandra 20 100 a
T. lemmonii 80 100 a
T. lemmonii 60 100 a
T. lemmonii 40 75.6 b
Fenhexamid 50 61l c

T. lemmonii 20 554 c
Extracto de gobernadora 95 33.7d
DSH? 12.6

1. Medias con las mismas letras no son estadisticamente diferentes (Tukey, p=0.05).
2: Diferencia Significativa Honesta de Tukey.
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El extracto metandlico de P. icosandra presentd el mayor efecto de inhibicion
del crecimiento micelial de B. cinerea en todas las concentraciones con un 100
% de PI, siendo estadisticamente méas efectivo que el testigo positivo quimico
ELEVAT® (61 % PI) y que el testigo positivo organico PROGRANIC® Mega
(extracto de gobernadora) (33.7 % PI) (Figura. 12).

Figura 12. Efecto de los extractos metandlicos de P. icosandra sobre B. cinerea en medio de
cultivo PDA a las 144 h de crecimiento (a: 80 %, b: 60 %, c: 40 %, d: 20 %), e: extracto de
gobernadora, f: fenhexamid, g: testigo absoluto.

En T. lemmonii también hubo 100 % de inhibicion del crecimiento, pero solo a
las concentraciones de 80 y 60 %, la concentracion de 40 % presento un Pl de
75.6 %, superando estas tres concentraciones al testigo positivo quimico
ELEVAT® (fenhexamid) y a al testigo positivo organico PROGRANIC® Mega
(extracto de gobernadora), sin embargo, en la concentracion mas baja del 20 %
no hubo diferencia significativa con el testigo positivo quimico, pero si en el
testigo positivo organico (Figura 13). El extracto fue consistente en el control
disminuyendo el crecimiento del hongo con respecto al aumento de la

concentracion, por lo tanto, esta especie vegetal es candidata para estudios
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posteriores contra otros hongos fitopatégeno. Es importante recalcar que este
es el primer estudio en donde se ha utilizado esta especie para evaluar el efecto

anti fangico contra B. cinerea.

Figura 13. Efecto de los extractos metandlicos de T. lemmonii sobre B. cinerea en medio de
cultivo PDA a las 144 h de crecimiento (a: 80 %, b: 6 0%, c: 40 %, d: 20 %), e: extracto de
gobernadora, f: fenhexamid, g: testigo absoluto.

Ambas especies inhibieron el desarrollo del hongo en todas las concentraciones
probadas, superando a los productos fungicidas quimico y organico, dicho
comportamiento se puede observar de manera grafica en la Figura 14, lo que
da una pauta para seguir ensayando su efecto antifingico a concentraciones

menores contra B. cinerea.
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Figura 14. Efecto de los extractos metandlicos de plantas sobre el crecimiento micelial (mm) de
B. cinerea. Barras con las mismas letras indican que las medias no fueron estadisticamente
diferentes, usando la prueba de Tukey al 5 % de significancia.

4.4.3.1 Concentracioén inhibitoria media (Clso) de los extractos
metandlicos de P. icosandray T. lemmonii evaluados
contra B. cinerea
En P. icosandra se propone que la Clso se encuentra en el rango de 0.1 a 20 %
y se tendria que determinar mediante ensayos posteriores. Para T. lemmonii los
datos de la Clsp mediante analisis Probit coinciden con los valores de PIM en las

concentraciones evaluadas (Cuadro 10).

Cuadro 10. Concentracion Inhibitoria Media para los extractos metandlicos de
P. icosandra y T. lemmonii en el crecimiento de B. cinerea.

Extracto Clso (%)
P. icosandra 0.044
T. lemmonii 19.0
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4.4.4 Efecto de los tratamientos sobre la inhibicion del micelio de F.
oxysporum.

Los resultados del analisis de varianza mostraron diferencias significativas en el

efecto de inhibicion causado por los tratamientos sobre el crecimiento de F.

oxysporum (Cuadro 11).

Cuadro 11. Comparaciones de medias del porcentaje de inhibicion de los
extractos metandlicos sobre F. oxysporum.

Tratamiento Concentracion (%) Media (%)
Tiofanato metilico 70 81.1a!
Extracto de gobernadora 95 70.7b
T. lemmonii 80 70.7b
P. icosandra 80 61c
P. icosandra 60 62.9c
P. icosandra 40 63.2c
T. lemmonii 60 593 ¢c
T. lemmonii 40 35d
P. icosandra 20 229e
T. lemmonii 20 203 e
DSH? 7.4

1. Medias con las mismas letras no son estadisticamente diferentes (Tukey, p=0.05).
2: Diferencia Significativa Honesta de Tukey.

El valor mayor de PI en el extracto metandlico de P. icosandra fue de 63.2 % y
se encontré a la concentraciéon del 40%, sin embargo, no hubo diferencia
estadistica significativa con respecto a las concentraciones del 80 y 60 % y
estas tres fueron superadas por el testigo positivo quimico CERCOBIN® M con
un Pl de 81.1 % y por el testigo positivo organico PROGRANIC® Mega
(extracto de gobernadora) con 70.7 % de PI. La concentracion mas baja
probada (20 %) present6 un Pl muy bajo, permitiendo el buen desarrollo del

hongo (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de los extractos metandlicos de P. icosandra sobre F. oxysporum en medio de
cultivo PDA a las 144 h de crecimiento (a: 80 %, b: 60 %, c: 40 %, d: 20 %), e: extracto de
gobernadora, f: tiofanato metilico, g: testigo absoluto.

Tagetes lemmonii presentd un Pl de 70.7 % a la concentracion de 80 % y fue
estadisticamente similar que el testigo positivo organico PROGRANIC® Mega
(extracto de gobernadora), pero con respecto al testigo positivo quimico
CERCOBIN® si hubo diferencia estadistica significativa siendo este mejor. En
las concentraciones de 60, 40 y 20 % existieron diferencia estadistica
significativa entre ellas, pero el PI fue inferior notablemente a los testigos

positivos (Figura 16).

Tanto en P. icosandra como en T. lemmonii a las concentraciones mayores
probadas hubo menos desarrollo de F. oxysporum con respecto al testigo
absoluto (Figura 17) y tal vez aumentando la concentracién cercana al 100 % se
pueda superar o igualar el efecto de los fungicidas quimico u organico. En

ambos extractos, al disminuir la concentracion el desarrollo del hongo aumento.
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Figura 16. Efecto de los extractos metandlicos de T. lemmonii sobre F. oxysporum en medio de
cultivo PDA a las 144 h de crecimiento (a: 80 %, b: 60 %, c: 40 %, d: 20 %), e: extracto de
gobernadora, f: tiofanato metilico, g: testigo absoluto.
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Figura 17. Efecto de los extractos metandlicos de plantas sobre el crecimiento micelial (mm) de
B. cinerea. Barras con las mismas letras indican que las medias no fueron estadisticamente
diferentes, usando la prueba de Tukey al 5 % de significancia.
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4.4.4.1 Concentracion inhibitoria media (Clsp) de los extractos
metandlicos de P. icosandray T. lemmonii evaluados
contra F. oxysporum
Para F. oxysporum, la Clso del extracto metandlico de P. icosandra fue de
40.1%, mientras que para el extracto metandlico de T. lemmonii fue de 48.0 %,
ambos valores son congruentes de acuerdo a los porcentajes de inhibicion

obtenidos (Cuadro 12).

Cuadro 12. Concentracion Inhibitoria Media para los extractos metandlicos de
P. icosandra y T. lemmonii en el crecimiento de F. oxysporum.

Extracto Clso (%)
P. icosandra 40.1
T. lemmonii 48.0

4.5 Analisis fitoquimico

Por cromatografia en capa fina se identificd la presencia de alcaloides y
flavonoides en el extracto metandlico de P. icosandra; mientras que en T.
lemmonii se encontraron flavonoides y terpenoides; para A. mexicana se
detectaron flavonoides y terpenoides; en C. xalapensis hubo la presencia de
alcaloides, terpenoides y flavonoides y en F. vulgare se presenciaron

terpenoides y flavonoides (Cuadro 13).

Cuadro 13. Metabolitos secundarios presentes en los extractos metandlicos de
las especies vegetales evaluadas.

Especie Alcaloides Flavonoides Terpenoides
Phytolacca icosandra + + ,
Tagetes lemmonii - + +
Argemone mexicana - + +
Croton xalapensis + + +
Foeniculum vulgare - + +

(+) = Presencia, (-) = Ausencia.
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5 DISCUSION

Existen factores que afectan directamente el rendimiento de la extraccién como:
los disolventes utilizados, el tiempo de extraccion y otros factores que afectan la
calidad fitoquimica de un extracto como lo son: la familia y género de la planta,
estrés precosecha de la planta, estado fenoldgico, 6rgano o parte de la planta,
el tiempo transcurrido desde la cosecha hasta su procesamiento, temperatura
de extraccion, temperatura y método de almacenamiento, entre otros, por lo que

los resultados siempre seran variables (Bruneton, 2001).

Para el extracto metandlico de Phytolacca icosandra, la concentracion de 80 %
presentd el mayor efecto de inhibicion (76.6 % de PIM) en A. solani y las demas
concentraciones restantes también presentaron actividad superando el 60 % de
PIM (Cuadro 7). No existe registro de esta especie vegetal con accion
antifangica para A. solani, sin embargo, hay informacion para otros hongos
fitopatdbgenos. Juarez (2016) obtuvo un PIM méaximo de 43.49 % a la
concentracion de 75 % de extracto metanodlico de P. icosandra sobre
Colletotrichum fructicola. En otro estudio realizado en Argentina se encontré
gue el extracto metandlico de otra especie de Phytolacca (P. tetramera) mostré
actividad antifangica en hongos oportunistas patogenos de humanos

principalmente sobre Trichophyton mentagrophytes (Escalante et al., 2002).

Sin embargo, numéricamente el fungicida Pirimetanil fue el tratamiento que tuvo
un efecto superior al extracto de P. icosandra para inhibir el crecimiento de A.
solani, dicha actividad antifiUngica de esta sustancia en condiciones in vitro se
debe a los mecanismos descritos por (Leroux y Gredt, 1996), por lo que es
altamente eficaz para inhibir la germinacion de los conidios y el alargamiento
del tubo germinal en diferentes hongos fitopatdogenos (Li y Xiao, 2008). Este
fungicida es de los mas usados para el control de tizon temprano y otras
enfermedades en diferentes cultivos, sin embargo, se ha reportado resistencia

de A. solani a esta sustancia.
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No se encontraron diferencias significativas entre el fungicida pirimetanil y la
concentracion méas alta probada del extracto metanodlico de P. icosandra, por lo
gue esta planta podria ser una alternativa para el control de A. solani, como un
método ecoldgico y eficaz contra este patégeno, reduciendo las desventajas
que brinda el control quimico, ademas se contribuye a la suma a la lista de

plantas con actividad biolégica contra este hongo.

Todas las concentraciones probadas del extracto metandlico de P. icosandra
inhibieron 100 % el crecimiento de B. cinerea (Cuadro 9), este comportamiento
concuerda con lo observado por Mecalco (2014) quien encontré en el extracto
hexanico de P. icosandra un 100 % de inhibicibn de Colletotrichum
gloesporioides a la concentracion de 50 %. Bajpai et al., (2012) probaron el
extracto metandlico de P. americana a una concentracion de 3 000 ppm y
obtuvieron un 85 % de efectividad en el control de B. cinerea en tomate in vivo,
por lo que los autores sugieren que el extracto de esta especie se podria

desarrollar como un agente de proteccion contra moho gris en tomate.

El extracto metandlico de P. icosandra superd en inhibicién al fungicida
fenhexamid (Cuadro 9) que es uno de los botriticidas mas importantes,
desafortunadamente la presion selectiva ejercida del control quimico contra este
patdgeno induce el desarrollo de aislamientos resistentes a los fungicidas
(Panebianco et al., 2015), por lo que este resultado permite que el extracto de
P. icosandra sea un aspirante para ensayar su efecto in vivo contra moho gris
en tomate, y asi generar una alternativa de manejo para esta enfermedad y

prevenir los efectos negativos causados por los fungicidas sintéticos.

El hongo F. oxysporum presenté mayor sensibilidad al fungicida metiltiofanato
gue al extracto metandlico de P. icosandra (Cuadro 11) y aunque, este extracto
a las concentraciones de 40, 60 y 80 % sobrepasaron el 60 % de PIM para F.
oxysporum, no representa una buena opcion para el control de este hongo, ya
gue sus caracteristicas biologicas, como gran variabilidad genética y su amplia

distribucion dificulta el manejo de este patdgeno (Rodriguez y Montilla, 2002),
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por lo que se requiere un mayor porcentaje de inhibicién para que una sustancia

pueda ser considerada dentro de un plan de manejo de la enfermedad.

De manera general, el extracto metandlico de P. icosandra presentd actividad
antifingica sobre los tres hongos fitopatégenos evaluados (Cuadro 6). En las
especies del género Phytolacca se han identificado una diversidad de
metabolitos secundarios como triterpenos, flavonoides, esteroides, lignanos,

taninos, alcaloides, entre otros (Montes, 2011).

Juérez (2015) atribuy6 el efecto antifingico sobre C. fructicola del extracto
metandlico de P. icosandra a la presencia de alcaloides y flavonoides, y
Mecalco (2014) asigné dicha actividad en C. gloesporioides a la existencia de
saponinas en el extracto hexanico de P. icosandra (Treyvaud et al., 2000). Por
cromatografia en capa fina, en el presente estudio se encontr6 la presencia de
alcaloides, ya que se observaron manchas de color marron, lo cual coincide con
lo indicado por Wagner y Bladt (1996) (Cuadro 13). EI mecanismo de accion de
los acaloides consiste en la inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos
mediante intercalacion con las pares de bases del ADN (Dodd et al., 1989). La
presencia de flavonoides en la especie por la aparicion de coloraciones
amarilla-naranjas y verde amarillas (Wagner y Bladt) (Cuadro 13) podrian
explicar las formas para impedir el desarrollo de microorganismos: inhibicion de
la sintesis de acidos nucleicos (Wu et al., 2013), y la otra, son causantes del
dafo a la membrana celular provocando cambios en la fluidez, lo que ocasiona
la salida de algunos compuestos intracelulares (Tsuchiya y Linuma, 2000), por
lo que, se le puede adjudicar a la accion combinada de estos metabolitos
secundarios la actividad antifangica del extracto metandlico de P. icosandra,
aunque pudieron haber participado otros compuestos como péptidos

antimicrobianos, los cuales no se analizaron en el presente estudio.

Diferentes trabajos se han dirigido para investigar los diferentes compuestos
presentes en las plantas del género Phytolacca responsables de ejercer una
accion contra hongos. En un trabajo realizado por Shao et al., (1999) obtuvieron
un péptido antifungico de semillas de P. americana denominado PAFP-s, el cual
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demostré un amplio espectro de actividad entre diversos hongos, esta proteina
mostré similitud con un péptido antimicrobiano de semillas de Mirabilis jalapa.
Por otro lado, Escalante et al. (2008) aislaron de bayas de P. tetramera un
glucdsido triterpenoide antiespumante que altera la morfologia de levaduras y
mohos, las cuales fueron similares a las producidas por enfumafungina, un
inhibidor de la (1-3)- B-D- glucanosintasa, una enzima que cataliza la sintesis de
(1-3)- B-D- glucano, uno de los principales polimeros de la pared celular en

hongos.

Por otro lado, es muy poca la informacion que se ha documentado sobre la
actividad contra hongos por T. lemmonii, aunque se ha reportado la actividad
biologica de algunas especies de Tagetes, usado ampliamente en la medicina
popular, también se ha usado como insecticida natural y fungicida.

Para el presente estudio, el extracto metanolico de Tagetes lemmonii mostré
actividad antifangica sobre A. solani y el mayor efecto de inhibicion se observo
en la concentracion de 80 % (66.2 %) siendo superado solamente por el
fungicida sintético pirimetanil (77.5 %) (Cuadro 7). En una investigacion
realizada a cabo por Singh et al. (2003) sefalaron que el aceite esencial de T.
erecta tiene actividad antifangica contra Aspergillus niger y A. terrenus, hongos
pertenecientes al orden moniliales, grupo en el que se ubica a A.solani, dicha
actividad fue atribuida a la presencia de 26 compuestos activos en el aceite,
donde los principales constituyentes fueron (Z)- B-ocimeno (42.2%),
dihidrotagetona (14.3%), (Z)-tagetona (8.3%), limoneno (7.3%) y (E)-

ocimenona (5.3%).

El aceite obtenido a partir de hojas de T. minuta y T. filifolia mostraron una
fuerte fungitoxicidad inhibiendo completamente el crecimiento micelial de
Sclerotium cepivorum, Colletotrichum coccodes y Alternaria solani. Los
componentes activos se caracterizaron por CG/MS. Dos quimiotipos (ricos en
ocimeno y en ocimenona) de T. minuta y un quimiotipo rico en (E)- enethole de
T. filifolia exhibieron inhibicibn micelial a 5 000, 3 000 y 2 000 ppm,
respectivamente (Zygadlo et al, 1994).
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Al respecto, Mares et al., (2004) reportaron el efecto del extracto metandlico de
T. patula (50 mg mlt) en Pythium ultimum con un 51.4 % de inhibicién, y el
estudio de microscopia electronica de barrido mostré6 que el extracto indujo
alteraciones en las células fungicas del patogeno.

B. cinerea present6 sensibilidad al extracto metandlico de T. lemmonii y en las
concentraciones a 80 y 60 % se observé un porcentaje de inhibicion mayor (100
%) de inhibicion, inclusive superd al botriticida fenhexamid. Hay estudios que
revelan el efecto de extractos de especies de Tagetes en Botrytis, como lo
reportan Mares et al.,, (2002) quienes al usar el extracto metandlico de 10
cultivares de T. patula inhibieron el desarrollo de B. cinerea, observaron
consistencia en el control de este hongo, pues al aumentar la dosis, el
porcentaje de inhibicion fue mayor. La actividad antifiungica de T. patula también
se ha reportado en diferentes trabajos realizados en China, estos resultados
podrian sugerir que los compuestos en esta especie vegetal podrian servir de

modelo para el disefio y desarrollo de algunos fungicidas para el futuro.

En F. oxysporum el extracto metandlico de T. lemmonii al 80 % presentd 70.7 %
de porcentaje de inhibicion, inferior del fungicida metiltiofanato (81.1 %), en las
demas concentraciones probadas, el porcentaje de inhibicion fue disminuyendo
conforme la concentracion fue disminuyendo (Cuadro 11), este hongo mostro
mayor resistencia al extracto respecto a B. cinerea (Cuadro 6). Un
comportamiento similar fue reportado por Mares et al. (2002) donde F.
moniliforme fue mas resistente al extracto metanolico de T. patula que B.
cinerea, sin embargo, en el extracto del cultivar de T. patula nimero seis hubo
un porcentaje de inhibicion del 77.6 % a la concentracion de 50 50 mg ml* para
este hongo, datos que concuerdan con lo observado en la presente
investigacion. Por otro lado, Thembo et al., (2010) informaron que los extractos
acuosos y organicos de T. minuta tienen actividad antifingica en aislamientos
de cuatro hongos de importancia agricola, los extractos organicos mostraron

actividad inhibidora del crecimiento contra la mayoria de los aislamientos de
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Fusarium, estos autores indican que los constituyentes quimicos de estos

extractos de la especie podrian desarrollarse como posibles fungicidas.

Ademas de tener actividad contra hongos, los extractos vegetales de especies
de Tagetes han mostrado actividad biol6gica en bacterias. Se ha reportado que
el extracto metandlico de las flores de T. patula inhibié el crecimiento de
Corynebacterium spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp. y Micrococcus
luteos, siendo el primer reporte de la actividad antimicrobiana de extractos de T.
patula (Faizi et al., 2008).

Se han identificado aproximadamente 126 metabolitos secundarios en plantas
de Tagetes, como derivados fendlicos, fenilpropanoides, derivados de tiofeno,
derivados de benzofunano, triterpenoides, esteroides, alcaloides, flavonoides,
carotenoides, y otros, responsables de propiedades insecticidas, nematicidas,
bactericidas y fungicidas (Xu et al., 2012). En el presente trabajo se identificd
mediante cromatografia en capa fina la presencia de flavonoides y terpenoides
en el extracto metandlico de hojas de T. lemmonii, segun lo descrito por Wagner
y Bladt (1996) (Cuadro 13). Mendoza (2015) identific6 31 compuestos presentes
en el aceite esencial de T. lemmonii, los cuales fueron de naturaleza terpénica,
siendo los mas abundantes el anetol, trans-tagetona, p-ocimeno, p-cariofileno y
4-etil-4-metil-1-hexano, cis-tagetona, verbenona y cis-verbenona, el autor
reporta 98 % de mortalidad de ninfas de Diaphorina citri al aplicar el aceite

esencial a una concentracién de 10 mg mL*

De igual manera, Morita y Subagio (1957) encontré la existencia de flavonoides
en el extracto metanolico de hojas y flores de T. erecta. Asi mismo, Vasudevan
et al. (1997) mencionan que tanto las flores como las hojas de Tagetes
contienen terpenoides, y que la concentracion y composicion en los diferentes

extractos varian de acuerdo a la especie.

El extracto metandlico de T. lemmonii exhibié actividad antifingica sobre los
tres hongos evaluados (Cuadro 6), y dicha funcién se le podria conferir a la

presencia simultanea de flavonoides (Cuadro 13), pero mas a los terpenoides
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(Cuadro 13) que causan efectos toxicos en la estructura y funcion de la

membrana celular de los microorganismos (Sikkema et al., 1995).

Los resultados obtenidos en esta investigacion sugieren que esta especie de
Tagetes se aflade a la lista de plantas de este género con propiedades
antifingicas sobre hongos de importancia agricola, lo que da una pauta para
seguir realizando estudios relacionados a su actividad bioldgica y presencia de

sus metabolitos secundarios.

Se ha reportado que los principales compuestos en la resina de Larrea
tridentata son los lignanos fendlicos, saponinas, flavonoides, aminoacidos y
minerales (Saldivar, 2003). Esta especie vegetal es aprovechada ampliamente
para el desarrollo de fungicidas y bactericidas en la agricultura, y en México
existen productos registrados de esta especie para el control de diversas

enfermedades.

El fungicida comercial a base de extracto de Larrea tridentata no superé en
porcentaje de inhibicibn a los extractos metandlicos de P. icosandra y T.
lemmonii al 80 % en los tres hongos fitopatdgenos probados (Cuadros 7, 9y
11).

El andlisis fitoquimico del extracto metandlico de hoja de Argemone mexicana
mostré la presencia de flavonoides y terpenoides, en Croton xalapensis hubo
alcaloides, flavonoides y terpenoides y en Foeniculum vulgare se identifico la
presencia de flavonoides y terpenoides (Cuadro 6), sin embargo, ninguna de

estas especies presento actividad antifangica (Cuadro 13).

El metanol es un disolvente polar, con el cual se pueden extraer varios tipos de
metabolitos secundarios con diferente actividad antimicrobiana tales como
alcaloides, glucésidos triterpénicos, taninos, lactonas sesquiterpenicas y
compuestos fenolicos (Talibi et al., 2014), aunque es dificil determinar el papel
preciso de cada metabolito secundario. Los flavonoides son un grupo de

compuestos organicos que se producen ampliamente en todas plantas y que
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sirven de diversas funciones fisiologicas, es decir, poseen propiedades
antioxidantes, protegen contra la radiacion UV, proporcionan color en flores,
frutos, hojas y algunos son insecticidas y fungicidas (Szultka et al., 2013).

Los alcaloides se clasifican en diferentes grupos, estan los alcaloides de indol
terpenoides (TIA) que incluyen mas de 3 000 compuestos con actividad
antineoplasica y se sintetizan a partir de triptéfano, algunos alcaloides de este
tipo desempefian un papel en la proteccion de las plantas contra plagas y
patégenos (Facchini, 2001). Otro grupo, los alcaloides de bencilisoquinolina
(BIA) se sintetizan a partir de la condensacion de tirosina, contiene
aproximadamente 2500 compuestos con propiedades farmacoldgicas como
morfina (analgésico), codeina (supresor de la tos), papaverina (relajante
muscular), sanguinarina y berberina (agente antimicrobiano), etc., y se
encuentran distribuidos en diferentes familias de plantas. Un tercer grupo, los
alcaloides de tropano incluyen hiosciamina y escopolamina, que se derivan de
especies de plantas de Hyoscyamus, Atropa y Datura. Los alcaloides de purina
se sintetizan a partir de los nucleotidos de la purina, siendo la cafeina y
teobromina los mas comunes (Ziegler y Facchini, 2008). Por lo tanto, la diversa
actividad que presentan diversos tipos de alcaloides podrian explicar la

actividad encontrada en el presente estudio en P. icosandra.

Por otro lado, los terpenos desempeiian un papel vital en la defensa vegetal
contra insectos, patdégenos y mamiferos, algunos son compuestos volatiles
conocidos como aceites esenciales que participan en la sefalizacion a

polinizadores, y glicésidos terpénicos llamadas saponinas (Taiz y Zeiger, 2006).

Aunado a lo anterior, la diferente actividad de los extractos de las especies
vegetales estudiadas en el presente trabajo se podria explicar por varios
factores: la respuesta diferencial del hongo, patogenicidad, polaridad del
disolvente usado y concentracion, y mecanismos de resistencia por parte del

patégeno (Diaz, 2016).
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El presente estudio indica que la aplicacion de extractos de plantas como
agentes de control in vitro resultd ser eficaz en el manejo para los patdgenos
gue dafan el cultivo de tomate y los extractos metanolicos de P. icosandray T.
lemmonii pueden ser una alternativa atractiva, ya que se componen de
metabolitos secundarios con actividad biolégica sobre hongos fitopatégenos en
tomate, y su uso evita la aplicacion de fungicidas quimicos. Sin embargo, hace

falta cotejar en estudios in vivo.

Tratando de extrapolar los valores de rendimiento y de Clso obtenidos para cada
extracto con cada patégeno, se determind la aplicacion practica que pueden
tener estos extractos metandlicos, y en el Cuadro 14 se refleja su potencial para
ser usados en campo en aplicaciones de material vegetal y de extracto en Kg
por hectarea.

Cuadro 14. Valores para la aplicacion practica de los extractos metandlicos en
campo.

Especie Patdégeno Cantidad de Cantidad de extracto
Material vegetal (Kg) / Ha
(Kg) / Ha
P.icosandra A. solani 41 5.6
B. cinerea 0.645 0.88
F. oxysporum 586.60 80
T.lemmonii  A. solani 245.34 68
B. cinerea 137.10 38
F. oxysporum 346.30 96

La mayoria de los disolventes no pueden utilizarse en el contexto de sistemas
de produccion organica porque su uso no esta permitido, pero si en la
produccién convencional. Por esta razon, es necesario buscar disolventes que
permitan extraer mas y diferentes compuestos, también estos solventes deben
ser reconocidos como seguros para ser utilizados bajo sistemas de produccion

organica. La eficiencia de los solventes convencionales en la extraccidon
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fitoquimica se debe a sus propiedades de polaridad (Castillo et al., 2010). Se
sabe que el metanol puede tener efectos adversos en la salud humana por lo
gue, si se piensa explotar de manera masiva estos recursos naturales para el
desarrollo de fungicidas botanicos, se debe de considerar el uso de solventes

mas econdmicos y menos perjudiciales a la salud de los consumidores.
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6 CONCLUSIONES

De las cinco especies vegetales evaluadas por su actividad antifungica, la
presencia de los grupos quimicos fue especifica, sin embargo, solamente P.
icosandra (alcaloides y flavonoides) y T. lemmonii (flavonoides y terpenoides)
inhibieron significativamente el desarrollo micelial de los hongos.

Al aumentar la concentracion de extractos de P. icosandra y T. lemmonii
provocaron que el crecimiento micelial disminuyera. B. cinerea fue el hongo
mas sensible a la aplicacion de los extractos mientras que F. oxysporum fue

mas resistente.

El extracto metandlico al 80 % de P. icosandra fue el mejor tratamiento en la
inhibicion micelial de A. solani, efecto similar al producto comercial quimico y
superdé al producto organico. El extracto de T. lemmonii a la concentracion de

80 % tuvo menor efecto que el control quimico pero similar al control organico.

Los extractos de P. icosandra y de T. lemmonii al 60 y 80 % inhibieron en 100
% a B. cinerea, efecto similar o mayor que el del fungicida quimico y organico,

respectivamente.

En el caso de F. oxysporum, el extracto de T. lemmonii al 80 % mostré6 mayor
actividad antifungica que P. icosandra, pero su efecto no supero a los controles

guimico y organico.
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