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RESUMEN

Los hongos fitopatdgenos causan grandes pérdidas en la produccion agricola a nivel
mundial, para su control se utilizan sustancias sintéticas, que contaminan los
alimentos y por ende afectan la salud de los seres humanos y el ambiente. Ante
esta problemética se tuvo como objetivo determinar el efecto antifingico de los
extractos vegetales de Enterolobium cyclocarpum, Equisetum myriochaetum,
Calliophyllum brasiliense, Piscidia piscipula y Salmea scandens para el control de
Fusarium oxysporum y Alternaria solani, in vitro e in vivo en el jitomate (Solanum
lycopersicum). Los extractos vegetales se obtuvieron mediante tres técnicas:
maceracion, Soxhlet, ultrasonido asisitido y tres solventes (éter etilico, acetona y
agua). Para el ensayo in vitro contra F. oxysporum se evaluaron concentraciones
de 1000 a 5000 ppm en medio de cultivo papa-dextrosa-agar envenenado y
Gnicamente la concentracion de 5000 ppm en el ensayo in vivo en A. solani de los
extractos obtenidos por maceracion-acetona. Para la identificacion de grupos
funcioanles de los extractos se utilizo la técnica de espectroscopia infrarrojo
transformados de Fourier (FTIR). Teniendo como resultados el mayor rendimiento
de los extractos con C. brasiliense (15.64%) usando Soxhlet-acetona, mientras que
el mas bajos fue con ultrasonido asistido-Eter etilico en E. cyclocarpum (0.18%). Por
otro lado, los analisis mostraron que los extractos de S. scandens por maceracion-
acetona inhibe el crecimiento de F. oxysporum en un rango de 7.04 a 76.72%.
Alternaria solani fue mayormente inhibido por los extractos de maceracién-acetona
de P. piscipula (94.05%). Se demostré que C. brasiliense contiene alcoholes
polifenoles (OH), ésteres (COOQ), y alcanos (C-C). Enterolobium cyclocarpum OH,
acidos carboxilicos (COOH), C-C, COO, saponinas. Equisetum myriochaetum picos
de fenoles y C-C, COO, COOH. P. piscipula OH (Polifenoles), C-C, cetonas (CO).
Salmea scandens, taninos, flavonoides, acidos fendlicos. Estos resultados sugieren
que los extractos de P. piscipula y S. scandens podrian utilizarse a futuro para el

control natural de F. oxysporum y A. solani en el cultivo de jitomate.

Palabras claves: Concentraciones, Extractos vegetales, hongos fitopatdgenos,

Jitomate, Rendimiento



I. INTRODUCCION

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas mas cultivadas y de
mayor valor econémico a nivel mundial (Ortega-Martinez et al., 2010). En México la
superficie total cultivada representa el 70%, ademas se ha convertido en el primer
pais exportador en el mundo (Juarez-Maldonado et al., 2015; SAGARPA, 2017). Sin
embargo, debido a las condiciones en donde se desarrolla este cultivo; la principal
limitante de su produccién en nuestro pais son las plagas y enfermedades que
causan pérdidas econémicas de hasta el 100%, principalmente por enfermedades
fungicas ocasionadas por Fusarium oxysporum y Alternaria spp. que provocan
marchitez vascular, cancer de tallos y pudricion de frutos (Burketova et al., 2015;
Martinez et al., 2016). Para controlar las enfermedades causadas por estos hongos
se ha dependido de fungicidas quimicos con resultado satisfactorios (Bolivar et al.,
2009; Martinez et al., 2016). No obstante, el uso excesivo de sustancias sintéticas,
contaminan los alimentos y por ende afectan la salud de los seres humanos y el
ambiente, ademas de contaminar el suelo y cuerpos de agua, y bioacumularse y
biomagnificarse en las cadenas tréficas (Del Puerto Rodriguez et al., 2014). Por otra
parte, inducen la generacion de resistencia en organismos blanco y no blanco, en
respuesta a la presion de seleccion ejercida por las sustancias quimicas (Cruz-

Reyes y Pickering-Lépez, 2006; Carmona & Sautua, 2017).

Ante esta problematica surge la necesidad de contar con alternativas promisorias
gue sean seguras para los seres humanos y amigables con el ambiente, tales como
los bioplaguicidas a partir de extractos vegetales. Al respecto se ha reportado una
gran variedad de compuestos quimicos con propiedades antifiungicas presentes en
diferentes especies botanicas nativas (Lombardo et al., 2015; Celis et al., 2008;
Migliori et al., 2017). Siendo estas, una fuente potencial debido a su elevada
efectividad, bajo costo, toxicidad baja o nula en mamiferos, no afectan la viabilidad
de las semillas, ni las cualidades alimenticias de los granos; ademas, son accesibles
para los campesinos como una eficiente opcion ecologica y economica (Isman,

2006; Briceio et al.,, 2011). Especies de la familia Equisetaceae, Asteracea y
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Fabaceae han sido reportadas con actividades antifingica, antibacterial, nematicida
e insecticida (De Queiroz et al., 2015; Al-Snafi, 2017; Ahmed et al., 2017; Houicher
et al., 2018; Kumar & Varshney, 2019), lo cual se atribuye al contenido saponinas,
fenoles y flavonoides. El estado de Chiapas, México presenta una diversidad de
plantas con propiedades antimicrobianas; la corteza de guanacastle (Enterolobium
cyclocarpum) y los tallos de cola de caballo (E. myriochaetum), han sido utilizados
in vitro contra hongos fitopatégenos (Garcia et al., 2012; Espinoza-Madrigal et al.,
2016), mientras que otras plantas usadas localmente son la leche Maria
(Calophyllum brasiliense), el barbasco (Piscidia piscipula) los cuales no han sido
demostrados su actividad contra hongos fitopatdgenos, S. scandens ha sido
probada para el control de plagas y enfermedades en una ocasion (Villa-Ruano et
al. 2015). Sin embargo, existe escasa informacién acerca de la composicién quimica
y actividad biologica de las especies antes mencionadas. Por lo anterior, la presente
investigacion cuyo objetivo es determinar si el efecto antifingico de los extractos
vegetales de Enterolobium cyclocarpum, Equisetum myriochaetum, Calliophyllum
brasiliense, Piscidia piscipula y Salmea scandens para el control de Fusarium
oxysporum y Alternaria solani, in vitro e in vivo en frutos de jitomate (Solanum
lycopersicum) resulta una alternativa sustentable y ecol6gicamente viable que
fortalezca los esquemas de manejo integrado de enfermedades en jitomate
mediante el uso de extractos naturales no convencionales que presenten actividad
bioldgica contra los hongos fitopatégenos que disminuyen los rendimientos en

cultivos de interés econémico.

Es asi como la siguiente investigacion resulta importante para el manejo sustentable
del cultivo de jitomate en Chiapas, con el fin de contribuir a generar cambios
importantes en la interaccion del hombre con su entorno natural, lo cual se traduce
en seguridad alimentaria para la comunidad, con alimentos de calidad, inocuos y
nutritivos. Este trabajo pretende que los resultados generen conocimientos y

técnicas ajustables a otros cultivos y contextos.



[I. ANTECEDENTES

Las plantas producen diversos compuestos con propiedades antimicrobianas que
pueden ser empleadas para controlar diferentes enfermedades en hortalizas (Diaz-
Solares et al., 2017). Se ha demostrado que los efectos de los extractos vegetales
sobre los patdégenos se deben a los metabolitos secundarios producidos por estos
(Rodriguez-Maturino et al., 2015). Ademas, esta capacidad depende de la fuente
boténica, la parte vegetal, la concentracion del compuesto, el organismo objetivo
(blanco) y de la técnica de bioensayo. Entre estos compuestos destacan los fenoles,

saponinas, taninos, alcaloides, flavonoides (Tolosa & Cafiizares, 2017).

Se ha evidenciado que el efecto fungistatico selectivo depende de la especie de
planta y del patdgeno. Diversos estudios han demostrado la actividad
antimicrobiana in vitro e in vivo de los extractos vegetales (Hernandez-Lauzardo et
al., 2007; Villacis-Aldaz et al., 2017), entre ellas; ortiga (Urtica dioica), manzanilla
(Chamaemelum nobile), marco (Artemisia vulgaris), lavanda (Lavandula officinalis)
y chamico (Datura ferox), que ejercen control sobre la antracnosis (Colletotrichum

acutatum) en tomate de arbol (Solanum betaceum) (Villacis-Aldaz et al., 2017).

Rutiaga Quifiones et al., (1995) evaluaron la actividad antifungica del extracto del
duramen de E. cyclocarpum obtenidos con solventes; ciclohexano, etanol y agua
con muestras de madera de México que fueron finamente trituradas y tamizadas.
Utilizaron concentraciones a 1 g/L, 0.1 g/L, con el fin de aislar los componentes
quimicos organicos, la harina de duramen se extrajo sucesivamente con Soxhlet.
Los hongos probados fueron Trametes versicolor (pudricion blanca), Coniophora
puteana (pudricion marrén), Chaetomium globosum (pudricién blanda) vy
Trichoderma viride. Encontraron que sélo el extracto de etanol resulto ser inhibidor
del crecimiento de hongos logrando mas del 70%, incluso a bajas concentraciones.

Los extractos de agua de no tuvieron impacto en crecimiento de hongos.

Garcia et al., (2012) demostraron el efecto antimicético y antimicotoxigénico de los
extractos hidroalcohdlicos de Equisetum arvense y Stevia rebaudiana sobre el maiz

inoculado con diferentes niveles de Fusarium verticillioides y Aspergillus flavus. Los
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resultados confirmaron que el extracto de E. arvense y una mezcla 1:1 de
Equisetum-Stevia puede ser eficaz para inhibir tanto el crecimiento de A. flavus
como la produccion de aflatoxinas en niveles altos de actividad acuética
(condiciones previas a la cosecha). En general, el crecimiento de F. verticillioides
fue reducido por el uso de extractos de plantas, especialmente a 0.95 actividad del
agua. Sin embargo, la presencia de fumonisina no fue afectada significativamente.
A a lo que sigieren que los extractos de E. arvense y S. rebaudiana podrian
desarrollarse como un tratamiento alternativo para controlar el micobiota

aflatoxigénico en el maiz humedo.

Para determinar si la resistencia a los hongos que pudren la madera podria ser
causada por metabolitos secundarios bioactivos, Reyes-Chilpa et al., (1997) llevo a
cabo un estudio quimico y bioldgico del arbol Calophyllum brasiliense recolectado
en la Selva Lacandona, Chiapas, México en contra del patogeno Postia placenta.
Prepararon extractos con hexano, acetona, metanol y agua. Encontraron que el
rendimiento de los extractos oscilo entre 0.04% (hexano) y 4.81% (acetona). El
metanol, la acetona y los extractos de agua (5 mg/ml = 0.5%) inhibieron el
crecimiento micelial del hongo de la podredumbre parda P. placenta en un 83, 59y
21%, respectivamente y que las xantonas fueron los constituyentes mas
abundantes de ambos extractos y juegan en realidad un papel defensivo contra los
hongos de descomposicion de la madera. Actualmente los estudios acerca de esta
especie estan dirigidos a agentes citotdéxicos, como analgésico por la evaluacion
antinociceptiva, antibacterial, ademas inhiben la transcriptasa inversa del virus de
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1 RT) (Garcia-Zebadua et al., 2011; Klein-
Junior et al., 2017; Domeneghetti et al., 2018).

Piscidia piscipula (=P. erythrina) no ha sido explorada en cuanto a su actividad
contra hongos fitopatégenos. Caceres et al., (1991) con el fin de determinar los
extractos de 44 plantas contra los dermatofitos patbgenos mas comunes, realizo
bioensayos in vitro para validar los efectos. Las cepas de dermatofitos utilizadas
fueron las especies mas comunmente aisladas de fuentes humanas en Guatemala,

tales como: Epidermophyton floccosum, Micosporum canis, Microsporum gypseum,



Trichophyton mentagrophytes var. algodonosa, T. mentagrophytes var. granulate y
Trichophyton rubrum. Los resultados mostraron que los extractos acuosos de 22 de
las plantas probadas inhiben uno o mas de los dermatofitos. Los dermatofitos mas
comunmente inhibidos fueron E. floccosum (43.2%1), T. rubmtm (36.0%), y T.
mentagrophytes (31.8%); los menos inhibidos fueron M. canis (22.7%) y M.
gypseum (24.0%). Las plantas que exhiberon actividad antidermatofitica fueron:
Byrsonima crassifolia, Cassia grandis, Cassia occidentalis, Diphysa carthagenensis,
Gliricidia sepium, Piscidia piscipula, Sambucus mexicana, Smilax regelii, Solanum
americanum y Solanum nigrescens. Estos resultados proporcionan una base
cientifica para el uso de estas plantas para el tratamiento de infecciones fungicas.
Actualmente, P. piscipula se utiliza como sedante y analgésico, ademas del

tratamiento del insomnio y la sobre excitabilidad (Auxence, 1953; Patil, 2011).

Costello & Butler (1948), estudio la actividad quimica uterina in vitro e in vivo de
Piscidia eythrina en mono Rksus macacus con el fin de rastrear las sustancias
potentes, con vistas a su aislamiento. En la extraccion de fluidos de P. eythrina,
utilizaron solventes etanol, eter de petroleo, agua, cloroformo, metanol, isopropanol,
etanol, acetona, agua caliente, coloroformo y benzeno con las tecnicas de Soxhlet
y percolacion. Se demostré una sedacion efectiva utilizando diluciones que
oscilaban entre 1:17,500 y 1: 20,000. Usando el método del balén intrauterino en el
mono, se encontro que 3 cc. del fluidextracto inhiben la motilidad uterina. En cuanto
a la droga en polvo extraida, se encontré que el extracto etanolico in vitro fue
efectivo en una concentracion de 1: 50,000. Calculada en términos del rendimiento

del extracto, la concentracién es 1:1: 1,600,000.

Son escasos los estudios realizados relacionado con la actividad biolégica del
Chilemecate (Salmea scandens). Villa-Ruano et al. (2015) son los Unicos que han
reportado la actividad biolégica y composicién del aceite esencial de S. scandens.
Para ese analisis utilizo partes aéreas de S. scandens que fueron recolectadas en
Oaxaca, Mexico donde extrajeron 300 g de corteza y hojas secas del tallo por
hidrodestilacién durante 3 h, los patogenos ensayados fueron: Escherichia coli,

Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas syringae pv. tabaci, P. syringae pv.



tomato, P. syringae pv. phaseolitic, P. syringae pv. glycinea, P. stewartii, Erwinia
carotovora y Clavibacter michiganensis. Larvas de Aedes aegypti (cepa Colorado)
y Anopheles albimanis, asi como los hongos Fusarium oxysporum y Phytophthora
infestans. El analisis aproximado de la corteza del tallo comestible revel6
abundantes cantidades de fibra (43.67%) y proteina (9.27%). Los analisis de GC y
GC-MS demostraron que el aceite esencial de las hojas contenia altos niveles de
germacreno D (47,1%) y elemol (15,3%), mientras que el de la corteza del tallo
contenia los isdmeros de dodecatetraenamida de las alquilamidas N-isobutil-
(2E,4E,8Z,10E/2)- (39,7%). Los CMI en ug mL™ para las patdégenos de P. syringae
pv. tabaci fueron 56.1, tomate 91.2 y phaseolitica 196.4, para Clavibacter
michiganensis 35.8 y Erwinia carotovora 48.1. Los hongos F. oxysporum y P.
infestans presentaron CMI en ug mLtde 3.3y 2.4 respectivamente. El mismo aceite
esencial fue altamente efectivo contra las larvas de Aedes aegypti (LCso = 0.3 ug

mL-1) y Anopheles albimanis (LCso = 2.5 pug mL™1).



lIl. MARCO TEORICO

3.1. Desarrollo Sustentable

En las ultimas décadas, la comunidad mundial ha estado de acuerdo en la
necesidad de abordar el desarrollo sustentable a través de tratados internacionales.
Como respuesta, se han puesto en marcha iniciativas de sostenibilidad como medio
para hacer frente a la sustentabilidad en diferentes &mbitos de la sociedad, como la
empresa, la salud y la educacion. El Desarrollo Sustentable (DS) se ha convertido
en un concepto importante para los responsables de la formulacion de politicas en
todo el mundo desde que la Comision Mundial sobre el Medio Ambiente y el
Desarrollo (WCED) lo difundié internacionalmente en 1987 (Reid y Scott,2006)

El informe Brundtland de la WCED definié el desarrollo sustentable como "... un
desarrollo que satisface las necesidades del presente sin comprometer la capacidad
de las generaciones futuras para satisfacer sus propias necesidades" (WCED,
1987). Mas tarde, se amplio la definicién de DS a "... mejorar la calidad de vida de
los seres humanos mientras se vive dentro de la capacidad de sustentacion de los
ecosistemas que la sostienen” (UICN/PNUMA/WWF, 1991).

El progreso del DS como un concepto basado en politicas ha sido un discurso
criticado (Kopnina, 2014; Sinakou et al., 2017). Especificamente, se ha sugerido
gue DS apoye una agenda neoliberal combinando los significados aparentemente
polisémicos de conservacion (en el sostenimiento del medio ambiente) con el
desarrollo (como en el desarrollo y crecimiento econdmico) (Barkemeyer et al, 2014;
Hursh et al, 2015). Por otro lado, en la busqueda de alternativas sustentables, se
busca integrar la politica econémica con la politica social. Sin embargo, requiere
visibilizar el compromiso transgeneracional, y con ello incorporar la dimension
ambiental para evitar los riesgos de profundizar los impactos ambientales, y, por el
contrario, implica revertir el deterioro del capital natural y mantener el

funcionamiento del planeta en una situacion estable (Carabias, 2019).



3.2. Origen e Importancia del cultivo del jitomate

El jitomate (S. lycopersicum) es una planta nativa de américa tropical, tiene sus
origenes en la region andina que se extiende desde el sur de Colombia hasta el
norte de Chile, fue llevado a Centroamérica, donde su domesticacion tuvo lugar
inicialmente con las primeras civilizaciones de México. Los esparioles y portugueses
difundieron el jitomate a Oriente Medio y Africa, y de alli a otros paises asiaticos, y
de Europa también se difundio a Estados Unidos de América y Canada (Monardes,
2009). Es una planta arbustiva y cultivo de tipo anual. Existen variedades de
crecimiento limitado (determinadas) y otras de crecimiento ilimitado
(indeterminadas). Su fruto es una baya ovalada, redonda o periforme; y su tamafio
va desde pequefios frutos del tamafio de una cereza, hasta enormes frutos de 750
g (SAGARPA, 2017).

A nivel mundial, la superficie cosechada del jitomate ha crecido a una tasa promedio
anual de 1.4 % entre 2007 y 2017, para ubicarse en 4.8 millones de ha. El 57.4 %
de la superficie cosechada se concentro en China (21.2 %), India (16.4 %), Nigeria
(12.2 %), Turquia (3.9 %) y Egipto (3.8 %), ocupando México la onceava posicion
mundial, con una participacion de 1.9 % (FAOSTAT, 2017).

3.2.1. El Cultivo de jitomate en México

México es el principal exportador de jitomate en términos de volumen, en 2017
abastecio 84.9 % del volumen de tomate fresco importado por EUA. La produccion
del jitomate ha aumentado significativamente, ya que entre el 2007 al 2017 creci6 a
una tasa promedio anual de 3.6 %. En ese periodo, la superficie cultivada en campo
abierto se redujo a una tasa promedio anual de 5.9 %, al pasar de 64,663 a 35,175
ha, mientras que la superficie establecida con agricultura protegida (malla sombra
e invernadero) paso6 de 1,973 a 15,198 ha, es decir, crecié a una tasa promedio
anual de 22.7 %. Asi, la produccién paso de 0.9 % del total en 2003 a 32.2 % en
2010, y hasta 63.3 % del volumen total en 2017 (FIRA, 2019). Los estados con
mayor superficie cosechada son Sinaloa (11,195 ha), Baja California Sur (1,103) y
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Michoacan (1,072), lo que representa el 72.8% de la superficie nacional. En abril del
2019 la produccién fue de 236 mil 289 ton. En Chiapas se producieron 35,236 ton
en 2019, tan solo después del maiz (189,275 ton) y la sandia (38,723), siendo los
principales municipios; Frontera Comalapa (825 ton), La Independencia (13,900
ton), La Trinitaria (13,400 ton) y Las Margaritas (1,880 ton) (SADER-SIAP, 2019).

3.2.2. Principales enfermedades causadas por hongos que afectan al jitomate
en pre y poscosecha

Se reportan 48 enfermedades importantes, entre las cuales destacan la marchitez
vascular causado por F. oxysporum y el tizon temprano por A. solani (Gordon,
2017).

3.2.2.1. Marchitez vascular por Fusarium oxysporum

Se han identificado méas de 120 formas diferentes de F. oxysporum, basadas en la
especificidad de las especies hospedadoras que pertenecen a una amplia gama de

familias de plantas (Michielse & Rep, 2009).

A. Sintomas de la enfermedad

Los sintomas iniciales del marchitamiento vascular incluyen el aclaramiento de las
venas Yy la epinastia de la hoja, seguidos de retraso del crecimiento, coloracion
amarillenta de las hojas inferiores, marchitamiento progresivo, defoliacion v,
finalmente, muerte de la planta. En la colonizacion fangica, penetra inicialmente por
raiz de forma asintomatica; posteriormente, coloniza tejido vascular y desencadena
un marchitamiento masivo, necrosis y clorosis de las partes aéreas de la planta (Ma
et al., 2013).



B. Importancia econémica

Este hongo fitopatdgeno puede causar severas pérdidas en muchas flores y
hortalizas, cultivos de campo, como el algodon, y cultivos de plantacién, como el
platano, la palma datilera, palma aceitera y el jitomate (S. lycopersicum) (Michielse
& Rep, 2009). Este patdgeno se encuentra en la mayoria de las areas de cultivo de
jitomate y puede destruir la mayoria del cultivo ocasionando pérdidas en la
produccién y en los rendimientos de hasta un 60 %, afectando también la calidad
del producto (Hernandez-Martinez et al., 2014; Gonzalez et al., 2012).

3.2.2.2. Tizén temprano causado por Alternaria solani

Es una enfermedad causada por el hongo A. solani, siendo una de las
enfermedades de mayor relevancia para el cultivo en jitomate. Afecta a la planta en
cualquier etapa de desarrollo siempre que cuente con las condiciones ambientales

Optimas (Catéo et al, 2011).

A. Sintomas de la enfermedad

La enfermedad se manifiesta con sintomas de lesiones menores en hojas jovenes
y mas pronunciadas en hojas mas viejas, presentando una apariencia necrética de
coloracion pardusca. Las venas afectadas degradan y bloquean el paso de la savia,
causando el amarilleo y la muerte de la parte afectada. En los frutos produce
lesiones oscuras, que en condiciones de alta humedad estan cubiertas por la
fructificacion del hongo, caracterizada por el aspecto aterciopelado y el color negro

conocido como moho negro (Kurozawa & Pavan, 2005).

La susceptibilidad a la enfermedad generalmente aumenta de acuerdo con la
madurez o en la fase reproductiva de la planta, en la que aumenta la demanda de
azucares. Estos son necesarios para la formacién de frutos y brotes nuevos en lugar
de hojas mas viejas, facilitando el proceso de infeccion en los 6rganos exportadores
(Tofoli et al., 2015).
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La gravedad de la enfermedad provoca una reduccion intensa del area foliar y el
vigor de la planta, la rotura del tallo, la caida y la depreciacion de la fruta y la muerte
de la planta (Vale et al., 2000).

B. Importancia econémica

Esta enfermedad se manifiesta en todas las regiones donde se cultiva jitomate, y se
considera de mayor incidencia en condiciones de temperatura entre 25°C y 30°C
con alta humedad, pero puede estar presente en regiones de clima semiarido,
donde hay presencia de rocio regularmente (Kurozawa & Pavan, 2005). Ademas, la
alternancia de periodos humedos y secos a menudo parece favorecer la
enfermedad (Cabral, 2012; Tofoli et al., 2015).

Se desarrolla en casi todas las partes de la planta, en general, afecta la
productividad y calidad de la fruta, causando pérdidas econémicas consecuentes
(Dill, 2009; Toledo et al., 2009), en algunos paises las pérdidas de cosechas por

causa de este fitopatdgeno llegan a ser hasta del 100% (Chowdappa et al., 2013).

3.2.3. Control de los hongos fitopatégenos en el jitomate

El control de enfermedades fungosas en el jitomate, tradicionalmente ha sido por
fungicidas quimicos, los cuales se aplican en la semilla, follaje, frutos y al suelo, con
resultados favorables, los cuales tienen buen efecto (Yavuz & Arslan, 2013). Por el
contrario, su uso aumenta los costos de produccion y trae graves consecuencias
sobre al ambiente, en afios recientes, diversos estudios han revelado que el uso de
sustancias quimicas tiene mas efectos negativos que beneficios sociales y
ambientales. Es importante que en lo sucesivo los quimicos empleados en la
agricultura reduzcan su efecto sobre el medio ambiente, en particular la Agencia de
Proteccion al Medio Ambiente (EPA, por sus siglas en inglés) recomienda que se
realicen estudios encaminados a abordar la seguridad de los mismos, y preservar
la integridad y seguridad de los seres humanos y del medio ambiente deben ser los
criterios que sirvan de base para seleccionar nuevos compuestos que se desarrollen

comercialmente y que tengan un efecto eficaz (Veldzquez-del Valle et al., 2008).

11



Las tendencias actuales involucran el empleo de productos vegetales, antagonistas
microbianos y quitosano, solas o combinadas entre si para potenciar su efecto
(Bautista-Barios et al., 2006).

3.3. Importancia de los extractos vegetales

En los ultimos afios la sociedad mundial ha priorizado los aspectos ambientales, y
ha conducido investigaciones hacia el descubrimiento de nuevas alternativas para
el manejo de las enfermedades, con menos efectos negativos al ambiente (Vaillant
et al., 2009). Una de las mas actuales es el uso de productos derivados del
metabolismo secundario de las plantas, como aceites esenciales, entre ellos los

terpenos, lignanos, alcaloides, azlcares, esteroides, entre otros (Dixon, 2001).

Generalmente estan presentes como mezclas de compuestos y los patégenos
pueden ser afectados diferencialmente por los compuestos individuales o por las
mezclas en determinadas concentraciones y proporciones (Montes, 2009). Muchos
de estos compuestos son producidos y almacenados en tejidos jovenes,
particularmente en hojas o tejidos productivos como flores y semillas (Costa et al.,
2001).

La obtencién de los extractos vegetales y el estudio de sus compuestos activos
propician su empleo contra diferentes fitopatégenos. En condiciones in vitro los
extractos inhiben el crecimiento del patdégeno, asi como la esporulacion y
germinaciéon 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
funcién de la metodologia de preparacién (solvente, seco, fresco, tiempo de
almacenamiento, entre otros), especie botanica, 6érgano de la planta (raices, hojas,
semillas, entre otras), fecha de cosecha, entre otras. Asi mismo, la combinacion de
los extractos vegetales con algun otro compuesto natural puede potenciar su
actividad fungicida (Hernandez-Lauzardo et al., 2007). Ademas, que los extractos
vegetales contienen compuestos con diferentes mecanismos de accidén, que no
solamente tienen una gran importancia ecolégica porgue participan en los procesos
de adaptacién de las plantas a su ambiente, como es el establecimiento de la
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simbiosis con otros organismos, sino que también actlian como atraccion y defensa,

alelopatia y fitohormonas (Jiménez et al., 2003).

3.4. Mecanismo de accion de los metabolitos secundarios

Las plantas tienen una capacidad ilimitada de sintetizar compuestos, la mayoria se
relaciona con los fenoles. Los metabolitos secundarios se dividen en tres grupos

quimicos: terpenos, fenoles y compuestos nitrogenados.

3.4.1. Fenoles

Los compuestos fendlicos derivan de la ruta fenilpropanoide, sintetizados a partir de
fenilalanina y tirosina, que a su vez se derivan de la ruta del &cido Shiquimico y del
acido malonico, son metabolitos aromaticos que tienen uno o mas grupos hidroxilo
unidos a un anillo aromatico. Forman alrededor de 10,000 compuestos en las
plantas, son un grupo diverso que comprende desde moléculas sencillas como los
acidos fendlicos hasta polimeros complejos como los taninos, cumarinas, lignina y
pigmentos flavonoides (Taiz & Zeiger, 2006). El aumento en el contenido de fenoles
inhibe el crecimiento y regeneracion de plantulas; ademas, éstos actian como
antioxidantes y sustancias estructurales en los tejidos suberosos, protegiéndolos de

la desecacion y ataque de patdgenos.

A la posicion y el numero de grupos hidroxilo en el anillo se les atribuye la toxicidad
frente a los microorganismos, de forma que un aumento en la hidroxilacién esta
ligado a una mayor toxicidad. EI mecanismo parece estar relacionado con la
inhibicidbn enzimatica por los compuestos oxidados, posiblemente mediante
reacciones de grupos sulfihidrilo o por interacciones no especificas con proteinas
(Domingo & Loépez-Brea, 2003).

3.4.2. Taninos
Son compuestos fendlicos hidrosolubles, capaces de precipitar macromoléculas

(proteinas, celulosa, gelatina), alcaloides y metales pesados, esto le confiere la
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capacidad para curtir cueros y el poder astringente. De acuerdo con su estructura
se dividen en dos grupos: 1) Hidrolizables, son polimeros heterogéneos que
contienen 4cidos fendlicos, principalmente acido galico y azlcares simples; son mas
pequefios que los condensados y se hidrolizan mas facilmente. 2) Los condensados
son polimeros de unidades de flavonoides unidas por enlaces C-C, los cuales no
pueden ser hidrolizados, pero si oxidados por un acido fuerte para rendir
antocianinas (Sanabria, 1983; Avalos-Garcia & Pérez-Urria, 2009; Lobpez-

Casamayor, 2007).

Tienen accion protectora, por su capacidad antibidtica y repelente; son utilizados
como antidotos en intoxicaciones por metales pesados o alcaloides, como
cicatrizantes, antidiarreicos, antifingicas, también se usa para problemas de piel,

debido a su accion hemostética en heridas sangrantes (Lopez-Casamayor, 2007).

3.4.3. Cumarinas

Se encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal, se han identificado
1,500 compuestos en mas de 800 especies, particularmente en las familias:
Fabaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Asteracea, Umberiferae, Apocinacea,
Orguidaceae, Labiatae, Ericaceae y Myrtaceae (Sanabria, 1983; L6pez-Casamayor,
2007; Avalos & Pérez-Urria, 2009). Actlan como agentes antimicrobianos,
anticoagulantes, estrogénicos, sedantes, vasodilatadoras, antihelminticas,
antifangicas y como inhibidores de germinacion. Algunas muestran fototoxicidad
frente a insectos tras activarse por luz UV, accién llevada a cabo por bloqueo de la
transcripcion y de la reparacion de ADN, provocando la muerte celular (Soine, 1964;
Avalos-Garcia & Pérez-Urria, 2009).

3.4.4. Flavonoides
Son los responsables de la coloracion de los vegetales y estan ampliamente

distribuidos, se han identificado cerca de 2,000 flavonoides abundantes en las

familias: Poligonaceae, Rutaceae, Fabaceae, Umberiferae y Compositae
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(Harborne, 1977). Se caracterizan por tener dos anillos bencénicos, con estructura

Ce-C3-Cs unidos por un puente de tres atomos de carbono.

Se forman en las plantas a partir de la via del &cido Shiquimico (Sanabria, 1983) y
se clasifican en funcién del grado de oxidacién de la cadena de 3 atomos de
carbono: las principales son las antocianinas (pigmentos), flavonas, flavonoles,
isoflavonas, flavanonas, catequinas, leucoantocianinas, chalconas, auronas

(Lopez-Casamayor, 2007; Avalos-Garcia & Pérez-Urria, 2009).

Entre sus funciones se encuentra la defensa, actuando como sefales producidas y
secretadas por las raices de las leguminosas para la bacteria Rhyzobium, activan
los genes de la nodulacion de la bacteria. Su actividad frente a microorganismos se
debe a que forman complejos con las proteinas solubles y extracelulares y con las

células de la pared bacteriana (Domingo & Lépez-Brea, 2003).

3.4.5. Terpenos

Son el grupo mas numeroso de los metabolitos secundarios (mas de 40,000
moléculas diferentes), biosintetizados a partir de la acetil CoA o de intermediarios

glicoliticos y generalmente son insolubles en agua.

Dentro de estos se incluyen hormonas como giberelinas y &cido abscisico,
pigmentos complementarios como carotenoides (carotenos y xantofilas) que
protegen los tejidos fotosintéticos de la fotooxidacion, esteroles (ergosterol,
sitosterol, colesterol), derivados de los esteroles (glicdsidos cardiacos), latex y
aceites esenciales que proporcionan el olor y el sabor caracteristico de las plantas
y que se encuentran como componentes esenciales de la membrana celular (Taiz
& Zeiger, 2006; Avalos & Pérez-Urria, 2009; Lépez-Casamayor, 2007).

3.4.6. Saponinas

Las saponinas, su nombre se debe a las propiedades detergentes cuando se agita
en agua, se infiere que su toxicidad se debe a la capacidad de interferir con la

absorcion de esteroles en el aparato digestivo o romper las membranas celulares

15



una vez incorporadas en el torrente sanguineo (Taiz & Zeiger, 2006). Se han
relacionado con un efecto estimulante, tonificante y antiestrés, asi como

antimicrobiano, antivirico, antimicético y molusquicida (Lopez-Casamayor, 2007).

3.4.7. Alcaloides

Comprenden mas de 15, 000 metabolitos secundarios que contienen nitrégeno y
alrededor del 20% se encuentran en las plantas vasculares con propiedades
medicinales, toxicas y alucindgenas. Son los compuestos mas conocidos por sus
efectos contra la defensa natural en animales y hongos, en los vertebrados suele
producir determinados efectos fisiologicos, actuando sobre el sistema nervioso,
principalmente sobre el sistema nervioso central (Esteban, 2010; Taiz & Zeiger,
2006). El mecanismo de accién de los alcaloides parece ser mediante intercalacion

entre la pared celular y el ADN del microorganismo (Domingo & Lépez-Brea, 2003).

3.5. Extraccion de compuestos en plantas

La utilizacion de diferentes solventes durante la extraccion influye en la naturaleza
y la cantidad de metabolitos secundarios que se extraen en plantas. Por ejemplo,
los solventes polares se usan para extraer compuestos fendlicos, sus glucosidos,
saponinas y solventes no polares se usan para la extraccion de acidos grasos y
esteroides) (Dirar et al., 2019). Muchos estudios han reportado el impacto de los
solventes en el contenido de metabolitos secundarios y/o su actividad bioldgica
(Rebey et al., 2012, Kchaou et al., 2013, Ngo et al., 2017). Ademas, las técnicas de
extraccion también tienen un efecto notable en la recuperacién del contenido
fitoquimico. Existen diferentes técnicas para la extraccién de materiales vegetales,
que se clasifican principalmente en métodos de extraccion convencionales
(Maceracion, Soxhlet, percolacion, infusion, entre otros) y métodos de extraccion no
convencionales o avanzados (extraccion asistido por microondas (MAE), extraccion
asistida por ultrasonido (EAU) y extraccion por fluido supercritico (SFE), en la que
estos avances tienen como objetivo aumentar el rendimiento en costo mas bajo
(Sultana et al., 2009; Azmir et al., 2013; Azwanida 2015; Belwal et al., 2018).
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3.6. Preparacion previa a la extraccion de muestras vegetales

El propdsito de toda extraccion es separar los metabolitos solubles de las plantas,
dejando atras el espacio celular insoluble (residuo). La etapa inicial en la extraccién
de compuestos vegetales es la preparacion de las muestras de plantas para
conservar las biomoléculas antes de la extraccion. Las muestras de plantas como
hojas, cortezas, raices, frutas y flores se pueden extraer de material vegetal fresco
0 seco. Asi como de materiales de plantas como la molienda y el secado también
Influye en la conservacion de los fitoquimicos en los extractos finales (Azwanida
2015).

3.6.1. Muestras frescas vs muestras secas

Tanto la muestra fresca como la seca se utilizan en estudios de plantas. En la
mayoria de los casos, se prefiere la muestra seca considerando el tiempo necesario
para el disefio experimental. El intervalo entre la recoleccion y el trabajo
experimental en un periodo maximo de 3 h para mantener la frescura de las
muestras, ya que las muestras frescas son fragiles y tienden a deteriorarse mas
rapido que las muestras secas. En una comparacién entre muestras frescas y
secas, se encontré mayor contenido de flavonoides en la muestra seca (Vongsak et
al., 2013).

3.6.2. Muestras molidas vs en polvo

La reduccion del tamafio de particula aumenta el contacto superficial entre las
muestras y los solventes de extraccion. La molienda da como resultado muestras
mas pequeiias y gruesas; Mientras que las muestras en polvo tienen una particula
mas homogeneizada y mas pequefia, lo que lleva a un mejor contacto de la
superficie con los solventes de extraccion. Esta preparacion previa en particular es
importante, ya que para que se produzca una extraccion eficiente, el disolvente debe
hacer contacto con los analitos objetivo y un tamafio de particula inferior a 0.5 mm

es ideal para una extraccion eficiente (Technical note, 2013).
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3.7. Descripcion de las fuentes botanicas

3.7.1. Enterolobium cyclocarpum (Jacq.) Griseb.

Arbol caducifolio de 30 a 50 m de altura y de 2 a 3 m de diametro; fuste cilindrico,
corteza lisa a ligeramente fisurado, color gris, copa ancha. Las hojas son bipinnadas
y alternas (Figura 1). Las inflorescencias son pequefas, sésiles de color blanco a
verde a claro, céliz de 2.5 mm de largo, corola blanca, los estambres estan unidos
en forma de tubo. Los frutos estan contenidos en vainas enroscadas, brillosas

indehiscentes de color marrén, las semillas son ovoides y aplanadas.

De acuerdo con la zona agroecologica donde se desarrolla, varia la floracion y
fructificacion. En américa central inicia la floracion de febrero a abril. El arbol

necesita una estacion seca de 1 a 6 meses (Pennington y Sarukhan, 2005).

Figura 1. Morfologia de Enterolobium cyclocarpum. Tomada de Vozzo (2002).
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3.7.1.1. Origen y Distribucion

Arbol nativo de América tropical, se distribuye desde el oeste y sur de México a
través de Centroamérica hasta el norte de Sudamérica (Venezuela y Brasil). En
México, se encuentra en la vertiente del Golfo desde el sur de Tamaulipas hasta la
Peninsula de Yucatan y en la vertiente del Pacifico desde Sinaloa hasta Chiapas,
con altitudes que van de 0 hasta 800 msnm. Ha sido introducida en otras regiones
tropicales, tales como las islas del Caribe, Cuba, Puerto Rico y Haiti (Standley &
Steyermark, 1946; Little et al., 1988; Vozzo, 2002).

3.7.1.2. Taxonomia

Reino: Plantae
Division: Faner6gama
Clase. Magnoliopsida
Orden. Fabales
Familia. Fabaceae
Género: Enterolobium

Especie: E. cyclocarpum (Jacq.) Griseb, 1860.
Tomado de (Trépicos, 2018).

3.7.1.3. Andlisis fitoquimico y algunos efectos bioldgicos de E. cyclocarpum.

Las caracteristicas fitoquimicas y nutricionales de E. cyclocarpum varian de acuerdo
con las condiciones ambientales, geograficas y edafologicas a las que estuvieron
expuestas durante su etapa fenoldgica de desarrollo (Barrientos et al., 2015). En el

cuadro 1 se muestran los compuestos del guanacastle.
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Cuadro 1. Metabolitos encontrados en el Guanacastle (Enterolobium cyclocarpum).

Compuestos Parte del Actividad Referencia
identificados arbol bioldégica
utilizada
Saponina Testa de la Bactericida, Dominguez
triterpénico, semilla Ictiotdxico etal., (1979);
veracruzol (endocarpio) Johnson et
y el al. (1986);
mesocarpio. Raya et al.
(2012).
Inhibidores de Semillas y Biocida Sotelo et al.
tripsina, follaje (1980);
cianogénicos Aguilar
glucosidos, Contreras &
saponinas Zolla (1982).
saponinas, Frutos Pizzani et al.
reaccion (2006).
positiva a
alcaloides y
cumarinas
D-(+)-pinitol Duramen Antiviral Raya
Gonzéalez et
al. (2008).
Aceites Duramen Antialimentario y Raya
esenciales, Antibacterial Gonzélez et
fenoles, al., (2012).
terpenos,
acetofenonas
monoterpenos Wang et al.
(D-limonene, Tallo (2015).
terpineol y
eugenol),
fenoles y d-(+)-
pinitol

3.7.2. Equisetum myriochaetum Schltdl. & Cham

El méas alto de todas las Hipdcrates, E. myriochaetum alcanza hasta 8 m de altura.
Son de hoja perenne, las vainas son ligeramente alargadas, pero estan apretadas

al tallo y parecen lisas y cilindricas (Figura 2). Las crestas de las ramas tienen
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Figura 2. Morfologia de Equisetum hyemale var. affine; A. habito, B. nudo con la
vaina de hojas persistentes. C. tallo. D. base de la rama. E. estrobilo. F y G. vista

lateral e interna de un esporangioforo. Tomado de Riba & Lira (1996).

tubérculos de silice que, a diferencia de los de cualquier otra especie, parecen
dientes de sierra cuando se observan lateralmente. E. ramosissimum se aproxima
a E. myriochaetum en apariencia general, pero difiere en su patron endodérmico, y
no alcanza el gran tamafio de esta Ultima especie, ni tiene como verticilos regulares
de ramas. En apariencia general, E. myriochaetum se parece a E. giganteum y a
menudo se confunde con ella, pero las dos especies son realmente muy diferentes
cuando se tienen en cuenta todos los caracteres (Hauke, 1962). Una caracteristica
del género Equisetum es la de tomar y acumular silicio en sus tejidos, principalmente
en las células de guarda, dandole una textura aspera a la planta, y al parecer
necesario para su crecimiento (Parsons y Cuthbertson, 2001; Sandhu & Chopra,
2010). Esta caracteristica es la probable explicacion de la no interacciéon con hongos
e insectos (Hauke, 1969).
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3.7.2.1. Origen y Distribucion

El género Equisetum estd ampliamente distribuido, consta de alrededor de 30
especies y es el Unico perteneciente a la familia Equisetaceae. En México se han
reportado tres especies, una variedad y tres hibridos; E. hyemale se distribuye
desde Alaska hasta Guatemala, E. myriochaetum y E. schaffneri ambas se
encuentran desde México hasta Pera. En el estado de Chiapas, se encuentran las
tres especies (Palacios-Rios, 1992; Riba & Lira. 1996).

3.7.2.2. Taxonomia

Christenhusz et al. (2011) clasifican taxonémicamente al género Equisetum, como

sigue:

Reino: Plantae
Division: Monilopyita
Clase: Equisetopsida o Sphenopsida
Subclase: Equisetidae
Orden: Equisetales
Familia: Equisetaceae
Género: Equisetum

Especie: E. myriochaetum Schitdl. &
Cham

22



3.7.2.3. Andlisis fitoquimico y algunos efectos bioldégicos del género

Equisetum

En el cuadro 2 se muestran los compuestos encontrados en el género Equisetum.

Cuadro 2. Compuestos identificados y actividad biologica de la cola de caballo

(Equisetum sp.)

Compuestos identificados

Actividad bioldgica

Referencia

Fenoles: onitina y onitin-9-O-
glucosido; flavonoides:
apigenina, luteolina,
kaempferol-3-O-glucésido vy
guercetina-3-O-glucésido.

Oh et al. (2004)

Hexahidrofarnesil acetona,
cis-geranil acetona, timol y
trans-fitol.

Antimicrobiana: (bacterias:

Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Klebsiella

Radulovi¢ et al.

pneumoniae, (2006)

Pseudomonas aeruginosa

y Salmonella enteritidis;

hongos: Aspergillus niger

y Candida albicans).

Flavonoides, alcaloides, Sandhu et al.
minerales, petrosinas Antimicrobiano (2010)
fendlicas, triterpenoides,
saponinas y fitoesteroles.
alcaloides, fitosteroles, Antibacterial, Dos Santos et al.

saponinas, esteroles, acido
silicico, fenol, flavonoides,
taninos

triterpenoides, alcaloides,
cristales de silice

anticancerigeno, sedante,
ansiolitico, dermatoldgico,
inmunoldgico,
antinociceptivo,
antiinflamatorio,
antidiabético, diurético,

(2005); Mimica-
Dukic et al.
(2008); Sandhu et
al. 2010; Sinha,
2012.

Equisetum arvense:
flavonoide (isoquercitrina),
fenoles; acido giberélico, acido
ftalico, acido Octadecanoico
metil éster, acido linolénico
metil esther, Hexadecan-1-ol,
3,7,11,15-tetrametil-2-
hexadecenl-ol

Mimica-Dukic et
al. (2008); Bilal et
al. (2014).
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3.7.3. Calophyllum brasiliense Cambess.,

Calophyllum brasiliense es un arbol que mide de 20 hasta 50 m de altura. Con un
diametro a la altura del pecho de 40 a 60 cm (hasta 1.8 m) de tronco recto, cilindrico
y con ramas ascendentes de copa redondeada, extendida y densa. La corteza con
10 a 20 mm de grosor, esta longitudinalmente fisurada, de color pardo a café,
aspero, amargo con un exudado lechoso amarillo; el duramen de color rosa claro a
café rojizo. Las hojas son simples coridceas, decusadas, elipticas u oblongas,
opuestas, glabras, con el margen entero, apice agudo (Figura 3); haz verde y
brillante, envés verde opaco; venas secundarias numerosas y paralelas; laminas de
6%2.5 cm a 14x5.5 cm.

Las flores son pequefias, numerosas y blancas, ligeramente perfumadas,
actinomorficas, cuatro sépalos, crema-amarillos, redondas y concavas; dioicas. Los
frutos son drupas de 1 a 3 cm de largo, ovoides o esféricos, verde-amarillos, en la
madurez de olor fragante, con el endocarpio duro, y una semilla grande por fruto. El
endocarpio contiene fibras que se contraen y arrugan cuando se seca. Contienen
semillas esféricas u ovoides de 1 a 2.3 cm de largo y ancho, testa color crema-café,
suave, esponjosa de 1 mm de grosor (Garcia-Zebadua et al., 2014).
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Figura 3. Morfologia de Calophyllum brasiliense. a, rama con frutos; b, base de la
hoja; c, inflorescencia; d, flor; e, pétalo; f, estambres. llustracibn de Manuel
Escamilla basada en los ejemplares G. Ibarra M. 1742 y J.V. LaFrankie 1315

3.7.3.1. Origen y distribucion

Se extiende desde México, Centroamérica, Venezuela, Colombia, Peru, Bolivia,
Brasil y las Guayanas. En México crece en los estados de Campeche, Chiapas,
Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Quintana Roo, Tabasco, Veracruz y Yucatan
(Velazquez et al., 2009).

3.7.3.2. Clasificacion taxon6mica
Calophyllum brasiliense es compleja y ha sido dificil de clasificar, actualmente es el
anico representante de este género.

Los taxbnomos experimentan confusion para caracterizarla. EI Missouri Botanical

Garden indica la siguiente clasificacion taxondémica:

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
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Superorden: Rosanae Takht.

Orden: Malpighiales Juss. ex Bercht. & J. Presl|
Familia: Calophyllaceae J. Agardh
Subfamilia: Kielmeyeroideae

Tribu: Calophylleae
Género: Calophyllum L.

Especie: C. brasiliense Cambess.

3.7.3.3. Anélisis fitoquimico y algunos efectos bioldgicos de C. brasiliense
Los principales compuestos aislados en la fuente botanica de C. brasiliense se
muestran en el cuadro 3.

Cuadro 3. Compuestos identificados y actividad biolégica de Calophyllum
brasiliense

Compuestos Actividad bioldgica Referencia
identificados

Dipiranocumarinas

tetraciclicas Antiviral (vs TR VIH-1) y Huerta Reyes et al.

(+)-Calandlido A contra la bacteria (2004).

(-)-Calanolido B Mycobacterium

(Costatolido) tuberculosis

(+)-Calandlido C

Soulatrélido

Triterpenos Inhibicibn de tumores y Pretto et al. (2004);

Friedelina analgesia Reyes-Chilpa et al.
(1997).

Compuestos fendlicos Inhibicion de S.

Acido protocatechuico agalactiae, Candida Garcia-Zebadua et al.
(2014).
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albicans, B. cereus, S.

aureus, S. saprophyticus,

Flavonoides

Brasixantonas A-D y Inhibicibn de tumores,

Cudraxantona F, 1,3,5,6- Tripanocida (T. cruzi/ Garcia-Zebadia et al.
tetrahidroxi-2-(3-metil-2-  Chagas), analgesia, (2014); Lemos et al.
butenil)-xantona y Gastroproteccion (2016).

Jacareubina Antibacterial

6-desoxi-jacareubina, (Helicobacter pylori, B.

Epicatequina, cereus y S. epidermis)
Cromanonas

Acidos de cromanona

Cumarinas tipo Mammea
Mammea A/BA, Mammea
A/BB,
Mammea B/BA, B/BB
Mammea B/BA ciclo F

Isomammeigina,

Mammea B/BB ciclo F,

Antileshmaniasis,
citotoxico,
antiespamadica/relajante,
Antibacterial, Citotdxico

en lineas tumorales

humanas, Bactericida y

Reyes-Chilpa et al.
(2004); Yasunaka et al.
(2005); Domeneghetti et
al. (2018).

Mammea C/OA y C/OB, citotoxicas, Bactericida
Mammea A/BA+A/BB (enterobacterias): S.
Mammea C/OA+C/OB aureus, S. epidermidis y

B. subtilis,

3.7.4. Descripcién de Piscida piscipula (L.) Sarg.

Conocido como barbasco o arbol venenoso para peces, es un arbol de hoja caduca
gue crece hasta 15 m de altura y un diametro de 46 a 118 cm. La corteza es de
color gris oscuro a marrén con crestas finas, longitudinales y transversales con un
grosor de 3-6 mm y esta agrietada, arrugada y aspera, tiene un sabor acre y amargo
y un olor desagradable que causa sensacion de ardor en la boca. La planta presenta
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flores de color azul a blanco con rayas blancas que dan paso a vainas con cuatro
alas longitudinales que florece en mayo. Las hojas son alternas (Figura 4),
pinnadamente compuestas y tienen una longitud de 9-23 cm. Cada hoja posee 11
foliolos de 4-8 cm de largo que son de color verde oscuro en el haz y verde palido

a gris en el envés (Macfadyen, 1837).

Figura 4. Rama de Piscidia erythrina mostrando hojas y flores. Tomado de Kohler's

Medicinal Pflanz, Banda lll, pag. 196.

3.7.4.1. Origen y Distribucion

El arbol es nativo de América Central y del norte de Sudamérica. Se encuentra
comunmente en el sur de la Florida, EUA, el sur de México y las Antillas (Northeast
School of Botanical Medicine, 2017).

3.7.4.2. Taxonomia

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
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Superorden: Rosanae Takht.
Orden: Fabales Bromhead
Familia: Fabaceae Lindl.
Género: Piscidia L.
Basonimo: Erythrina piscipula L.
Otros nombres con Erythrina piscipula L. como basénimo:
Ictiometia piscipula (L.) Hitchc.

**|chthyomethia piscipula (L.) Kuntze (Trépicos, 2019).

3.7.4.3. Andlisis fitoquimico y algunos efectos bioldgicos

La planta tiene una larga historia de uso por los nativos de Jamaica como hipnético
y veneno para peces. El sabor o la comestibilidad del pescado no se ven afectados
de ninguna manera por este proceso (Costello & Butler, 1948; Auxence,1953) El
interés por esta especie ha surgido en gran medida por sus propiedades como
analgésicos e insecticidas, especialmente de la corteza de la raiz (Moore, & Eng,

1956). En el cuadro 4 se muestran los principales compuestos.

Cuadro 4. Compuestos aislados en Piscidia piscipula (=P. erythrina). La mayoria
son compuestos neutros y fendlicos altamente oxigenados.

Compuestos identificados Actividad Referencia

biolégica

Corteza de raiz; &cido p-idroxibeno Bridge et al. (1948).
zyltartarico

Isoflavonas (jamaicina, ictinona piscidona,
pisceritrona, 2'-deoxipisceritrona, 6'-
prenilpisceritrona y 3',5'-diprenilgenisteina, Moore & Eng (1956).
cinco rotenoides afines (deguelina, sumatrol,
miletona, isomilletona y deshidromilitona) y la
lisetina de cumaronocromona

En raiz: Isoflavonoides (rotenona e ictinona)  Ictiotdxico Ingham et al. (1989).

Isoflavonas: 3'-(A2- isopentenil) genisteina
pisceritrinetina  (lo), 2'-hidroxipisceritrinina Tahara et al. (1993).
durmillona, junipegenina A piscigenina,
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eritgenina, alolicoisoflavona A, piscicogenina,
piscidanona, isopisceritrona, piscisoflavonas

A-C,
Pisceritramina e isopisceritramina
Sesquiterpenos: a-humulene y B- Citotoxico Legault et al. (2003);
caryophyllene Schmidt et al. (2007).
Taninos Rhipicephalus Fernandez-Salas et
(Boophilus) al., (2011).
microplus,

3.7.5. Descripcién del género Salmea scandens (L.) DC.

Conocido como bejuco de chile, Chilemecate, chilmecate, chilmécatl o hierba del
pescado. Es un arbusto erecto o trepador de hasta 9 m de largo; a veces
procumbente de 4 m de altura. Ramas fuertemente estriadas, glabrosas o
ligeramente pilosas. Hojas ovaladas o lanceoladas (Fig. 5), agudas o acuminadas,
redondeadas o angostadas en la base, denticuladas o enteras, de papel o finamente
coriaceas. Las inflorescencias de muchas cabezas, mas bien abiertas, de hasta 10
cm. de diametro; pedunculos de 5-15 mm, raramente mas glabro o puberal.
Cabezas en forma de copa, de 5-7 mm de ancho, blancas. Escamas involucradas
2-3-seriadas, oblongas, agudas u obtusas, de unos 4 mm. Receptaculo cénico de
hasta 5 mm de altura; escamas agudas, 5 mm. Corolas 2 mm. Aquenios oblongo,

con un estrecho margen palido (Fawcett & Rendle, 1936).
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Figura 5. Morfologia de Salmea scandens (L.) DC. A, Parte superior de la planta.
B, inflorescencia completa. C, corte longitudinal de la inflorescencia. D, flor con
escama, E, Estambres y estilo. F, Aquenio maduro. Tomado de Fawcett & Rendle,
(1936).

3.7.5.1. Origen y Distribucion

El género Salmea consta de 10 especies, divididas en tres grupos. En el primer
grupo se encuentran S. scandens que se encuentra desde México hasta Argentina
y Brasil, pasando por Centroameérica y en las islas del Caribe. Esta estrechamente
relacionado con S. ortocephala de América Central y un poco mas distante en
relacion con las especies de S. oligocephala y S. palmeri de las zonas central y
occidental de Meéxico. ElI grupo dos, Pseudocalea tiene cinco especies
estrechamente relacionadas (S. glaberrima, S. caleoides, S. montana, S. insipida y
S. pauciceps) que son endémicas de Cuba. El tercer grupo Serrano (S. petrobioides)

se encuentra en las Bahamas y en la costa de Cuba (Bolick, 1991).
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3.7.5.2. Taxonomia

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.

Superorden: Asteranae Takht.

Orden: Asterales Link

Familia: Asteraceae Bercht. & J. Presl

Género: Salmea DC.

Otros nombres. Bidens scandens L. Basionimia: Fornicaria scandens (L.) Raf.

(Trépicos, 2019).

3.7.5.3. Andlisis fitoquimico y algunos efectos bioldgicos

En el cuadro 5 se muestran algunos de los compuestos aislados de S. scandens.

Cuadro 5. Compuestos aislados de la fuente botanica de Salmea scandens.

Compuestos identificados Actividad Referencia
biologica
Amidas, Las partes aéreas contienen Bohlmann et al. (1985).
gertnacreno D, escualeno, nerolidol,
spathulenol 'y la isobutilamida,
feniletilamidas, epoxido y aldehido.
Raiz; costunolida y las isobutilamidas Herz & Kulanthaivel (1985).
de 2E,4E,8Z,]10zZ- y 2E,4E,8Z,I0E-
dodeca-2,4,8,10-tetraenoico
amidas de poliacetileno. Bolick (1991).
Hojas: germacreno D y elemol. Tallo: Insecticida, Villa-Ruano et al. (2015).
isbmeros de N-isobutil- Bactericida,
(2E,4E,8Z,10E/2)- fungicida

dodecatetraenamida
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar el efecto antifiungico de los extractos vegetales de Enterolobium
cyclocarpum, Equisetum myriochaetum, Calliophyllum brasiliense, Piscidia
piscipula y Salmea scandens para el control de Fusarium oxysporum y
Alternaria solani, in vitro e in vivo en frutos de jitomate (Solanum

lycopersicum).

4.2. Objetivos especificos

Evaluar tres métodos de extraccion (Soxhlet, maceracion, ultrasonido
asisitido) con tres solventes (agua, acetona, éter etilico) en las fuentes
botanicas de E. cyclocarpum, E. myriochaetum, C. brasiliense, P. piscipula.
y S. scandens.

Determinar la efectividad antifingica de los extractos vegetales contra
Fusarium oxysporum y Alternaria solani, in vitro e in vivo en frutos de jitomate
(Solanum lycopersicum).

Identificar los principales grupos funcionales de compuestos presentes en los
diferentes extractos mediante espectroscopia infrarroja con Transformacion
de Fourier (FTIR).

V. HIPOTESIS

Los extractos de E. cyclocarpum, E. myriochaetum, C. brasiliense, Piscidia p. y S.

scandens, extraidos con diferentes solventes (agua, acetona y éter etilico) inhiben

el desarrollo micelial de F. oxysporum y A. solani, in vitro e in vivo en el jitomate.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Extractos Vegetales

6.1.1. Recolecta de las fuentes botanicas

Las plantas fueron recolectadas durante los meses de enero-marzo del 2018, en los
municipios de Copainala y Villa Corzo, Chiapas, México, localizada en 17°7'34"N;
93°12' 45" O a 980 msnm, y 16° 5' 21" N; 93° 19' 9" O a 650 msnm, se depositaron
en bolsas de papel para su traslado al Laboratorio de Fisiologia de Poscosecha,
Patologia vegetal y Control biolégico del Centro de Investigacion en Desarrollo y
Alimentacion (Unidad Cuauhtémoc, Chihuahua). En el laboratorio se lavaron con
agua corriente por 1 min, después se desinfectaron en NaClO al 2% por 1 min,
seguido de dos lavados con agua destilada estéril por 3 min cada uno,
respectivamente. Para E. cyclocarpum y C. brasiliense se utilizaron la corteza del
tallo, de E. myriochaetum se utilizaron tallos y hojas, de P. piscipula se utilizé las
raices y de S. scandens sus hojas y tallo. Posteriormente se secaron en un horno
(FinePCR Combi-SV12DX) a 40 °C por 48 h, en seguida, se pulverizaron en un
molino Ika M20 y se tamizaron en una malla nimero 20 (0.84 mm). El pulverizado
se colocé en bolsas de plastico ziploc selladas herméticamente y se almacend a

temperatura ambiente sin luz hasta su utilizacion (L6pez-Benitez et al., 2005).

6.1.2. Identificacién morfologica de las fuentes botanicas

Para la identificacién morfolégica de las especies vegetales, se procedi6 a depositar
los ejemplares en el Herbario CHIP, en el cual a través de claves taxondmicas-
dicotomicas se lograron identificar. Las especies identificadas fueron E.
cyclocarpum, E. myriochaetum, C. brasiliense, P. piscidia se identific6 mediante
claves pictéricas ya que se no se contaba con material fértil, y para Chilemecate (S.
scandens), una especie poco comun y que solo se conoce su nombre local, se hizo
mediante registros en campo y una revision exhaustiva de la bibliografia existente

para determinar el género Salmea; también, se realizaron ilustraciones y se tomaron
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imagenes de las estructuras que demuestran las caracteristicas morfolégicas,
utilizando los conceptos de las definiciones sobre los distintos caracteres
morfologicos de Font Quer (1953) y Moreno (1984).

La descripcion macromorfolégica de la planta fresca, se realiz6 a simple vista y con
ayuda de un microscopio estereoscopio Bausch & Lomb ASZ30L3 Binocular. En las
hojas de la especie se determinaron las caracteristicas siguientes: forma del limbo,
borde, 4pice, base, peciolo, venacion, consistencia y color (ver anexo 1). A los tallos
e inflorescencia se les analiz6: forma y color (Manzano et al., 2014) (ver anexo 2;3).

6.1.2.1. Preparacion de los extractos de plantas

Los compuestos bioactivos se extrajeron mediante tres métodos de extraccion 1)
Extraccién Asistida por Ultrasonido, 2) Soxhlet y 3) Maceracion, utilizando tres
solventes de distinta polaridad, éter etilico, acetona y agua. 1.- Extraccion asistida
por ultrasonido. Se utilizaron 40 g de muestra del pulverizado de cada fuente
boténica, se mezclé con 200 mL de solvente y se incubd en un bafio de ultrasonido
(20 kHz, 45 min). El extracto se filtr6 (papel filtro Melitta Super Premium #2) y se
incubé a 40 °C para eliminar el solvente (Huie, 2002; Chen et al., 2011). 2.-
Extraccion Soxhlet. Se utilizaron 40 g del pulverizado y se extrajo secuencialmente
con 200 mL de cada solvente (éter etilico 34.6°C, acetona 56°C y agua 100°C),
posteriormente los solventes se eliminaron usando un horno a 40 °C (Gao, 2005).
3.- Extraccion por maceracion. El pulverizado del material vegetal se mezclo6 con los
diferentes solventes (éter etilico, acetona y agua) en proporcion 1:4, por 24 h con
agitacion a 200 rpm a 25° C. Se filtr6 y se elimino el solvente en un horno a 40 °C
(Huie, 2002; Chen et al., 2011). Los extractos obtenidos se almacenaron en viales
color ambar a 4 °C hasta su uso (Montes-de-Oca-Marquez, 2017). Todas las

extracciones se llevaron a cabo por triplicado.

6.1.2.2. Rendimiento de los extractos vegetales

Para determinar el rendimiento de cada uno de los extractos se realiz6 de acuerdo

con Garrido (2013) mediante la formula siguiente:

35



[ES(g) x 100]

% Rendimiento = M (g)

Doénde: ES = masa del extracto seco y M = masa del material vegetal de partida

6.1.2.3. Preparacion de los extractos vegetales para los bioensayos

Para evaluar la efectividad biologica de los extractos fueron resuspendidos en
dimetilsuféxido (DMSO) (Chamorro et al., 2018), y se prepararon diluciones a

concentraciones de 1000-5000 ppm.

6.2. Actividad fungistética in vitro de los extractos contra F. oxysporum

El hongo F. oxysporum se obtuvo de la coleccion de hongos del Laboratorio de
Patologia Vegetal, Control Biologico y Poscosecha del Centro de Investigacion en
Alimentacion Desarrollo (CIAD-Cd. Cuauhtémoc, Chihuahua). El efecto fungistatico
de los extractos se evalu6 contra F. oxysporum en medio papa dextrosa agar (PDA)
suplementado con diferentes concentraciones, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000 ppm
(De Rodriguez et al., 2015), los extractos probados fueron los que mostraron mejor
efecto en los ensayos preliminares (Cuadro 6), siendo las fuentes botanicas de E.
cyclocarpum, P. piscipula y S. scandens, utilizando como control positivo Imazolil

44.65%. suspension en capsula CS, 4 ml/L y como control absoluto PDA-DMSO.

Cuadro 6. Tratamientos empleados para determinar la actividad antifangica in vitro
de las fuentes botanicas contra Fusarium oxysporum.

Extractos
Fuente botanica Técnica-solvente
S. scandens Maceracion-acetona
P. piscipula Maceracion-agua
E. cyclocarpum Maceracion-agua
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S. scandens Soxhlet-acetona
P. piscipula Soxhlet-Eter etilico

S. scandens Ultrasonido asistido-agua

Se inocularon 13.8 pl de 6.5x10° conidias/mL de F. oxysporum suspendidas en
Tween 60 al 0.05% (Davicino et al., 2007), en cada uno de los tratamientos (cuatro
repeticiones), se incubaron a 28 °C y el crecimiento radial se midioé cada 24 h, hasta
que el crecimiento del micelio testigo cubrid la superficie del medio (Churata-Oroya
et al., 2016; Montes-de-Oca-Marquez et al., 2017). Para determinar el Porcentaje
de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR), se calcul6 mediante la formula de
Ezziyyani et al. (2004). PICR=[(R1-R2) /R1]x100

Donde R1 es el diametro del patdégeno testigo y R2 es el diametro del patégeno con

los extractos de las plantas.

6.3. Bioensayo de efectividad biolégica de los extractos contra A. solani en
poscosecha

La cepa de A. solani se aisl6 de frutos de jitomate dafiado por este patégeno, se
mantuvo en papa dextrosa agar (PDA) a 25°C por 7-14 d. Para la identificacién del
hongo, se realizaron montajes de micelio en porta y cubreobjetos y se tifieron con
azul de lactofenol para su observaciébn en un microscopio (Carl Zeiss, Jena
Alemania) a 1000x magnificaciones y se identific6 mediante claves taxonémicas
(Watanabe, 2010). Las conidias se cosecharon con agua estéril con 0.05% de

Tween 20, y se ajustaron a 10° conidias/mL (Zhang et al., 2014).

Para este bioensayo se parti6 del extracto que tuvo mayor inhibicion contra el
patogeno F. oxysporum, utilizando solo los obtenidos por maceracion-acetona, a

una concentracion de 5000 ppm (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Tratamientos empleados para determinar la efectividad biologica de las
fuentes botanicas contra Alternaria solani.

Extractos

Fuente botanica Técnica-solvente-concentracion

E. cyclocarpum

Equisetum sp

C. brasiliense .
Maceracion-acetona 5000 ppm

S. scandens

P. piscipula

Los frutos de jitomate Saladette, procedentes del supermercado de Villa Corzo,
Chiapas con madurez comercial, fueron seleccionados por sanidad y tamafio medio,
se lavaron con agua destilada estéril y se desinfectaron en etanol al 70% por 30 s,
se dejaron secar a temperatura ambiente sobre papel absorbente en una campana
de flujo laminar (Pane et al., 2016). En cada fruto se realizaron tres lesiones
longitudinalmente de 2 mm de didmetro y 2 mm de profundidad con un punzén de
acero inoxidable previamente estéril. Las lesiones se inocularon con 20 pl de los
extractos extraidos por maceracion-acetona, a una concentracion de 5000 ppm.
Posteriormente cada lesion se inoculo con 10 ul de suspension de esporas de A.
solani (10° esporas/ml), utilizando como testigos Hymexazol y DMSO,
respectivamente. Los frutos inoculados se colocaron en charolas de plastico (marca
baquelita® de 25x13x10 cm) cerradas herméticamente suplementada con algodén
hamedo e incubadas a 26 + 2 °C y un fotoperiodo 14 h luz:10 h de oscuridad por 5
d (Masmoudi et al., 2017: Pane et al., 2016). Se utilizaron tres repeticiones con 10
frutos por repeticion en un disefio de bloques al azar. Se determiné la incidencia del
patogeno de acuerdo con Karim et al. (2015) donde la incidencia de la enfermedad
(%) = (namero de frutos dafiados /numero de frutos totales) x 100, y la severidad
fue calculada a partir del porcentaje observado en las frutas infectadas no tratadas,
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con la férmula: Lesion por podredumbre de A. solani %= 100 x (didametro de la lesion

en frutos tratados/didmetro de frutos control no tratados) (Pane et al., 2016).

El tamafio de la lesion fue calculado midiendo 5 frutos al azar de cada charola para
cada tratamiento utilizando la férmula, Tamafio de lesion (mm?) = 1T x a/2 x b/2, a:
la longitud de la mancha de la enfermedad (mm), b: el ancho de la mancha de la
enfermedad (mm) Li Q et al., (2015).

El porcentaje de inhibicion del hongo en los tratamientos se calculé utilizando la
siguiente formula: % inhibicion= (A-B) /A*100, donde A es el diametro del patégeno
control y B el diametro del patdégeno con tratamiento (Ravikumar et al., 2013; Silva-
Cruz, 2015).

Las observaciones microscopicas se realizaron a los 5 d para identificar el tipo de
interaccion hifal entre el fitopatdbgeno y los extractos vegetales, tales como:
morfologia del micelio y desarrollo de conidias (Reaves y Crawford, 1994). Los
montajes microscopicos se hicieron a partir de muestras de los frutos ensayados, y
utilizando azul de lactofenol como colorantes, observadas a 1000X magnificaciones
(Sanchez, 2004).

6.4. Identificacion de grupos funcionales por Espectroscopia Infrarroja con

Transformacioén de Fourier (FTIR)

Se utilizé un instrumento FTIR modelo Perkin Elmer Spectrum 400®. Se procedio a
limpiar el cristal contenido en el equipo con alcohol isopropilico y papel absorbente
de forma suave, se ajustaron a las condiciones en el rango espectral de 4000—-400
cm con 24 barridos, siguiendo la metodologia de Dos Santos Grasel et al. (2016).
Se realizé un blanco para cada muestra con el equipo limpio. Finalmente se colocé
una muestra de los extractos puros que tuvieron mayor efectividad contra los
patogenos del jitomate, y se deposito en el cristal del equipo y se cubrid con la tapa
metalica que provee el mismo equipo, para proteger a la muestra de posibles

contaminaciones ambientales, aplicando una presion de 60 Pa, los andlisis se
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realizaron por triplicado y se obtuvieron los espectros, finalmente las graficas se

realizaron en el programa SigmaPlot 14.

6.5. Anédlisis estadistico

Los datos obtenidos se normalizaron por la funcion arcoseno (x / 100) %2y (x + 0.5)
Y%, y se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de separacion

de medias de Tukey (p <0.05) utilizando el programa minitab.
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VIl. RESULTADOS

7.1. JRendimientos de los extractos vegetales

Se encontré que el mayor rendimiento de los extractos fueron los siguientes; E.
cyclocarpum y E. myriochaetum con la técnica del Soxhlet y el solvente agua (11.95
y 7.0%) (Figura 6 A; B), con C. brasiliense el mayor rendimiento fue con Soxhlet-
acetona (15.64%) (Figura 6C), para P. piscipula con Soxhlet-agua (6.09%) (Figura
6D) y S. scandens con Soxhlet-agua (3.94%) (Fig. 6E).

De las cinco fuentes botéanicas estudiadas, se observaron mayores rendimientos de
los extractos usando la técnica Soxhlet y usando agua como solvente, a excepcion

de C. brasiliense que se recuperé mayor cantidad con Soxhlet-acetona.

El menor rendimiento se obtuvo por Ultrasonido asistido (UAE)-EE en E.

cyclocarpum (0.18%), seguido de S. scandens UAE-EE (0.39%) y Maceracion-Eter
etilico (0.40%).
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Figura 6. Porcentaje de rendimiento de los extractos vegetales obtenido con tres

técnicas de extraccion Soxhlet, Ultrasonido asistido y maceracion, con tres

diferentes solventes (agua, acetona, éter etilico) A: Enterolobium cyclocarpum, B:

Equisetum myriochaetum, C: Calophyllum.brasiliense, D: Piscidia piscipula y

Salmea scandens. Las medias que comparten la misma literal en técnicas y en cada

solvente son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (p< 0,05).

7.2. Actividad fungistatica in vitro de los extractos sobre el crecimiento de F.

oxysporum

En este experimento se probaron los extractos que presentaron inhibicién del

crecimiento radial del patégeno (PICR) en los bioensayos preliminares.
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Se encontrd que los extractos de E. cyclocarpum y P. piscipula obtenidos mediante
la técnica de maceracion-agua inhibié el crecimiento radial del patégeno con valores
de 2.0 a 8.96 y 0.8 a 21.51%, S. scandens de 7.04 a 76.72% con maceracion-

acetona (Figura 7A).

Los extractos de la fuente botanica de P. piscipula obtenidos mediante la técnica
Soxhlet-Eter etilico mostraron valores de PICR de un rango de 6.23 a 49.45% y

alrededor de 2.30 a 56.86% con S. scandens mediante Soxhlet-acetona (Figura 7B).

En la técnica de ultrasonido asistido se observé una ligera inhibicion de 4.39 a

11.83% con S. scandens usando agua como solvente (Figura 7C).

Mientras que el extracto obtenido por maceracion y usando agua como solvente de
la fuente botanica P. piscipula presenté el valor mas bajo de PICR del patdégeno con
un rango de 0.3 % a 1000 ppm. Es importante mencionar que el resto de las
combinaciones de técnicas de extraccion con diferentes solventes no mostraron

inhibicion.
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) de Fusarium

oxysporum por diferentes concentraciones de extractos, obtenidos con diferentes

técnicas de extraccion y solventes. A. Maceracién-acetona S. scandens,

Maceracion-agua P. piscipula y E. cyclocarpum; B. Soxhlet-acetona S. scandens,

Soxhlet-Eter etilico P. piscipula; C. UAE-Ultrasonido asistido-Agua S. scandens,

después de 12 d de interaccion.

Se observé que el efecto de los diferentes extractos contra F. oxysporum fue

fungistatico (Figura 8), ya que no logro el 100% de inhibicion.
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Figura 8. Representacion esquematica del efecto de los extractos vegetales sobre
el crecimiento radial de Fusarium oxysporum en medio envenenado a 5000 ppm
después de 13 d de interaccion. A: Maceracioén-agua Enterolobium cyclocarpum; B:
Ultrasonido asistido (UAE)-agua Salmea scandens; C: Soxhlet-Eter E Piscidia
piscipula; D: Maceracién-agua P. piscipula; E: Soxhlet-acetona S. scandens; F:

Maceracion-acetona S. scandens; G: Testigo absoluto.
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7.3. Extractos de plantas inhiben el crecimiento de Alternaria solani en frutos

de jitomate

A continuacion, se presentan los resultados de cada una de las variables medidas
en este experimento; diametro de lesion, tamafio de lesion severidad, incidencia y

porcentaje de inhibicidn.

7.3.1. Diametro y tamafio de lesién

En el cuadro 8, se observa que los frutos tratados con los extractos contrarrestaron
los efectos del patdégeno inhibiendo su crecimiento en cada una de las variables
evaluadas con los siguientes valores; diametro de la lesién 0.48, 1.40 y 2.54 mm?
con P. piscipula, E. myriochaetum y S. scandens, asi como el tamafio de la lesion
2.79, 5.47, 11.71 mm?, respectivamente. Las lesiones de menor tamario alrededor
de 0.48, 1.40 y 2.54 mm? con P. piscipula, E. myriochaetum y C. brasiliense,

respectivamente.

También se aprecia en la figura 9, que el dafio ocasionado por el patdgeno es similar
a los frutos testigo (Figura 9A) y tratadas con el fungicida comercial (Figura 9B), el
orden de efectividad de los extractos es la siguiente, primero fue E. Cyclocarpum
(Figura 9 C), C. brasiliense (Figura 9 D) y S. scandens (Figura 9 E). En la figura 9F,
se observo una inhibicion significativa del didmetro de la lesién, siendo los extractos

de E. myriochaetum y P. piscipula los mas efectivos (Figura 9G; H)
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Figura 9. Representacion esquematica de los efectos de los extractos vegetales
obtenidos por maceracion-acetona a 5000 ppm sobre el didmetro de la lesién
causada por Alternaria solani (después de 5 d). (A): Frutos inoculados con DMSO-
A. solani, (B): frutos con A. solani y el fungicida comercial (Himexazol); (C): Extracto
de Enterolobium cyclocarpum; (D) Extracto de Calophyllum brasiliense; (E) extracto
de Salmea scandens; (F) Grafica del tamafio del diametro de la lesion, (G) extracto
de Equisetum myriochaetum y (H) extracto de Piscidia piscipula, las medias +
errores estandar marcados con letras diferentes en el histograma indican diferencia

significativa de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).

7.3.1. Severidad

Los extractos vegetales obtenidos por maceracién acetona a 5000 ppm de las cinco
fuentes botanicas evaluadas presentaron efectos de control contra el patégeno
inhibiendo significativamente la severidad y el dafio interno de la enfermedad

respecto a los testigos (Cuadro 8, Figura. 10 A; B).
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La severidad de la lesion se inhibio al aplicarle los extractos de E. cyclocarpum; S.
scandens, C. brasiliense, E. myriochaetumy P. piscipula, con 43.9, 33.7, 32.4, 15.66
y 5.69%, respectivamente (Figura 10 C; G).

Figura 10. Representacion esquematica de la severidad y el dafio interno por

Alternaria solani en frutos de jitomate tratadas con diferentes extractos a 5000 ppm
obtenidos por maceracion-acetona después de cinco dias de interaccion. (A): Frutos
inoculados con DMSO-A. solani, (B): frutos con A. solani y el fungicida comercial
(Himexazol); (C): frutos con extracto de Enterolobium cyclocarpum; (D) frutos con
extracto de Calophyllum brasiliense; (E) frutos con extracto de Salmea scandens;
(F) frutos con extracto de Equisetum myriochaetum y (G) frutos con extracto de

Piscidia piscipula.

7.3.2. Incidencia

En esta evaluacién, la incidencia de los dafios en frutos de jitomate fue
significativamente mayor en los testigos y no difiri6 con el extracto de E.
cyclocarpum (Cuadro 8). Sin embargo, los niveles de dafio con los extractos de C.
brasiliense, E. myriochaetum, S. scandens y P. piscipula fueron significativamente
menores (p<0.05), siendo el mas efectivo el extracto de P. piscipula logrando inhibir

hasta el 80% de dafios.
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Cuadro 8. Efectividad biologica de los extractos vegetales obtenidos por
maceracion-acetona a concentracion de 5000 ppm contra Alternaria solani en frutos
de jitomate después de cinco dias de interaccion.

Variables Tratamientos

Maceracion-acetona 5000 ppm

DMSO + A. Hymexazol + A. E. cyclocarpum  E. myriochaetum C. brasiliense P, piscipula S. scandens

solani solani
Tamano 58.19+7.06 40.53+3.67 22.27+2.88 5.47+1.89 11.71+£2.38 2.79%2.79 12.99+2 .47
lesion (mm?) a a b be bc & be
Diametro 8.2+0.42 6.9+0.52 5.08+0.54 1.40+0.6 2.87+0.78 0.48+0.48 2.54+0.85
lesién (mm?) a ab bc d cd d cd
Severidad 100 86.5848.3 43.95+7 41 15.66+7.39 32.41+8 .17 5.69+5.69 33.7+12.2
lesion (%) a a b bc bc € be
Incidencia 100 100 100 50 75 20 40
(%)
(%) de 0.0£0.0 15.6516.44 53.70+7.72 82.7818.24 64.9019.61 94.05+5.95 68.9+10.5
inhibicion c ® b ab ab a ab

Diferentes letras entre columnas significan diferencia significativa de acuerdo con la
prueba de Tukey (p<0.05)

7.3.3. Efectividad de los extractos

Los extractos presentaron efectos inhibitorios sobre el crecimiento de A. solani
comparado con el fungicida quimico (Hymexazol) y el testigo absoluto DMSO, los
resultados indican que, los extractos de P. piscipula, E. myriochaetumy S. scandens
fueron mas eficaces en el control de podredumbre del jitomate sobre los extractos

de E. cyclocarpumy C. brasiliense (Cuadro 8).

En la figura 11 se muestra una representacion esquematica de los frutos tratados
con el extracto de P. piscipula, donde se observa la inhibicion del crecimiento de A.
solani hasta en un 94.05%, seguida de E. myriochaetum con 82.78% y S. scandens
con 68.9%, respectivamente. Por otro lado, los extractos de E. cyclocarpum y C.
brasiliense lograron reducir la incidencia de la podredumbre mostrando valores de
53.7 y 64.90%.
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Figura 11. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) de Alternaria solani
a concentraciones de 5000 ppm de extractos obtenido con la técnica de maceracion-
acetona después de cinco dias de interaccion. Las medias que comparten la misma
literal en técnicas y en cada solvente son estadisticamente iguales de acuerdo con
Tukey (p=< 0,05).

7.3.4. Micromorfologia de A. solani

En la Figura 12 se muestran imagenes observadas en un microscopio a 1000X
magnificaciones del desarrollo de micelio y produccién de conidias de A. solani bajo
los efectos de los diferentes extractos de E. ciclocarpum, E. myriochaetum, C.
brasiliense, P. piscipula y S. scandens a concentraciones de 5000 ppm. En las
figuras se observaron cambios morfolégicos del hongo por el efecto de los extractos
respecto al testigo, nétese una estructura homogénea con el testigo negativo, un
desarrollo claro de las conidias tratadas con Hymexazol (testigo positivo), la

reduccion de conidias con el extracto de E. myriochaetum, ausencia clara de
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produccion de conidias con C. brasiliense, modificaciones observadas en la forma
de la conidia con el extracto de E. cyclocarpum. El extracto de P. piscipula, mostro
conidias pocos tefidas. El efecto de S. scandens, mostrd una clara reduccion en el

tamarfo de las conidias.

Hymexazol C. brasiliense

E. cyclocarpum

P. piscipula

Figura 12. Representacion con microfotografias de cambios morfol6gicos en el
desarrollo del micelio y produccién de conidias de Alternaria solani por el efecto de

los extractos observadas a 1000X magnificaciones.

7.4. Caracterizacion quimica por Espectroscopia infrarroja por transformada

de Fourier (FT-IR) de los extractos vegetales

En este experimento se identificaron los grupos funcionales de los componentes
activos en la muestra de extractos de las plantas basandose en el valor maximo en
la region de radiacion infrarroja utilizando la técnica de espectro FTIR. Los extractos

dieron los siguientes picos de absorcion caracteristicos:
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7.4.1. E. cyclocarpum

Se encontré6 que los extractos de E. cyclocarpum presentaron espectros de
absorcién en picos de entre 3353-815 cm™ con los solventes de agua, acetona y
éter etilico en los tres métodos de extraccion (maceraciéon, Soxhlet y ultrasonido
asistido) (Figura 13). Por otro lado, el extracto obtenido por maceracién-éter etilico
mostré bandas anchas a 3353 cm (Figura 13A), mientras que con la técnica de
Soxhlet- no se observd ninguna banda marcada con ningun solvente, pero si se
encontraron bandas débiles similares con Soxhlet-Eter etilico entre 2918 cm
(Figura 13B). En su caso el extracto obtenido con Soxhlet-agua fue el Unico que
exhibié dos bandas, débiles entre 1600 y 1051 cm™ en las tres técnicas. Asimismo,
el extracto obtenido por la técnica de ultrasonido-acetona se observé una banda
ancha a 3553 cm (Figural3C). La mayoria de las bandas exhibidas fueron por el
solvente éter etilico y acetona. Los espectros FTIR encontrados se muestran en el

cuadro 9.
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Cuadro 9. Valores espectrales de pico FTIR y grupos funcionales obtenidos para el
extracto de E. cyclocarpum.

Longitud de onda Rango de Grupos funcionales
encm? frecuencia
(cm™)

3353 3300-3400 Alcohol (OH)

2911, 2918 2850-3000 Alcano, acido carboxilico
(COOH)

2842, 2849 2850-3000 Alcanos, C-H

1707, 1714 1720-1750 Ester (CO0), aldehido
(COH), carbonilos (C=0)

1600, 1608, 1615 1550-1640 Amida (N-H), C-C

1455, 1471, 1448 1450-1600 Aromaticos (C-H, CH=CH)
C=C, Nitrocompuestos (NO2),

1364, 1356 1345-1480 Estiramiento éster (C-O)

1051, 1151, 1234 1000-1400 Aminas (NH), ésteres (C-O,
COO0), halogenuros alquilicos
(C-F)

891, 815 660-1000 ésteres (COO), aminas (NH2)

aromaticos, alquil halogenuro
(-X), alcanos, alguenos (R=R)
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Figura 13. Espectros del extracto de Enterolobium cyclocarpum obtenidos por
espectroscopia infrarroja por transformacién de Fourier mediante reflectancia total

atenuada universal. (A): Maceracion (B). Soxhlet; (C) Ultrasonido asistido.

7.4.2. E. myriochaetum

En los extractos de esta planta se encontraron bandas similares a 2932, 1700, 1462,
1370, 722cm con maceracion usando los solventes acetona y éter etilico, (Figura
14A). Con el Soxhlet-agua se observé una banda ancha y débil a 3278 cm,
mientras que a 1022 cm se observé una banda muy fuerte con Soxhlet-acetona
(Figura 14B), mientras que con la técnica de ultrasonido asistido las bandas
observadas usando el solvente acetona y éter etilico fueron similares entre 2918-
716 cm, por otro lado, con el solvente agua solo se observé una banda débil a
1585 cm (Figura 14C) a diferencia de las dos técnicas anteriores (maceracion y

Soxhlet) donde se observan mas bandas usando este solvente.
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Figura 14. Espectros de los extractos de Equisetum myriochaetum obtenidos por
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier mediante reflectancia total

atenuada universal. (A): Maceracion (B). Soxhlet; (C) Ultrasonido asistido.

En el cuadro 10 se observan los grupos funcionales encontrados en los extractos

de E. myriochaetum.
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Cuadro 10. Valores espectrales de pico FTIR y grupos funcionales obtenidos para
el extracto de E. myriochaetum.

Longitud de onda Rango de Grupos funcionales
en cm? frecuencia (cm™)

3278 3200-3600 Alcoholes (OH) Yy Fenoles
enlazados con hidrégeno

2918, 2920, 2932 2850-2970 Aromaticos (C-H), sustituto de
metilo

2844, 2848, 2849 2850-3000 Aromaticos (C-H)

1700, 1731, 1738 1720-1750 éster (COO), aldehido (COH),
carbonilos (C=0)

1670 1644 Alquenos (R=R), Aromaticos
(C=0)

1583, 1585,1594 1550-1640 Amida (N-H)

1462, 1463 1450-1600 Aromaticos (C=H)

1370, 1244 1300-1370 Compuestos Nitro (NO2)

1172, 1173,1058, C-O (ésteres), acidos carboxilicos

1022, 1044,954 1000-1400 (COOH), fenol, alcohol (OH),
Compuestos fluorados alifaticos
(C-F)

716, 722, 687 660—1000 Alcanos aromaéticos (C-H), Anillos
de benceno

593 Halogenuros de alquilo (C-F),
metilo (CHs3)

7.4.3. C. brasiliense

En el espectro de este extracto se observaron bandas similares con maceracion éter
etilico y acetona entre 2918-533 cm?, a diferencia del solvente agua que mostro
una banda muy débil a 1036 cm* (Figura 15A). Con el Soxhlet-agua se observé una
banda muy ancha de transmitancia a 3253 cm (Figura 15B). Respecto a la técnica
de ultrasonido asistido-agua también mostr6é una banda ancha, similar al encontrado
con el Soxhlet-agua (Figura 15C). En el cuadro 11. Se muestran los valores

espectrales y grupos funcionales obtenidos encontrados.
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Figura 15. Espectros de los extractos de Calophyllum brasiliense obtenidos por

espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier mediante reflectancia total

atenuada universal. (A): Maceracion (B). Soxhlet; (C) Ultrasonido asistido.
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Cuadro 11. Valores espectrales de pico FTIR y grupos funcionales obtenidos para
el extracto de C. brasiliense.

Longitud de Rango de Grupos funcionales
ondaencm?® frecuencia
(cm™)
3253 3200-3600 Alguenos y sus
hidrégenos unidos (C=C-H),
alcohol (OH)
2918, 2926 2850-2970 Alcanos aromaticos (C-H)
1707 1720-1750 Ester (COO0), aldehido (COH),
carbonilos (C=0)
1623, 1631,1699 1644 Alguenos C=C, amida (NH
1440, 1455 1450-1600 Arométicos (C=C)
1348 1300-1370 Nitrocompuestos (NO2)
1036, 1120, 1000-1400 Esteres (COO), Alcohol primario
1158, 1280 C-0, Fenoles
815, 884, 899 660-1000 Alcanos  aromaticos  (C-H),
Anillos de benceno
503, 533 Halogenuros de alquilo (C.F)

7.4.4. P. piscipula

En el espectro IR del barbasco (P. piscipula) con la técnica maceracion-acetona se
encontraron picos de transmitancia entorno a 3337 cm (Figural6A). Con la técnica
del Soxhlet-agua se encontraron bandas mas fuertes a 534 cmty 1040 cm* (Figura
16B), mientras que en la técnica de ultrasonido asistido las bandas mas marcadas
fueron con acetona y éter etilico, mostrando resultados similares entre 694-2926

cm?® (Figura 16C). En el cuadro 12 se observan los grupos funcionales.
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Cuadro 12. Valores espectrales de pico FTIR y grupos funcionales obtenidos para
el extracto de P. piscipula.

Longitud de Rango de Grupos funcionales
ondaencm?  frecuencia(cm)
3220,3337, 3353 3200-3600 alqueno y sus
hidrégenos unidos (C=C-H),
OH
2916, 2926 2850-2970 Alcanos aromaticos (C-H)
1612 1644 Alquenos aromaticos (C-C,
C=C), amina (NH2)
1436, 1455, 1593 1450-1600 Aromaticos (C=C, CH=CH,
C-H), nitrocompuestos (NO)
1040, 1082,1216, 1000-1400 Esteres (COO0), Alcohol
1219 primario (C-O), Fenoles,
aminas (NH), alifaticos,
alquenos
696, 694, 816 660-1000 Alcanos (C-H), Anillos de
benceno
449, 534, 556 Halogenuros de alquilo (C-
F)

7.45. S. scandens

El espectro IR del Chilemecate con maceracion-agua las bandas fueron mas fuertes
respecto al resto de los solventes (acetona y éter etilico) (Figura 17A). Respecto a
la técnica de Soxhlet con el solvente agua se exhibieron bandas mas fuertes entre
1593, 1051 y 518 cm! (Figura 17B). Con Ultrasonido asistido los solventes acetona
y éter etilico mostraron bandas similares a 2918-724 cm (Figura 17C). En el cuadro

13 se muestran los valores espectrales de pico FTIR y grupos funcionales.
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Figura 17. Espectros de extractos de Salmea scandens obtenidos por

espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier mediante reflectancia total

atenuada universal. (A): Maceracion (B). Soxhlet; (C) Ultrasonido asistido.

61



Cuadro 13. Valores espectrales de pico FTIR y grupos funcionales obtenidos para
el extracto de S. scandes.

Longitud de onda Rango de Grupos funcionales
encm frecuencia
(cm™)
2918, 2926 2850-2970 Alcanos arométicos (C-H)
2842, 2850 2850-3000 Alcanos aromaticos (C-H)
1722 1720-1750 Ester (COO0), aldehido (COH),
carbonilos (C=0)
1585, 1593 1450-1600 Aromaticos C=H, compuestos

nitro (NO2), aromaticos(C-C),
alcohol primario (C-O)

1455, 1471 1450-1600 Compuestos Nitro (NO2)

1372, 1379 1300-1370 Compuestos Nitro NO2

1265, 1257 1000-1400 Esteres (COO), Alcohol primario
(C-O)
Fenoles, aminas (NH2)
alifaticos, alquenos, aldehido
(COH)

1051, 1059 660-1000 Alcanos (C-H), Anillos de
benceno

724,732 660-1000 Alcanos (C-H), Anillos de
benceno

518, 533 Halogenuros de alquilo (C-F)
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VIII. DISCUSIONES

8.1. Rendimiento de los extractos vegetales

En este trabajo se reporta que, de las cinco fuentes botanicas evaluadas, E.
cyclocarmpum, E. myriochaetum, C. brasiliense, P. piscipula y S. scandens, las
extracciones con Soxhlet presentaron mayores rendimientos respecto al resto
(maceracion y ultrasonido asistido), y con el solvente organico acetona se logro
mayor recuperacion total superior a los obtenidos con éter etilico o agua en C.
brasiliense (15.64%), seguido de E. cyclocarpum (11.95%) con el solvente agua y
10.08% con acetona. Resultados similares obtuvieron Reyes-Chilpa et al., (1997),
con C. brasiliense utilizando solventes como hexano, metanol, acetona y agua,
logrando obtener mayores rendimientos con acetona (4.81%), de igual manera
Gongalves et al. (2013), obtuvieron rendimientos altos en extracciéon de C.
brasiliense utilizando Soxhlet-diclorometano (4.3%), este comportamiento puede
deberse al aumento de la temperatura, la recirculacion de solvente y las
interacciones solucién-solvente que se encuentran en el método de extracciéon
Soxhlet. Dado que el extracto esta compuesto por diferentes clases de compuestos,
su solubilidad también puede ser diferente para las diferentes condiciones de
temperatura y presion.

Aunque el rendimiento de los extractos es afectado por la temperatura de ebullicion
también intervienen la forma de preparacion de la muestra, los métodos y el tiempo
de extraccion, asi como por la naturaleza especifica del compuesto bioactivo (Cos
et al., 2006; Turkmen et al., 2006; Hayouni et al., 2007). En este sentido se ha
reportado que para extraer compuestos hidrdfilicos de las plantas son mas utilizados
los solventes agua y acetona (Sun y Ho, 2005). Por lo que, los compuestos polares
son mas faciles de extraer mientras que con los solventes de baja polaridad se
obtienen mayores concentraciones de compuestos bioactivos (Bimakr et al., 2011).
Aunque las técnicas de extraccion con maceracion y Ultrasonido Asistido
presentaron menos rendimiento que el Soxhlet, tienen mas ventajas por la baja
temperatura de operacion ya que se reduce el uso de solvente, no se degradan los

compuestos, es mas rapido y selectivo a la extraccion de compuestos objetivo
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(Bimakr et al., 2011; Zhao et al., 2006; Dobias et al., 2010). Por otro lado, para P.
piscipula (6.09%), S. scandens (3.94%) y E. myriochaetum los mayores
rendimientos fueron con Soxhlet-agua (7.07%). Vieito et al. (2018) evaluando la
técnica del Soxhlet con diferentes solventes en rendimientos de corteza de Pinus
pinaster subsp. Atlantica obtuvieron los mayores rendimientos con agua/etanol y
etanol solo (17.55% y 17.08%, respectivamente), mientras que Do et al. (2014), en
la extraccion de Limnophila aromatica con fenol, utilizando varios disolventes,
también observaron que el etanol-agua al 50 % mostroé el mayor rendimiento de
extraccién, sin embargo, se obtuvieron mejores resultados con un 100 % de agua
en lugar de un 100 % de etanol. Por lo que, los disolventes organicos de mayor
polaridad son mas eficaces en la recuperacion cuantitativa de componentes de
naturaleza fendlica que los disolventes no polares (Oreopoulou, 2003). Esto
concuerda con nuestros resultados ya que la mayoria de las extracciones con
Soxhlet-agua se obtuvieron los mayores rendimientos. Michielin et al. (2005)
compararon solventes y técnicas para evaluar la eficiencia del proceso de
Equisetum giganteum L., obteniendo mayores rendimientos con extraccion de
fluidos supercriticos-diclorometano (1.44%, p/p), a lo que justifican que el aumento
en el rendimiento del proceso con presion constante, es dado por el aumento de la
densidad del disolvente con la presion. A lo que mencionan que la temperatura
también es un factor en el rendimiento de la oleorresina de la cola de caballo (E.
giganteum), ya que a medida que aumenta la temperatura, disminuye el
rendimiento, y esto a su vez aumenta al incrementar la presion de 15 MPa -25 MPa.
En nuestro estudio se obtuvo lo contrario ya que al aumentar la temperatura se
obtuvieron mayores rendimientos de los extractos. Asi mismo, Uslu et al. (2013)
observaron que la principal diferencia entre los parametros de extraccion también
esta influenciada por temperatura, velocidad de agitacion, el porcentaje del solvente
(etanol) y la relacion sélido-liquido. Esto es sabido y aceptado que a medida que la
temperatura aumenta, la transferencia de masa también aumenta. Uslu et al. (2013)
también encontré que a medida que el porcentaje del solvente etanol disminuye, el
rendimiento aumentd, afiadiendo que la polaridad de los solventes es un tema

importante en el proceso de extraccion, donde los ingredientes polares de la planta
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podrian disolverse mucho mejor en una alta proporcion de agua. La razén principal
para usar solventes de diferentes polaridades fue determinar si alguno de estos
extractantes podia extraer selectivamente compuestos antifungicos. De acuerdo a
la literatura revisada, este es el primer estudio comparativo de diferentes técnicas
de extraccion con diferentes solventes organicos y acuosos para la obtencion de

compuestos bioactivos de E. cyclocarpum, P. piscipula y S. scandens.

8.2. Actividad bioldgica contra F. oxysporum

De los 45 extractos evaluados preliminarmente, solo seis extractos de las fuentes
botanicas fueron capaces de inhibir el crecimiento radial de F. oxysporum, en
comparacion con el testigo no tratado. La eficiencia de los extractos podria deberse
a la presencia de alcaloides, flavonoides, saponinas, y terpenos, que son conocidos
como compuestos bioactivos contra bacterias y hongos (Ajayi et al., 2017). Los
mecanismos de accion aun no estan claros, S. scandens fue el que mostré6 mayor
inhibicion, pertenece a la familia de las Asteraceas, una familia con buena fuente de
flavonoides, terpenos, saponinas, taninos y glucosidos (Gobbo-Neto et al., 2017;
Camacho-Campos et al., 2019). Villa-Ruano et al. (2015) demostraron que el aceite
esencial del extracto de S. scandens contiene altos niveles de germacreno D
(47.1%) y elemol (15.3%) en las hojas, mientras que el de la corteza del tallo
contiene los isémeros de N-isobutil-(2E,4E,82,10E/Z)-dodecatetraenamida (39,7%)
y que ademas este extracto inhibe el crecimiento micelial de F. oxysporum y P.
infestans con aceite esencial de la corteza del tallo. Sin embargo, encontraron que,
P. infestans eran ligeramente més sensibles al aceite esencial de la corteza del tallo
qgue F. oxysporum. El germacreno D corresponde a los sesquiterpenos, algunos
autores consideran que los sesquiterpenos inhiben significativamente el crecimiento
micelial y la germinacién de esporas de F. oxysporum, y esta actividad antifingica
se basa en la permeabilidad de las paredes celulares de los hongos. Por otro lado,
estudios sobre la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de las hojas de
plantas de Asteraceas que contienen germacreno D como compuesto principal,

mostraron una actividad similar a nuestros resultados. También se sabe que la
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bioactividad de sesquiterpenos se debe principalmente a sus reacciones con -Grupo

SH de aminoécidos, proteinas y enzimas (Rongai et al., 2015).

La clara correlacion positiva encontrada entre los seis extractos evaluados y la
actividad antifangica podria deberse también al tipo de solvente utilizado, la acetona
utilizada en la extraccion, un solvente polar capaz de extraer muchos compuestos
polifendlicos de las plantas (Ztotek et al., 2016), la actividad antifungica podria
deberse, al menos en parte, a la presencia de compuestos polifendlicos que suelen
ser los principales compuestos antifungicos de la mayoria de las plantas (Rongai et
al., 2015).

Por otro lado, la alta actividad antifungica del extracto de P. piscipula podria deberse
a los compuestos fendlicos (taninos) (Burgos et al., 2006). Estos compuestos
bioactivos polifenoles, solos o en combinacién, interfieren con el proceso de vida de
los hongos al unir sus moléculas proteicas, actuando como agentes quelantes,
alterando la sintesis de componentes estructurales, debilitando o destruyendo la
barrera de permeabilidad de la membrana de la célula y cambiando el estado
fisiologico de las células (Rongai et al., 2015). El grupo fendlico OH conocido por
ser reactivo y capaz de formar enlaces de hidrégeno con grupos -SH en los sitios
activos de las enzimas diana, resultando en la desactivacion de las enzimas
fungicas (Velluti et al. 2003; Alam et al. 2007; Pramila et al. 2012). Morton (1981)
menciona que P. piscipula también se ha utilizado como veneno para peces y
contiene los toxicos isoflavonoides ichtinona y rotenona. Setzer et al. (2015)
demostraron que el extracto acetonico de corteza de P. piscipula tiene efectos
contra Bacillus cereus. Asi mismo reportaron que los aceites esenciales de P.
longipes contiene sesquiterpenos (a-humulene y B-caryophyllene), (1,8-cineole y a-

terpineol), como responsables de actividades citotéxicas.

Estas discusiones coinciden con algunas afirmaciones de estudios previos de
Rongai et al.,, (2015) y Ziotek et al., (2016) donde recalcan que la actividad
antifangica al menos se debe a la presencia de compuestos polifendlicos. Sin
embargo, los efectos de los flavonoides sobre hongos fitopatégenos no estan bien

documentados. Pocos estudios indican que los flavonoides no estan
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correlacionados con actividad antifangica (Rongai et al., 2015) o puede estimular la
germinacion de esporas (Ruan et al., 1995), mientras que otros autores mencionan
gue los extractos de algunas especies de plantas son capaces de inhibir hongos y
bacterias y que su capacidad se debe a los flavonoides (Rhouma et al., 2009; El
Hadrami et al., 2011), especialmente a pisatina y medicarpina que son activos

contra F. oxysporum (Rongai et al., 2015).

Enterolobium cyclocarpum es otra fuente botanica que destaca por la presencia de
una variada gama de metabolitos secundarios; saponinas, taninos condensados y
esteroles (Babayemi, 2006). Raya-Gonzalez et al. (2008) mencionan que el D-(+)-
Pinitol, es el principal componente del duramen de E. Cyclocarpum, esto explica la
baja actividad antifungica del extracto de E. Cyclocarpum, que podria deberse al
predominio de otros flavonoides que pueden estimular el crecimiento de hongos. El
D-pinitol  (1D-3-O-metilchiroinositol) estd mas relacionado con el efecto
antihiperglicémico (Bates et al., 2000). Estos resultados concuerdan con De Oliveira
et al. (2010) y Oraki et al. (2011) donde encontraron que los efectos de inhibicién
eran mayores cuando los polifenoles estaban en combinacién con &cidos organicos.
Sin embargo, todavia faltan estudios fitoquimicos para encontrar los compuestos

bioactivos en extractos acuosos del duramen de este arbol tropical.

Piscidia piscipula y S. scandens parecen tener el mejor efecto inhibidor contra F.
oxysporum. Los extractos vegetales con una buena actividad antifungica
generalmente tienen altas concentraciones de contenido polifendlico total y altos
niveles de acidez titulable (Rongai et al., 2015). Se necesitan mas estudios para
poder purificar y caracterizar los compuestos presentes en las especies de plantas
probadas y promover su uso en la agricultura para reducir las aplicaciones de
fungicidas. Este trabajo permitio seleccionar el mejor extracto que puede ser
utilizado como biofungicida para controlar las enfermedades de los cultivos, con el
objetivo final de desarrollar una alternativa verde a los fungicidas sintéticos. Asi
mismo, los resultados obtenidos pueden explicarse por las diferencias en el tipo de
compuesto bioactivo en cada especie vegetal, por los métodos de extraccion, por

las diferencias en la proporcion de compuestos responsables de la actividad
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antifingica en los tres tipos de solventes de los extractos (polares-apolares). De
hecho, es bien sabido que las actividades antifungicas de los extractos de plantas
dependen de una serie de factores como la composicion quimica, la solubilidad en
diferentes disolventes organicos, el periodo de cosecha, las condiciones
geograficas, los métodos de extraccion y el microorganismo de ensayo (Al-Reza et
al., 2010; Obeidat et al., 2012). Esto explica, porque algunas fuentes botanicas (E.
myriochaetum y C. brasiliense) no tuvieron efectos inhibitorios en F. oxysporum,
Tolosa & Cainiizares, (2017) le atribuye que la capacidad de inhibir depende de la
fuente botanica, la parte vegetal, la concentracion del compuesto, el organismo

objetivo (blanco) y de la técnica de bioensayo.

8.3. Actividad bioldgica contra A. solani

Los compuestos de las plantas tienen actividad antimicrobiana contra una variedad
de patdégenos y plagas de origen alimentario, humano y vegetal (Leontopoulos et
al., 2017). Varios estudios han explorado el potencial de los extractos de plantas
como agentes antifungicos (Eloff et al., 2018; Amadioha y Chidi, 2019). La aplicacién
de extractos vegetales es un método atractivo para controlar las enfermedades
poscosecha de frutas y hortalizas. En este estudio, se evaluaron cinco extractos
acetonicos contra A. solani, patdgeno para las plantas y responsable de la
descomposicion del fruto del jitomate durante el transporte y el almacenamiento
(Abdolahi et al., 2010).

El ensayo in vivo mostr6 que A. solani es mas susceptible a los extractos de P.
piscipula, E. myriochaetum y S. scandens controlando la enfermedad en promedio
de 94.05, 82.78 y 68.9%, respectivamente, siendo el control quimico menos
eficiente con un promedio de 15.65%. Estos resultados coinciden con los obtenidos
de los extractos de gobenadora Larrea tridentata, los cuales fueron extraidos con
cloroformo, etanol y metanol, en donde se evaluaron concentraciones similares a
las de este trabajo, y a una dosis mayor de 8000 mg/L, la cual inhibié el crecimiento

micelial de A. solani en un 100% (Saldivar et al., 2003). Por otro lado, Ravikumar y
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Garampalli (2013) evaluaron extractos acuosos de 39 plantas contra A. solani en
medio envenenado, a una concentracion del 4%, logrando no mas de 40% de
inhibicion con 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%). Es importante mencionar que en
nuestro estudio se lograron inhibiciones mayores al 53%, estos resultados indican
que los extractos de plantas con acetona contienen compuestos activos que son
responsables, al menos en parte de la actividad antifungica. Esta observacion
sugiere que la acetona como medio de extraccion disolvi6 mas compuestos activos
presentes en los materiales vegetales que el agua y éter etilico, que probablemente
disolvio principios o compuestos menos activos. Anteriormente se ha demostrado
gue la acetona es el mejor extractor para la actividad antibacteriana en diferentes
plantas (Kotze et al, 2002). Estos resultados coincidieron con los de Eloff et al.
(2018), quienes reportaron que los extractos de acetona de Melianthus comosus
presentan una actividad antimicética contra F. oxysporum, Penicillium janthinellum,
Colletotrichum gloeosporioide, Penicillium expansum, Trichoderma harzianum,
Aspergillus niger, Rhizoctonia solani, Pythium ultimum y Phytophthora nicotiana. En
otro estudio extractos de maceracién-etanol con una concentracion del 25%, Syrian
marjoram (Majorana syriaca), e Hibiscus sabdariffa mostraron una inhibicién en el
crecimiento micelial alrededor del 75-85% y 70-90% contra A. solani (Goussous et
al., 2010).

La actividad antifangica del género Equisetum sp. solo ha sido estudiado contra
Aspergillus niger y Candida albicans (Al-Snafi, 2017). Por otro lado, extractos de
Equisetum myriochaetum no presentaron toxicidad en moscas Drosophila y en
humanos (Téllez et al., 2007). Almeida et al. en el 2018 demostraron que el efecto
del extracto de E. giganteum contra C. albicans, se debe a la presencia de
flavonoides, que son capaces de inactivar las proteinas responsables de la adhesion
de las células fungicas al sustrato y del crecimiento, y alteran la permeabilidad de
las membranas de las células fungicas (Calder6n Montano et al., 2011; Kumar y
Pandey 2013) y causan estrés oxidativo en la matriz de C. albicans, dificultando asi
su crecimiento (Peralta et al., 2015). Sharma y Tripathi (2007) mostraron que los
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extractos de Citrus sinensis causa bifurcacion de las hifas apicales, brotacion
profusa en las hifas vegetativas, pérdida completa del citoplasma de las hifas y en
Gltima instancia, de la muerte del micelio. Por otro lado, la actividad antifangica de
los aceites esenciales también puede deberse a la sinergia entre sus propiedades,
este sinergismo estaria beneficiando la proteccion poscosecha de frutas y hortalizas
porque el patdégeno no produciria facilmente razas resistentes contra los
componentes (Edris y Farrag, 2003; Bagamboula et al., 2004). En la incidencia y
severidad de la enfermedad del jitomate también se registraron diferencias
significativas (p<0.05). La aplicacion de los extractos registré una menor incidencia
y severidad de la enfermedad. El menor porcentaje de incidencia y severidad de la
pudricion se registrd con extracto acetonico de P. piscipula, lo que sugiere que los
extractos podrian ser utilizados como protectores para inhibir el desarrollo y la
propagacion de los patdégenos en frutos de jitomate. Estas observaciones coinciden
con los estudios de Umana et al. (2016) sobre el control de la pudricién poscosecha
de naranjas con extractos de plantas. El patégeno de ensayo también causé
necrosis de los tejidos del fruto, lo que probablemente es una funcion de las toxinas
producidas por los patdgenos durante la patogénesis (Amadioha y Chidi, 2019).
Pane et al. (2016) evaluaron la actividad antifangica de los extractos foliares crudos
de un Capsicum annuum contra A. alternata, logrando inhibir el crecimiento micelial
y la germinacion de las conidias de una manera dependiente de la dosis. Ademas,

redujeron significativamente la severidad de la enfermedad de la podredumbre.

Aunqgue algunos estudios han informado sobre la actividad antifingica de los aceites
esenciales, el mecanismo o mecanismos de accion de dichos aceites son poco
conocidos (Abdolahi et al., 2010). Segun Faid et al. (1996), la actividad
antimicrobiana de los principales compuestos de las plantas esta en el siguiente
orden: fenoles (actividad mas alta) > alcoholes > aldehidos > cetonas > éteres >
hidrocarburos. La actividad antifingica de nuestros extractos puede ser atribuida a
su alto contenido de fenoles, estos resultados son similares a los reportados por
(Burgos et al., 2006; Fernandez-Salas et al., 2011) donde evalué los taninos de P.
piscuplula, asi mismo Oh et al. (2004) donde reportan que el Equisetum sp. contiene

los siguientes compuestos fendlicos; onitina y onitin-9-O-glucdsido; flavonoides:
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apigenina, luteolina, kaempferol-3-O-glucésido y quercetina-3-O-glucésido.
Calophyllum brasiliense también presenta acidos fendlicos, acido galico (Kashman
et al., 1992), acido protocatechuico (Reyes-Chilpa et al., 2004) y acido shikimico
(Brenzan et al, 2008). El acido protocatechuico se ha encontrado en extractos de
flores, raices y tallos (Pretto et al., 2004). Calophyllum brasiliense ha tenido
aplicaciones biotecnoldgicas en temas mas estudiados sobre sus actividades
farmacoldgicas, donde reportan que el aceite no comestible de sus semillas es una
fuente de biodiesel de segunda generacion. La investigacion farmacoldgica y
biologica sobre C. brasiliense ha ido en aumento en los Ultimos afios debido a su
potencial como fuente importante de compuestos farmacolégicamente activos
contra el VIH-1, parasitos intracelulares, lineas celulares cancerosas,
especialmente leucemia, entre otros, pero no se han realizado estudios sobre su
actividad contra hongos fitopatégenos en poscosecha, siendo el tnico trabajo contra
hongos de la madera el de Reyes-Chilpa et al. (1997), donde consiguieron la
inhibicion el crecimiento micelial de Postia placenta en un 83.6%. Por otro lado, el
menor porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial fue observada con el
extracto de E. cyclocarpum, lo que muestra que A. solani patégeno causante de la
podredumbre del jitomate muestra diferencias en sus tasas de resistencia frente a
los extractos de plantas, siendo menos susceptible por el control quimico. Los
anicos reportes acerca de la actividad biol6gica de E. cyclocarpum contra hongos
patégenos son los reportados por Rutiaga-Quifiones et al., (1995) donde evaluaron
diferentes solventes con extracciones Soxhlet frente a Trametes versicolor,
Coniophora puteana, Chaetomium globosum y Trichoderma viride. Encontrando
gue solo el extracto obtenido con etanol mostré un efecto fungistatico, incluso a
bajas concentraciones, caso contrario con el extracto obtenido con el agua como
solvente donde no hubo inhibicion en el crecimiento del patdgeno. Ademas, Raya
Gonzalez et al. (2008; 2012) demostraron que el extracto del duramen de E.
cyclocarpum extraido con acetona tuvo actividad inhibitoria contra el crecimiento
fangico de C. albicans. Generalmente, se asume que los triterpenos o los
compuestos fenodlicos son los principales compuestos bioactivos de esta fuente
botanica (EI-Din et al., 2018)
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En este trabajo se encontrd que los extractos de E. cyclocarpum, C. brasiliense, S.
scandens, E. myriochaetum y P. piscipula son efectivos para inhibir el crecimiento y
desarrollo de A. solani en frutos de jitomate, y es la primera vez que se reporta su
actividad biolégica frente a este patdgeno. Estos extractos preseleccionados en la
inhibicion de patdgenos tienen potencial para ser desarrollados como fungicidas

potentes en la agricultura ecoldgica.

8.4. Grupos funcionales encontrados en los extractos por Espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

El espectro FTIR se utiliz6 para identificar los grupos funcionales de los
componentes activos en las muestras de los extractos basandose en el valor

maximo en la region de radiacion infrarroja (Gupta et al., 1977).

Blanco y Alfaro, (2014) identificaron en C. brasiliense y E. cyclocarpum picos de
3333 cmt y 3336 cm, que son caracteristicos de las vibraciones de estiramiento
OH. De igual forma el espectro IR de C. brasiliense y P. piscipula se puede observar
una banda muy ancha de transmitancia entre 3200-3400 cm™ que corresponde a
las vibraciones del mismo (OH) (Figs. 18B, 19B). Esto significa una elevada
concentracion de polifenoles bioactivos en el extracto. Los taninos naturales
exhiben una distribucion del grado de polimerizacion que va desde mondmeros
individuales a oligébmeros, hasta fracciones con altos grados de polimerizacién, lo
gue resulta en una banda ancha distribuida en la region espectral de 3700 a 3000
cm-L. Estos picos fueron encontrados en extractos de P. piscipula y E. cyclocarpum.
Altameme et al. (2015) identificaron también en Equisetum arvense un pico similar
a los 3200-3600 cm™ que corresponde a los alcoholes y fenoles. Téllez et al. (2007)
reportan que en Equisetum myriochaetum, los principales componentes son
glicésidos de flavonol de ellos el principal es el Kaempferol, y que los flavonoides
son compuestos polifenolicos que se encuentran en las porciones comestibles de

muchas frutas y hortalizas.

Entre 2500-3300 cm™ se encuentran los alcanos (C-H) y &cidos carboxilicos
(COOH) (Kassim et al., 2011), y alrededor de 2970 a 2929 cm! estan los grupos
metilo (Ajuong y Breese, 1998; Senvaitiene et al., 2005), en E. myriochaetum con
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maceracion se observé un pico a 2932, y alrededor de 2920 a 2780 cm™ para los
sustitutos de metileno (Saayman y Roux, 1965; Luo et al., 2010); Hoyos-Duran,
(2018) mencionan que en Equisetum sp. el pico de 2932 cm* corresponde al enlace
C-H, por otro lado el extracto de E. cyclocarpum dio los siguientes picos de
absorcioén caracteristicos en los espectros de absorcion a 2918-2911 cmt indicando
la presencia de alcano (estiramiento de CH) y acido carboxilico. En todos los
extractos encontramos estos picos caracteristicos de CH (Hari y Nair, 2018). Sin
duda, los enlaces anteriormente mencionados pueden deberse los acidos fendlicos.
Erjaee et al. (2017) también identificaron (C-H) en picos a 2929 cm en extracto de
C. nobile y Abbas et al. (2019), en Passiflora caerulea también encontré un pico a
2922 cm?, asignandole (C-H).

De igual forma, Erjaee et al. (2017) detectaron picos de entre 1707-1714 cm*
asignados al grupo éster (estiramiento C-O) y aldehido (estiramiento C-O). El pico
observado a 1617 cm les asigné a grupos de aminas ligadas (-NH). En nuestro
estudio se encontraron picos similares en extractos de E. cyclocrpum, P. piscipula
y C. brasiliense (1615, 1612y 1623 cm™), respectivamente. Por otro lado, Leouifoudi
et al. (2014) y Subari et al. (2012) mencionan que la region espectral importante
para la identificacién de los compuestos fendlicos son las bandas en las regiones
de 1700-1500 cm™ y son caracteristicas de las vibraciones aromaticas C-C,
vibraciones de estiramiento C-O de los grupos de amidas, quininas y cetonas
conjugadas. En nuestros resultados todos los extractos presentaron bandas en ese
rango mencionado, ademas de bandas entre 1500 y 800 cm™ que corresponden a
la sefial caracteristica de los compuestos fendlicos y se deben a la vibracion C-C y
C-O de los compuestos fendlicos y flavonoides (Subari et al., 2012). La region de
1800 a 1680 cm* es significativa para el andlisis cualitativo, ya que presenta un pico
distintivo en el rango de 1750 a 1740 cm™! para el estiramiento carbonilico de taninos
hidrolizables (Jensen et al., 2008; Ragupathi et al., 2011), mientras que con los
compuestos condensados so6lo se produce una sefial débil, si la hay. En este ultimo
caso, una sefial débil alrededor de 1750 a 1710 cm* suele indicar la presencia de
flavonoles en la mezcla, o la oxidacion de algunos grupos OH en las moléculas de

flavanol como consecuencia de los procesos de extraccion (Ogata et al., 2005; Ping
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et al., 2012). Entonces hay mas probabilidad de tener este compuesto con S.
scandens, E. myriochaetumy E. cyclocarpum. Villa-Ruano et al. (2015) demostraron
que el aceite esencial de las hojas de S. scandens contienen altos niveles de
germacreno D (47,1%) y elemol (15,3%), el cual corresponden a los Sesquiterpenos

que, a su vez, tienen diversos grupos funcionales, entre ellos OH, C=0, C-C.

En estudios de Equisetum arvense han informado sobre sus componentes
antioxidantes (flavonoides y &cidos fenodlicos en extractos acuosos) (Mimica-Dukic
et al., 2008). El pico maximo de absorcion del grupo caracteristico C=0 se observo
en 1748 cm-i. En extractos de P. piscipula, E. cyclocarpum y C. brasiliense se
observaron picos de entre 1612-1440. Socrates, (2004) les atribuyé a estas regiones
de 1620 a 1400 cm a movimientos vibratorios de grupos C=C en los anillos
aromaticos con varios picos fuertes a medios. Por otro lado, Abbas et al. (2019) a
1614 cmt encontraron N-H en Passiflora caerulea. En los taninos condensados se
produce un doblete o una banda fuerte que lleva un hombro entre 1620 y 1610 cm-
1, La primera sefial se atribuye a las vibraciones de estiramiento de los enlaces C-
C y a las vibraciones en el plano del anillo de benceno. Estas bandas solo fueron
encontradas en P. piscipula y E. cyclocarpum (1612 y 1615 cm™) extraidos con
Soxhlet y Ultrasonido. lal Kapoor (1957) encontraron en Piscidiae Erythrinae (P.
piscipula) una curva de absorcion de IR con banda de cetonas conjugada con
sistema aromatico a 1611 cm™ y 1512 cm* (bandas aromaticas). La fuerte banda
de 1620 cm™ se puede atribuir al sistema aromatico. Otras bandas aromaticas
fuertes se observan a 1510 cm™ y a 1490 cm?, estos resultados corresponden a los

gue se encontraron en nuestros extractos de P. piscipula.

El pico en 1448-1455 muestra la presencia de aromaticos (C=C). En 1362, 1471
representan la presencia de nitro (NO) y alcano (-C-H) (Hari y Nair, 2018). En 1455
cm? es referente al estiramiento de carbonos unidos por un doble enlace (-CH=CH-
) en aromaticos se observd en extractos de maceracion de P. piscipula y E.
cyclocarpum. Altameme et al. (2015) identificaron también en E. arvense a 1370cm’
1 compuestos nitrogenados, Khakestani et al. (2017) mencionan que los picos

caracteristicos de E. arvese se observaron en 1405 y 2925 cm-1y corresponden a
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estiramiento de C-H y los picos de vibraciones de flexion C-H se observaron en 1379
y 1451 cm-. Bandas muy fuertes se encontraron en los extractos de P. piscipula,
E. myriochaetum y C. brasiliense entre 1448 y 899 cm-. La regién de 1450 a 900
cml, con su compleja estructura, puede considerarse la mas importante, para la
descripcion de los sustitutivos de anillos. Se suele caracterizar por una envoltura de
bandas fuertes resultado de la combinacion de la flexion aromatica de C-H, el
estiramiento de C-O y C-OH (Thompson, 1964; Socrates, 2000; Kassim et al., 2011).
Erjaee et al. (2017) les asignaron a los picos que se encuentran entre 1408 cm y
1258 cm™ a grupos fendlicos de taninos, lo que indica que S. scandens puede
contener fenoles ya que se encontré un pico similar en 1257 cm ! con Ultrasonido

asistido.

Las bandas de 1250 cm™ y 1120 cm™ sefalan vibraciones de estiramiento de C-O
(lal Kapoor, 1957). Blanco y Alfaro, (2014) en C. brasiliense y E. cyclocarpum
asignaron grupos funcionales en la region de las huellas dactilares del estiramiento
de la unién a C-O-C de los éteres a 1157 cm™ y la vibracion de C-O a alcoholes
primarios de celulosa y hemicelulosa a 1030 cmt. Una banda muy similar se
observé en C. brasiliense a 1158 cm™ en maceracién con éter etilico y acetona.
Ampofo y Waterman, (1986); Patil et al., (1993) informaron que el duramen de las
especies de Calophyllum contienen xantonas y neoflavonoides, mientras que las
hojas poseen cumarinas, benzopiranos, y triterpenos. Molina-Botero et al. (2019)
menciona que E. cyclocarpum contiene fenoles (taninos), taninos condensados y
saponinas. A 1260 cm* (estiramiento fenil-O) y 1182 (deformacién por flexiéon C-
OH) cm™ (Nyquist, 2001), un pico similar se encontré en S. scandens a 1257 cm™.
Altameme et al. (2015) en E. arvense asigné grupos funcionales de C-F a 1029,
1050-1300 (Alcoholes, Eteres, acidos Carboxilicos, Esteres). Khakestani et al.
(2017) mencionan que los picos caracteristicos de E. arvese a 1064 cm-! de
vibracion esté relacionado con la unién de C-O existente en alcoholes, éteres,
acidos carboxilicos y ésteres, y 1045, 1084, 1126 y 1183 cm-* con C-O. Ademas de
dos picos caracteristicos de nHA que se relacionaron con los grupos -PO4y -OH en
1014 y 633 cm-1. Garcia-Davila et al. (2017) identificaron en Jatropha curcas picos

1160 cm—1 que corresponden a (C-O). Esto corresponde a lo que menciona Hari y
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Nair, (2018) donde muestran picos entre 1051-1364 relacionandolo con la presencia
de aminas (C-N), ésteres (estiramiento C-O) y halogenuros alquilicos (C-F). De igual
manera Ayorinde et al. (2018) a 1234-1230 cm le asignaron al grupo funcional (C-

0).

Hari y Nair (2018) mencionan que entre 660 —1000 cm™ se encuentran los ésteres
(CO0), aminas (NHz), alquil halogenuros (-X) y alquenos (R=R). Khakestani et al.
(2017) mencionan que los picos caracteristicos de E. arvese se describen de la
siguiente manera: las bandas de absorcién en 664 y 771 cm-! se asignaron a
enlaces C-H en alquenos y anillo de benceno, respectivamente. Gomare y Mishra,
(2018) encontraron picos a 604.94 (R-X), 548.04 (CH3) y compuestos azufrados a
533.63 (S-S), 764.89 (S-OR) y 877.03 (S-OR) en extracto de Hibiscus rosa—
sinensis. Estos resultados también son similares a los de Sithara (2017) donde
encontré picos de 894. 97 cm que corresponden a aminas aromaticas en

Andrographis paniculata.
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IX. CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion sugieren que los solventes y las
técnicas de extraccion influyen en el rendimiento de los extractos

vegetales, debido a las condiciones a las que son sometidas.

Con la técnica de extraccion Soxhlet-acetona se obtuvo el mayor
rendimiento del extracto de Calophyillum brasiliense (15.64%), y para E.
cyclocarpum (11.95%), Enterolobium myriochaetum (7.0%), Piscidia

piscipula (6.09%) y Salmea scandens (3.94%) fue Soxhlet-agua.

Los extractos que menor rendimiento presentaron se obtuvieron por
Ultrasonido asistido (UAE)-EE en E. cyclocarpum (0.18%), seguido de S.
scandens UAE-EE (0.39%) y Maceracion-Eter etilico (0.40%).

Los extractos con una mejor actividad inhibitoria del desarrollo micelial de
Fusarium oxysporum fueron el chilemecate (S. scandens) por
maceracion-acetona (76.72%) y barbasco (P. piscipula) con 49.45% por

Soxhlet-éter etilico.

Los extractos P. piscipula, E. myriochaetum y S. scandens por
maceracion-acetona a 5000 ppm mostraron los mayores porcentajes de
inhibicibncontra Alternaria solani en frutos de jitomate, asi como la

disminucién del tamafio, diametro de lesion y severidad.

El extracto de P. piscipula por maceracion-acetona a 5000 ppm disminuye

hasta el 80% de dafios en frutos de jitomate.

En general, los resultados indican que, los extractos de E. cyclocarpum,
E. myriochaetum, C. brasiliense, P. piscipula, y S. scandens inhiben el

desarrollo micelial de Aternaria solani in vivo y solo los extractos de S.
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scandens, P. piscipula y E. cyclocarpum mostraron algun grado de

inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium oxysporum in vitro.

La técnica FTIR representa una primera opcion viable para la
identificacion de grupos funcionales en la caracterizacion de extractos

vegetales.

Se demostr6 que E. cyclocarpum contiene grupos de OH, acidos
carboxilicos (COOH), C-C, COO, saponinas. E. myriochaetum bandas
que corresponden a fenoles (flavonoides) y C-C, COO, COOH. C.
brasiliense contiene Alcoholes Polifenoles (OH), ésteres (COO), y
compuestos aromaticos (C-C). P. piscipula OH (Polifenoles), C-C,
cetonas (CO), nitrocompuestos. S. scandens, ésteres, aldehidos, taninos,

flavonoides, acidos fendlicos.

Estos resultados son el primer reporte que evidencia el efecto del extracto
de P. piscipula, C. brasiliense y S. scandens contra A. solani y puede ser
una alternativa para el control de este patégeno en poscosecha. Por otro
lado, la utilizacion del extracto de hojas de P. piscipula y E. myriochaetum
parecen ser una buena alternativa para el control de antracnosis en
poscosecha, debido que el uso indiscriminado de productos quimicos ha

generado resistencia en muchos hongos.
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Xl. ANEXOS

11.1. Identificacién morfologica de las fuentes botanicas

A partir de las observaciones de las caracteristicas morfolégicas de los ejemplares
del herbario CHIP y mediante claves pictoricas-dicotomicas se determinaron las
especies de las plantas utilizadas y se les asigné un numero de registro; E.
cyclocarpum 53108, C. brasiliense 53107, S. scandens 53106, E. myriochaetum
53105, a excepcion de P. piscipula que solo se identificd, sin embargo, no se ingresé
a la coleccion por falta de ejemplar fértil. Mientras que S. scandens, se identifico de

acuerdo con los caracteres descritos por Fawcett y Rendle (1936).

En la morfologia de las hojas, S. scandens presentd hojas opuestas, dénde la
lamina foliar exhibe un apice acuminado (Anexo 1), peciolada con presencia de
tricomas, dentada en los bordes, de base cuneada (AnexolB; C), color verde claro
mas brillante por la parte adaxial, con superficie glabra; el envés pubescente de
color verde claro opaco, forma lanceolada, penninervia (Anexo 1D; E). Los

resultados obtenidos correspondieron con lo descrito por Fawcett y Rendle (1936).

Anexo 1. Caracteristicas macromorfolégicas de las hojas de Salmea scandens. A.

apice; B. Base; C. Borde; D. Superficie adaxial; E. Superficie abaxial.
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11.2. Morfologia del tallo de S. scandens

En la observacion de las caracteristicas macromorfologicas de los tallos que
conforman las ramas del arbusto, se observa una consistencia semilefiosa y
coloraciones marrones. La forma es cilindrica con superficie estriada (Anexo 2A; C).
El corte longitudinal presenta una superficie interna de color amarillo, mientras que
en el transversal se aprecia la corteza, la madera, se observa el floema y la médula
(Anexo 2D; F).

Anexo 2. Caracteristicas macromorfolégicas del tallo de Salmea scandens. A.
Rama del arbusto (hojas y tallo); B. Tallo poco desarrollo; C. Tallo desarrollado; D.

Corte longitudinal; E; Corte transversal.

11.3. Inflorescencia de la fuente botanica S. scandens

Las inflorescencias de muchas cabezas, de color blanco cuando estan inmaduras,
axilar en cimas (Anexo 3 A-D), el receptaculo es algo cénico, Aquenios oblongo
(Anexo 3 E.).
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Anexo 3. Inflorescencia completa de Salmea scandens A. Inflorescencia inmadura.
B. Inflorescencia madura; C. Inflorescencia seca. D, Inflorescencia completa; E.

Aquenio maduro.
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