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EXTRACTOS DE AGUACATE CRIOLLO PARA INHIBIR EL DESARROLLO

DE HONGOS FITOPATOGENOS

EXTRACTS OF NATIVE AVOCADO TO INHIBIT THE DEVELOPMENT OF
PHYTOPATHOGENIC FUNGI

Méndez Z., S. M.; Campos R., E.; Corrales G., J.; Garcia M., M. R.; Ybarra M. C.

Resumen

Los métodos de control de patdégenos se han
basado en el uso de agroquimicos, que originan
cepas resistentes, contaminacion el medio
ambiente e incremento en costos de produccién,
por lo que es necesario buscar alternativas
naturales para su control. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar in vitro la actividad
antiflngica de extractos a partir de hoja, cascara y
semilla de aguacate criollo (Persea americana var.
drymifolia). La extraccion se realizé en Soxleth, se
utilizé como solvente cloroformo-metanol (2:1,
v/v), se utilizaron cepas monospodricas de
Colletotrichum gloesporioides y Botrytis cinerea.
El efecto de inhibicion del micelio se ensayé con el
método modificado de agar envenenado, a los
datos obtenidos se les realiz6 un ANOVA, una
comparacion de medias Tukey (p=0.05) y se
obtuvo la Concentraciéon Minima de Inibicién
(Clso) mediante un analisis Probit. El extracto de
semilla fue el extracto con mayor efecto de
inhibicion (71.73 %) sobre C. gloeosporioides y
presenté una Cls, de 13.61, Los extractos de
cascara al 85 %, cascara 50 % y semilla al 85 %
fueron los que tuvieron mayor efecto de inhibicion
sobre el desarrollo del micelio de B. cinerea, sin
embargo, no mostraron una diferencia significativa
entre ellos, el extracto de mayor efectividad fue el

de céscara con una Cls, de 26.59.

Palabras clave: Antifingico, extractos vegetales,

hongos fitopatogeno.

Vii

Abstract

Pathogen control methods have been based on the
use of agrochemicals, which have caused resistant
strains, environmental pollution and increased
production costs, making it necessary to seek more
natural alternatives. The objective of this research
was to evaluate in vitro antifungal activity of
extracts obtained from leaf, peel and seed of native
avocado (Persea americana var. drymifolia). The
extraction was performed by the Soxhlet method,
using chloroform:methanol (2:1, v/v) as solvent
Colletotrichum
The

inhibitory effect on mycelium was tested with the

and monosporic  strains  of

gloeosporioides and Botrytis  cinerea.
modified poisoned agar method. The data obtained
were submitted to an ANOVA and Tukey‘s
comparison of means test (p=0.05) and the
Minimum Inhibitory Concentration (ICs,) was
obtained by Probit analysis. The seed extract
showed the highest inhibitory effect on C.
gloeosporioides with 71.73% and presented an 1Cs,
of 13.61. Extracts from peel (85 %), peel (50 %)
and seed (85 %) showed the highest inhibitory
effect on mycelial development of B. cinerea,;
however, there were no significant differences
among them. The peel extract was the most

effective with an I1Cs, of 26.59.

Keywords: Antifungal, plant extracts,
phytopathogenic fungi.
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1. INTRODUCCION
En la agricultura mundial los hongos fitopatdgenos son causantes de enfermedades de
pre y poscosecha en hortalizas, cereales y frutas, siendo responsables de pérdidas
econdmicas cuantiosas (Juarez-Becerra et al., 2010). El dafio que ocasionan no sélo se
refiere a pérdidas de produccién econdmica, sino también, la pérdida de produccién
bioldgica, es decir, a la alteracién que existe en el crecimiento y desarrollo de las plantas

hospedantes atacadas por estos microorganismos (Agrios, 2005).

Asegurar suficientes alimentos para la poblacion mundial, podria lograrse a través de las
tecnologias disponibles como: el aumento de la superficie de tierras agricolas, aumento
de rendimiento de los cultivos a través de agroquimicos, mejora de la gestion de suelo y
agua, promocion de organismos genéticamente mejorados, mas productivos y
resistentes, y uso de pesticidas sintéticos. Sin embargo, dichas tecnologias deben
aplicarse con precaucién tomando en cuenta, la proteccion al medio ambiente, la
biodiversidad y la salud del consumidor. De lo contrario, la aplicacion imprudente de
herramientas tecnolégicas podria ser contraproducente (Carvalho, 2006), entre los

riesgos se destaca el uso de pesticidas en la produccion de alimentos (Hubbell, 1997).

En los Gltimos afios se han buscado alternativas que contrarresten los problemas ligados
al uso de plaguicidas organosintéticos, como aquellas obtenidas a partir de insumos

bioldgicos como los bioproductos, los cuales son obtenidos a partir de organismos vivos



0 recursos renovables e incluso del uso de préacticas de produccion tradicionales en

combinacidn con nuevas practicas tecnoldgicas (Guédez et al., 2008).

El control bioldgico es una herramienta que utiliza estos recursos para mantener las
poblaciones de especies dafiinas en cultivos por debajo de niveles que causen dafos

economicos (Guédez et al., 2008).

En general, las plantas se defienden contra los patégenos mediante una combinacién que
involucra dos sistemas de accidn: caracteristicas estructurales que actdan como barreras
fisicas y las reacciones bioquimicas que tienen lugar en los tejidos de la planta y
producen sustancias que son toxicas o inhiben el crecimiento (Agrios, 1988). Por su
parte los patdgenos secretan compuestos que alteran directamente las células y los
reguladores del crecimiento, provocando el deterioro general en las plantas (Agrios

2009).

Las plantas producen compuestos con propiedades antimicrobianas que pueden ser
empleadas para controlar diferentes enfermedades en productos hortofruticolas. La
obtencion de extractos vegetales y el estudio de sus compuestos activos propician su

empleo contra diferentes fitopatdogenos (Hernandez-Lauzardo et al., 2007).

En condiciones in vitro los extractos inhiben el crecimiento del patdgeno, asi como la
esporulacion y germinacion de esporas, de modo que ayudan a controlar las
enfermedades de frutos y hortalizas. In vivo, el efecto fungicida de los extractos
vegetales varia en funcion de la metodologia de extraccion (disolvente, tiempo de
almacenamiento, etc.), especie botanica, 6rgano de la planta (raiz, hoja, tallo y semilla),

fecha de cosecha, etc.



Sin embargo, la combinacion de los extractos vegetales con algin otro compuesto
natural puede potenciar su actividad biologica (fungicida, bactericida, insecticida, etc.)

(Hernandez-Lauzardo et al., 2007).

Unas de las enfermedades mas severas en los frutos por las pérdidas econémicas que
ocasionan son la antracnosis y el moho gris causadas por Colletotricum gloeosporioides
y Botrytis cinerea, respectivamente, por lo que se hace necesario intensificar la
basqueda de alternativas naturales para el control de dichos patdgenos (Figtree et al.,

2013; Kumari et al., 2014).

Como un caso especial de inmunidad a los ataques de hongos fitopatdgenos, el aguacate
criollo (Persea americana Mill. var. drymifolia) representa un material de estudio con
gran potencial para evaluar las propiedades antifungicas que pudiese tener en sus hoja,
cascara y semilla como una alternativa al manejo con plaguicidas que se da en

poscosecha para el control de fitopatogenos (Torres-Gurrola et al., 2011).



1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general
Evaluar la actividad antifingica de extractos de hoja, cascara y semilla de aguacate
criollo mediante bioensayos in vitro para inhibir el desarrollo de Colletotricum

gloeosporioides y Botrytis cinerea.

1.1.2 Objetivos especificos

e Aislar, identificar, purificar y propagar cepas monosporicas de
Colletotricum gloeosporioides y Botrytis cinerea.

e Preparar extractos a partir de hoja, cascara y semilla de aguacate criollo
para evaluar su actividad fungicida.

e ldentificar en los extractos presencia de terpenoides, flavonoides y
alcaloides por cromatografia en capa fina.

e Evaluar in vitro la actividad de los extractos para el control de

Colletotricum gloeosporioides y Botrytis cinerea.



2. MARCO TEORICO

2.1.Hongos fitopatdgenos de importancia econdémica en poscosecha
Las frutas son productos perecederos, susceptibles al ataque de microorganismos
causantes de enfermedades, antes o después de la cosecha y durante su almacenamiento.
Los hongos que causan estas enfermedades son denominados fitopatdgenos (phyton:

“planta”; pathos: “enfermedad”) (Trigos et al., 2008; Garcia, 2004).

Se considera que existen mas de 8000 especies de hongos que producen enfermedades
en las plantas. La mayoria de las plantas pueden ser atacadas por algun tipo de hongo
(por uno o varios) y también se sabe que un mismo hongo fitopatdégeno puede infectar a
uno o mas tipos de diferentes familias. Los hongos fitopatdgenos pasan la mayoria de su
ciclo de vida en la planta huésped (como parasitos) y otra parte en el suelo, en los
residuos vegetales que se encuentran ahi (como saprofitos), aunque algunos so6lo se

desarrollan como parésitos (Garcia, 2004).

Estos microorganismos constituyen un grupo de suma importancia en la agricultura
debido a su nimero y a su capacidad de reproduccién, lo que con frecuencia dificulta su

control (FAO, 2004).

Los hongos fitopatdgenos pueden producir manchas cloréticas y necréticas, cribados,
tizones, podredumbres himedas o secas, agallas, abolladuras, costras, ahogamientos y

marchitaminentos (Urbina, 2011).



Los hongos fitopatdgenos no solo manchan, desfiguran o causan pudricién en los frutos,
sino también reducen su valor en el mercado. Las pérdidas causadas por hongos
fitopatogenos estan entre el 30-95 % del total de la produccion. Los hongos como
Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporoides, y Penicillium spp. afectan en todo el
mundo principalmente en paises con climas tropicales y subtropicales (Juarez-Becerra

etal., 2010).

2.2.  Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) es un patdgeno prolifero y econémicamente
importante, ya que induce pérdidas sustanciales en el rendimiento, al afectar partes
vegetativas y reproductivas al causar deterioro poscosecha de frutos de clima templado,
subtropical y tropical (Latunde - Dada, 2001; Freeman et al., 1996). Las enfermedades
inducidas por este hongo incluyen: antracnosis, marchitamiento, pudricion radical,
mancha foliar, pudricion de flores y tizon en plantulas (Kim et al., 2001, Freeman et al.,
1996).

2.2.1. Clasificacion taxonomica
Colletotrichum gloeosporioides es el estado imperfecto de Glomerella cingulata

(teleomorfo Glomerella) (Sutton, 1992). Su clasificacion taxondémica segun Agrios

(1995) es la siguiente:

Reino: Mycetae o Fungi
Division: Eumycota
Subdivisién: Deuteromycotina
Clase: Coelomycetes
Orden: Melanconiales
Género: Colletotrichum

Especie: C. gloeosporioides



2.2.2. Antracnosis

La antracnosis es una enfermedad provocada por el hongo C. gloeosporioides, ataca
tejidos muy jovenes o tejidos muy viejos y fisicamente débiles. Los ataques méas severos
a los frutos ocurren cuando coincide el estado mas susceptible de cultivo (floracion o
fructificacion) con un tiempo lluvioso y dias de permanente humedad relativa, mayor al
90 % vy temperaturas mayores a 20 °C. Las fuentes del in6culo se encuentran en las
hojas, ramas, inflorescencias, bracteas de las y yemas en los frutos, en términos
generales en todo el arbol (Alarcén et al., 2007). La mayor incidencia de la enfermedad
se presenta en las areas tropicales y subtropicales del planeta (Menezes-Morales et al.,
1996).

La enfermedad causada por las diferentes especies del género Colletotrichum spp se
manifiesta por la aparicion de manchas oscuras en hojas y frutos, con formas
redondeadas u ovaladas, con tamarios variables que pueden oscilar entre 1 a 2 mm hasta
5 cm de diametro, en algunas ocasiones. Las lesiones se presentan ligeramente sumidas
0 poseen un contorno levemente elevado; se presentan con tonalidades negras o
marrones; en otras ocasiones, la infeccion aparece con coloracion que va del rojo ladrillo
al parpura, y posteriormente cambian hacia coloraciones pardas oscuras, hasta adquirir
tonalidades muy negras. EI nombre de antracnosis hace alusion al aspecto visual de las

manchas necroticas hundidas (Rivera, 1991).

2.2.3. Proceso de infeccién
El proceso de infeccion de C. gloeosporioides se inicia con el contacto del hongo vy el
fruto o estructura que pueda afectar, sin ser necesaria la presencia de una herida para

facilitar la entrada del hongo. El in6culo puede tener su origen en plantas enfermas. Por



medio de la lluvia (salpicadura) y el viento; las esporas son transportadas hasta los frutos

que se encuentren en desarrollo (Chau et al., 1983).

Uno de los conidios se establece en la superficie del fruto y germina si la humedad
relativa es cercana al 100 % y si la temperatura fluctia entre 25 y 29 °C, entonces el
hongo produce una enzima llamada cutinasa, la cual es esencial en la penetracion del
tejido verde del fruto. Después de varias horas, el tubo germinativo se alarga y la punta
se hincha para formar una estructura conocida como apresorio, el cual mantiene al

hongo firmemente unido al fruto (Figura 1) (Binyamini et al., 1971).
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El hongo permanece en forma quiescente o latente (inactivo por un tiempo, pero con
capacidad de reactivarse posteriormente unido a la epidermis por medio del apresorio y
de la hifa subcuticular) y la reactivacién se manifiesta principalmente en la etapa de
poscosecha, cuando el fruto ingresa en la etapa climatérica o de maduracion, es decir,
cuando la temperatura es mayor a 25 °C y la humedad relativa es alta (>90 %) y los
nutrimentos son adecuadas para la germinacion de esporas y el desarrollo micelial, ya
que en esta etapa numerosas enzimas degradan los carbohidratos presentes en el fruto,
transformandolos en azucares sencillos y acidos orgénicos, necesarios para la nutricion y

desarrollo del hongo.

Las hifas subcuticulares que habian permanecido inactivas o quiescentes, vuelven a
estimularse y se ramifican a través del tejido hospedero, al que invade rapidamente,

produciendo los sintomas tipicos de la antracnosis (Verhoeff, 1974).

El desarrollo de la antracnosis se presenta también en el fruto en anaquel, favorecido por
el mal manejo que se le da a la fruta antes, durante y después de la cosecha (Arauz et al.,

1983).

2.2.4. Especies frutales afectadas por antracnosis
Las especies frutales con reportes de infecciones causadas por C. gloeosporioides son:
aguacate, citricos, mango, papaya, platano, maracuya y guayaba. Este hongo que causa
la antracnosis ataca hojas y frutos formando en el follaje lesiones que se presentan como
manchas necréticas concéntricas de color negro a lo largo de las nervaduras siendo méas
conspicuas en el envés; las lesiones en los frutos aparecen ligeramente hundidas de color

negro y bien definidas (Figura 2) (Alarcon et al., 2007).



Figura 2. Frutos infectados con C. gloeosporioides: a) Aguacate, b) Mango, c) Papaya,

y d) Platano.

En México los productores han estimado pérdidas en poscosecha de fruta de papaya
fresca (Carica papaya) entre 40 y 100 % (INIFAP, 2007), en aguacate (Persea
americana Mill.) enfermedad que ocasiona pérdidas cercanas al 20 % de la produccion
(Rodriguez-Lopez et al., 2008), en tomate de arbol, manzano y mora causa pérdidas

superiores al 50 % cuando se cultivan a campo abierto (Saldarriaga, 2006).

2.2.5. Control de antracnosis

En Meéxico el control quimico de la antracnosis se ha basado en el uso de fungicidas
Benzimidazoles, no obstante su control ha sido deficiente debido a la adquisicion de
resistencia. Entre los productos recomendados para el control de enfermedades
poscosecha en frutales tropicales y subtropicales se encuentran el Procloraz (ingrediente
activo: N-propil-N-[2-(2,4,6-triclorofenoxi) etil] imidazol-1-carboxamida) e Imazalil

(ingrediente activo: (RS)-1-(B-aliloxi-2,4-diclorofeniletil)imidazol), que se utilizan
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ampliamente en Centro y Sudameérica, principalmente para el control de la antracnosis
en platano, mango y citricos (INIFAP, 2007).

El caso de procloraz, tiene una efectividad de 96.5 % en la inhibicion de la germinacion
y el crecimiento del micelio (Zavala et al., 2005), en otras investigaciones se obtuvo un
100 % de inhibicion con hidréxido de cobre y difenoconazol (ingrediente activo: 1-[2-
[4-(4-clorofenoxi)-2-clorofenil]-4-metil-1). En cuanto a inhibicion de la biomasa, los
productos con mayor porcentaje de efecto inhibitorio son: difenoconazol (100 %) y
benomil (benzimidazol) (93 % a 99 %) (Gaviria et al., 2013).

Sin embargo, el uso de quimicos en la fruticultura ha sido restringido en muchos paises
(Serrano et al., 2005; Dayan et al., 2009). Asi, los paises consumidores demandan
productos agricolas sin residuos de plaguicidas (Cutler et al., 1999; Serrano et al., 2005).
Ademas, los plaguicidas pueden afectar las poblaciones de diversos organismos
benéficos, y sus formas toxicas pueden persistir en el suelo. Asimismo, se puede

incrementar la resistencia de patdgenos hacia los quimicos sintéticos (Cakir et al., 2005).

2.3.  Botrytis cinerea
Botrytis cinerea (Pers), es un hongo necrotrofico, agente causal de la podredumbre gris,
infecta una amplia variedad de plantas y puede hacer uso de diferentes mecanismos de
infeccion (Benito et al., 2000). Se desarrolla bajo condiciones de elevada humedad

relativa y temperaturas de 15 a 20 °C (6ptimo 18 °C) (Jarvis et al., 1980).

El micelio se encuentra formado por un conjunto de hifas o filamentos tabicados y
cilindricos, los cuales se multiplican de forma vegetativa mediante division
citoplasmatica. Se considera una estructura de resistencia y tienen la capacidad de vivir

por largo tiempo en bulbos, semillas y partes vegetativa de las plantas (Espinosa, 2006).
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A partir del micelio, generalmente envejecido, se forman diversas estructuras tales como
los macroconidiéforos, microconidioforos y esclerocios cuya funcion es la propagacion

(Holz et al., 2007).

Los conidios son las principales estructuras de dispersion y de resistencia del hongo, se
consideran de corta duracion en el campo y su supervivencia esta determinada por la
temperatura, humedad, actividad microbiana y la exposicién a la luz. Los conidios son
capaces de sobrevivir sobre la superficie vegetal, manteniendo su viabilidad y capacidad

infectiva bajo las condiciones adversas (Holz et al., 2007).

2.3.1. Clasificacion taxonomica
El nombre del género Botrytis se deriva del griego por la organizacion de las esporas en
forma de racimos, ya que en griego Botrytis significa grupos de uvas. Mientras que el

nombre de la especie Botrytis cinerea deriva del latin por uvas como cenizas.

Su clasificacion taxondmica es la siguiente:

Reino: Fungi
Division: Amastigomycota
Subdivision: Deuteromycota
Clase: Deuteromycetes
Subclase: Hyphomycetidae
Familia: Moniliales
Género: Botrytis

Especie: B. cinerea
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2.3.2. Moho gris
El moho gris es una de las principales enfermedades en frutas poscosecha, en la fresa,
aparece como una mancha marrén claro o amarillenta hacia el final del céliz y a los
pocos dias cubre de un moho gris, de apariencia polvosa, toda la superficie de hojas,
tallos, flores y frutos, es capaz de afectar el 95 % de los frutos después de 48 h de
cosechados (Matamoros, 1986). En general, las epidemias ocurren en condiciones frias y
himedas, que favorecen la infeccion y también pueden predisponer al hospedero de ser
susceptible. Humedad relativa alta en el invernadero y libre de humedad en las
superficies de las plantas se consideran los factores ambientales mas importantes que

influyen en la infeccion (Elad et al., 1995).

2.3.3. Proceso de infeccion
Las esporas de B. cinerea pueden ser producidas sobre cualquier material vegetal y
transportadas grandes distancias por corrientes de aire (Jarvis, 1977). Una vez que la
espora ha alcanzado la superficie del huésped se inicia el ciclo de infeccion que, para
facilitar su descripcién y estudio, puede considerarse dividido en fases de acuerdo a
Espinoza, (2006): 1) la adhesién y germinacion de las esporas sobre la superficie del
huésped; 2) su penetracion en el tejido vegetal, bien a través de heridas o de aberturas
naturales, o directamente mediante la participacion de distintas actividades enzimaticas o
mediante la participacion de diversos procesos mecanicos (incluyendo la diferenciacion
de estructuras de penetracion en algunos sistemas; 3) el establecimiento del patégeno en
la zona de penetracion, determinando la muerte de las células adyacentes al punto de
penetracion y dando lugar a la formacién de una lesion primaria como consecuencia de

la expresion de los mecanismos de defensa de la planta.
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4) en muchos casos se inicia entonces una fase de latencia durante la cual los
mecanismos de defensa de la planta parecen controlar al patégeno que permanece
localizado en la &reas de necrosis correspondientes a las lesiones primarias; 5)
transcurrido un tiempo, en algunas lesiones primarias el patdgeno es capaz de vencer las
barreras defensivas de la planta e inicia su diseminacion en el tejido vegetal circundante
a partir de aquellas, determinando la colonizacion y la maceracion del tejido infectado
en un breve periodo de tiempo. Sobre el tejido infectado el patdgeno produce una nueva

generacion de esporas que pueden iniciar un nuevo ciclo de infeccion.

2.3.4. Especies frutales afectadas por el moho gris
El moho gris causado por B. cinerea tiene gran incidencia en cultivos de importancia
tales como vid, tomate, chile, citricos, fresa, ornamentales, entre otros (Figura 3), debido
a lo anterior son muy numerosos los estudios que se han realizado sobre las
interacciones en las que éste participa y sobre los posible métodos de control del

patogeno (Coley et al., 1980).

Figura 3. Frutos y érganos infectados con B. cinerea: a) Tomate, b) Fresa, c) Uva, d)
Naranja, e) Chile y f) Hoja.
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En los frutos de fresa aparece como una mancha marrdn claro o amarillenta hacia el final
del caliz y a pocos dias cubre de un moho gris, de apariencia polvosa, toda la superficie

de la fruta (Matamoros, 1986, Baraona et al., 1992).

2.3.5. Control del moho gris
Como herramienta de manejo integrado el control bioldgico debe ser considerado;
microorganismos parasitos como Gliocladium roseum. Aplicaciones de Trichoderma
harzianum y T. viridae. Mantener el suelo enriquecido de materia organica con
composta, enriquecido de microorganismos esenciales, el uso de Bacillus subtilis,

Pseudomonas spp. y Streptomyces spp. (Chaves et al., 2004; Esterio y Auger, 2007).

El control quimico de Botrytis ha evolucionado ya que en un principio se baséd casi
exclusivamente al uso de fungicidas de la familia de los bencimidazoles, posteriormente
la de las dicarboximidas; actualmente, con las nuevas moléculas desarrolladas en el
mercado para controlar la enfermedad (Yourman et al.,, 2000). Actualmente, las
alternativas de aplicacién son mayores, tales como Cabo® (Fenhexamida), Teldor
Combi® (Fenhexamida y Tebuconazol) y Scala® (Pirimetanil) hacen parte esencial en los
programas de rotacion. Fenhexamida es el Gnico miembro de la Clase 3 “Inhibidores de

la Cs-reductasa” de la biosintesis de los esteroles (Lachaise, 2007; Steiger, 2007).

2.4.  Persea americana var. drymifolia
En México, se han clasificado mas de 500 variedades de aguacate, de estas se han
seleccionado algunas para la creacion de nuevas variedades comerciales, y se han

clasificado en tres razas ecologicas basicas que incluyen “mexicana”, “guatemalteca” y

“antillana”.

15



Existen diferencias fisioldgicas entre razas, dentro de las que destacan el tamafio y
forma de fruto, sabor, contenido de aceite, tolerancia a enfermedades, adaptacion al

climay requerimientos de almacenamiento (Veldzquez, 2008).

En México el consumo de aguacate esta fuertemente arraigado en la mayor parte del
territorio nacional, forma parte de la dieta como fuente de energia integrandose en
diversos platillos tradicionales y a pesar de que su consumo en fresco ha limitado su
desarrollo agroindustrial, se estan innovando nuevas formas de valor agregado como
pulpa procesada para elaboracion de guacamole, mitades empacadas al vacio, pulpa
deshidratada y otros procesos ya consolidados como el aceite para usos cosméticos

(SIAP, 2015).

2.4.1. Origeny clasificacion taxonémica
De la familia de las lauréceas, el aguacate es el nombre comin con el que se conoce a
esta generosa planta. La denominacion se deriva del nahuatl y significa testiculo,
probablemente por la forma del fruto. Se sabe que el &rbol creci6 por primera vez en las
zonas altas del centro y del este de México, asi como en las partes de la misma latitud de
Guatemala, y el nombre cientifico que se le dio a la primera especie cultivada fue Persea

americana (Villasis, 2009).

Su clasificacion taxondmica es la siguiente:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Familia: Lauraceae
Género: Persea

Especie: P. drymifolia
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2.4.2. Distribucion en México
Al ser México parte del centro de origen y dispersion del aguacate, se cuenta con gran
diversidad de tipos “criollos”, la cual se ha diversificado a través del tiempo. Los estados
con mayor variacién de tipos de aguacate criollos son el Estado de México, Puebla y

Oaxaca (Campos et al., 2008).

En las areas donde los aguacates criollos son nativos, prosperan a altitudes entre 950 a
2250 m; con una temperatura media anual de 13.5 a 20.5 °C donde predominan los
ambientes templados y subtropicales, con una precipitacion media anual de 650 a 2,200
mm. El eje neovolcanico constituido por los estados de Nayarit, Jalisco, Colima,
Michoacan, Estado de México, Morelos y Puebla, es el area de mayor diversidad dentro
de la raza mexicana y muy probablemente el centro de origen de la misma (de la Luz

Sanchez-Pérez, 1999).

2.4.3. Descripcion botanica
Se caracteriza por ser un arbol perennifolio extremadamente vigoroso, pudiendo
alcanzar hasta 20 m de altura (Figura 4a). Su sistema radical es bastante superficial.
Hojas alternas, pedunculadas, muy brillantes; con flores perfectas en racimos
subterminales, sin embargo, cada flor abre en dos momentos distintos y separados, es
decir los 6rganos femeninos y masculinos con funcionales en diferentes tiempos, lo que
evita la autofecundacion. Por esta razon, las variedades se clasifican con base en el
comportamiento de la inflorescencia en dos tipos A y B (protandrica y protoginia), en
ambos tipos, las flores abren primero como femeninas, cierran por un periodo fijo y

luego abren como masculinas en su segunda apertura (Figura 4b).
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Su fruto es una baya de forma periforme, ovoide, globular o eliptica alargada (Campos

et al., 2008) (Figura 4c).

Su color varia del violeta al negro, son de mas de 5 cm de longitud, con sabor y olor a
anis, la cascara es delgada, lisa y suave, las hojas en su mayoria son membranosas,
presentan venas laterales, son de color verde obscuro (Figura 4d), tanto en las hojas

como en el tallo tienen esencia a anis (Bergh, 1992).

Figura 4. a) Arbol de aguacate criollo mexicano, b) Inflorescencia, ¢) Fruto y d)

Hojas.

2.4.4. Usos
El aprovechamiento del arbol del aguacate criollo es integral, su madera es de buena
calidad y en zonas rurales se le utiliza para la elaboracién de distintas herramientas e
instrumentos. La industria también obtiene beneficios, pues se le utiliza para obtener
aceites, lociones, jabones, cremas y shampoo para el cabello. Su cultivo trae
innumerables beneficios econdmicos a un amplio sector de la poblacién rural y

semiurbana de varios estados de la Republica (Villasis, 2009).
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Es comdn ver en las casas rurales un arbol de aguacate criollo para consumo familiar, o,
algunas huertas en cuyos frutos tienen la venta asegurada en los mercados ambulantes

locales (Villasis, 2009).

En cuanto a sus propiedades farmacologicas, el banco de datos del IMEPLAN (1990)
enlista las siguientes propiedades populares de la especie en el pais: afrodisiaco, contra
abscesos, anginas, antigripal, antidiarreico, antisentérico, antineuralgico, contra la sarna,
el paludismo, como antiparasitario, antitumoral, antirreumético, cicatrizante,
hemostatico, dermatitis, sordera, toénico capilar, y para aumentar la secrecién

espermatica (Ortiz de Montellano, 1993).

2.4.5. Compuestos bioactivos de aguacate
Los extractos etandlicos de hojas inhiben el crecimiento de Staphylococcus aureus, S.
typhimurium y Mycobacterium tuberculosis (Gomez-Flores et al., 2008). ElI compuesto
(Z, 2)-1-acetoxi-2-hydroxi-4-oxo-heneicosa-12,15-dieno (persina) (Figura 5), mostro
una notable actividad antifingica contra C. gloeosporioides disminuyendo la
germinacion de las esporas y el crecimiento del micelio (Domergue et al., 2000), dicho

compuesto se presenta en mayor concentracion en hojas jévenes (Raymond et al., 1998).

Ha O
Yaes

Figura 5. Estructura quimica del compuesto (Z, Z)-1l-acetoxi-2-hydroxi-4-oxo-

heneicosa-12,15-dieno (persina).
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En extractos metandlicos de las hojas de aguacate se ha reportado la presencia de
alcaloides y triterpenos, por otra parte, también en los extractos acuosos se encontro la

presencia de alcaloides, taninos, saponinas y flavonoides (Adeyemi et al., 2002).

Con respecto al fruto, los extractos metanolicos de semillas tienen efecto antimicrobiano
contra Bacilus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pygenes,
Shigela  dysenteriae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus vy
Corynebacterium ulcerans (Neeman et al., 1970). El gen Snakin presente en la semilla
de aguacate criollo y mostrd actividad antimicrobiana contra cepas de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus sugiriendo ademas que el gen actia como un protector de la
semilla del aguacate (Gusman-Rodriguez et al., 2013). Otros estudios sugieren que los
acidos grasos del aguacate; avocadenol, avocadenol B, (2R, 4R) -1, 2, 4-
trihidroxinonadecano, y (2R, 4R) - 1,2,4-trihidroxiheptadec-16-eno presentan actividad
antimicobacteriana contra Mycobacterium tuberculosis (Lu et al., 2012). Otro
compuesto con actividad antifangica fue identificado como fenol-2 ,4-bis (1, 1-
dimetiletil), en una concentracién de 100 pgml™, la sustancia reduce la longitud del halo
germinativo en Aspergillus y el crecimiento radial de Phytophthora cinnamomi (Rangel

etal., 2014).

Sobre la actividad de los metabolitos de la cascara existen pocos reportes, sin embargo,
se mostro que la exposicion de los frutos de aguacate recién cosechadas a etileno o CO,
incrementa las concentraciones de epicatequina y dieno antifungico en la cascara (Ardi

et al., 1998).
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Los compuestos como el forbol y algunas acetogeninas presentan efecto antibacteriano

(Neeman et al., 1970; Ciegler et al., 1971).

Otros estudios sefialan varias clases de compuestos tales como los fitoesteroles,
terpenoides, &cidos grasos, acidos furanoicos, flavonoides y proantocianidinas, son

responsables tanto de su efecto antifingico como antibacteriano (Morais et al., 2007).

2.5.  Extractos naturales
Los fitoquimicos juegan un papel importante en la prevencién de enfermedades en frutas
y hortalizas (Ding et al., 2007), por dicha razon, las plantas han sido capaces de
protegerse de plagas por si mismas antes de que el hombre jugara un rol activo en

protegerlas (Wilson et al., 1999).

La defensa de las plantas contra el ataque de herbivoros estd determinada por los
compuestos individuales o mezclas especificas de ellos, aparentemente cada interaccion
entre una planta y su herbivoro puede ser determinado por las combinaciones especificas
de compuestos, a diferentes concentraciones, y sus efectos sobre las diferentes etapas
del herbivoro y sus procesos fisioldgicos; se conoce que sintetizan una gran variedad de
metabolitos secundarios relacionados con los mecanismos de defensa (Torres et al.,

2011).

Diversos productos derivados de las plantas han mostrado un efecto antimicrobiano.
Entre estos compuestos destacan los flavonoides, fenoles, terpenoidess, aceites
esenciales, alcaloides, lectinas y polipéptidos (Cowan, 1999). Sus mecanismos de accién
son variables; por ejemplo, la toxicidad de los fenoles en microorganismos se atribuye a

inhibicion enzimatica por oxidacion de compuestos. EI modo de accion de los
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terpenoidess y aceites esenciales no ha sido dilucidado por completo, pero se postula que

pueden causar rompimiento de la membrana a través de los compuestos lipofilicos.

De los alcaloides se ha postulado que interaccionan con el DNA, y de las lectinas y
polipéptidos se conoce que pueden formar canales i6nicos en la membrana microbiana o

causar la inhibicion por competencia de proteinas con el hospedero (Cowan, 1999).

2.5.1. Métodos de extraccion
El proceso para obtener metabolitos secundarios de los extractos vegetales es variable;
se pueden obtener extractos acuosos o polvos (Bautista et al., 2002a), el rendimiento de
la extraccion de compuestos esta muy influenciado por la polaridad de los disolventes, y

las metodologias de extraccion (Abou-Jawdah et al., 2002).

Durante el procesamiento del fruto de aguacate hay varios factores (temperatura, tipo de
disolvente, tiempo de extraccion, etc.) que influyen en el rendimiento del extracto y la

pureza de los componentes extraidos.
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3.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Planeacién experimental

3.1.1. Fase preliminar
Consistié en la colecta de aguacate criollo; estandarizacion del proceso de extraccion de
los extractos de aguacate criollo; estandarizacion del proceso de obtencion de cepas

monosporicas de hongos fitopatdgenos y evaluacion fungicida de los extractos in vitro.

Se realizaron dos experimentos; uno para evaluar el porcentaje de inhibicién del
crecimiento del micelio de C. gloeosporioides y el segundo para evaluar el porcentaje de

inhibicién del crecimiento del micelio de B. cinerea.

3.2. Material biologico

3.2.1. Aguacate criollo
Se colectaron frutos y hojas de un genotipo de aguacate criollo Mexicano (Persea
americana Mill. var. drymifolia), en la region de Axocopan, municipio de Atlixco,
Puebla (LN 18°54'45" y LO 98°25'40"). El material fue proporcionado por el Ingeniero
Daniel Gonzalo Lino Martinez presidente del Sistema Producto Aguacate en el estado de
Puebla. La colecta se realizd en la época de maduracién fisiolégica del fruto (julio
2014), momento en el cual el fruto alcanza su méaximo tamafio y la tasa minima de

respiracion (OCDE, 2004).

23



Para la colecta se escogi6 un arbol (Axocopan 2; Martinez, 2014) libre de lesion o dafio
tipico de antracnosis u otro hongo fitopatogeno, los frutos fueron principalmente de

cascara delgada, de color oscuro y con olor a anis.

El aguacate criollo colectado (Figura 6), se transportd dentro de cajas de aislamiento
térmico a la Universidad Auténoma Chapingo, se congel6 en nitrégeno liquido a -195

°C y se mantuvo a -80 °C hasta su procesamiento.

Figura 6. Fruto de aguacate criollo colectado en Axocopan, Puebla.

3.2.2. Aislamiento de hongos fitopatdgenos
El hongo C. gloeosporioides se obtuvo de frutos de aguacate ‘Hass’ provenientes de
Coatepec Harinas, Estado de Meéxico, que presentaron lesiones caracteristicas de la
enfermedad , caracterizada por la presencia de necrosis circular, B. cinerea se obtuvo
de frutos de fresa proveniente de Valle de Bravo, Estado de México. Los frutos
infectados se sometieron a un proceso de esporulacion en cdmara himeda a temperatura

de 28 °C y humedad relativa cercana a 90 %.

Tanto en los frutos de aguacate como en los de fresa se tomaron fragmentos de tejido
enfermo de aproximadamente 5 mm?, fue necesario desinfectarlos con una solucion de
hipoclorito de sodio al 1.5 % por dos min con la finalidad de eliminar bacterias,

posteriormente el material vegetal se enjuagd con agua estéril y después se colocd en
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cajas Petri con 15 mL de medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA). El aislamiento de
los hongos se realizo en una cdmara de flujo laminar (Veco ®) y las cajas sembradas se

incubaron durante siete dias a 28 °C.

3.2.3. Preparacién del medio PDA

El medio de cultivo PDA, se prepar6 conforme a las especificaciones del fabricante
(Marca BIOXON, BD-Bioxon PDA), se agregaron 39 g del medio en un litro de agua
destilada, la mezcla se calentd a 60 °C en una parrilla eléctrica (CORNING PC-620-D)
con una agitacion de 300 rpm hasta disolver completamente el medio. Posteriormente, se
esterilizé en olla de presién (Steele, modelo Presto 21 L) a 121 °C y 15 Ib de presion por

15 min.

3.2.4. ldentificacion de las cepas
Para la identificacion de ambos hongos, se colocd una azada en un portaobjeto y se tifio
adicionando una gota de azul lactofenol (J.T. Baker ®) para ser observado en un
microscopio éptico (Olympus, modelo CX31) utilizando el objetivo a 40 X y 100 X.
Para identificar las caracteristicas morfoldgicas de los hongos se utiliz6 la técnica de
cinta pegante (Contreras, 2006). Las caracteristicas morfologicas de la cepa de C.
gloeosporioides obtenida se compar6 con las claves taxonémicas de Barnett y Hunter
(1998) para género y Sutton, (1992) para especie y para B. cinerea cinérea se baso en la

descripcion de Kumari et al. (2014).
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3.2.5. Purificacion del hongo

Para ambos hongos fitopatdgenos se siguié la misma técnica modificada del manual de
procedimientos para la obtencion de cultivos monospdricos (CORPOICA, 2001). Se
vertié agua destilada en una caja Petri la cual contenia cepas de los hongos y se realizd
un raspado moderado con la finalidad de desprender los conidios del medio. Se tomé 1
mL del agua destilada de la caja Petri y se diluyd en un tubo de ensayo con 9 mL de
agua destilada y posteriormente se agit6 el tubo con ayuda de un vortex para

homogenizar, en total se hicieron nueve diluciones (CORPOICA, 2001).

Para realizar la resiembra se tomaron 10 pL de la ultima dilucién y se sembr6 en una
caja Petri con medio PDA. Despues de 24 h se observo el crecimiento de las colonias en
microscopio estereoscopico; se procedio a realizar una resiembra de una de las primeras
colonias que comenzaron a crecer y se incubo a 28 °C (Figura 7) (CORPOICA, 2001).

Frutos de aguacate 'Hass' y fresa,
infectados con C. gloeospiricidesy B.
cinerea respectivamente

Esporulacién, 28 *C y HR. 90 %

Corte y desinfeccion Hipoclorito de sodio
al 1.5 %

Siembra en PDA, 7 dias a 28 °C

ldentificacion de la cepa, Barnett y
Hunter (1998) ; Kumari et al. (2014)

Dilucion y resiembra | 2 dias 28 °C

Purificacion del hongo a partir de un
conidio, 28 °C

Figura 7. Proceso de aislamiento y purificacion de hongos fitopatégenos.
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3.2.6. Pruebas de patogenicidad

Esta prueba se realizd para comprobar si la cepa aislada conserva su poder de infeccion
en los frutos y generar los sintomas caracteristicos de antracnosis en aguacate ‘Hass’ y
de moho gris en fresas. Se seleccionaron tres frutos de aguacate ‘Hass’ y tres frutos de
fresa sanos, sobre los frutos se inoculd 1 mL de solucién a una concentracién de 10°
UFC mL™ sobre heridas causadas previamente mediante puncién con aguja de diseccion
estéril, se utilizaron tres frutos de cada especie como testigos en los cuales también se

provocaron heridas en las cuales solo se colocé agua estéril.

Se colocaron en camaras himedas a una temperatura de + 25 °C y se revisaron cada 24 h

para observar los sintomas (Saldarriaga, 2006).

3.3. Preparacion de los extractos vegetales
Las hojas y la céscara del fruto de aguacate criollo se secaron en una estufa a
temperatura constante de 45 °C durante 48 h (Figura 8), al terminar el secado, la cascara
y las hojas se pulverizaron en seco en una licuadora doméstica. La semilla de aguacate
criollo se sometié a un troceado manual con un cuchillo y se sometié al proceso de

extraccion en fresco (Figura 9).

Figura 8. Céascara seca de aguacate criollo. Figura 9. Semilla de aguacate troseada.
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La extraccion se realizd en aparato Soxhlet conectado en serie (Figura 10) con una
mezcla cloroformo:metanol (2:1, v/v) (Fulgencio, 2011), se colocé el material a extraer,
previamente molido y pesado en un cartucho de papel filtro que se introdujo en el tubo
de extraccion. El disolvente se calent6 a punto de ebullicion del metanol (>65 °C) por
ser el disolvente con el punto de ebullicién més alto. La extraccion se realizd durante 48
h, después se retir6 el disolvente con ayuda de un rotaevaporador Buchi y el extracto
crudo se conservo en viales de vidrio color &mbar en refrigeracion (Garcia-Mateos et al.,

2007).

Figura 10. Extractor Soxhlet conectado en serie con muestras de a) cascara, b) hoja y

c¢) semilla de aguacate criollo.

3.4. Diseio de tratamientos
La unidad experimental consistié de una caja Petri con medio PDA a la que se le asigné
un tratamiento y posteriormente se sembré un fragmento de PDA de 5 mm? con micelio

de un hongo fitopatdgeno, se realizaron cinco repeticiones por tratamiento.
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Se prepararon soluciones acuosas a concentraciones de 10, 20, 30, 40, 50 y 85 % de cada

extracto y se utilizé el fungicida comercial Amistar® como testigo positivo para C.

gloeosporioides y para B. cinerea se utilizé Elevat® (Cuadro 1).

Cuadro 1. Disefio de tratamientos para C. gloeosporioides y B. cinerea

Variable
Tratamientos respuesta
C. gloeosporioides B. cinerea

1 Testigo Testigo Crecimiento
2 Amistar® Elevat® (mm) el
3 Extracto de cascara al 10 % Extracto de cascara al 10 % g;?gﬁgo del
4 Extracto de cascara al 20 % Extracto de cascara al 20 %

S Extracto de cascara al 30 % Extracto de cascara al 30 %

6 Extracto de cascara al 40 % Extracto de cascara al 40 %

7 Extracto de cascara al 50 % Extracto de cascara al 50 %

8 Extracto de cascara al 85 % Extracto de cascara al 85 %

9 Extracto de hoja al 10 % Extracto de hoja al 10 %
10 Extracto de hoja al 20 % Extracto de hoja al 20 %
11 Extracto de hoja al 30 % Extracto de hoja al 30 %

12 Extracto de hoja al 40 % Extracto de hoja al 40 %

13 Extracto de hoja al 50 % Extracto de hoja al 50 %

14 Extracto de hojaal 85%  Extracto de hoja al 85 %

15  Extracto de semillaal 10 % Extracto de semilla al 10 %

16 Extracto de semilla al 20 % Extracto de semilla al 20 %

17 Extracto de semilla al 30 % Extracto de semilla al 30 %

18 Extracto de semilla al 40 % Extracto de semilla al 40 %

19 Extracto de semilla al 50 % Extracto de semilla al 50 %
20 Extracto de semilla al 85 % Extracto de semilla al 85 %

Para dar cumplimiento al supuesto de normalidad de las observaciones los datos

obtenidos se sometieron Box-Cox (Box y Cox, 1964):

Donde X’;= variable respuesta

A
Ty =

g |
A

trasformada



X = variable respuesta

A = valor redondo (se selecciona el valor que logra que la transformacion se

acergue al maximo a los datos.

Para comprobar el supuesto de homogeneidad de varianzas se realiz6 la prueba de

Levene para distribuciones continuas (Johnson y Wichern, 2007).

3.4.1. Disefo experimental.

Se us6 un disefio experimental completamente al azar, cuyo modelo lineal es
(Montgomery, 2004 ):

Yii = K+ T+ €
Donde:
yij: variable respuesta
M: media general
Ti: tratamientos
€ij: error experimental
con los supuestos €;;~NI (0 , 6°), 6° constante.

Se realiz6 uno prueba de comparacion de medias de Tukey con a= 0.05 (Montgomery,
2004) y se calculd la concentracion letal media (Clsg) mediante un modelo probit
(Finney, 1952), cuyo modelo probabilistico corresponde a:

P =+ B[logl0 (Dosis)]
Donde

P: Valor de la normal inversa, mas una constante de correccion (para evitar
valores negativos

a: valor estimado de la interseccién, con su error estandar asociado

B: valor estimado de la pendiente, con su error estandar asociado
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Para el analisis de los datos se usaron los paquetes estadisticos Minitab® y Statistical
Analysis System (SAS, 2002), version 9.13.

3.5. Evaluacion fungicida de los extractos in vitro
Para establecer la Concentracién Letal Media (Clsp), se prepararon soluciones acuosas a
concentraciones de 10, 20, 30, 40, 50 y 85 % de cada extracto. Para el testigo negativo
se utilizaron 100 pL de metanol para ambos hongos fitopatogenos y para los testigos
®

positivos se utilizd Amistar® a 0.05 % para C. gloeosporioides y para B. cinerea Elevat

a 300 ppm.

El medio utilizado fue PDA (Papa Dextrosa Agar), el efecto fungicida de los extractos se
probé mediante la modificacion del método de agar envenenado (Reyes et al., 1998) y se
hicieron cinco repeticiones para cada tratamiento. Se colocaron 100 pL del extracto en
el medio solidificado en cajas Petri y se extendid sobre la superficie del medio, después
de 2 min se coloco en el centro un fragmento de PDA infectado con la cepa de interés a
evaluar de aproximadamente 5 mm?, la incubacion se realizé a 28 °C y el crecimiento
radial del micelio se observo durante 10 dias en C. gloeosporioides y ocho dias en B.
cinerea o hasta que el micelio del testigo negativo cubrié el total de la superficie de la

caja Petri.

La variable a medir fue el Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento (PIC), el cual se
calcul6 con la formula PIC = (D;-D,/D;)*100; donde PIC = Porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial del micelio, D; = Diametro en mm del testigo, D, = Diametro (mm)

del tratamiento.
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3.6. Analisis fitoquimico de los extractos
Por cromatografia en capa fina (CCF) de gel de silice 60 Fus4 (Merck), se detectd
cualitativamente la presencia de alcaloides, flavonoides y terpenoides en los extractos
cloroformo-metandlicos de semilla, cascara y hoja de aguacate criollo. Para la
identificacion de alcaloides se usé como eluyente metanol:diclorometano (8:2 % v/v) y
el agente cromogénico fue el reactivo Dragendorff. La presencia de manchas color

marron en la cromatoplaca indicaron la presencia de alcaloides (Wagner y Bladt, 1996).

Para la identificaciéon de flavonoides se empleé como eluyente una mezcla de
butanol:acido acético:agua (BAW) en una proporcion de 40:10:50 % (v/v), los agentes
cromogenicos fueron 2-aminoetil difenilborinato (NP) y polietilenglicol 4000 (PEG); los
componentes se visualizaron mediante UV a una longitud de onda de 365 nm para
observar la fluorescencia de color anaranjado esperada para flavonoides (Wagner y
Bladt, 1996). Para la identificacion de terpenoides se utiliz6 como eluyente una mezcla
de tolueno:acetato de etilo (85:15 % v/v), el agente cromogénico empleado fue vainillina
al 1% en etanol y &cido sulfarico al 10 % en etanol, la presencia de manchas en la placa

de color violeta indico prueba positiva para terpenoides (Wagner y Bladt, 1996).
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4. RESULTADOSY DISCUSION

4.1. Rendimientos de los extractos de hoja, cascara y semilla de aguacate
criollo

Los rendimientos de extraccion para hoja, cascara y semilla fueron de 9.18, 15.67 y
12.31 g 100 g* de peso seco, respectivamente. No existen reportes anteriores de
extraccion con el mismo método y material bioldgico. Sin embargo, Adeyemi. (2002)
obtuvo un rendimiento de 7 % del extracto acuoso de hojas de Persea americana Mill.
obtenido por decoccion en agua. Existen factores que afectan directamente el
rendimiento de la extraccion 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 fenolégico, érgano o parte de
la planta, el tiempo trascurrido 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).

4.2. Aislamiento y purificacion de hongos fitopatdgenos
Los aislamientos de los hongos fitopatogenos C. gloeosporioides y B. cinerea
coincidieron con la descripcién macroscopica y microscopica propuesta por Sutton
(1992) para C. gloeosporioides y descrita por Kumari et al. (2014) para B. cinerea,
obteniendo conidios con las siguientes caracteristicas: conidios rectos, céreos y

cilindricos con ambos extremos redondeados para C. gloeosporioides y para B. cinerea
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conidios ovalados y dispuestos en racimos ademas de una estructura semejante a una
raiz vegetal al inicio del conidi6foro septado, el crecimiento del micelio fue tipico en
ambas especies, para C. gloeosporioides el crecimiento fue radial y regular de color rosa
en los primeros siete dias y cambiando de gris a oscuro en dias posteriores (Figura 11).
En B. cinerea se observé un crecimiento radial e irregular con coloraciones claras en los
cinco primeros dias y cambiando a café claro en los dias posteriores desarrollando

estructuras aéreas con apariencia esponjosa.

Figura 11. Vista macroscépica (a) y microscopica (b) del crecimiento del micelio de B.
cinerea aislado y purificado a partir de fresa y Vista macroscopica (c) y
microscépica (d) del micelio de C. gloeosporioides aislado y purificado a
partir de aguacate ‘Hass’.

4.3. Analisis de varianza para la inhibicion de los hongos fitopatdgenos
Los andlisis de varianza mostraron diferencia significativa en el efecto de inhibicion
causado por los tratamientos sobre el crecimiento de los dos hongos fitopatégenos. El

coeficiente de determinacion para ambos hongos fue mayor a 0.99, lo que indica que el
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modelo utilizado describe correctamente a los datos obtenidos; el coeficiente de
variacion en ambos casos fue menor del 3 % lo que indica un buen control en el
experimento (Cuadro 2).

Cuadro 2. Estadisticas del analisis de varianza para el efecto de inhibicién del
crecimiento del micelio de C. gloesoporoides y B. cinerea sometidos a tratamientos con

diferentes concentraciones de extractos cloroformo:metanolicos de semilla, cascara y
hoja de aguacate criollo.

Pat6geno a RZ C.V. S eew CMM  CME

C. gloeosporoides <0.001 0993 210 0.233 0.02 36.23 0.054

B. cinerea <0.001 0991 248 0.286 0.03 42.02 0.082

o :Nivel de significancia observado, R?: Coeficiente de determinacién, C.V.: Coeficiente de Variacion,
e.e.¢: Error estandar, CMM: Cuadrado medio del modelo, CME: Cuadrado medio del error.

4.4. Efecto de los tratamientos sobre la inhibicion del micelio de C.
gloeosporioides

Para C. gloeosporioides el tratamiento que presentd la mayor inhibicién (83.8 %) sobre
el crecimiento del micelio fue el fungicida comercial Amistar®. El ingrediente activo de
este fungicida es una estrobilurina llamada azoxystrobin, actda interfiriendo el flujo de
electrones desacoplando la fosforilacion oxidativa y, por consiguiente, afectando la
produccion de energia en forma de ATP (Zavala et al., 2005). Todos los tratamientos
con extractos de aguacate criollo mostraron un efecto positivo en la inhibicion del
micelio, sin embargo, ninguno logro igualar el efecto inhibitorio del fungicida comercial

(Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de inhibicion de crecimiento del micelio del hongo
Colletotrichum gloeosporioides por efecto del fungicida Amistar® y de
los extractos cloroformo:metandlicos de semilla, cascara y hoja de
aguacate criollo a seis concentraciones.

En general se observd una tendencia de aumento en el porcentaje de inhibicion al
aumentar la concentracion de los extractos, las tendencias sugieren que al usar los
extractos de semilla a concentraciones cercanas al 100 % se podria igualar el efecto de
inhibicion del fungicida comercial Amistar®, el tratamiento de mayor concentracion de

semilla fue el que causé mayor efecto de inhibicion.
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Con respecto a Amistar®, la inhibicién fue menor en un 14.4 % (Figura 13).

Figura 13. a) Micelio de C. gloeosporioides sin ningin tratamiento, b) Micelio de C.
gloeosporioides tratado con Amistar® y c) Micelio de C. gloeosporioides
tratado con extracto de semilla de aguacate criollo a concentracion del 85
%.

El extracto de semilla al 85 % super0 en la inhibicion del crecimiento de micelio de C.
gloeosporioides a los extractos metandlicos al 100 % de Opuntia reportados por
Mecalco et al. (2014), que inhibieron el 30.36 %, los extractos de aguacate criollo
probados en esta investigacion, también superaron los resultados obtenidos con extractos
etanolicos de Piper auritum, Psidium guajava y Eucalyptus globulus reportados por
Banos-Guevara et al. (2004), que redujeron el crecimiento de C. gloeosporioides en
48.82, 47.77 y 39.03 %, respectivamente. Sin embargo, el efecto de los extractos
cloroformo-metandlicos de aguacate criollo esta por debajo del efecto inhibitorio de
extractos etanolicos de ajo reportados por Landero et al. (2013), que al 10 y 15 % son
capaces de inhibir in vitro al 100 % el crecimiento del micelio de C. gloeosporioides y al
del aceite esencial de canela, que a concentraciones de 0.0050, 0.0100 y 0.0150 %
inhibieron en un 100 % el crecimiento miceliar de C. gloeosporioides aislado de papaya,

considerando estos extractos como promisorios para inhibir el desarrollo del hongo.
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Los extractos de semilla al 50 %, céascara al 85 % y hoja al 85 % no mostraron diferencia
significativa entre ellos, sin embargo, mostraron un efecto positivo en la inhibicion del

hongo (61.21 a 63.41 %).

Desde épocas prehispanicas existe conocimiento empirico de las propiedades
antimicrobianas y antiparasitarias de la semilla de aguacate criollo; recientemente se han
respaldado tales afirmaciones con estudios cientificos, Guzman-Rodriguez et al. (2013)
decodificaron el gen péptido “Snakin”, que proporciona proteccion y resistencia a la
semilla, atribuyéndole en gran parte el efecto antimicrobiano. En cuanto a los
compuestos fitoquimicos de la semilla se han reportado taninos, azucares reductores

(Pahua et al., 2007) y terpenoides (Ding et al., 2007).

Con respecto a la cascara de aguacate son pocas las investigaciones que se tienen. No
obstante, la cascara de aguacate contiene grandes concentraciones de dieno antifingico
y epicatequina, las cuales aumentan en presencia de C. gloeosporioides y disminuyen de
manera significativa durante la etapa de maduracion del fruto (Ardi et al., 1998). Tres
compuestos antifangicos aislados a partir de la cascara de la fruta inmadura de aguacate
‘Hass’ han sido identificados como 1,2,4-trihidroxiheptadec-16-ino, 1,2,4-
trihidroxiheptadec-16-eno 'y 1 acetoxi-2,4-dihidroxiheptadec-16 -ino, detectado

previamente en extractos de semillas de aguacate (Adikaram et al., 1992).

La hoja de aguacate ha sido estudiada ampliamente, Domergue et al. (2000) aislo,
describid y caracterizé la acetogenina (E, Z, Z) -1-acetoxi-2-hidroxi-4-oxo-heneicosa-
5,12,15-trieno (persina) presente en las hojas jévenes de aguacate y demostré que dicho

compuesto inhibe la germinacion de esporas de C. gloeosporioides.
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4.5. Efecto de los tratamientos sobre la inhibicion del micelio de B. cinerea
Para B. cinerea, el tratamiento que promovié mayor inhibicion sobre el crecimiento de

micelio fue el fungicida comercial Elevat® (Figura 14).
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Figura 14. Porcentaje de inhibicion de crecimiento del micelio del hongo Botrytis
cinerea por efecto del fungicida Elevat® y de los extractos
cloroformo:metandlicos de semilla, cascara y hoja de aguacate criollo a
seis concentraciones.

Todos los extractos cloroformo:metandlicos mostraron un efecto positivo sobre la
inhibicion del hongo, los extractos de cascara 85 %, semilla 85 % y céscara 50 %
fueron los que tuvieron mayor efecto de inhibicion sobre el crecimiento del micelio de
B. cinerea, sin embargo, no mostraron una diferencia estadisticamente significativa entre

ellos (Figura 15).
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Figura 15. a) Micelio de B. cinerea sin ningun tratamiento, b) Micelio de B. cinerea
tratado con Elevat®, c) Micelio de B. cinerea tratado con extracto de semilla
de aguacate criollo a una concentracion de 85 %, d) Micelio de B. cinerea
tratado con extracto de cascara de aguacate criollo a una concentracion de 50
% y e) Micelio de B. cinerea tratado con extracto de céascara de aguacate

criollo a una concentracion de 85 %

En comparacion con el fungicida comercial Elevat® dichos extractos causaron en

promedio un 16.62 % menos de efectividad.

Los resultados superan los ensayos in vitro realizados por Alvarez et al. (2012) con
extractos etanolicos de hojas de fresa (Fregaria vesca), los cuales inhibieron el
crecimiento del micelio de B. cinerea en un 40 %, los resultados también superan el
tratamiento térmico a 50 °C por 20 s ensayado por Widiastuti et al. (2011) el cual obtuvo
el 49 % de inhibicion, sin embargo, estan reportados otros tipos de tratamientos que
inhiben el 100 % del desarrollo de B. cinerea como la irradiacion a 4 kGy de gamma
(Chun et al., 2015) y control bioldgico con Sporidiobolus pararoseus Sp. (Huang et al.,

2012).
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Otras investigaciones demostraron que los extractos hexano-cloroférmicos de orujo de
uva llegaron a la concentracién minima de inhibicién con el 0.004 % (Mendoza et al.,

2012).

4.6. Concentracién Inhibitoria Media (Clsp)
Para C. gloeosporioides el extracto de semilla presentd la Clsg més eficiente (Cuadro 3),
estos datos reafirman los resultados obtenidos en la comparacion de tratamientos de la
inhibicidn de crecimiento del micelio, por lo tanto resulta una alternativa para el control
de C. gloeosporioides. Para el caso de B. cinerea, el extracto mas eficiente fue el de
cascara.
Cuadro 3. Concentracién Inhibitoria Media (Clsp) para los extractos cloroformo-

metandlicos de semilla, cascara y hoja de aguacate criollo sobre el
crecimiento del micelio de C. gloeosporioides y B. cinerea.

Concentracion Inhibitoria Media (Clsp)

Extracto (%)

C. gloeosporioides B. cinerea
Semilla 13.61 35.75
Céscara 18.06 26.59
Hoja 61.24 42.66

4.7. Analisis fitoquimico de los extractos de aguacate criollo
Por cromatografia en capa fina (CCF) se identificaron la presencia de alcaloides y
terpenoides en el extracto de semilla de aguacate criollo, la presencia de terpenoides en
la semilla coincide con Ding et al. (2007), sin embargo, no existen reportes de la

presencia de alcaloides en este tejido.
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El andlisis fitoquimico en el extracto de cascara mostro la presencia de flavonoides y
terpenoides, los primeros reportados por Mereci et al. (1992) y los terpenoides por Sneh
y Gross (1981). Para el extracto de hoja resultaron positivos los tres tipos de
fitoquimicos (alcaloides, flavonoides y terpenoides (Cuadro 4).

Cuadro 4. Andlisis fitoquimico de los extractos cloroformo-metandlicos de semilla,
cascara y hoja de aguacate criollo

Estructura Tipo de metabolito Referencias

Vegetal Alcaloides Flavonoides Terpenoides

Semilla +++ - + Terpenoides (Ding et al.,
2007)

Céscara - ++ + Flavonoides (Mereci et al.,

1992) y terpenoides (Sneh
y Gross, 1981)

Hoja + + + Alcaloides (Adeyemi et
al., 2002), flavonoides
(Mereci et al.,, 1992) y
terpenoides (Torres-
Gurrola et al., 2011)

- Prueba negativa, + Prueba positiva de baja intensidad, ++ Prueba positiva de mediana
intensidad, +++ Prueba positiva muy intensa

El efecto fungicida del extracto de semilla de aguacate criollo contra C. gloeosporioides
y B. cinerea podria deberse a la presencia de alcaloides o bien a un efecto sinérgico de
alcaloides y terpenoides. Varios alcaloides afectan a mas de una red molecular
(intercalacion en el ADN, inhibicién en la produccién de encimas de ADN y ARN e
inhibicidn en la sintesis de proteinas) en las células de microorganismos y animales
(Wink et al., 1999; Korper et al., 1998). Ohmiya et al. (1995) y Kinghorn and Balandrin
(1983) describieron la actividad biologica de varios alcaloides (Pérez-Lainez et al.,

2008).
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Aun se conoce muy poco acerca de sus mecanismos en la planta (Wink et al., 1999), sin
embargo, en concentraciones altas interfiere eficazmente en las redes moleculares de los

patdgenos y previene las infecciones por hongos y bacterias en las plantas (Wink, 1984).

El efecto fungicida del extracto de cascara podria explicarse a la presencia de

terpenoides o bien a un efecto sinérgico entre terpenoides y flavonoides.

Por lo tanto, el efecto fungicida de los extractos de diferentes tejidos podria deberse a: 1)
el tipo de fitoquimicos presentes en de los extractos de cada tejido vegetal; 2) del
extracto con los componentes de la membrana celular y a los polisacéridos presentes en

el micelio al observar una respuesta diferencial del micelio al tipo de extracto.
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5. CONCLUSIONES
Se obtuvieron cepas monospéricas de C. gloeosporioides y B. cinerea, ademas se
prepararon extractos cloroformo-metandlicos a partir de semilla, cascara y hoja de

aguacate criollo de acuerdo a las metodologias planteadas.

Por cromatografia en capa fina, se identifico la presencia de terpenoides y alcaloides en
los extractos de semilla; flavonoides y terpenoides en los extractos de cascara y

alcaloides, flavonoides y terpenoides en los extractos de hoja de aguacate criollo.

El producto comercial Amistar®, fue el tratamiento de mayor efecto fungiestatico para el
crecimiento de C. gloeosporioides e inhibié el desarrollo del micelio en un 83.83 %,
para B. cinerea el producto comercial Elevat®, fue el tratamiento de mayor efecto

fungiestéatico, inhibié el desarrollo del micelio en un 82.71 %.

Para C. gloeosporioides, el extracto de semilla a una concentracion de 85 % fue el
extracto con mayor efecto de inhibicion con 71.73 %, ademas present6 una Clsg de 13.61
por lo que podria ser una alternativa para ensayar el control de dicho hongo fitopatdgeno
in vivo. Para B. cinerea, los extractos de cascara al 85%, cascara 50% y semilla al 85 %
resultaron estadisticamente iguales y fueron los que tuvieron mayor efecto de inhibicion
sobre el crecimiento del micelio, sin embargo, no mostraron una diferencia

estadisticamente significativa entre ellos.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Bioensayo del extracto de semilla en Colletotrichum gloeosporioides a
diferentes concentraciones.

Testigo negativo Testigo positivo (Amistar)
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Anexo 2. Bioensayo del extracto de en Colletotrichum gloeosporioides a diferentes
concentraciones.

Testigo negativo Testigo positivo (Amistar)
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Anexo 3. Bioensayo del extracto de hoja en Colletotrichum gloeosporioides
diferentes concentraciones.

Testigo negativo Testigo positivo (Amistar)
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Anexo 4. Bioensayo del extracto de semilla en Botrytis cinerea a diferentes
concentraciones.

Testigo negativo Testigo positivo (Elevat)

Extracto de semilla al 40 %
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Anexo 5. Bioensayo del extracto de cascara en Botrytis cinerea a diferentes
concentraciones.

Testigo negativo Testigo positivo (Elevat)
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Anexo 6. Bioensayo del extracto de hoja en Botrytis cinerea a diferentes
concentraciones.

Testigo negativo Testigo positivo (Elevat)
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