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Resumen

Las enfermedades en plantas ocasionadas por hongos, limitan la produccion de
cultivos a nivel mundial, hasta ahora el principal método para controlar los
fitopatégenos han sido los fungicidas sintéticos. Sin embargo, el uso descontrolado
de estos, ha ocasionado dafios crénicos para la salud y el medio ambiente, es por
eso que surge la necesidad de buscar alternativas ecolégicas. El uso de plantas
consideradas malezas como Argemone mexicana L. que ademas presenta
compuestos bioactivos con potencial para mantener la inocuidad agricola
representa una alternativa ecoldgica viable. En el presente estudio se obtuvieron
diferentes extractos provenientes de las hojas de la planta (hexano, acetato de
etilo, metanol y agua), se evaluo la actividad antifingica in vitro de los extractos en
diferentes concentraciones (500, 1000, 2000, 4000 y 8000 ppm) contra Monilinia
fructicola, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum Yy Sclerotinia
sclerotiorum, se hizo un analisis Probit para determinar la concentracion letal
media (CLso) de los extractos y se realizd un perfil quimico usando cromatografia
de gases acoplado a masas. Los extractos de acetato de etilo y metanol mostraron
el mayor porcentaje de inhibicién contra C. gloeosporioides, F. oxysporum (100%
de inhibicion contra ambos), M. fructicola (97.44% y 95.11%) y S. sclerotiorum
(98.01% y 98.64%) respectivamente. En el andlisis Probit la CLso mas baja se
presentd para el extracto de acetato de etilo con un intervalo entre 350.46 y 576.57
ppm y para el extracto metanolico entre 100.28 y 287.48 ppm. En el perfil quimico
se identificaron 14 compuestos en el extracto hexanico,15 en el extracto de acetato
de etilo, 21 en el extracto metanolico y 15 en el acuoso, entre ellos compuestos
con actividad antifngica como: Fitol; 2- acido propenoico, 2-metil-, 1,2-etanodiil
éster; 1,1,3,3-tetrametil-1,3-disilafenalano; Ciclohexasiloxano, dodecametil-. Estos
resultados sugieren el posible uso antifingico de A. mexicana L. como una

alternativa ecoldgica para el control de fitopatégenos.
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Abstract

Plant diseases caused by fungi limit crop production worldwide, until now the main
method to control plant pathogens has been synthetic fungicides. However, the
uncontrolled use of these has caused chronic damage to health and the
environment, which is why the need to search for ecological alternatives arises.
The use of plants considered weeds such as Argemone mexicana L. which also
has bioactive compounds with the potential to maintain agricultural safety
represents a viable ecological alternative. In the present study, different extracts
were obtained from the leaves of the plant (hexane, ethyl acetate, methanol and
water), the in vitro antifungal activity of the extracts was evaluated at different
concentrations (500, 1000, 2000, 4000 and 8000 ppm) against Monilinia fructicola,
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum and Sclerotinia sclerotiorum,
Probit analysis was performed to determine the mean lethal concentration (LCso)
of the extracts and a chemical profile was performed using mass coupled gas
chromatography. The ethyl acetate and methanol extracts showed the highest
percentage of inhibition against C. gloeosporioides, F. oxysporum (100% inhibition
against both), M. fructicola (97.44% and 95.11%) and S. sclerotiorum (98.01% and
98.64 %) respectively. In the Probit analysis, the lowest LCso was presented for the
ethyl acetate extract with a range between 350.46 and 576.57 ppm and for the
methanol extract between 100.28 and 287.48 ppm. In the chemical profile, 14
compounds were identified in the hexane extract, 15 in the ethyl acetate extract,
21 in the methanol extract and 15 in the aqueous extract, among them compounds
with antifungal activity such as: Fitol; 2-Propenoic acid, 2-methyl-, 1,2-ethanediyl
ester; 1,1,3,3-Tetramethyl-1,3-disilaphenalane; Cyclohexasiloxane,
dodecamethyl-. These results suggest the possible antifungal use of A. mexicana
L. as an ecological alternative for the control of phytopathogens.
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1. Introduccion

Las enfermedades de las plantas causadas por hongos fitopatdgenos son
responsables de las principales pérdidas econémicas debido a la reduccién en el
rendimiento del cultivo, derivado de la disminucion en la calidad y seguridad del
producto (Pergomet et al.,2018). Entre los principales hongos fitopatdgenos se
encuentran Monilinia fructicola, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium
oxysporum y Sclerotinia sclerotiorum; M. fructicola es un hongo ascomiceto que
causa podredumbre parda en muchas frutas de hueso (Pei et al.,2019); Los
principales dafios se producen en postcosecha durante el almacenamiento, el
envio y la comercializacion, lo que induce pérdidas de hasta un 80% (Usall et
al.,2015).

C. gloeosporioides (Penz.), es responsable de la enfermedad conocida como
antracnosis, la cual es una enfermedad comun en cultivos basicos en la etapa pre
y postcosecha. La infeccién por C. gloeosporioides causa manchas de tizon,
oscuras e irregulares en las hojas y frutos maduros (Mota et al.,2019). Fusarium
oxysporum, es un patdgeno de suelo con un amplio rango de hospederos que
causa marchitamiento vascular o pudricién de la raiz a 150 especies de plantas,
incluidos muchos cultivos horticolas (Sun et al.,2019). Sclerotinia sclerotiorum es
un patdgeno necrotréfico homotalico, que causa enfermedades comunmente
conocidas como: podredumbre algodonosa, podredumbre blanda acuosa,
pudricion del tallo, gota, pudricién de la corona, tizon en flor y, quizds el mas
comun, moho blanco. El hongo infecta a mas de 400 especies de plantas en todo
el mundo, incluidos cultivos importantes como lechuga, zanahoria, tomate y afecta

principalmente a lilihceas como ajo y cebolla (Bolton et al.,2006).

La proteccion de los cultivos contra estos fitopatdgenos sigue siendo una
preocupacion en el sector agricola. Con el tiempo, se han manejado algunas
enfermedades devastadoras desde el comienzo de su aparicion mediante el uso
de fungicidas sintéticos (Hernandez et al.,2013), pero el uso inapropiado de
pesticidas en la agricultura ha impactado negativamente el medio ambiente, la

salud humana y el desarrollo de hongos resistentes (Ascension et al.,2015). Para
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evitar el uso de fungicidas quimicos, se han buscado nuevas alternativas que sean
amigables con el medio ambiente. El uso de extractos de plantas silvestres
representa una gran oportunidad para obtener nuevos fungicidas naturales debido,
entre otras razones, a que contienen metabolitos secundarios que poseen
propiedades fitoprotectoras (Hernandez-Soto et al.,2018). Argemone mexicana L.
conocida comunmente como chicalote, es una especie endémica de México,
ampliamente distribuida en todos los continentes (Conabio,2019), se le considera
como maleza, y estudios han mostrado su contenido de alcaloides, terpenoides,
flavonoides, compuestos fendélicos, compuestos alifaticos, de cadena larga y pocos
compuestos aromaticos a los cuales se les atribuyen diferentes actividades
biolégicas incluida la actividad antimicrobiana, antiinflamatoria, antioxidante,

larvicida y nematicida, entre otras (Brahmachari et al.,2013).

Por lo anterior, se considera relevante evaluar la actividad antifungica in vitro de
los extractos de Argemone mexicana L., utilizando como solventes de extraccion:
hexano, acetato de etilo, metanol y agua contra hongos que causan enfermedades
y pérdidas econdmicas significativas en cultivos de suelo y frutos, generando
conocimiento de sus compuestos bioactivos que podrian ser la base para la
produccién de biofungicidas.

2. Antecedentes

Los extractos vegetales son una alternativa ecoldgica en el area agricola, para
prevenir y controlar enfermedades ocasionadas por hongos fitopatégenos (Tabla
1). Actualmente se buscan compuestos quimicos de fuentes naturales,
principalmente de plantas malezas, las cuales compiten con los cultivos por el
espacio, los nutrientes y la luz solar, resultando una fuente econémica interesante
para la obtencién de extractos vegetales con actividad bioldgica. Esta alternativa
contribuye ademas a la explotacion y disminucion de estas especies que, de lo
contrario, deben ser eliminadas de los campos sin ningun provecho para la

economia (Rodriguez,2000).
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Argemone mexicana L. es una maleza que exhibe diversas actividades biolégicas

con extractos crudos o compuestos aislados, dichas actividades se muestran en

la tabla 2. A pesar de que existe una amplia busqueda de compuestos quimicos

presentes en extractos vegetales con una actividad biologica en particular, no

existen reportes de la utilizacion de los extractos de Argemone mexicana L. con

Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum, Monilinia fructicola y

Sclerotinia sclerotiorum, por tanto, representa un primer reporte de esta interaccion

biolégica en estos hongos fitopatdgenos, dando una posible nueva alternativa para

el control de enfermedades en plantas.

Tabla 1. Extractos vegetales para el control de hongos fitopatégenos

Hongo fitopatégeno Enfermedad Extracto vegetal Efectos obtenidos Referencia
. . . Inhibicion del .
Botritys cinérea Moho gris Hojas de dPl'JtIrclice”Ob'um crecimiento micelial Bam';’é%;t al,
(50-78 %)

Colletotrichum Antrz_aqr)oss

gloeosporioides Puéjiiftle(l):sde Hojas de Flourensia Efecto fungistatico RS(;Jr?”ueerg_et
Alternaria alternata i cernua 9 g

— e - Putrefaccion verde al.,2017
Penicillium digitatum i
en citricos

Colletotrichum
gloeosporioides

Colletotrichum
gloeosporioides

Aspergillus niger
Mucor pusillus
Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum

Rhizoctonia solani

Monilinia fructicola

Alternaria solani
Monilinia fructicola

Sclerotinia sclerotiorum
Sclerotinia cepivorum

Antracnosis

Antracnosis

Moho negro
Moho
Marchitez vascular

Marchitez vascular

Pudricién de la raiz

Pudricién parda
postcosecha en
frutos de hueso

Tizén temprano
Pudricién parda

Pudricién
algodonosa

Hojas de ajo (Allium
sativum) y canela
(Cinnamomum
zeylanicum)

Hojas de Phytolacca
tetramera

Aceites esenciales de
salvia, romero, anis,
quinua

Acacia farnesiana

Eucalipto, romero e
Higuerilla

Canola y mostaza

Nogal pecanero

Hojas de limén y Clavo

100 % de inhibicion

Efecto fungistatico

Efecto fungistatico

Inhibicion del 98 %

Inhibicion del 91%

Efecto fungistatico

Inhibicion del 95y

85% respectivamente

Inhibicion del 10%

Valenzuela et
al.,2013

Hernandez et
al.,2013

Ferbes et al.,2017

Rodriguez
Pedroso et
al.,2012

Carnero et
al.,2013

Pazolini et
al.,2016

Moreno
Ramirez,2013

Martinez
Mendoza et
al.,2015
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Tabla 2. Antecedentes de Argemone mexicana L.

Actividad bioldgica

Parte de la planta

Efecto obtenido

Referencia

Antibacterial: Bacillus
subtilis, Staphylococcus
aureus, Listeria
monocytogenes,
Clostridium botulinum,
Clostridium perfringens,
Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa
y Salmonella typhimurium

Antibacterial: Escherichia
coli, Klebsiella
pneumoniae, Bacillus
cereus y Staphylococcus
aureus

Farmacoldgica:
Antiinflamatorio y actividad
analgésica

Farmacologia:
Antialérgica y antiestrés

Nematicida: Meloidogyne
incognita

Actividad fungicida:
Alternaria alternata,
Halodes de Dreschlera 'y
Helminthosporium
speciferum

Actividad larvicida: Aedes
aegypti

Actividad
anticancerigena

Tallo

Hojas, tallos y raices

Hojas

Tallos

Semilla

Hojas

Semillas

Partes aéreas

Zonas de inhibicién en el
rango de 10.1 a 21.4 mm

Actividad bacteriostatica

Dosis de 200 mg / kg en
ratones

Antiestrés y antialérgica a
una dosis de 50 mg en
modelo in vivo

Actividad nematicida contra
las larvas a partir de los 17
minutos

Actividad fungitéxica

Actividad larvicida a
concentraciones de 25 a
200 ppm

Actividad inhibitoria contra
células cancerosas
humanas lineas como
Hela-B75 (48%), HL-60
(20.15%) y PN-15
(58.11%)

Rahman et al.,2009

Alagesaboopathi y
Kalaiselvi,2012

Sharma et al.,2010

Bhalke y Gosavi,2009

Das y Sukul,1988

Srivastava y
Srivastava,1998

Sakthivadivel y
Thilagavathy,2003

Gacche et al., 2011
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3. Marco teérico

3.1 Enfermedades en plantas

Las plantas se mantienen sanas cuando llevan a cabo sus funciones fisioldgicas,
y presentaran enfermedad cuando una o varias de sus funciones sean alteradas
por los organismos patdgenos o por determinadas condiciones del medio (Figura
1) Todas las plantas son atacadas por algun tipo de hongo, y cada uno de los
hongos ataca a uno o mas tipos de plantas (Agrios,2005). Las infecciones fungicas
son la principal causa de pérdidas economicas significativas en cultivos de interés

comercial (Gatto et al.,2011).

SR Sintesis de Proteinas
Sintesis de wlammas\ ~

y hormonas :
Tizon del Retofio
Reproduccion y
almacenamiento de almidén

proteinas y grasas iy »
y9 Tizon Foliar

- Manchas del Fruto

Transpiracion
Biéxido de ( Pudricién del Fruto

Carbond T
Luzy\WY W Cénfer Mancha Foliar
N
I Marchitez

Fotosintesis™  Tr ocaciénT _Agalla de
de Alimentos 3 Corona

Uod azicarezy el nitrégena Pudricion'de
forman aminodcidos 4 Raiz".

Absorcién de agua A
y minerales

Figura 1. Funciones bésicas de una plantay la interferencia sobre ellas que ocasionan algunos tipos
de enfermedades (Fuente: Agrios;2005).
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3.2 Hongos fitopatdgenos

3.2.1 Colletotrichum gloeosporioides

o Hongo superior

o Subdivision 4: DEUTEROMYCOTINA: Hongos imperfectos (hongos asexuales). Carecen
de estructuras o reproduccién sexual y hasta el momento no se ha visto que las presenten.

o CLASE 1: COELOMYCETES. — Los conidios se forman en picnidios o acérvulos.

o Orden: Melanconiales. — Las esporas asexuales se forman en un acérvulo.

o Género: Colletotrichum

Colletotrichum gloeosporioides es el agente causal de la antracnosis (Figura 2),
enfermedad postcosecha de muchas frutas subtropicales como mango, papaya,
platano y aguacate. La pérdida potencial de producto debido a este patdgeno es
significativa. Por ejemplo, se informé que esta enfermedad puede causar pérdidas
postcosecha de fruta de aguacate hasta 80% (Bill et al.,2014; Kuru, Adugna y
Berecha,2016). La infeccion inicial usualmente ocurre en la etapa de precosecha
cuando las esporas de hongos o micelios infectan las frutas jévenes a través de
las heridas de pedicelo y cascara. Normalmente, la infeccién antes de la cosecha
permanece latente u oculta hasta que la fruta experimenta maduraciéon (Dinh et
al.,2003).

La penetracion y colonizacion de tejidos del hospedador por Colletotrichum,
generalmente comienza con la germinaciéon de los conidios y la formacion de
estructuras especializadas en infecciones, apresorios, que facilitan la entrada a las
paredes celulares través de la cuticula huésped y epidérmica con la ayuda de
clavijas de penetracion estrechas (Wharton y Schilder,2008). Las estrategias
posteriores a la infeccidon son hemibiotrofia intracelular o necrotrofia subcuticular
intramural. En la hemibiotrofia intracelular, la etapa temprana de la infeccion, la
clavija de penetracion invade las células epidérmicas y las hifas primarias lo que
produce vesiculas de infeccién agrandadas dentro de las células epidérmicas y
mesofilicas. En esta etapa, las células huésped permanecen vivas y las plantas no

muestran sintomas (De Silva et al.,2017).
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Esto es seguido por la fase necrotica en la que las hifas secundarias delgadas
crecen intracelular e intercelularmente mientras secretan enzimas degradantes de
la pared celular que matan las células huésped. En la infeccion necrotrofica
subcuticular intramural, el hongo crece debajo de la cuticula dentro de las paredes
de las células epidérmicas sin penetrar en los protoplastos (O'Connell et al.,2012).
La estructura de la superficie de la planta huésped (cuticula y grosor de la
epidermis, pelos foliares, estomas y tricomas) es también es importante en el
proceso de infeccion inicial y puede actuar como una barrera contra la infeccion
por hongos (Calo et al.,2006; Serrano et al.,2014) (Tabla 1).

Figura 2. Sintomas de antracnosis causados por Colletotrichum spp (Fuente: De Silva et al.,2017).
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3.2.2 Monilinia fructicola

Hongos superiores

o Subdivision 3: ASCOMYCOTTNA (ascomicetos, bongos de saco). — Producen grupos
de ocho esporas

o CLASE 4: DISCOMYCETES (hongos de copa). — Las aseas se forman en la superficie
de apotecios carnosos en forma de copa o de plato.

o Orden: Helotiales. — Los apotecios no se forman en un estroma, sino a veces se forman
a partir de un estroma o un esclerocio. Las aseas liberan sus esporas a través de una
perforacidén apical y circular.

o Género: Monilinia

La podredumbre parda, causada por Monilinia fruticola, es una de las
enfermedades mas importantes de la fruta de hueso en las regiones fruticolas del
mundo (Byrde y Willetts,2013). Las pérdidas en el campo de melocotones,
ciruelas, cerezas dulces y agrias, pueden ser extensas si las condiciones son
favorables para el desarrollo de la enfermedad durante el periodo de floracion,
después de la caida de la cascara o durante los periodos de precosechay cosecha
(Robson,1988).

El patdgeno infectas partes aéreas de las plantas hospedadoras con una variedad
de sintomas, que incluyen tizén de las flores, cancros en tejidos lefiosos y
podredumbre de las frutas. El tizon de la flor es el primer sintoma en la primavera;
aparece en las flores y se desarrolla cuando las esporas o conidios caen y
penetran en los tallos florales de las plantas susceptibles (Van Leeuwen y Van
Kesteren,1998). El patdgeno pasa el invierno como micelio en la fruta momificada
en el &rbol y en los cancros de la ramita o como pseudosclerotia en las momias en
el suelo. Los nuevos conidios son producidos por el micelio en el fruto momificado
en el arbol y en los cancros de la ramita, mientras que los pseodiosclerotios en el
fruto momificado enterrado en el suelo producen apotecios, que forman

ascosporas (Hong y Michailide,1999).

El tejido infectado se vuelve de color marrén oscuro y el micelio produce
numerosos mechones conidiales en lo podrido. Algunas flores infectadas caen al
suelo, pero otras pueden permanecer unidas al arbol durante largos periodos v,

durante el clima humedo, el patégeno dentro de las flores marchitas producen
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esporas sobre los tejidos infectados (Martini y Mari,2014).Las infecciones de fruta
verde no son frecuentes; la podredumbre se desarrolla primero en frutas
agrupadas, en puntos de contacto de frutas y frutas dafiadas por insectos o
vientos, ya que las frutas agrupadas son mas favorables para el desarrollo de
enfermedades, por ejemplo, las superficies de contacto de fruta a fruta tienen
microfisuras, cuticulas mas delgadas y condiciones microambientales que
predisponen a infecciones de la fruta (Barkai-Golan,2001). Las heridas contintan
desarrollandose durante varios afios y el dafio extenso de incluso la muerte del
arbol puede ser causada, pero esto es a menudo el resultado de la invasion por

organismos secundarios (Emery et al.,2000) (Tabla 1).

Figura 3. (A) Monilina en durazno en el campo, (B) duraznos con podredumbre (C) pudricion en
duraznos después de la vida Gtil (Fuente: Martini y Mari,2014).

3.2.3 Fusarium oxysporum

o Hongos superiores
Subdivision 4: DEUTEROMYCOTINA— Hongos imperfectos (hongos asexuales). —
Carecen de estructuras o reproduccién sexual y hasta el momento no se ha visto que las
presenten.
CLASE 2: HYPHOMYCETES

o Orden: Hyphales (Moniliales). — Las esporas asexuales se forman sobre las hifas (o en
su interior) y se encuentran expuestas libremente a la atmosfera.

o Género: Fusarium
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La especie Fusarium oxysporum esta bien representada entre las comunidades de
hongos transmitidos por el suelo, en todo tipo de suelo en todo el mundo (Fravel
et al.,2003), es una especie compleja debido a su capacidad de adaptarse a los
cambios ambientales y formar nuevas cepas patdgenas en un periodo corto
(Smith-White et al.,2001). Fusarium oxysporum infecta a través de las raices,
causando podredumbre de las raices, marchitamiento y, a veces, progresando
hacia la pudricién del tallo (Leong et al.,2009). Una vez que el patdbgeno penetra
en el sistema vascular, la capacidad de la planta para absorber nutrientes se ve
gravemente comprometida y la planta finalmente muere (Ichikawa et al.,2004).

Los sintomas iniciales de marchitez vascular incluyen el aclaramiento de las venas
y la epinastia de las hojas, seguidos de retraso en el crecimiento, amarillamiento
de las hojas inferiores, marchitamiento progresivo, defoliacion y, finalmente,
muerte de la planta. En la colonizacién por hongos, el tejido vascular se vuelve
marrén, lo que es claramente visible en las secciones transversales del
tallo. Algunas formas especiales no son principalmente patégenos vasculares,
pero causan podredumbre del pie y la raiz o pudricion del bulbo (Michielse y
Rep,2009).

Aunqgue se ha encontrado que F. oxysporum causa enfermedades en una gran
cantidad de especies de plantas, el estudio de la base molecular de la
patogenicidad de F. oxysporum necesariamente ha involucrado principalmente
tomate, meldn, frijol, platano, algodon, garbanzos (Blanco et al.,2008), en plantas
ornamentales como: aster, begonia, clavel, crisantemo, gladiolo, lirio, narciso y
orquideas (Figura 4.) puede causar dafio en cualquier etapa de produccion (Gullino
et al.,2002). Una vez que el hongo se introduce en un jardin, vivero, invernadero o
campo, puede sobrevivir durante varios afios en una variedad de tipos de suelo,
independientemente de cualquier planta huésped (Srivastava et al.,2018) (Tabla
1).

12|Padgina



Figura 4. Sintomas de Fusarium en orquideas: A) Plantulas que muestran manchas foliares, tizon

foliar, podredumbre y podredumbre de la raiz B) Brote joven que muestra marchitamiento de las
hojas més jovenes. C) Manchas foliares y tizon foliar. D) Manchas en las hojas y podredumbre
severa. E) Corte transversal de un tallo de hoja joven que muestra infeccion. F) Corte longitudinal de
hojas jovenes podridas (Fuente: Srivastava et al.,2018).

3.2.4 Sclerotinia sclerotiorum

o Hongos superiores
o Subdivision 3: ASCOMYCOTTNA (ascomicetos, bongos de saco). — Producen grupos

de ocho esporas
o CLASE 4: DISCOMYCETES (hongos de copa). — Las aseas se forman en la superficie

de apotecios carnosos en forma de copa o de plato.
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o Orden: Helotiales. — Los apotecios no se forman en un estroma, sino a veces se forman
a partir de un estroma o un esclerocio. Las aseas liberan sus esporas a través de una
perforacién apical y circular.

o Género: Sclerotinia

Sclerotinia sclerotiorum es uno de los patégenos de plantas mas devastadores
causa enfermedades comunmente conocidas como: podredumbre algodonosa,
podredumbre blanda acuosa, pudricion del tallo, gota, pudricion de la corona, tizén
en flor y, quizas el mas comun, moho blanco (Boland y Hall,1994). Sclerotinia se
encuentran ampliamente distribuido por todo el mundo y afecta a las plantas en
cualquiera de las etapas de su desarrollo, incluyendo plantulas, plantas maduras

y o6rganos cosechados durante su transporte y almacenamiento (Purdy,1979).

No hay sintomas Unicos que pertenezcan a todas las plantas infectadas por este
hongo. Las hojas generalmente tienen lesiones empapadas de agua que se
expanden rapidamente y bajan del peciolo hacia el tallo. Los tallos de algunas
plantas infectadas desarrollaran primero lesiones oscuras, mientras que la
indicacién inicial en otros huéspedes es la aparicion de lesiones de tallo
empapadas de agua. Las lesiones generalmente se convierten en tejidos
necroéticos que posteriormente desarrollan parches de micelio blanco esponjoso,
gue son el signo mas obvio de plantas infectadas con S. sclerotiorum. Al principio
del desarrollo de la lesion, las plantas pueden no verse afectadas por la
enfermedad. Sin embargo, a medida que el hongo progresa hacia los tallos
principales, generalmente se produce marchitez. A medida que las lesiones
envejecen, los tejidos infectados aparecen blanqueados y a menudo se trituran,
dejando solo tejidos vasculares. Puede no haber evidencia de micelio externo. Los
esclerocios generalmente se forman dentro del tejido infectado, a menudo en la
médula del tallo, pero pueden formarse en la superficie de los tejidos durante
condiciones de alta humedad. Los esclerocios se formaran comunmente en la
floracién y en las porciones productoras de semillas de la planta y, por lo tanto, a

menudo se encuentran en muestras de cosecha (Bolton et al.,2006) (Tabla 1).
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Figura 5. Estructuras tipicas y sintomas causados por Sclerotinia Sclerotiorum (Fuente: Bolton et
al.,2006)

3.3 Extractos vegetales en el control de enfermedades en
plantas

Las plantas han sido capaces de protegerse de las plagas y enfermedades por si
mismas antes de que el hombre jugara un rol activo en protegerlas. Se conoce que
sintetizan una gran variedad de metabolitos secundarios relacionados con los
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mecanismos de defensa (Hernandez-Lauzardo et al.,2007). EI metabolismo
secundario de las plantas es responsable de la sintesis de humerosas sustancias
bioactivas, que proporcionan proteccion contra insectos y patdogenos y limitan el
crecimiento de otras especies de plantas. Los extractos de plantas contienen una
multitud de sustancias bioactivas, que incluyen alcaloides, glucésidos
cianogénicos, glucosinolatos, lipidos, fendlicos, terpenos, poliacetilenos y
polienienos. Los cientificos han explorado la diversidad de estas moléculas y su

uso en el manejo integrado de plagas y patégenos (Isman,2000).

Sus mecanismos de accidn son variables; por ejemplo, la toxicidad de los fenoles
en microorganismos se atribuye a inhibicion enzimatica por oxidacion de
compuestos. El modo de accién de los terpenos y aceites esenciales no ha sido
dilucidado por completo, pero se postula que pueden causar rompimiento de la
membrana a través de los compuestos lipofilicos. De los alcaloides se ha
postulado que se intercalan con el DNA, y de las lectinas y polipéptidos se conoce
gue pueden formar canales i6nicos en la membrana microbiana o causar la
inhibicion competitiva por adhesion de proteinas microbianas a los polisacaridos

receptores del hospedero (Zaker,2016).

Se ha demostrado que los extractos de planta, ejercen actividad biolégica contra
patégenos fangicos de plantas in vitro y en vivo y pueden ser utilizado como
productos bio-fungicidas. (Romanazzi et al.,2012). En general, se supone que
estos productos son mas aceptables y menos peligrosos para los ecosistemas y
podrian utilizarse como remedios alternativos para el tratamiento de enfermedades
de las plantas (Chuang et al.,2007). Los productos vegetales naturales tienen un
modo de accion especifico, por lo tanto, son selectivos para un microorganismo en
particular, en su mayoria no toxicos para microorganismos antagoénicos. Asi
mismo, dichos productos, muestran una persistencia limitada en campo y tienen
una vida atil mas corta y sin amenazas residuales (Zaker,2016). Los productos
vegetales mas comunmente utilizados para el manejo de las enfermedades de las

plantas son aceites esenciales y extractos. Los extractos de plantas, se obtienen
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de productos de plantas secas por filtracion y evaporacion usando varios solventes
(Wang et al.,2004). Los principales compuestos que han sido investigado hasta la
fecha incluyen fenoles, flavonoides, quinonas, terpenenos, taninos, alcaloides,
lectinas, polipéptidos, saponinas y esteroles (Halama y Van Haluwin,2004). Estos
productos pueden tener la actividad fungicida, es decir, que tienen la capacidad de
suspender el crecimiento y el desarrollo de los hongos, o la germinacion de sus
esporas; o fungistatica que no matan necesariamente a los hongos, pero si los

paralizan y los detienen (Scheuerell y Mahaffee,2002).

3.4 Metabolitos secundarios

Las plantas vasculares contienen una enorme variedad de compuestos quimicos,
distintos de los intermedios y productos del metabolismo primario, que varian
segun la familia, estos se denominan metabolitos secundarios, y contribuyen en
gran medida a los olores, sabores y colores especificos de las plantas (Bennett y
Wallsgrove,1994). No todos los metabolitos secundarios se encuentran en todos
los grupos de plantas. Se sintetizan en pequefias cantidades y no de forma
generalizada, estando a menudo su produccién restringida a un determinado
género de plantas, a una familia, o incluso a algunas especies (Jiménez et
al.,2003).

Los metabolitos secundarios funcionan prominentemente para proteger las plantas
contra depredadores y microbios (Schafer y Wink,2009). Existen tres tipos
principales de metabolitos secundarios de acuerdo a su biosintesis: Fendlicos,
terpenos y compuestos que contienen nitrégeno/azufre (Figura 6). Los terpenos
tienen isoterpenoides 5-C como su unidad basica que son toxinas y disuade a los
herbivoros. La via del acido shikimico proporciona los productos que forman
fendlicos que imparten capacidad defensiva a las plantas. Los compuestos que
contienen nitrogeno y azufre se sintetizan principalmente a partir de aminoacidos
(Stadler et al.,1992).
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La formacién de metabolitos secundarios es el resultado de millones de afios de

interaccion de la planta con los patdogenos y se considera que se sabe que mas de

100,000 metabolitos estan involucrados en el sistema de defensa de la planta

(tabla 3), por lo que la situacién aun no esta clara (Wink,2008).
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Tabla 3. Niomeros aproximados de metabolitos secundarios conocidos de plantas

superiores
Tipo de metabolito secundario NUumeros estimados *
Metabolitos secgndarios gue contienen
nitrégeno

Alcaloides 21,000
Aminoacidos no proteicos 700
Aminas 100
Glucdsidos cianogénicos 60
Glucosinolatos 100
Alguilamidas 150
Lectinas, péptidos, polipéptidos 2,000
Metabolitos secundarios sin nitrogeno

Monoterpenos (C10)** 2,500
Sesquiterpenos (C15) ** 5,000
Diterpenos (C20) ** 2,500
Triterpenos, esteroides, saponinas (C30,

C27) ** 5,000
Tetraterpenos (C40) ** 500
Flavonoides, taninos 5,000
Ilizgggﬁ(r)(;panmdes, lignina, cumarinas, 2.000
Poliacetilenos, acidos grasos, ceras 1,500
Policétidos 750
Carbohidratos, acidos simples 400

* Namero aproximado de estructuras conocidas; ** el nUmero total de todos los terpenoides supera
los 22,000 en la actualidad. Fuente: (Wink,2008).
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3.5 Argemone mexicana L.

En México existen diversidad de plantas arvenses y dentro de ellas se encuentra
Argemone mexicana L. (Espinosa Garcia,1996). Es una hierba anual con un
liquido amarillo brillante en el tallo y pedunculo. Presenta hojas de color verde
azuloso con lineas azul-brillante, el borde dentado, terminando cada diente en una
espina. Las flores son amarillentas, los frutos son capsulares, oblongos
ampliamente elipticos de 24 a 45 mm de largos por 12 a 20 mm de ancho, por la
parte superior se abren y al madurar, se escapan las semillas, las cuales son muy
pequefias, negruzcas y rugosas (Figura 6). Originaria de México, presente en
climas semicalido, semiseco y templado desde el nivel del mar hasta los 2750
msnm. Crece en terrenos de cultivo abandonados, en zonas agricolas o a orillas
de caminos. Esta planta se caracteriza por la presencia de alcaloides iso-
qguinolinicos detectados en todos sus érganos. La protopina y la berberina se
encuentran en mayor cantidad en las ramas, y la sanguinarina en la raiz y en las
semillas. Alcaloides menores incluyen la cheilantiofolina, cheileritrina, coptisima,
criptopina, esculerina y estilopina. En las flores, flavonoides 3-metoxi-quercetin,
isoramnetin y el mono y diglucoésido. En la semilla, el argemexitin, eriodictiol y
luteolin; un aceite fijo en el que se encuentran los acidos grasos argemonico y
mexicanico, y mexicanol (UNAM,2009). Dichos compuestos presentan diversas
actividades biologicas (Tabla 2).

3.5.1 Usos etnobotanicos

El chicalote es una planta recomendada para curar problemas de los ojos, como
dolor, escozor, manchas e inflamacion; aunque principalmente se usa en las
cataratas, aplicando directamente el latex fresco o fomentos del cocimiento de la
corteza por 5 0 6 dias. Para aliviar la sordera, se muelen las bolitas (frutos), se
colocan en un trapo o algoddn, y se ponen en la oreja. En Michoacan se usa para
la tsandukus, en purépecha se llama asi a la enfermedad de los 0jos, se manifiesta
por una excesiva secrecion (lagafias), originada por un cambio brusco de

temperatura. También se reporta util en el tratamiento de la bilis, dolor de muelas,
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http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=laga%C3%B1as
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=bilis
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=dolor%20de%20muela

cOlicos de los nifios (colico del recién nacido), expulsion de
placenta, flujo, heridas y llagas, dolor de rifion, diabetes, alferecia, infecciones en
la piel, granos, manchas, salpullido, inflamacién, paludismo, convulsiones,

espasmos, infecciones y hemorragias, como purgante y cicatrizante (UNAM,2009).

Figura 7. Argemone mexicana L. (Fuente: UNAM,2009)

3.6 Obtencidn de extractos de plantas

Las plantas representan una fuente valiosa de compuestos quimicos que se usan
tradicionalmente como fuente principal de componentes o ideas en el desarrollo
de nuevos productos (Bubalo et al.,2018). Los compuestos en las plantas son
producidos como metabolitos secundarios, generado a través de diversas vias
bioldgicas y juegan un papel importante en la proteccion de las plantas de bidticos
0 estrés abidtico (Dixon,2001). Considerando las grandes variaciones entre los
compuestos quimicos y una gran cantidad de especies de plantas, es necesario

construir un enfoque estandar e integrado para extraer dichos compuestos, La
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http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=dolor%20de%20ri%C3%B1%C3%B3n
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=diabetes
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=alferec%C3%ADa
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=granos
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=salpullido

mayoria de estas técnicas se basan en el poder de extraccion de diferentes

solventes en uso y la aplicacion de calor y / o mezcla (Smith,2003).

La maceracion se convirti6 en una forma popular y econdmica de obtener
compuestos quimicos, generalmente consta de varios pasos. En primer lugar, la
molienda de materiales vegetales en particulas pequefias se usa para aumentar
el &rea de superficie para una mezcla adecuada con solvente. En segundo lugar,
en el proceso de maceracion, se agrega un solvente apropiado en un recipiente
cerrado. En tercer lugar, el liquido se filtra para recuperar una gran cantidad de

soluciones ocluidas (Azmir et al.,2013).

La eficiencia de extraccion de cualquier método convencional depende
principalmente de la eleccion de los solventes. La polaridad del compuesto objetivo
es el factor més importante para la eleccion del disolvente. La afinidad molecular
entre el solvente y el soluto, la transferencia de masa, la seguridad ambiental, la
toxicidad humana y la viabilidad financiera también deben considerarse en la
seleccion del solvente para la extraccidbn de compuestos bioactivos. Algunos
ejemplos de compuestos bioactivos extraidos usando diferentes solventes se dan
en la tabla 4 (Cowan,1999) donde se presentan los diversos metabolitos, asi como
el solvente con el que se extraen los mismos, algunos compuestos se pueden

obtener con distintos solventes.

Tabla 4. Compuestos bhioactivos extraidos por diferentes solventes

Agua Etanol Metanol Cloroformo Cloruro de metileno Eter Acetona
Antocianinas Taninos Antocianinas  Terpenoides Terpenoides Alcaloides Flavonoides
Taninos Polifenoles Terpenoides Flavonoides Terpenoides
Saponinas Flavonoides Saponinas
Terpenoides Terpenoides Taninos
Alcaloides Flavonoides
Polifenoles
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3.7 Analisis de efectividad biologica: Uso de Probit

El andlisis Probit se ha utilizado ampliamente durante muchos afios para analizar
datos de bioensayos. El término bioensayo, en su sentido mas amplio, debe
entenderse que significa la medicion de la potencia de cualquier estimulo, fisico,
guimico o biolégico a un determinado organismo o poblacion (Finney,1952). La
toxicidad de los fungicidas o de cualquier toxico a un organismo, se expresa
usualmente en términos de DLso (dosis letal media); este valor representa la
cantidad de toxico por unidad de peso que mata 50% de los animales empleados
en la prueba. La DLso comUnmente se expresa en mg/Kg y ocasionalmente en mg

por animal (Ortufio Torres,2012).

En los casos en que no se sabe la cantidad de tdéxico que entra en contacto con el
organismo, pero si se sabe cual es la cantidad de téxico que rodea a este, se usa
el término CLso (concentracion letal media), concentracion del compuesto toxico
que provoca la muerte del 50% de los animales expuestos, en un periodo
especifico (generalmente 24 h). Los datos obtenidos de un bioensayo no pueden
ser analizados con la estadistica tradicional que se usa en los ensayos de campo,
sino que debe utilizar lo que se llama estadistica cuantal, la cual se caracteriza por
la respuesta a un estimulo de n unidades experimentales, donde r unidades
responden y n-r no lo hacen. Para expresar la susceptibilidad de cualquier
poblacién u organismo a cualquier toxico, se grafica la probabilidad de que las
unidades Probit del porcentaje de mortalidad, contra una escala logaritmica de la

dosis (Lagunes-Tejeda y Vazquez -Navarro,1994).

Para el andlisis de la linea dosis-Probit, es necesario que exista una distribucién
normal de la respuesta toxica. El analisis Probit, es un tipo particular de regresion
lineal que tiene como objetivo conocer la relacion que existe entre una variable
independiente (la concentracion de un toxico) y una variable dependiente (la
respuesta=mortalidad) para una especie y una exposicion determinada. Para ello
la respuesta acumulada de los organismos (mortalidad acumulada) se transforma

a unidades Probit (eje Y) y la concentracion del toxico se transforma
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logaritmicamente (eje X). El resultado es una recta en la cual podemos interpolar
el 50% 6 95% de la respuesta y conocer que concentracion de toxico causa esa

respuesta (CLso 0 CLgs) (Huaman-Campos,2015).

3.8 Identificacion de compuestos mediante cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas

Histéricamente, la medicidn e identificacion de los metabolitos se logré mediante
ensayos espectrofotométricos, capaces de detectar metabolitos individuales o
mediante simple separacion cromatografica de mezclas de baja complejidad. Sin
embargo, durante la Gltima década, se han establecido varios métodos que ofrecen
alta precision y sensibilidad para el andlisis de mezclas altamente complejas de
compuestos. Estos métodos incluyen cromatografia de gases-espectrometria de
masas (GC-MS) (Lisec et al.,2006).

GC-MS facilita la identificacién y cuantificacion robusta de unos pocos cientos de
metabolitos en un solo extracto vegetal, lo que resulta en una cobertura bastante
completa de las vias centrales del metabolismo primario (Roessner et al.,2001).
Las principales ventajas de esta tecnologia son que se ha utilizado durante mucho
tiempo para la elaboracion de perfiles de metabolitos y, por lo tanto, existen
protocolos estables para la configuracion y el mantenimiento de la maquina, y la
evaluacion e interpretacion del cromatograma (Fiehn et al.,2000). Aunque ningan
sistema analitico Unico puede cubrir todo el metaboloma, la GC-MS tiene una
cobertura relativamente amplia de clases de compuestos, incluidos los organicos
y aminoacidos, azUcares, alcoholes de azucar, intermedios fosforilados vy
compuestos lipofilicos (Halket y Zaikin,2003).

Un instrumento de GC-MS generalmente esta equipado con una fuente de iones
de ionizacion electrénica (El) y, por lo tanto, proporciona informacion sobre el
tiempo de retencién y el espectro de masas para cada compuesto. La identificacion
de los compuestos generalmente se logra haciendo coincidir un espectro de masas

con los espectros de masas registrados en una biblioteca de referencia (Stein y
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Scott,1994). Los indices de retencion (es decir, tiempos de retencion
normalizados) también se pueden incorporar en la identificacion para reducir la

tasa de identificaciones falsas (Koo et al.,2016).

4. Justificacion

En la actualidad el desarrollo cientifico y tecnolégico contribuye de manera
importante para alimentar la poblacion de rapido crecimiento en el mundo, una
proporcion significativa de los cultivos alimenticios todavia se pierde por plagas y
enfermedades. Las enfermedades de las plantas son una grave amenaza para la
seguridad alimentaria mundial, ocasionando pérdidas del 10-16% de la cosecha
total de cultivos anualmente (Strange y Scott,2005; Oerke,2006). Las
enfermedades de los cultivos deben controlarse adecuadamente para mantener
un nivel de rendimiento aceptable. Debido a su accion rapida y efectiva, los
fungicidas han sido ampliamente utilizados por los agricultores para controlar las
enfermedades fangicas de las plantas. Sin embargo, las estrategias de manejo
basadas en fungicidas no siempre han conducido a resultados favorables en el
control de patdgenos ya que estas acciones han desarrollado resistencia en los
fitopatdogenos (De Rodriguez et al.,2011). Ademas de las notorias consecuencias
para la salud, el mal uso de pesticidas quimicos causa varios problemas
ambientales tales como la contaminacion de las aguas superficiales y
subterraneas, impactos perjudiciales en la microbiota del suelo, asi como la salud

general de los ecosistemas terrestres y acuosos (Tilman et al.,2002).

Los pesticidas botanicos son extractos o compuestos vegetales utilizados para
prevenir, destruir o controlar diferentes tipos de plagas y enfermedades. Las
ventajas de los biofungicidas son que son menos téxicos, propensos a la rapida
biodegradacion, estan mas dirigidos a una plaga especifica, exhiben un modo de
accién especifico y se manejan en lugar de erradicar, manteniendo asi el equilibrio
ecoldgico de esta forma podrian representar una alternativa prometedora para el
desarrollo de nuevos agentes de control bioldgico, tanto eficientes como que
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cumplen los requisitos de seguridad para la seguridad alimentaria y la salud
humana (Marutescu et al.,2017). Por lo que se considera relevante evaluar e
identificar a través de este estudio, metabolitos secundarios que estén presentes
en extractos vegetales derivados de Argemone mexicana L. finalmente proponer
compuestos como una alternativa para la elaboracién de un biofunguicida que no
solo contrarreste los dafios producidos por enfermedades fungicas, sino también

los dafios y problematica ocasionados por el uso descontrolado de los plaguicidas.

5. Hipotesis

Los extractos de la planta Argemone mexicana L. (chicalote) presentan actividad
antifangica en Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum, Monilinia

fructicola y Sclerotinia sclerotiorum.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Probar la actividad antifingica de los extractos de Argemone mexicana L. y

determinar los compuestos quimicos presentes en los extractos.

6.2 Objetivos especificos

1.- Obtener extractos de la planta chicalote con solventes de diferente polaridad

2.- Evaluar la actividad antifungica de los diferentes extractos de la planta en
distintas concentraciones

3.- Establecer la concentracion letal media (CLso) de los extractos de chicalote
4.- Determinar los compuestos presentes en chicalote

5.- Relacionar los compuestos presentes con la actividad antifangica
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7. Material y Métodos

7.1 Material vegetal

Las plantas se recolectaron aleatoriamente en enero del 2019 (periodo seco) en la
region de Cuautepec de Hinojosa, Hidalgo, México, la cual se ubica a 20° 09'00
"N, 98'00" O, a una altitud entre 2200 y 2900 msnm. Su clima es Templado frio,
con un suelo tipo semideseértico rico en materia organica y nutrientes, asi como
vegetacion abundante en recursos haturales (no se requerian permisos
especificos para los estudios de campo descritos o para la recoleccién de material
vegetal). La identificacion de especies se realizo en el laboratorio de botanica del
Instituto de Ciencias Biologicas de la Universidad Autonoma del Estado de
Hidalgo. Un espécimen muestra que representa el material vegetal se depositd en
el herbario del Instituto de Ciencias Biolégicas de la Universidad Autonoma del
Estado de Hidalgo, y se le asigno el cédigo de identificacién 06. La planta se seco
a la sombra a temperatura ambiente durante 15 dias, se trituré y se homogenizé
en un molino de cuchillas (GM 200 De Grindomix, Glen Mills Inc, Clifton, Nueva
Jersey, EE.UU.).

7.2 Extraccion de compuestos fitoquimicos.

Los extractos de las plantas se obtuvieron por maceracion con: hexano, acetato
de etilo, metanol y agua para poder obtener un perfil quimico mas completo, a
pesar de que la literatura indica que los compuestos con actividad biolégica de
chicalote son de naturaleza polar. Cada solvente (750 mL) se mezcl6 con 50 g de
muestra de planta. La maceracién se mantuvo durante 15 dias, para después filtrar
los extractos dos veces a través de papel de filtro Whatman no. 1. Los solventes
en los extractos se eliminaron al vacio, utilizando un evaporador rotativo (BUCHI
modelo R-215, Equipar, Diclab ™, México) alrededor de 6 horas por extracto y
considerando la temperatura de ebullicion y presion de cada solvente, como lo
indica el equipo. Los extractos se almacenaron en un desecador a 26 ° Cy 0% de

humedad relativa (HR) hasta su uso en los bioensayos.
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7.3 Aislamiento de hongos

F. oxysporum fue aislado de un fruto de jitomate (Solanum lycopersicum) colectado
en Culiacan, Sinaloa, México que mostr0 sintomas caracteristicos de la
enfermedad: marchitamiento progresivo, defoliacion y la muerte subsecuente de
la planta (Avila et al.,2019). C. gloeosporioides fue aislado de una muestra de
pitahaya (Hylocereus undatus) proveniente del Municipio de Cuautla, Morelos,
México. Los tallos presentaban acérvulos abundantes en la superficie. S.
sclerotiorum fue aislado de una muestra de ajo (Allium sativum) proveniente de
Irapuato, Guanajuato, México. Los bulbos presentaban podredumbre blanda
recubierta de un micelio blanco algodonoso. M. fructicola fue aislado de un fruto
de durazno (Prunus pérsica) proveniente de Texcoco, Estado de México, México.
La muestra presentaba podredumbre firme de color marrén en todo el fruto. El
aislamiento se realizé haciendo pequefios cortes en el area avanzada de la
enfermedad presente en la muestra. Las porciones de los hongos obtenidos fueron
desinfectadas en una solucién de hipoclorito al 3% (v / v) durante 3 min,
posteriormente fueron enjuagados tres veces con agua esterilizada, secado en
papel estéril y colocado en placas de Petri de 9 cm de diametro con medio de agar
papa-dextrosa (PDA) (De Rodriguez et al.,2017). Los cultivos fangicos se
incubaron a 28 + 2 ° C. Las preparaciones microscopicas se realizaron con azul
de lactofenol, y los hongos se identificaron por las caracteristicas morfolégicas con
la ayuda de un microscopio (Olympus CX31, Olympus, Richmond Hill, Ontario, CA)
(Hernandez-Lauzardo et al.,2016).

7.4 Evaluacion in vitro de extractos contra hongos fitopatogenos

El efecto antifingico de los extractos de hojas de Argemone mexicana L. sobre el
crecimiento de hongos se realiz6 utilizando el método de diluciébn de agar con
algunas modificaciones (Vasquez Covarrubias et al.,2013). Los extractos se
incorporaron al medio de cultivo (PDA) después del proceso de esterilizacion del
medio en una autoclave vertical (Evar, EV-30, EQUIMLAB, México) durante 15
minutos a 121 ° C y hasta que el medio alcanzé una temperatura inferior a 50 ° C.

Las concentraciones de extractos utilizados fueron: 500, 1000, 2000, 4000 y 8000
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ppm. Para llevar a cabo el método de dilucion de agar, cada uno de los extractos
se resuspendio con el solvente respectivo (2 mL) y se afiadié Tween 20 al 0.1% (v
/ v) para facilitar la homogeneizacién de los extractos en el medio. Se incluyeron
tres controles: control uno (solo PDA), control dos (PDA + solvente) y control tres
(PDA + Tween 20). La mezcla se vertié en placas de Petri hasta la solidificacion.
Posteriormente, las placas de Petri se inocularon colocando en el centro de la
placa, un explante de 5 mm de didmetro de cada hongo con 7 dias de resiembra.
Todas las concentraciones se llevaron a cabo por triplicado. Las placas de Petri se
incubaron a 28 £ 2 ° C. La eficacia de los tratamientos se evalué midiendo la
inhibicion del crecimiento micelial (en mm). El diametro del crecimiento micelial
(mm) se midi6é tomando lecturas utilizando un Vernier digital (CALDI-6MP, Truper,
México ™). Las mediciones se tomaron cada 24 h durante 168 h. El porcentaje de
inhibicion del crecimiento del micelio se determiné utilizando el control como

referencia, y se calculé segun lo reportado por (Herndndez-Soto et al.,2018):

%growth = [phlpb] x 100% Q)

% CI =100 — % growth  (2)

Dénde: ¢h representa el diametro (mm) del crecimiento de hongos, @b es el
didmetro del crecimiento del control negativo de microorganismos en cada

evaluacién y % CI es el porcentaje de inhibicion del crecimiento.

7.5 Andlisis de la composicion quimica de los extractos de A. mexicana
por cromatografia de gases — espectrometria de masas (GC-MS)

El analisis se llevo a cabo en el Centro Regional de Biotecnologia del Instituto
Tecnologico y de Estudios Superiores de Monterrey Campus Querétaro,
empleando el equipo Agilent Technologies 7890A GC system conectado a un 5975
C MSD en modo de exploracion Split less. La separacion de los metabolitos de los

extractos se realizo utilizando una columna DB17HT (30 m x 0.25 mm 1D x 0.15

29| Pagina



M) y un sistema de ionizacién con energia de 70 eV. Se usoO helio como gas
portador, con un flujo constante a 3 mL / min y se usé un volumen de inyeccion de
1 uL, la temperatura de inyeccion fue de 270 ° C. El programa de calentamiento
del horno fue isotérmico, durante 1 minuto a 60 ° C, seguido de un calentamiento
de 30 ° C/min hasta 80 ° C/min posteriormente 10 ° C/min hasta 110 ° C/min y
finalmente 6 ° C/min hasta 270 ° C sostenido por 40 min. Para la interpretacion de
los espectros de masas de los compuestos se realizé utilizando la biblioteca NIST
(Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia), considerando un factor de
coincidencia mayor de 700 y una probabilidad igual o superior al 50% para reportar
resultados confiables (Raja Rajeswari et al.,201). Las soluciones se prepararon
tomando 1 g de cada extracto y haciéndolo soluble en 20 mL de sus respectivos
solventes. Las soluciones se filtraron a través de papel de filtro Whatman no. 1
para eliminar cualquier particula sélida. Las soluciones utilizadas fueron limpias y
transparentes. Todos los productos quimicos utilizados fueron de grado analitico

altamente puro (Ullah et al.,2018).

7.6 Analisis estadistico

El experimento se establecié en un disefio completamente al azar con arreglo
factorial. Para cada hongo, se evaluaron 20 tratamientos (cuatro solventes x cinco
concentraciones). Tres réplicas para cada tratamiento. Los ensayos se repitieron
tres veces a lo largo del tiempo. Los valores informados son el promedio de las
mediciones. Se utilizé6 un analisis de varianza (ANOVA) con medidas repetidas
(MR) para determinar la interaccion entre los factores y su efecto a través del
tiempo, asi como una prueba de comparacion de medias de Tukey (p <0.05) con
el software del sistema SAS-PC (versidén 9.1.3) para Windows. El andlisis Probit
se realizo para calcular la CLso de los extractos y se realizo con el programa SAS

(version 9.1).

30|Pagina



8. Resultados y discusiones

8.1 Evaluacion in vitro de extractos contra hongos fitopatdgenos

En el analisis de varianza (ANOVA) con medidas repetidas (MR), los valores del
p-Valor permitieron determinar la existencia de las tendencias de cambio a través
del tiempo de la variable estudiada. Se encontré que a un nivel de significancia
(p<0.05; Tabla 5) existe una tendencia de cambio lineal para los factores
estudiados, asi como interaccion del extracto con las concentraciones a través de
las 168 horas. Los controles con solvente y surfactante (Tween 20) presentaron
un porcentaje de inhibicion entre 1 y 3%, incluso en algunos casos no mostraron
inhibicion en el crecimiento de hongos, por esta razén se sumaron los porcentajes
de ambos tratamientos y posteriormente se restaron a partir de los valores de las
diferentes concentraciones (Tabla 6-13).

Tabla 5.Analisis de varianza (ANOVA) con medidas repetidas (MR)

Factores F (p-Valor <0.05)
Horas 11013988.147 .000
Horas* extracto 1625717.742 .000
Horas* ppm 540735.448 .000
Horas * extracto * ppm 69708.777 .000

Valor p <0.05: para cualquier fuente de variacién indica que hay una tendencia a cambiar con el tiempo.

8.1.2 Efecto de A. mexicana sobre M. fructicola

Los resultados mostraron que A. mexicana L presenta actividad antifungica
significativa en M. fructicola (Tabla 6). La mayor actividad biologica en el extracto
de hexano se produjo a 4000 y 8000 ppm. A estas concentraciones, el extracto de
hexano inhibid mas del 75% del crecimiento radial en las primeras 24 horas. La

inhibicibn permanecié por encima del 70% a lo largo del tiempo con estas
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concentraciones. En otra investigacion (Di Liberto et al.,2019), informaron que los
extractos de hexano y acetato de etilo de la planta medicinal argentina Solidago
chilensis resulto ser eficiente para el control de M. fructicola con un efecto
fungistatico entre 62.5 y 250 ppm; y un efecto fungicida entre 500 y 1000 ppm. La
reduccion en el crecimiento del micelio de M. fructicola con el extracto hexanico
podria ser atribuida a terpenos y flavonoides identificados en esta investigacion
como: Hidrazina, (1-metiletil) -; 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol; 7,9-di-terc-
butil-1-oxaspiro (4,5) deca-6,9-dieno-2,8-diona; Fenol, 2,2'-metilenbis [6- (1,1-
dimetiletil) -4-etil-. Se especula que el mecanismo de accién de los terpenos
implica la interrupcion de la membrana y también la destrucciéon de las

mitocondrias fangicas (Walker y White.,2011).

Los extractos de acetato de etilo (Figura 8.) y metanol presentaron una inhibicién
por encima del 90% del crecimiento a partir de 2000 ppm en las primeras 24 horas.
En cambio, el extracto acuoso mostro una baja inhibicién del crecimiento en M.
fructicola (Figura 8.), incluso a 8000 ppm la inhibicion fue de 46.25+0.03 %.
Ademas, en otro experimento (Boiteux et al.,2018) se estudio la efectividad del
extracto acuoso de Larrea divaricata contra M. fructicola demostrando que a una
concentracion de 750 ppm se inhibid el 67% del crecimiento micelial. Las
diferencias encontradas con el estudio mencionado anteriormente, podrian
atribuirse a la diferencia en las especies utilizadas, asi como a la variacion de la
region de muestreo, la edad de la planta, el estado de crecimiento, la variacion
estacional y las condiciones ambientales en las que proliferaron las plantas (Silva
et al.,2012). Los resultados del andlisis Probit de los extractos (Tabla 7) reflejaron
la actividad fungicida en los valores obtenidos a concentraciones letales para
inhibir el 50% de los patogenos (CLso) al final de la prueba (168 h). La CLso del
extracto de acetato de etilo fue de 350.46 ppm en un intervalo de 293.20 ppm a
409.83 ppm. Mientras tanto, la CLso para el extracto de metanol fue 261.15 ppm.
Por lo tanto, estos extractos representan una alternativa viable en el control

ecoldgico de M. fructicola.
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Tabla 6. Porcentajes de inhibicién del crecimiento de M. fructicola con diferentes extractos
de A. mexicana L. a varias concentraciones

m
Extracto PP

% de Inhibicién

500

1000

Hexano 2000

4000

8000

24 h

48 h

72 h

96 h

120 h

144 h

168 h

24.19+0.03"

34.44+0.019

37.67+0.03¢

75.44+0.03%

81.72+0.02°

22.23+0.609"

24.98+0.05¢

25.78+0.01°

75.27+0.03%

21.08+0.35'

24.78+0.02¢

25.70+0.04%

73.40+0.01¢

76.60+0.24° 75.99+0.04

15.52+0.10'

22.63+0.10¢

23.20+0.01*

70.93+0.03¢

74.20£0.01°

15.39+0.86%

22.51+0.15

23.08+0.111

70.44+0.03°

71.28+0.01°

14.45+0.03"™

16.87+0.06'

21.99+0.51¢

70.21+0.02¢

71.25+0.04¢

12.14+0.62'

14.66+0.02'

21.85+0.65!

70.17+0.04°

70.44+0.03°

500

1000

Acetato de 2000
etilo

4000

8000

73.08+0.01'
74.57+0.01¢
91.49+0.01°
94.22+0.01*

97.44+0.01*

58.83+0.03%"
62.83+0.53°
70.02+0.00°
78.64+0.01%

83.26+0.00?

54.58+0.01
55.13+0.02'
64.06+0.02°
77.20+0.01°

82.40+0.012

48.10+0.04
54.00+0.019
59.48+0.02f
76.27+0.04°

77.25+0.012

39.22+0.01"
52.33+0.03'
54.36+0.05'
71.65+0.02°

73.48+0.042

37.90+0.03"
50.23+0.05°
51.24+0.05°
71.51+0.04°

72.22+0.042

33.21+0.01%
39.86+0.01
46.64+0.01'
70.11+0.04°

70.58+0.292

500

1000

Monilinia fructicola

2000
Metanol

4000

8000

73.19+0.02%
73.39+0.01%
91.10+0.02°
94.13+0.01%

95.11+0.00%

54.15+0.01
60.11+0.02°
65.18+0.01¢
70.62+0.04¢

81.73+0.03°

48.18+0.02'

54.91+0.57"

64.16+0.03¢9

69.55+0.01°

77.24+0.00°

45.11+0.02'

54.75+0.04"

59.45+0.029

65.45+0.03°

73.99+0.01°

38.30+0.03¢

52.91+0.05'

55.02+0.09°

60.75+0.47¢

70.22+0.07°

37.55+0.08"
50.38+0.04'
50.48+0.04'
55.51+0.01°

64.43+0.02¢

32.36+0.03"
39.10+0.129
45.28+0.12f
51.28+0.05°

57.35+0.00¢

500
1000
Agua 2000
4000

8000

21.05+0.02f

21.31+0.05f

25.60+0.01f

37.67+0.01°

46.25+0.03°

20.85+0.03"

20.94+0.12"

21.57+0.02"

27.08+0.01¢

29.34+0.03¢

17.89+0.12°

18.30+0.06°

21.31+0.02"

26.59+0.04™

28.45+0.26™

9.84+0.04°

13.46+0.01°

20.76+0.33"

25.13+0.017

26.62+0.07™

9.70£0.04°

12.66+0.03"

18.16+0.03'

18.58+0.01'

18.77+0.02'

8.21+0.019

12.38+0.04°

16.44+0.04°

17.64+0.02"

18.57+0.10"

4.88+0.10°

6.95+0.35"

7.53+0.35"

10.05+0.35™

16.26+0.23"

Los resultados se presentan con una desviacion estandar de tres repeticiones. Los valores con la misma letra dentro de

cada columna son estaticamente iguales (Tukey p <0.05).
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Tabla 7. CLso de extractos de A. mexicana L. para inhibir el crecimiento micelial de M.
fructicola durante 168 h de incubacion.

95% Limites Fiduciales

Hongo fitopatégeno Extracto
CLso (ppm) Inferior Superior X2
Hexanico 1421 1316 1526 898.69
Acetato de etilo 350.46 293.20 409.83 340.09
Monilinia fructicola .
Metanolico 261.15 211.10 314.37 298.32
Acuoso 44622 28071 78689 135.47

X2: chi-cuadrado, significativo a nivel p <0.05.

Figura 8.Actividad antifungica de A. mexicana L. extracto de acetato de etilo y extracto
acuoso sobre M. fructicola. (a) Control de acetato de etilo uno, (b) tratamiento de acetato
de etilo 8000 ppm, (c) tratamiento de acetato de etilo 4000 ppm, (d) control de extracto
acuoso, (e) tratamiento extracto acuoso 8000 ppm, y (f) extracto acuoso 4000 ppm
tratamiento, después de 168 horas.
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8.1.3 Efecto de A. mexicana sobre C. gloeosporioides

Los resultados mostraron que el efecto de la actividad antifingica de A. mexicana
L. fue altamente significativa en C. gloeosporioides (Tabla 8). El extracto de
hexano con los tratamientos de 4000 y 8000 ppm inhibi6 mas del 50% del
crecimiento de C. gloeosporioides. En una investigacion similar (De Rodriguez et
al.,2011) emplearon extracto hexanico de Lippia graveolens contra C.
gloeosporioides y reportan una actividad fungicida a partir de 2000 ppm. (Feng et
al.,2019) evaluaron camptotecina y sus derivados provenientes de una planta
medicinal china Camptotheca acuminata donde reportan un control de eficacia
superior al 50 % en C. gloeosporioides, resultados similares a o reportado en esta

investigacion.

Los extractos de acetato de etilo (Figura 9) y metanol mostraron una actividad
fungicida desde el tratamiento de 500 ppm. En otra investigacién (Hernandez-Soto
et al.,2018) usaron extracto metanolico de una planta de la misma familia A.
ochroleuca contra C. gloeosporioides e informaron que una concentracién de 5000
ppm el crecimiento fue inhibido en un 77%, actividad biol6gica menor a lo reportado
en esta investigacion. Se ha demostrado que los solventes polares y de polaridad
intermedia como el acetato de etilo y el metanol extraen compuestos fendlicos
como flavonoides, taninos, saponinas, esteroles insaturados y/o triterpenos (Mesa-
Vanegas et al.,2015). Que son parte del sistema de proteccion de plantas contra

todo tipo de plagas y enfermedades (Patzke y Schieber.,2018).

El extracto acuoso mostrdé una actividad fungistatica con todos los tratamientos
(Figura 9). Dicha actividad se atribuye a compuestos identificados en este extracto
como: Ciclohexasiloxano, dodecametil- y Ciclooctasiloxano, hexadecametil-. Otros
investigadores (Bautista-Bafos et al.,2003) evaluaron extractos acuosos de hojas
de chirimoya y semillas de papaya contra este hongo, los extractos no presentaron
actividad antifungica, quizas los compuestos que atribuyen la actividad antifingica
a los extractos, no se extraen con este solvente. Los resultados del analisis Probit
para C. gloeosorioides (Tabla 9), se muestran solo para el extracto hexanico y

acuoso debido a que con en el extracto de acetato de etilo y metanol no hubo
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crecimiento que reportar, posiblemente la CLso esta por debajo del tratamiento de

500 ppm. La CLso del extracto hexanico fue de 590.02 ppm en un intervalo de

441.25 a 757.13 ppm. El extracto acuoso requiere de una CLso mas alta, por lo que

no seria una alternativa para el control de C. gloeosporioides.

Tabla 8. Porcentajes de inhibicion del crecimiento de C. gloeosporioides con diferentes
extractos de A. mexicana L. a varias concentraciones

Extracto
ppm

% de Inhibicién

500
1000
Hexano 2000
4000
8000

24 h

48 h

72h

96 h

120 h

144 h

168 h

51.70+0.01"
57.70+0.02¢
64.75+0.00¢
75.72+0.03°
80.42+0.00°

46.54+0.01"
52.21+0.02°
62.06+0.05¢
71.40%0.01°
75.330.02°

44.22+0.01"
49.53+0.03°
56.99+0.00¢
68.94+0.01°
70.80+0.02°

42.19+0.01"
46.88+0.02¢
53.74+0.02¢
58.64+0.02°
67.05+0.03°

40.27+0.01°
44.52+0.06°
48.60+0.03¢
55.06+0.01°
61.05+0.00°

37.32+0.03
38.32+0.03°
43.56+0.03¢
50.62+0.01°
55.60+0.01°

34.84+0.04'
36.25+0.01¢
41.86+0.02¢
46.54%0.03°
50.84+0.02°

500
1000

Acetato de
etilo 2000
4000

8000

100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00*

100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00*

100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00*

100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00*

100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00*

500

1000
Metanol 2000

Colletotrichum gloeosporioides

4000
8000

100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00*

100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00*

100.00+0.00% 100.00+0.00?% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00*

100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00*

100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00*

500
1000
Agua 2000
4000
8000

29.56+0.04%
31.54+0.02
38.57+0.02'
42.31+0.00"
45.16+0.029

11.27+0.03%
22.60+0.01
31.20+0.01'
33.00+0.01"
35.87+0.03¢

11.15+0.00
11.35+0.00
31.15+0.01'
32.32+0.03"
35.16+0.02¢9

9.24+0.01%

10.16+0.01
24.24+0.01'
31.97+0.03"
33.43+0.019

6.77+0.02%

7.38+0.01
23.82+0.01'
29.63+0.01"
31.13+0.019

3.90+0.01%
4.77+0.00
19.67+0.01"

24.07+0.01"
29.34+0.01¢

3.75+0.01%

4.19+0.07
16.64+0.01"
20.67+0.01"
25.48+0.029

Los resultados se presentan con una desviacion estandar de tres repeticiones. Los valores con la misma letra dentro de

cada columna son estaticamente iguales (Tukey p <0.05).

36|Pagina



Tabla 9. CLso de extractos de A. mexicana L. para inhibir el crecimiento micelial de M.
fructicola durante 168 h de incubacion.

95% Limites Fiduciales

Hongo fitopatégeno Extracto
CLso (ppm) Inferior Superior X2
Hexano 590.02 441.25 757.13 186.83
Colletotrichum
gloeosporioides
Acuoso 13622 10676 17642 216.05

X2: chi-cuadrado, significativo a nivel p <0.05.

Figura 9. Actividad antifiungica de A. mexicana L. extracto de acetato de etilo y extracto
acuoso sobre C. gloeosporioides. (a) Control de acetato de etilo uno, (b) tratamiento de
acetato de etilo 8000 ppm, (c) tratamiento de acetato de etilo 4000 ppm, (d) control de
extracto acuoso, (e) tratamiento extracto acuoso 8000 ppm, y (f) extracto acuoso 4000 ppm

tratamiento, después de 168 horas.
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8.1.4 Efecto de A. mexicana sobre F. oxysporum

Los resultados mostraron que el efecto de la actividad antifingica de A. mexicana
L. fue significativa en F. oxysporum (Tabla 10). El extracto de acetato de etilo
presento una actividad fungicida con todos los tratamientos a lo largo del tiempo,
100% de inhibicion en el crecimiento (Figura 10). Comportamiento semejante al
extracto metanolico a 8000 ppm, en este mismo extracto con los tratamientos de
1000, 2000 y 4000 ppm se inhibié por encima del 80% dentro de las primeras 24
horas. La actividad fungicida del extracto de acetato de etilo podria ser atribuida a
compuestos identificados en esta investigacion como: Acido hexadecanoico, éster
metilico; acido 9,12,15-octadecatrienoico, éster metilico, (Z, Z, Z) -; Acido 2-
propenoico, éster 2-metil, 1,2-etanodiilico; succinato de dl-a-tocoferol; 3,6-dimetil-

4H-furo [3,2-c] piran-4-ona.

Los mecanismos de accion de los compuestos identificados en el extracto de
acetato de etilo no se conocen; sin embargo, se conoce el mecanismo de los
compuestos fendlicos contra los patdgenos, estos presentan tres sitios de accion:
pared celular, membrana celular y mitocondrias (Lagrouh et al.,2017). La pared
celular fangica esta conformada por esteroles, los cuales son responsables de
mantener la funcion y la integridad celular (Rodriguez et al.,1985). Una vez que se
dafa la continuidad de la pared celular, la morfologia ya no se puede mantener, y
las células se vuelven osmoticamente fragiles. Una lesibn muy pequefa en la
pared celular puede causar inflamacién en el area de la lesion, ruptura de la
membrana celular e inhibicién del crecimiento (Wu et al.,2008). La membrana
plasmatica desempefia un papel vital en el mantenimiento de un entorno
homeostatico, el intercambio de materiales y la transferencia de energia e
informacion en la célula para mantener las células sanas y vivas (McBride et
al.,2006). Una lesién de la membrana plasmatica conlleva a la pérdida de iones,
reduccion del potencial de membrana, y al colapso de la bomba de protones (Wu
et al.,2009).

Dentro de las funciones principales de las mitocondrias se incluye: la produccion

de energia, la homeostasis del pH, la redox, la amortiguacion de calcio, la
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regulacion del nivel de segundos mensajeros, la produccién y transmision de una
potencial transmembrana y la regulacion de la apoptosis (Zorov et al.,1977). Las
mitocondrias mantienen un potencial de membrana mitocondrial a través de su
membrana interna en células sanas debido a un gradiente electroquimico
mantenido a través de la cadena de transporte de electrones (Simbula et al.,1997).
Los inhibidores del transporte de electrones mitocondriales reducen el potencial
de membrana mitocondrial a través de inhibidores de la funcion de bombeo de
protones de la cadena respiratoria, lo que conduce a la reduccién de la produccion
de ATP y la muerte celular (Tian et al.,2012).

Los extractos de hexano y agua perdieron considerablemente la actividad biolégica
después de las 72 horas (Figura 10). En otro estudio (Kordali et al.,2009)
emplearon extracto hexanico de las flores de Achillea gypsicola y de Achillea
biebersteinii a lo largo de 6 dias para probar su actividad contra F. oxysporum y
reportan una inhibicion en el crecimiento menor al 30% a lo largo del tiempo. Los
resultados del analisis Probit para F. oxysporum (Tabla 11), reflejaron una CLso del
extracto hexanico a 4530 ppm en un intervalo entre 3146 ppm y 6248 ppm, en otra
investigacion (Saha et al.,2013) reportan una CLso del extracto hexanico de las
hojas de Tagetes minuta en un intervalo entre 642 y 4915 ppm resultados
semejantes a lo reportado en esta investigacion. Para el extracto metanolico la
CLso se obtendria a 287.48 ppm con un intervalo entre 190.05 y 393.11 ppm al
presentar las concentraciones mas bajas resulta ser una alternativa ecoldgica para
el control de F. oxysporum. En el extracto acuoso la CLso seria de 31317 ppm, no
se muestran resultados para acetato de etilo debido a que F. oxysporum no

presento crecimiento en este extracto.
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Tabla 10. Porcentajes de inhibicion del crecimiento de F. oxysporum con diferentes
extractos de A. mexicana L. a varias concentraciones

Extracto ppm % Inhibicién
24 h 48h 72 h 96 h 120 h 144 h 168 h
500 31.25+0.02% 28.18+0.01™ 24.25+0.02™ 22.03+0.43' 15.35+0.03™ 10.16+0.08" 6.13+0.07'
1000 45 95+0.071  37.040.03 32.10:0.11' 25.93:0.12% 10.47+0.01' 16.49+0.03" 12.73+0.01¥
Hexano 20%° 51.40+0.01 45.96+0.03¢ 39.49+0.06% 31.30+0.03 22.32:0.03% 18.82+0.28 16.47+0.09
4000 61 7540.06" 52.30£0.02 45.3140.071 33.46:0.03) 31.33:0.02 25.00+0.03% 18.79:0.16
8000

68.57+0.069 56.74+0.01' 49.56+0.14' 37.51+0.04" 36.69+0.04' 30.20+0.05 21.08+0.089

500 100.00+0.00* 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00* 100.00+0.00% 100.00+0.00%

1000 100.00+0.00% 100.00+0.00? 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00? 100.00+0.00% 100.00+0.002
Acetato 2000 100.00+0.00? 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00? 100.00+0.00% 100.00+0.00? 100.00+0.00?
de etilo

4000 100.00+0.00* 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00* 100.00+0.00% 100.00+0.00%

8000 100.00+0.00% 100.00+0.00? 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00? 100.00+0.00%

500 75.74+0.02°Y 66.09+0.009 65.90+0.00" 49.76+0.019 41.36+0.05 39.92+0.01° 25.87+0.01°

1000 41 60+0.02° 78.8040.02% 70.78+0.009 59.05+0.12' 47.0120.02% 46.94%0.02% 37.80+0.03°

Fusarium oxysporum

2000
Metanol

4000

88.99+0.06° 82.64+0.01° 75.92+0.00% 69.33+0.01° 62.35+0.01° 57.45+0.01° 44.76x0.01°

94.35+0.01%° 88.56+0.06° 83.83+0.00° 77.11+0.06° 70.84+0.01° 65.08+0.02° 57.21+0.27°
8000 100.00+0.00% 100.000.00? 100.00+0.00% 100.00+0.002 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.0020.002

500 28.25+0.01° 22.18+0.17" 19.09+0.129 15.56+0.03%" 12.36+0.01" 8.95+0.02'  6.36+0.25

1000 34.63+0.01° 28.01+0.019 22.94+0.02" 18.02+0.10%" 14.06+0.04" 11.01+0.00" 8.89+0.25'

Agua 2000 39.06+0.04° 33.65+0.01" 27.49+0.07° 21.05+0.50% 18.54+0.359 15.48+0.009 10.78+0.03"

4000 4 88+0.02% 36.4740.01 31.26:0.019 27.1120.02% 20.34%0.099 22.01%0.01' 12.89+0.019

8000 54.57+0.01°¢ 43.14+0.01° 37.86+0.01° 35.81+0.01° 30.73+0.03° 22.44+0.07" 17.16+0.02°

Los resultados se presentan con una desviacion estandar de tres repeticiones. Los valores con la misma letra dentro de

cada columna son estaticamente iguales (Tukey p <0.05).
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Tabla 11. CLso de extractos de A. mexicana L. para inhibir el crecimiento micelial de F.
oxysporum durante 168 h de incubacion.

95% Limites Fiduciales

Hongo fitopatégeno Extracto
CLso (ppm) Inferior Superior X2
Hexano 4530 3146 6248 153.71
Metanol 287.48 190.05 393.11 78.03
Fusarium oxysporum
Acuoso 31317 21656 47844 165.58

X2: chi-cuadrado, significativo a nivel p <0.05

Figura 10. Actividad antifungica de A. mexicana L. extracto de acetato de etilo y extracto
acuoso sobre F. oxysporum. (a) Control de acetato de etilo uno, (b) tratamiento de acetato
de etilo 8000 ppm, (c) tratamiento de acetato de etilo 4000 ppm, (d) control de extracto
acuoso, (e) tratamiento extracto acuoso 8000 ppm, vy (f) extracto acuoso 4000 ppm

tratamiento, después de 168 horas.
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8.1.5 Efecto de A. mexicana sobre S. sclerotiorum

Los resultados mostraron que el efecto de la actividad antifingica de A. mexicana
L. fue significativa en este hongo (Tabla 12). El extracto de acetato de etilo inhibio
por encima del 95% del crecimiento en S. sclerotiorum con los tratamientos de
4000y 8000 ppm a las 24 horas, a lo largo del tiempo se inhibi6 alrededor del 85%,
el extracto metanolico resulto ser mas efectivo para el control de este hongo
(Figura 11), dicha actividad se atribuye a compuestos identificados en esta
investigacion como: 2-Propanamine, N-methyl-N-nitroso-;1,1,3,3-Tetramethyl-1,3-
disilaphenalane. Otros investigadores (Moslem y EI-Kholie.,2009) emplearon
extracto metanolico de las hojas de Azadirachta indica A. juss a una concentracion
del 40% contra S. sclerotiorum a lo largo de 14 dias y se reporta un 67.1 % de
inhibicion en el crecimiento micelial. (Pansera et al.,2013) emplearon extractos
hidroetanolicos y etanolicos de Salvia officinalis a una concentracion del 5%, para
ambos casos se obtuvo por porcentaje de inhibicion superior al 90% a lo largo de
14 dias.

Las plantas sintetizan diversidad de metabolitos secundarios que funcionan
prominentemente para proteger las plantas. La formacion de metabolitos
secundarios es el resultado de 77 millones de afios de interaccion de la planta con
patégenos y se sabe que 78 000 metabolitos estan involucrados en el sistema de
defensa de la planta, por lo que la situacion adn no es clara (Zaynab et al.,2018).
cientos de compuestos vegetales poseen un papel defensivo ecoldgico y quimico,
gue abrié una nueva area de investigacién conocida como biogquimica ecoldgica
(Tollrian 'y Harvell.,1999). Dentro de los principales tipos de metabolitos
secundarios se encuentran los compuestos que contienen nitrdgeno y azufre,
estos se sintetizan principalmente a partir de aminoacidos (Stadler et al.,2012).
Que de acuerdo a su afinidad con la polaridad estarian presentes en el extracto
metanolico (Turkmen et al., 2006). EI mecanismo de accion de los compuestos
nitrogenados hacia los microorganismos es complejo y aun no se ha explicado
completamente (Bagiu et al.,2012). En general, se reconoce que pueden actuar

como desacopladores, lo que interfiere con la translocacién de protones sobre una
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vesicula de membrana y posteriormente interrumpe la fosforilacion de ADP
(metabolismo de energia primaria) (Liu et al.,2009). También inhiben la sintesis de
ADN, ARN, proteinas y polisacaridos (Khlif et al.,2010).

El extracto hexanico fue eficiente en las primeras 48 horas con los tratamientos de
4000 y 8000 ppm, En otra investigacion (Matny et al.,2014) probaron el extracto
hexanico de las resinas de Boswellia a una concentracion del 5 % y reportan una
inhibicion en el crecimiento del 89% en S. sclerotiorum. El extracto acuoso
presenta una actividad fungistatica a lo largo del tiempo (Figura 11), En otra
investigacion (Lizcano-Gonzélez et al.,2007) se evalud el efecto antifungico del
extracto acuoso de tomillo (thymus vulgaris) en este mismo patégeno, donde
reporta que a una concentracion de 500 ppm se inhibi6é el 53% del crecimiento y
fue disminuyendo hasta llegar al 15%. Lo que coincide con lo reportado en este
experimento. Los resultados del analisis Probit para S. sclerotiorum (Tabla 13),
reflejaron una CLso del extracto hexanico a 1002 ppm en un intervalo entre 884.85
ppmy 1122 ppm, para el extracto de acetato de etilo la CLso se obtendria a 576.57
ppm con un intervalo entre 492.05 y 662.25 ppm, en el extracto metanolico la CLso
se obtendria a 100.28 ppm, siendo este extracto la mejor alternativa para inhibir el

crecimiento de S. sclerotiorum.
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Tabla 12.Porcentajes de inhibicion del crecimiento de S. sclerotiorum con diferentes
extractos de A. mexicana L. a varias concentraciones

Extracto ppm % de Inhibicion

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 168 h

500 48.68+0.01 43.31x0.01 32.64+0.23 23.30+0.05" 20.75+0.05° 16.65+0.33% 14.88+0.17™
1000 53.72+0.01%" 48.52+0.02" 37.51+0.03 27.87+0.04° 24.17+0.01" 20.20+0.03" 18.04+0.02!'
Hexano - 5000 61.16+0.02 56.49+0.179 46.46+0.029 36.13+0.03' 30.02+0.03 26.05:0.05" 20.35:0.05%
4000 87.60+0.00 72.53+0.02% 68.89+0.20° 64.15+0.10° 59.33+0.149 52.90+0.06" 43.28+0.44"

8000 94.46+0.01* 87.57+0.04 85.25+0.04° 81.23+0.08° 78.04+0.20¢ 73.58+0.21°¢ 63.65+0.36¢

500 58.90+0.04° 51.29+0.039 37.70+0.05" 29.31+0.06° 21.84+0.32" 13.55+0.02' 6.28+0.20
1000 78.22+0.01% 65.61+0.22" 55.84+0.04° 53.67+0.03% 49.11+0.11" 40.36+0.00° 33.06+0.23¢
(l;“((e:eetteillt: 2000 87.12+0.01" 72.92+0.03° 64.88+0.03° 61.00+0.03° 57.39+0.01° 45.29+0.06' 43.30+0.02f
4000 97.16+0.00* 95.51+0.01% 93.38+0.00* 91.40+0.02° 87.48+0.08° 86.51+0.02" 85.70+0.57%

8000 98.01+0.02° 96.68+0.01% 95.79+0.02° 91.17+0.09° 87.79+0.01° 86.63+0.06" 86.56+0.03%

500 76.80+0.04" 71.81+0.03°" 67.77+0.05" 62.78+0.10 58.60+0.04% 54.54+0.14° 50.79+0.27°

1000 81.98+0.02*¢ 78.57+0.01° 73.66+0.05% 68.19+0.00° 65.30+0.04° 58.27+0.06" 55.23+0.13°

Sclerotinia sclerotiorum

Metanol 5400 97.54+0.00* 95.96+0.03% 95.89+0.02* 91.97+0.02a 91.19+0.04> 89.18+0.02° 82.72+0.02°
4000 97.730.01% 97.05:+0.01% 96.88+0.02% 93.22+0.03% 92.59+0.04% 89.86+0.02% 86.33+0.27°

8000 98.64+0.00° 97.31+0.00° 97.12+0.03% 94.37+0.03% 92.86+0.00° 90.36+0.04 86.91+0.18%

500 26.37+0.16% 21.78+0.02% 17.58+0.06° 15.33+0.04' 12.73+0.03™ 7.31+0.16° 6.93+0.04"
1000 34.26+0.05 31.17+0.16' 23.39+0.06" 20.33+0.05% 17.52+0.02' 14.87+0.25™ 11.78+0.03™
Agua 2000 36.05+0.06' 34.18+0.021 28.66+0.02™ 23.59+0.24' 20.32+0.06k 18.29+0.03' 14.66+0.11'
4000 46.91+0.01" 40.04+0.03" 33.24+0.36' 27.27+0.31' 23.07+0.03' 20.50+0.16% 17.14+0.03*
8000 52.56+0.029 46.18+0.289 39.95+0.24% 33.59+0.19" 28.11+0.10' 23.30+0.07 19.96+0.21

Los resultados se presentan con una desviacion estandar de tres repeticiones. Los valores con la misma letra dentro de

cada columna son estaticamente iguales (Tukey p <0.05).
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Tabla 13. CLsode extractos de A. mexicana L. para inhibir el crecimiento micelial de S.
sclerotiorum durante 168 h de incubacion.

Hongo fitopatégeno Extracto 95% Limites Fiduciales
CLso (ppm) Inferior Superior X2

Hexanico 1002 884.85 1122 485.55

Acetato de etilo 576.57 492.05 662.25 293.75
Sclerotinia

. Metanolico 100.28 42.20 159.75 20.22
sclerotiorum

Acuoso 10676 7208 15600 135.35

X2: chi-cuadrado, significativo a nivel p <0.05

Figura 11. Actividad antifingica de A. mexicana L. extracto de acetato de etilo y extracto
acuoso sobre S. sclerotiorum. (a) Control de acetato de etilo uno, (b) tratamiento de
acetato de etilo 8000 ppm, (c) tratamiento de acetato de etilo 4000 ppm, (d) control de
extracto acuoso, (e) tratamiento extracto acuoso 8000 ppm, y (f) extracto acuoso 4000 ppm

tratamiento, después de 168 horas.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos microbioldgicos, el extracto
de acetato de etilo a una concentracion de 8000 ppm resulto ser mas efectivo para
inhibir el crecimiento en las cuatro cepas evaluadas en este estudio a lo largo de
168 horas (Figura 12).

10 A
& F. oxysporum
—O— C. gloeosporioides
8 - .
v M. fructicola 4
Vv S. sclerotinia
S
c 6 -
9
e v
S v
(0]
c 4 v v
(0]
© L 4 a2
£
2 A v
v
0 . v y O O O O O
24 48 72 96 120 144 168
Tiempo (h)

Figura 12. Crecimiento de los hongos fitopatdgenos con el tratamiento de acetato de etilo a

8000 ppm alo largo de 168 horas
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8.2 Composicién quimica de los extractos

Los resultados de la composicibn quimica en GC-MS de los extractos de
Argemone mexicana L. se presentan en las Tablas 14-17. La informacion
presentada es: el tiempo de retencién (TR), nombre del compuesto, formula
molecular, peso molecular (MW), probabilidad de que sea el compuesto, cuanto
mas cercano sea el valor a 1000 representa mayor certeza de que sea el
compuesto, #NIST es decir, el nimero que ocupa el compuesto dentro de la
biblioteca, #ID (la huella digital de cada compuesto), concentracion (% de area)

gue ocupa dentro de la muestra y estructura quimica.

8.2.1 Extracto hexanico de A. mexicana L.

Los resultados del analisis GC-MS del extracto hexanico de las hojas de A.
mexicana se muestran en la tabla 14. Los compuestos identificados en este
extracto fueron 14; Metilamina una amina alifatica primaria, Hidrazina, (1-metiletil)
- compuesto con actividad insecticida (Addor et al.,1989), Decano, 6-etil-2-metil-
un acido organico con usos industriales como solventes para lacas, pinturas, tintas,
acido aromatizante (Shettima et al.,2013), Silano, ciclohexildimetoximetil- que se
usa como un componente importante de sustancias poliméricas para el llenado de
las caries dentales (Sibanda et al.,2017), Acidos pentanoicos, 5-hidroxi-, 2,4-di-t-
butilfenil ésteres un &cido carboxilico con propiedades saborizantes, estimulante
inmunoldgico, reduce el estrés, antidepresivo, hipocolesterolémico (Omoregie et
al.,2018), fitol que es un isébmero de 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol un
importante terpeno insaturado de cadena ramificada con actividad antimicrobiana,
se sugiere que la inactivacion de proteinas y enzimas es uno de los mecanismos
importantes para la inactivacion de microbios bacterianos (Ogunlesi et
al.,2009;Ghaneian et al.,2015), 7,9-di-terc-butil-1-oxaspiro (4,5) deca-6,9-dieno-
2,8-diona un flavonoide con actividad antiviral contra el virus del herpes simple
tipo-1 (Anantha et al.,2017), Fenol, 2,2'-metilenbis [6- (1,1-dimetiletil) -4-etil- un
terpeno con propiedades antimicrobianas y antisépticas resultantes en una accion
germicida activa (Celis et al.,2011), 10-Nonadecanol alcohol parafinico de cadena

larga (Damjanovic et al.,2006).
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Tabla 14. Compuestos quimicos identificados en los extractos de hexano de A. mexicana L.

Formula Area Estructura
R Nombre del compuesto Mw P #NIST #ID
molecular (%) quimica
4.32 Metilamina CHsN 31 84.5 228024 845 8.96 .J! J
4.40 Hidrazina, (1-metiletil) - C3HioN2 74 73.1 39818 6424 0.88 gd
4.71 Decano, 6-etil-2-metil- CisHas 184 50.0 60672 21906 7.11 b‘})‘f‘
4,98 Silano, ciclohexildimetoximetil- CoH200,Si 188 92,5 162899 66354 0.92 Jﬁl)’O,
Benzene, 1,3-bis(1,1- . g
6.18 CisH2 190 79.5 109671 22505 1.08 , ;o
dimethylethyl)- ]
Acidos pentanoicos, 5-hidroxi-, - *
11.20 CioH3003 306 50.0 164493 140841 8.55 {
2,4-di-t-butilfenil ésteres ’
3,7,11,15-tetrametil-2- Y
14.17 CaoH400 296 50.9 114703 43206 4.67 ’
hexadecen-1-ol
7,9-di-terc-butil-1-oxaspiro (4,5)
19.11 C17H2403 276 95.5 279726 24148 1.09
deca-6,9-dieno-2,8-diona
Fenol, 2,2"-metilenbis [6- (1,1-
27.94 CasHz602 368 95.4 158883 23694 3.47

dimetiletil) -4-etil-
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29.48 10-nonadecanol C19H400 284 50.6 113685 44659 7.22 '

33.00 2-Octen-4-one, 2-methyl- CoH160 140 50.6 46585 44533 6.22 ) W

2-Benzyl-8-methyl-1H-

33.34 CioH20N2 276 60.8 327198 116827 16.40

piperidino[4,3-blindole

Isoxazolo [4,3-a] fenazina, 1- e :
33.45 C19H11N3zO 297 57.1 14192 177233 29.97

fenil-

Silano, dimetil (2-naftoxi) ‘a,wmm

39.91 C26H420,Si 414 73.6 347220 188841 3.47

tetradeciloxi-

T R: Tiempo de retencion; MW: Peso molecular; P: Probabilidad; Estructura quimica (Fuente: JSME Molecular Editor).

8.2.2 Extracto de acetato de etilo de A. mexicana L.

Los compuestos identificados en el extracto de acetato de etilo fueron 15 (Tabla
15): Acido hexadecanoico, éster metilico que funciona como un semioquimico para
una variedad de insectos (Wang et al.,2009), acido n-hexadecanoico un &cido
graso saturado de cadena larga con una cadena principal de 16 carbonos que se
encuentra en las grasas y ceras, Acido 9,12,15-octadecatrienoico, éster metilico,
(Z, Z, Z)- presenta actividad biologica contra el parasito del genero Plasmodium
que transmite la malaria (Melariri et al.,2012), Acido 2-propenoico, 2-metil-, 1,2-
etanodiil éster con actividad antifingica en hongos fitopatbgenos como
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Fusarium oxysporum (Septiyanti et
al.,2019), succinato de dl-a-tocoferol un tocoferol natural y uno de los antioxidantes
mas potentes, 3,6-dimetil-4H-furo [3,2-c] piran-4-ona con actividad insecticida (Li
et al.,2017).
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Tabla 15. Compuestos quimicos identificados en los extractos de acetato de etilo de A.

mexicana L.
Nombre del Formula Area Estructura
TR Mw P #NIST #ID
compuesto molecular (%) gquimica
6.22 2-propin-1-ol, acetato CsHeO2 98 82.7 983 1607 9.28

1671 Acdohexadecanoico, o o 5, 77 333716 38248  1.24
éster metilico

17.76  acido n-hexadecanoico Ci6H320, 256 76.5 36484 2558 7.14
Acido 9,12,15-
20.30 octadecatrienoico, éster Ci19H320, 292 54.1 27738 9669 5.59

metilico, (Z, Z, Z)-

Acido 2-propenoico, 2-

AR

3L i1 -etanodil éster | CroHHOs 198 66.4 220630 30248  19.47
35.87 3,6-diiodo acridina CisHqloN 431 68.3 193281 189313 2.82
35.89 succinato de di-a- CsHsOs 530 500 116862 189272 10.48
tocoferol
Acido 4- 5 =y
37.00  hidroxiantraquinona-2-  Cj1H2405Si> 412 56.8 103013 188137 2.40 4 AN
carboxilico, di-TMS b
trans-1,2- 3
4068 i ool CeHoN2 134 88.8 74112 28667  1.58 m
41.93 Ciclobutano, metil- CsHio 70 57.9 251 1336 2.07 ¢4
) J
J
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Bencenemethanamine, ’ 1 i
43.57 N- (1-metiletil) - CioHi1sN 149 55.3 70909 11696 2.63 m

43.65  Bencenopentanamina CuHyN 163 70.3 29494 1138  18.47 Wf@

4379 So-dimethab-furo[32- o, o 164 50.5 104087 122183 12.05 m :
c] piran-4-ona

43.91 Bismuthine, tripropyl- CoH21Bi 338 81.9 15625 165927 2.56

N- (9H-Fluoren-2-

iimetilen) -p-toluidina CxHi7N 283 54.2 261258 174340 223 7 g}-é { Q }

44.01

T R: Tiempo de retencién; MW: Peso molecular; P: Probabilidad; Estructura quimica (Fuente: JSME Molecular Editor).

8.2.3 Extracto metanolico de A. mexicana L.

Los resultados del analisis GC-MS del extracto metanolico de las hojas de A.
mexicana se muestran en la tabla 16. Acido butanoico, 4-hidroxi- un depresor del
sistema nervioso central, Butirolactona también conocido como gamma-
butirolactona se usa como agente farmacolégico, 2,5-dimetil-4-hidroxi-3 (2H) -
furanona un miembro de la clase de furanos tiene un papel como agente
aromatizante, una fragancia y un metabolito vegetal, 4H-piran-4-ona, 2,3-dihidro-
3,5-dihidroxi-6-metil- un compuesto con potencial antioxidante (Yu et al.,2013), 2-
propanamina, N-metil-N-nitroso- con actividad antibacterial contra E. coli (Naga et
al.,2015), Benzofurano, 2,3-dihidro- también conocido como coumaran ejerce una
accion como producto farmacologico (Terao & Maki.,1989), 1- (3,6,6-Trimetil-
1,6,7,7a-tetrahidrociclopenta [c] piran-1-il) etanona un compuesto con actividad
antioxidante y antihistaminica (Yadav et al.,2016), 1,1,3,3-tetrametil-1,3-
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disilafenalano con actividades antimicrobianas, antitumorales,

antisépticas,

conservantes e insecticidas y antioxidantes (Zekeya et al.,2014), 2,4,6-Tris (1,1-

dimetiletil) -4-metilciclohexa-2,5-dien-1-ona un compuesto organico del grupo de

las cetonas (Granados-Chinchilla et al.,2016), Megastigmatrienona también

conocida como “tabanona” compuesto clave en el sabor del tabaco (Slaghenaufi
et al.,2016).

Tabla 16.Compuestos quimicos identificados en los extractos de metanol de A. mexicana L.

Formula Area Estructura
TR Nombre del compuesto MW P #NIST #ID
molecular (%) guimica
431 Acido butanoico, 4-hidroxi- C4HsO3 104 55.8 248930 4636 351 W
4.32 Butirolactona C4HeO2 86 52.9 114691 4095 3.29 ‘O
5.13 Phthalan CgHsO 120 56.5 108152 11421 2.05 w
2,5-dimetil-4-hidroxi-3 (2H k ”‘
5.20 ,S-dimetil-4-hidroxi-3 (2H) - CeHsO3 128 75.3 233718 7427 588
furanona
5.38  2-hidroxi-gamma-butirolactona C4HeOs 102 67.4 237287 22501 20.72 ‘q
5.73 Sydnone, 3- (1-metiletil) - CsHsN,O, 128 87.3 2764 10885 0.59 ""@‘
4H-piran-4-ona, 2,3-dihidro-3,5- 'ﬁ.
6.39 dihidroxi-6-metil- CeHgO4 144 96.5 108691 1857 11.68 " 4
739  2Propanamina, N-metil-N- CaHiN;O 102 55.9 1224 13307 145 }4‘
nitroso- | o
8.25 Benzofurano, 2,3-dihidro- CgHgO 120 58.9 229752 82196 0.79 w
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8.69

9.06

9.22

11.00

11.09

13.09

18.23

3251

33.82

41.17

41.79

44.01

1,2,4,5-tetroxano, 3,3,6,6-
tetrametil-

1- (3,6,6-Trimetil-1,6,7,7a-
tetrahidrociclopenta [c] piran-1-
il) etanona

1,1,3,3-tetrametil-1,3-
disilafenalano

2,4,6-Tris (1,1-dimetiletil) -4-
metilciclohexa-2,5-dien-1-ona

4- (2,6,6-trimetilciclohexa-1,3-
dienil) but-3-en-2-ona

Megastigmatrienona

Yoduro de acetilo

N-metil-2-
isopropoxicarbonilazetidina

1,2,4-triazol-4-amina, N- (2-
tienilmetil) -

Ferroceno, 1,1 " - [oxibis
(metileno)] bis-

Fluoruro de metanosulfinilo,
trifluoro-

dI-metionina, N - [(4-metilfenil)
sulfonilo] -

CeH1204

C13H 1802

C1sH20Siz

CioH320

C13H1s0

C13H1s0

C,H3l0

CgH1sNO>

C7HgN4S

CoH2Fe,0

CF.0S

C12H17NO,S,

148

206

256

276

190

190

170

157

180

414

136

303

52.3

68.3

82.7

63.7

66.4

73.4

58.2

59.1

525

67.5

69.5

60.5

4543

194972

78486

215415

210217

109824

230508

283337

273961

115805

3445

189266

5169

140436

162539

148199

11935

139838

89653

32088

60354

188807

30821

108761

1.53 ,L'{'
0.49 }ng
1.10 %8
0.44 j?f"
3.15 Q".
2.41 &*‘\
1.80 *{»
1.22 };r"f
154 ""’"Q
3.30

4.78 }"{

28.28 “‘V"}.‘N

T R: Tiempo de retencion; MW: Peso molecular; P: Probabilidad; Estructura quimica (Fuente: JSME Molecular Editor).
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8.2.4 Extracto acuoso de A. mexicana L.

Los resultados del analisis GC-MS del extracto acuoso de las hojas de A. mexicana
se muestran en la tabla 17. Hidroxiurea se usa en el tratamiento del cancer y para
estimular la produccion de hemoglobina fetal en la enfermedad de células
falciformes Ciclohexasiloxano, dodecametil- compuesto con actividad antifungica
y antibacteriana e igualmente presente en Argemone ochroleuca planta del mismo
género (Moustafa et al.,2013), 2-Etil-5-propilciclopentanona igualmente presente
en la cascara de arroz con posibles usos para la produccion de precursores de
combustibles y productos quimicos valiosos (Mohammed et al.,2017).
Ciclooctasiloxano, hexadecametil- un alcaloide con actividad antimicrobiana
(Jasim et al.,2015), 1,2-Etanodiol es un un glicol y un etanodiol tiene un papel como
metabolito, toxina y disolvente, Metanosfonato de diisopropilo un fosfonato

organico.

Tabla 17. Compuestos quimicos identificados en los extractos acuosos de A. mexicana L.

Formula Area  Estructura
TR Nombre del compuesto MW P #NIST  #ID
molecular (%) quimica
4.14 Acido acético, hidrazino, etil éster CsHi10N202 118 73.3 59536 15190 11.76 = % u v
4.15 Hidroxiurea CHiN202 76 94.2 247947 1481 10.90 u v
4.19 Etino, fluoro C:HF 44 78.7 298804 13761 52.63 J'.B ’
J
4.26 Nitrito de metilo CHsNO:2 61 53.3 170 321 3.09 w
5.09 Ciclohexasiloxano, dodecametil- C12H3606Si6 444 80 52166 8932  3.12 -‘{.‘hp_-}?_
x Y
6.00 2-etil-5-propilciclopentanona Ci10Hi180 154 71.2 145592 75839 441 »rg I ’

54 |Pagina



9.50

9.94

10.14

35.03

43.65

47.68

48.56

54.55

59.98

Ciclooctasiloxano, hexadecametil-

Fenantreno, 3,6-dimetoxi-9,10-dimetil-

1,2-etanodiol

Acido acético, hidrazida

Pirrol, 2-metil-5-fenil-

Oxicloruro de fésforo

Metanosfonato de diisopropilo

4H-piran-4-ona, 2,6-difenil-

Ciclopentano, 1-bromo-2-metoxi-,
trans-

C16HasOsSis

CisHisO2

C2HeO2

C2HsN20

CuHuN

CisOP

C7H170sP

C17H1202

CsH11BrO

592

266

62

74

157

152

180

248

178

93.5

61.1

62

67.3

66.9

51.9

55.9

72.4

50.2

144324

12896

229046

231101

146744

222490

52095

11991

42198

8938

170132

563

1463

116564

15714

12789

25268

33059

0.34 f:« gl

211 YLA
791 W
w A
0.22 i-{{-r
0.22 ﬂ%

R

0.30

T R: Tiempo de retencion; MW: Peso molecular; P: Probabilidad; Estructura quimica (Fuente: JSME Molecular Editor).
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De acuerdo a los resultados obtenidos en GC-MS los compuestos con mayor

actividad antifangica ya reportada, se extraen en su mayoria con el solvente de

acetato de etilo y metanol, sin embargo, los compuestos con mayor % de area en

las muestras de A. mexicana se extraen con agua. En la figura 13, se presenta una

gréfica donde se muestran los compuestos que ocuparon un mayor % de area en

chicalote y a su vez, con que solvente se extrajo.

Solvents
M Hex

B EtOAC
MeOH
B Aqua

90
75 A

o LN o
o < (321

(%) ealy

LN B B B N B B B B B B B B B N B N |

-|Auaydip-9'Z ‘suo-y-uelAd-Hy
apuLojydAxo snioydsoyd
apIZeIpAY ‘pIoe 21190y

-0T'6-AX0Y13WIpP-9‘E ‘sualylueuayd

-1AYrawedapop ‘auBX0oJISEXaY0JIAD
-olonf4 ‘suAyg

19158 |AU18 -0ouIZeIPAY ‘pIoE 21199y
-0J10N|ju1 ‘apuon|4JAulynsaueyIB N

1-2)-N ‘sutwe-y-{ozeu1-4'2'T

apIpol |A190y

“*-g'T-exay0]oAd| A1 W 1 -9'9'2)-¥

auejeusydefisip-g'T-|AylaWeNa L -€'€'T'T
-[AYylawen81-9'g'e’e ‘dUBX0IIBL-S V' 2’ T
-0SsoJNu-N-l1Aylaw-N ‘sutweuedoid-g
-(AuralAyaw-1)-€ ‘'suoupAs
auoueinj-(Hz)e-AxoIpAy-v-|Ayrewia-s'e
auoloejoiAIng
aulpinjo)-d-(sausjAylswjA-g-usion|4-He)-N
auo-p-uelAd[d-z'c]oiny-Hy-|AylswIg-9‘e
-(1 Ayl Ayl w-T)-N ‘auleueyld Wauazuag
3|INUOQJ eI PaUEBX3YO|IAD-Z T-SUes}
81eU199NS [0418Yd020 ] -¢-|P

©-2'T “1AY18Ww-Z ‘p1oe alousdold-g

p1oe dl0URIBPEXIH-U
91e190% ‘|0-T-uAdoid-Z

-|Auayd-T ‘aurzeuayd[e-g‘7]ojozexos|
-|AyIBW-Z ‘8U0--Ud1d0-2

“-T'T)-9]s1gauslAylew-,z'z ‘|ousyd

|0-T-Uadapexay-g-JAylewens-ST'TT'L'E
-(AuialAysawip-T'1)s1g-€' 1 ‘ouszuag
-1AylaWw-g-1Ay1e-9 ‘aurdag

aulwelAyla N

Figura 13. Nivel de porcentaje de &rea de compuestos de A. Mexicana identificados a partir

de espectros GC-MS de cuatro solventes diferentes
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9. Conclusiones

Debido a que los extractos de acetato de etilo y metanol de las hojas de A.
mexicana L. presentaron una actividad antifungica en los fitopatdgenos M.
fructicola (97.44 y 95.11% respectivamente), C. gloeosporioides (100%), F.
oxysporum (100 % de inhibicién) y S. sclerotiorum (98%) en ambos casos; y a la
identificacion de compuestos bioactivos con actividad antifangica como: Fitol; 2-
acido propenoico, 2-metil-, 1,2-etanodiil éster; 1,1,3,3-tetrametil-1,3-disilafenalano;
Ciclohexasiloxano, dodecametil-. A. mexicana podria ser considerada una fuente
natural para la produccién de biofungicidas. En el futuro es necesario realizar un
analisis metabolomico para proveer un mejor entendimiento en el mecanismo de
accion de los compuestos de chicalote contra estos fitopatégenos, asi como llevar
a cabo un programa de domesticacion con el objetivo de contar con suficiente
material vegetal, asi como evaluar su efectividad in vivo y ajustar la concentracion
y formulacion mas adecuadas para el uso de A. mexicana como un biofungicida

efectivo.
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