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RESUMEN

En la agricultura una de las principales limitantes en la produccion es la incidencia de
enfermedades causadas por hongos fitopatogenos. Algunos de los hongos més peligrosos son
Botrytis cinerea, el cual afecta principalmente a la produccion postcosecha, Fusarium
oxysporum, €l cual es representante mas importante del género, causante de la marchitez
vascular en una gran cantidad de cultivos; y F. verticillioides, el principal afectante de la
produccién mundial del maiz.

Debido a la gran incidencia de enfermedades fungicas, se ha recurrido al uso excesivo
de agroquimicos por su rapidez y eficiencia de accion; no obstante, estas practicas agricolas
han contribuido a los problemas de contaminacion ambiental y de salud humana. Esta
problemadtica ha impulsado la bisqueda de nuevas alternativas de manejo que sean mas
amigables con el medio ambiente y de menor residualidad. Ante la necesidad de encontrar
nuevos métodos que sustituyan el control quimico y que sean eficientes en el control de
enfermedades de importancia agricola, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
antifungico del extracto de 4. salmiana y la interaccion antagonista de dos especies del
género Trichoderma sobre los hongos fitopatdégenos B. cinerea, F. oxysporum y F.
verticillioides.

Para la determinacion antagonica del género Trichoderma se realizaron pruebas de
cultivos duales entre dos cepas de Trichoderma (T. asperellum y Trichoderma sp.) y los
hongos fitopatdgenos, para determinar la capacidad de inhibicion del crecimiento de tres
hongos fitopatdgenos. De acuerdo con los resultados, se detectd que para B. cinerea ambos
agentes antagonicos inhibieron mas del 70 % de su crecimiento in vitro; sin embargo,
estadisticamente 7. asperellum fue el mas eficiente. Para F. oxysporum la inhibicion también
fue alta con ambas especies antagonicas alcanzando hasta un 75 %, siendo, estadisticamente
Trichoderma sp. el que mas afectd el crecimiento. Para F. verticillioides se obtuvieron
inhibiciones de hasta un 60%, para este hongo no se observaron diferencias significativas
entre ambos agentes antagonicos. Estos resultados muestran que 7richoderma es un excelente
controlador de hongos patogenos.

Para determinar la capacidad de inhibicion del extracto de Agave salmiana, se llevo

a cabo la técnica de envenenamiento de medio cultivo PDA a diferentes concentraciones,



contando con un control negativo (—) y uno positivo (+). En esta prueba se analiz6 también
el efecto del extracto frente a los hongos antagoénicos del género de Trichoderma. El extracto
de Agave tuvo un efecto mayor al 50% de inhibitorio sobre los hongos B. cinerea y F.
verticillioides, mientras que para F. oxysporum se obtuvo un efecto muy por debajo del
control positivo (+). Por otra parte, en las pruebas de los hongos antagonicos el extracto
alcanzo6 mas del 90 % de inhibicion siendo los hongos mas susceptibles al efecto antifungico
de A. salmiana. Por lo tanto, queda demostrado que el uso simultdneo de ambas estrategias
de control no es recomendado.

El extracto de A. salmiana reveld la presencia de varios grupos de constituyentes
fitoquimicos entre ellos algunos metabolitos secundarios como: flavonoides, saponinas,
taninos y compuestos fenodlicos; asi mismo un alto contenido de aminoécidos, lo que podria

explicar el efecto antifingico del extracto.



I.  INTRODUCCION

Las enfermedades de las plantas son una grave amenaza para la produccion agricola
(Almeida et al., 2019), por lo que resulta fundamental enfrentarlas con eficacia para evitar
pérdidas econdmicas importantes, tomando en cuenta el cuidado de la biodiversidad, del
medio ambiente y la salud humana.

Las pérdidas mas graves tanto econdmicas, como la destruccion de recursos naturales
en la agricultura, se le atribuyen a los patdgenos transmitidos por el suelo; de entre los cuales
los hongos son el grupo mas numeroso de agentes fitopatdgenos (Tyskiewicz et al., 2022).
Segtin la FAO, los hongos fitopatogenos afectan principalmente a los cinco cultivos mas
importantes del mundo: arroz, maiz, papa, trigo y soya (Almeida et al., 2019).

Algunos de los hongos fitopatdogenos mas peligrosos corresponden a los géneros
Botrytis, Aspergillus, Verticillium, Cladosporium y Fusarium (Tyskiewicz et al., 2022). La
mayoria de las enfermedades fiingicas se controlan generalmente con quimicos sintéticos;
sin embargo, por el dafio que generan en la salud humana y medio ambiente se ha
incrementado la busqueda de nuevas alternativas para el control de enfermedades que sean
igual de eficientes, pero que no produzcan residualidad en el suelo y resistencia de los agentes
patogénicos (Hernandez-Melchor et al., 2019), siendo lo mas recomendable el manejo

integrado de plagas y enfermedades (MIP) (Syed Ab Rahman et al., 2018).

1.1. Definicion de enfermedad

La enfermedad es un estado producido por la alteracion fisioldgica en organismos
vivos, en especies vegetales hace referencia al crecimiento anormal de la planta por la
interferencia de algin agente que no permite su correcto funcionamiento (Vera et al., 2006).
Los efectos de las enfermedades pueden variar dependiendo del agente causal e incluso de la
planta hospedera (Agrios, 2013). En la enfermedad, las células y tejidos de las plantas se
debilitan o llegan a destruirse totalmente a causa de los organismos patdogenos o condiciones

ambientales que la provocan (Agrios, 2013).

1.1.1 Clasificacion de enfermedades

Existen muchas formas de clasificar las enfermedades que afectan a las plantas, se

pueden clasificar por los sintomas que presentan, segun el 6rgano afectado o segtn las plantas



afectadas, pero la mas util es su clasificacion de acuerdo con el agente causal de la
enfermedad (Agrios, 2013). Por lo anterior, existen dos grandes grupos para su clasificacion.

Bioticas

Las enfermedades bioticas de las plantas, consideradas también como enfermedades
infecciosas, son ocasionadas por distintos organismos como los hongos, procariontes, virus,
nematodos o protozoarios (Guzman-Piedrahita et al., 2009).

Abidticas

Las enfermedades abiodticas son consideradas enfermedades no infecciosas que
pueden ser causadas por la ausencia de alglin factor necesario para el desarrollo 6ptimo de la
planta o por la presencia excesiva del mismo, el cual ya no resulta tolerable para la planta.
Ejemplos de factores abidticos incluyen los cambios extremos de temperatura, falta o exceso
de luz, falta o exceso de humedad, escasez de oxigeno, contaminacion de la atmdsfera, el pH
del suelo, toxicidad de los agroquimicos (plaguicidas), deficiencia de nutrientes o malas

practicas agricolas (Arauz, 2011).

1.2. Enfermedades causadas por hongos de importancia agricola
Botrytis cinerea

Botrytis cinerea es un patdgeno con estilo de vida necrétrofo, esto quiere decir que es
un organismo que continua alimentandose aun después de la muerte de su hospedante; es
causante de la enfermedad de Moho gris en diversos cultivos, puede infectar a mas de 200
especies de plantas (Bi et al., 2023). Es una de las enfermedades de deterioro mas destructivas
tanto en cultivos establecidos como en postcosecha que afecta gravemente en la produccion
agricola (Terrones-Salgado et al., 2019). La infeccion puede empezar en campo y permanecer
inactivo hasta la temporada de postcosecha donde el patogeno se activa y se desarrolla
durante el almacenamiento y transporte, causando grandes pérdidas (Liu et al., 2021).

El micelio de B. cinerea esta constituido por un conjunto de hifas o filamentos tabicados,
cilindricos; los macroconidios constituyen la principal estructura de dispersion del hongo, asi
como, una de las estructuras de resistencia que presenta (Williamson et al., 2007). En la
Figura 1 se puede observar el desarrollo micelial del hongo en el medio de cultivo Papa
Dextrosa Agar (PDA) a los 7 dias de su inoculacion. Es un patogeno tan agresivo que puede
resistir condiciones extremas de sequia, calor o frio, la infeccion de este moho gris se ve mas

extendida en temporadas de lluvia donde se salpican sus esporas y permanecen en las hojas
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mojadas (Alvarez et al., 2017). Bajo condiciones de humedad relativa alta, la podredumbre
gris puede infectar a frutos, flores, tallos, plantulas, hojas, bulbos, raices y semillas
(Williamson et al., 2007); suele ser mas destructivo en tejidos ya maduros incluso senescentes

de huéspedes dicotiledoneos (Dean et al., 2012).

La infestacion llega a ocurrir desde la etapa de plantula hasta la completa maduracion
del producto; su desarrollo suele comenzar en los restos de cosechas anteriormente
contaminadas que han quedado en el area del cultivo (Dean et al., 2012). La proliferacion del
hongo comienza a aumentar a medida que la luz y la temperatura aumentan (Larios-Palacios
et al., 2020). Su manifestacién depende del cultivo al que este afectando, asi como de la parte
de la planta a la que este infectando. En las hojas nuevas los sintomas no son evidentes debido
a que se encuentra inactivo en ese tejido; a medida que las hojas maduran, el hongo se vuelve
activo. El hongo se establece inicialmente en hojas o flores que ya hayan sido dafiadas por
alguna otra condicion ya sea ambiental o mecéanica (Williamson et al., 2007). Los sintomas
mas tempranos de la podredumbre de Botrytis suelen ser unas manchas de color marrén en
las hojas y capullos, o manchas oscuras en los pétalos de las flores; al avanzar la enfermedad,
las flores y los frutos se pudren, y las manchas comienzan a verse como un moho velloso de
tono grisaceo (Terrones-Salgado et al., 2019).

La infeccion de la planta hospedera es causada por una gran variedad de enzimas que
degradan la pared celular (Ren et al., 2017).

La infeccion causada por este hongo puede volverse mas grave si hay poca ventilacion
y luz, sumado a una humedad relativa alta. Considerando que es un hongo muy resistente
Botrytis podra atacar a cualquier temperatura (Larios- Palacios et al., 2020).

A diferencia de otras especies del género, B. cinerea es huésped de una amplia gama
de cultivos como la zarzamora, fresas, ardndano, grosella, frambuesa, uvas, entre otras
plantas. Los dafios causados por este patdgeno son muy perjudiciales para las industrias de
la uva de mesa y de vinificacion. Es el responsable de grandes pérdidas de cosechas en todo

el mundo (Weiller et al., 2021).

Fusarium oxysporum

Se trata del representante mas importante del género Fusarium en términos de

agricultura y economia (Nikitin et al., 2023). Es el causante de la enfermedad denominada



como marchitez por Fusarium o marchitez vascular y afecta la produccion de muchos
cultivos, tales como la palma de aceite, el tabaco, el tomate, el pepino, la lechuga, los
claveles, el algodon y el banano (Bosland, 1988). Es un patdégeno que cominmente se
trasmite por el suelo, por medio de las semillas al suelo y asi comienza la diseminacion (Arie,
2019).

El ciclo de la enfermedad se inicia con la presencia del indculo en el suelo o residuos
de cosecha contaminados (Ocana-Lopez, 2013). El indculo puede estar conformado por hifas,
esporas o clamidosporas que germinan cuando entran en contacto con el hospedero (Ocafia-
Lopez, 2013). El hongo penetra la epidermis de la raiz directamente o a través de las heridas,
atravesando la corteza y la endodermis. Una vez establecido en el hospedero se translocan
hacia los vasos xilematicos produciendo la oclusion del sistema vascular de la planta (Ocana-
Lopez, 2013). El propagulo puede trasmitirse mediante plantulas infectadas, semillas
contaminadas o herramientas utilizadas en suelos ya infestados por clamidosporas de F
oxysporum, las cuales pueden sobrevivir por periodos largos que superan los10 afios (Ocana-
Lopez, 2013).

Esta especie de hongo se caracteriza por tener un micelio de crecimiento rapido cuya
coloracion va del blanco a parpura, incluso pueden tener pigmentaciones naranjas en la
periferia del crecimiento constituido por tres tipos de esporas: microconidios, macroconidios
y clamidosporas (Salazar et al., 2020). En la Figura 1, se puede observar el crecimiento
micelial del hongo en medio de cultivo PDA a los 7 dias de su inoculacion.

Los sintomas en la planta se pueden presentar desde la plantula, al inicio de la
floracion o durante la formacion de los primeros frutos. Los sintomas comienzan con un
amarillamiento en las hojas jovenes, seguido de un marchitamiento que puede derivar en la
muerte de la planta completa (Agrios, 2013). Otro sintoma caracteristico en el interior de las
plantas es la necrosis de los tejidos del xilema, la cual avanza desde la parte inferior hasta la
parte mas alta de la planta (Ortiz & Hoyos, 2013). La marchitez causada por este hongo es el
resultado de la combinacion de diversas actividades fisiologicas, como la acumulacion del
micelio en el tejido vascular, la produccion de micotoxinas, asi como la detencion de la
defensa de la planta hospedante (Vézquez-Ramirez et al., 2017).

La incidencia de la marchitez vascular incrementa cuando las condiciones de

humedad son altas o cuando las plantas crecen dentro de invernaderos (por las temperaturas



calidas) (Ascencio-Alvarez et al., 2008). El desarrollo 6ptimo de F. oxysporum varia de los
12 alos 28 °C y crece mejor en suelos acidos, arenosos, con bajo pH, pobres en nitrogeno y

alto suministro de potasio (Ascencio-Alvarez et al., 2008).

Fusarium verticillioides

Fusarium verticillioides es un hongo patogeno que afecta principalmente la
producciéon mundial del maiz. Es miembro de uno de los géneros fitopatogenos mas
importantes. Se trata de un patdégeno necrétrofo que puede alternar su estilo de vida como
saprofito ya que sobrevive en el rastrojo (De La Torre et al., 2014).

Es un hongo sin hospedero especifico pues afecta a un gran nimero de gramineas, asi
como algunas leguminosas; se puede encontrar en maiz, sorgo, trigo, avena, arroz, frijol, y
en hortalizas tales como jitomate y pimiento verde. La marchitez causada por F
verticillioides es dificil de controlar por métodos convencionales, por lo que se tiene un gran
potencial para el control biologico de esta enfermedad (Deketelaere et al., 2017).

Inicialmente produce micelios blancos que después se tornan violeta. En la Figura 1
se puede observar el desarrollo micelial del hongo en el medio de cultivo PDA a los 7 dias
de su inoculacién. Los macroconidios son largos, delgados, rectos y de paredes delgadas,
mientras que los microconidios forman largas cadenas y son muy abundantes. Las
clamidosporas se encuentran ausentes en esta especie (Sreenivasa et al., 2017).

Esta especie se puede presentar en campo, en todas las partes de la planta y actua
invadiendo la planta de manera asintomatica y también generando sintomas del dafio, cuando
la planta ya ha sido afectada es muy notorio, pero esto estd relacionado con todas las
condiciones ambientales y fisiologicas del cultivo (Gesteiro, 2018). Puede causar dafio en
todas las etapas del cultivo, puede atacar las plantas en su follaje y raices; provoca una gran
cantidad de sintomas, desde manchas foliares hasta marchitez y pudricion de los esquejes, la
copa, el bulbo y hasta de la raiz; los sintomas que presentan las plantas afectadas son patrones
de rayas blancas en el pericarpio para el caso del maiz, el tallo también puede mostrarse
esponjoso cuando se aprieta y pueden aplastarse en los nudos inferiores, las plantas llegan a
tumbarse cuando las empuja el viento (Figueroa-Rivera et al., 2010). Al principio de la
enfermedad puede ser reversible; sin embargo, puede ser permanente hasta que la planta se

seca y muere (DGSV-CNREF, 2020). La presencia de F. verticillioides puede verse favorecida



en un amplio rango de temperaturas que oscilan de los 22 y 37 °C, por lo que resulta ser un

factor determinante en la incidencia de dicho patogeno (Castro, 2003).

Botrytis cinerea Fusarium oxysporum Fusarium verticillioides

Figura 1. Desarrollo micelial de los hongos fitopatogenos

Crecimiento micelial de Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum y Fusarium verticillioides en medio de cultivo Papa
Dextrosa Agar a los 7 dias de su inoculacion. (Autoria propia).

1.3. Manejo de enfermedades

Definicion

El manejo de las enfermedades de plantas tiene como objetivo controlar y reducir la
incidencia de patdégenos de importancia agrondomica (Bettiol, 2006). El control de
enfermedades mas utilizado hasta la actualidad es el quimico por su rapidez y eficiencia de
accion; no obstante, esto ha contribuido a problemas de contaminaciéon ambiental, que
impacta negativamente en la diversidad de los agroecosistemas, y en la salud humana (del
Puerto et al., 2014). Esta problematica ha llevado a la busqueda de otras técnicas de manejo

menos residuales y controversiales para la salud humana y medio ambiente (Zavaleta, 1999).

Clasificacion

En el manejo de enfermedades de las plantas se debe de tomar en cuenta el control
del patégeno y el manejo de la planta hospedante, los métodos de control se clasifican de
acuerdo con la causa y desarrollo de la enfermedad. De acuerdo a la propuesta por

Archicanoy, (2001) se clasifican de la siguiente manera:



Reglamentario

Este método se trata de las disposiciones legales emitidas, cuyo fin es excluir los
patoégenos de sus hospederos o de un area determinada, estas medidas son la realizacion de
cuarentenas, inspeccion y certificacion (Achicanoy, 2001). La certificacion es uno de los mas
importantes, ya que es el primer paso para asegurarse que el material biologico esté sano y
libre de agentes patogenos (Casas, 2011). El enfoque reglamentario se basa en la exclusion o
en el uso de una cuarentena para prevenir la propagacion de una enfermedad a nuevas areas
(Hosak & Miller, 2017).

Cultural

La salud de una planta estda muy influenciada por la forma en que se trata a medida
que crece (Ferreira, 1998). Este método hace referencia a las practicas agrondmicas de
manipulacion directa con el agroecosistema con el fin de disminuir el dafio que pueden causar
las enfermedades en el cultivo recurriendo a modificaciones o cambios que desfavorezcan
las fases de las enfermedades (Ocafa-Lopez, 2013). Las estrategias culturales de manejo de
enfermedades son de las mas antiguas y evitan que se desarrollen las condiciones para que
se establezcan enfermedades y otras plagas (Hosak & Miller, 2012). EI control cultural se
basa en las labores del cultivo, su objetivo es evitar que el patdgeno establezca relacion con
el hospedero, algunas de estas técnicas de control cultural son la rotacion de cultivos y el
saneamiento (Casas, 2011). El control de malezas es un método cultural muy importante ya
que a menudo albergan patégenos y también compiten con el cultivo (Ferreira, 1998).

Genético

Consiste en aprovechar la capacidad de ciertos cultivos para resistir o soportar el
ataque de enfermedades mediante el uso de mejoramiento genético. El mejoramiento para la
resistencia a las enfermedades utiliza la genética para prevenirlas, muchos cultivos y especies
de plantas se mejoran para resistir enfermedades, creando un nuevo cultivar o variedad que
proporciona un mejor rendimiento (Hosak & Miller, 2012). La aplicacion de la ingenieria
genética para mejorar la resistencia de cultivos a plagas o patdogenos ha abierto un sinfin de
posibilidades para su control (Serrano & Galindo, 2007).

Biologico

El control bioldgico es el empleo de organismos que actian como enemigos naturales

de una plaga o patogeno, con finalidad de reducir o eliminar sus efectos dafiinos en las



plantas; puede erradicar total o parcialmente la incidencia de enfermedades (Serrano &

Galindo, 2007).

Los organismos antagonicos, desde el punto de vista bioldgico, son aquellos que para
sobrevivir son capaces de desarrollar mecanismos que les permiten establecer relaciones de
competencia con otros organismos indeseables (Garcia, 2022). Los microrganismos como
bacterias, levaduras y hongos se han implementado como antagonistas, por su capacidad de
ejercer efecto de control bioldgico sobre diversos patogenos de interés (Herndndez-Lauzardo
et al., 2007).

Los hongos antagonistas resultan una parte importante dentro del control bioldgico
de fitopatogenos, en este sentido distintas especies del género Trichoderma son de las mas
utilizadas para el manejo biologico de fitopatdgenos del suelo (Infante et al., 2009).

Los antagonistas contribuyen a la disminucion de los dafios que causan las
enfermedades, para lograr este objetivo los microorganismos benéficos presentan diferentes
modos de accion que les permiten ejercer su efecto biorregulador, su capacidad de
multiplicarse abundantemente es uno de los atributos mas importante para su seleccion como
agentes de control biologico (Infante et al., 2009).

Fisico

Consiste en remover o destruir las partes de la planta que se encuentren infestadas,
asi como la destruccion de las malezas que se encuentran dentro del terreno, por medio de
herramientas mecénicas o algunas técnicas manuales. En este método son utilizadas las
medidas que hacen uso de temperaturas altas o bajas, asi como el uso de las radiaciones,
como son la pasteurizacion, acolchado, solarizacion o la termoterapia (Casas, 2011).

Quimico

Se trata de un método muy eficiente para erradicar la incidencia de patdogenos en los
cultivos, basado en el uso de sustancias toxicas para controlarlas. El control quimico ha sido
de gran importancia para prevenir pérdidas producidas por enfermedades de las plantas,
principalmente con el desarrollo de fungicidas de accion especifica (Hirooka & Ishii, 2013).
En la agricultura actual, el control quimico es fundamental. Para algunos cultivos son
necesarias aplicaciones preventivas programadas de plaguicidas, pero para la mayoria de los

cultivos, el productor debe realizar inspecciones periddicas de las plantas y tratarlas solo



cuando la enfermedad es observada, el uso de sustancia quimicas nocivas requiere de
conocimiento técnico para su uso adecuado (Ferreira, 1998).

Manejo Integrado de Plagas y Enfermedades

El Manejo Integrado de Plagas y Enfermedades (MIP) consiste en realizar diferentes
practicas de control de plagas y enfermedades con el menor impacto ambiental y en la salud
de los humanos posible (Vivas-Carmona, 2017).

El MIP constituye un conjunto de técnicas enfocadas al control de plagas y
enfermedades, realizando un manejo eficaz y amigable con el ambiente, el MIP combina las
diferentes técnicas de control y propone un uso responsable y adecuado de las mismas (FAO,
s. f.). Su principal objetivo es minimizar los riesgos para la salud humana y el medio ambiente
haciendo ¢énfasis en conseguir un cultivo saludable con la menor agresion a los
agroecosistemas y fomentar los mecanismos naturales de manejo. No es el tinico método de

manejo integrado, sino que hace referencia una serie de acciones con distintos niveles (Fig.

El uso de insumos quimicos no
naturales tiene que ser siempre el
> Ultimo recurso
4 El uso de enemigos naturales permite controlar
-» la incidencia de plagas y el implemento de
microorganismos biocontroladores hacen un
buen control de enfermedades
Puede controlar de manera directa;
=>  hacen que el ambiente no sea el
adecuado para su establecimiento
Realizar inspecciones sirve para
verificar el éxito o fracaso de las
- estrategias de control.

Son précticas culturales propias de la
actividad agricola y, su uso adecuado ayuda a
reducir el establecimiento, reproduccion y
dispersion de las plagas y enfermedades de
— forma preventiva.

Figura 2. Piramide del Manejo Integrado de Plagas y Enfermedades

Niveles de aplicacion para las estrategias del manejo integrado de plagas y enfermedades (Autoria propia).



1.3.1. Trichoderma como organismo antagdénico

El género de Trichoderma incluye especies que se consideran benéficas para las
plantas, habitan naturalmente en el suelo y se caracterizan por su comportamiento saprofito
y parasito (Gonzalez-Leodn et al., 2022).

Trichoderma es un hongo cosmopolita, su importancia radica en la capacidad que
tiene para adaptarse a distintos entornos y a la alta produccion de metabolitos como enzimas,
compuestos promotores de crecimiento vegetal y compuestos voldatiles, entre otros de interés
biotecnoldgico y ambiental (Hernandez-Melchor et al., 2019).

La reproduccion de Trichoderma es asexual o sexual, produce tres tipos de
propagulos: las hifas, los conidios y las clamidosporas. La mayoria de las colonias son
aterciopeladas generalmente verdes y dispuestas en crecimiento radial con diferentes
tonalidades, determinadas por el color de las esporas (Gonzalez-Leon et al., 2022). En la
Figura 3 se observa el desarrollo micelial de 7. asperellum y Trichoderma sp. a los 7 dias de
su inoculacion.

Las especies del género Trichoderma predominan dentro del ecosistema terrestre
tienen un bajo requerimiento nutrimental, es un hongo con una alta capacidad de tolerancia
en un amplio rango de temperatura que oscila de los 20 a los 35 °C (Hernandez-Melchor
et al., 2019).

Este hongo es altamente utilizado como agente controlador de hongos fitopatégenos
ya que cuenta con multiples mecanismos de accidn como la antibiosis, la competencia por
espacio o nutrientes, el micoparasitismo y la produccion de metabolitos secundarios. Entre
las especies mas destacadas se encuentran 7. harzianum y T. asperellum (Gonzalez-Ledn
et al., 2022).

La accion biocontroladora del género Trichoderma se da por diferentes mecanismos
de accion que regulan el desarrollo de los hongos fitopatdgenos, los mecanismos de accidén
que realiza pueden ser directos e indirectos (Infante et al., 2009).

Los mecanismos indirectos por los que el género Trichoderma impiden la
colonizacion del organismo fitopatdogeno incluyen la activacion de mecanismos de defensa
de la planta inducidos por la interaccion con las especies de este grupo (Infante et al., 2009).

Por otra parte, la accion directa que realiza Trichoderma incluye la competencia por

nutrientes y espacio, la antibiosis y el micoparasitismo, en este ultimo proceso ocurre una
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simbiosis antagdnica entre organismos en donde las especies de este hongo se desarrollan
quimiotropicamente sobre el hospedante (Ezziyyani et al., 2004).

Se ha demostrado que el género actia como biocontrolador de un amplio rango de
hongos fitopatogenos, trasmitidos por el aire o por el suelo (Guédez, 2009). Se ha usado
contra enfermedades de interés como pudriciones causadas por Fusarium y Botrytis (Guédez,

2009).

Trichoderma asperellum Trichoderma sp.

Figura 3. Desarrollo micelial de especies de Trichoderma

Imagen representativa del desarrollo micelial de T asperellum y Trichoderma sp. en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar
a los 7 dias de su inoculacion (Autoria propia).

1.3.2. Extractos vegetales

Los fitoquimicos corresponden a metabolitos secundarios sintetizados por las plantas
que son responsables de proteger a las plantas frente a distintos tipos de estrés, tanto bidtico
como abiodtico, incluyendo infecciones, depredadores, radiacion ultravioleta, estrés hidrico o
salino, ademas de entregarles colores y sabores a frutas y verduras (Gasaly et al., 2020). Los
compuestos fitoquimicos que estan presentes en los extractos vegetales poseen gran variedad
estructural, incluyendo terpenos, acidos fenolicos y alcaloides, lo que contribuye a combatir
plagas y enfermedades en diferentes cultivos, y a estimular la tolerancia en las plantas ante
distintos factores (Felix, 2018).

Definicion

Los extractos vegetales son preparados concentrados con consistencia liquida, solida

o intermedia, que se obtienen de la manipulacidon de material vegetal mediante algiin proceso
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especifico como la maceracion o fermentacion (Carrion & Garcia, 2010). Los extractos
vegetales contienen una gran cantidad de compuestos fitoquimicos que provienen del
metabolismo secundario de plantas cuya eficacia para controlar o erradicar la presencia de
agentes patogenos depende de la especie, variedad, asi como del método de extraccion
(INIFAP, 2022).

Los extractos de plantas cumplen un papel muy importante en la agroecologia, por el
beneficio al medio ambiente cuando son usados como alternativa para el tratamiento de
enfermedades infecciosas en las plantas causadas por organismos fitopatogenos (Jimenez &
Mosquera, 2014).

Los metabolitos secundarios (MS) de las plantas, constituyen una amplia gama de
moléculas bioldégicamente activas que tienen multiples acciones farmacologicas como
antimicrobianas, estimulantes, analgésicas, antihelminticas, anticoagulantes, antiacné y
antioxidantes, entre otras (Dey et al., 2020).

Principales metabolitos secundarios

Compuestos fendlicos:

Son un conjunto de moléculas que se encuentran de forma natural en las plantas. Su
estructura consiste en uno o varios anillos bencénicos sustituidos al menos con un hidroxilo;
constituyen el principal grupo de metabolitos secundarios presentes en las plantas. En la
Figura 4 se muestra la estructura quimica de dichos compuestos (Santamaria-Gémez et al.,
2018). Los compuestos fendlicos poseen diferentes grupos de hidroxilos y difieren en su
ubicacion en la molécula, depende de esto si son mono, di o polifenoles (Babenko et al.,
2019).

Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios esenciales durante el
crecimiento y reproduccion de las plantas; actian como agentes protectores frente a
patdgenos o factores abioticos; tienen una importancia fisioldgica y morfoldgica para las
plantas, ya que poseen propiedades como antioxidantes y antimicrobianos (Balasundram
etal.,, 2006). El contenido de sustancias fendlicas presenta una alta correlacion con su
capacidad antioxidante (Gaviria et al., 2012). Pueden reducir la severidad causada por
algunos organismos patdgenos (Zarate-Martinez et al., 2021). La participacion de los

compuestos fenolicos es tan importante en la vida de las plantas que llegan a formar parte de
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la fotosintesis, de la respiracion y en el desarrollo de soporte en las células y sus tejidos
(Babenko et al., 2019).

Existe una clasificacion general de los compuestos fendlicos, la cual los divide en
cinco categorias: Acidos fendlicos (acidos hidroxibenzonicos y 4cidos hidroxinamicos),
Estilbenos, Quinonas, Flavonoides (flavonas, flavonoles, antocianinas e isoflavonas) y
Taninos (Santamaria-Gomez et al., 2018).

Alcaloides:

Los alcaloides son un conjunto de compuestos quimicos naturales, comprenden
atomos de nitrégeno basicos (Dey et al., 2020). Estos metabolitos son un mecanismo de
defensa contra microorganismos fitopatdégenos, herbivoros y contra otras especies de plantas
que causan competencia (Wink, 2003). Se trata de toxinas naturales que las plantas
biosintetizan en su metabolismo secundario como un mecanismo de defensa (ACSA, 2020).
Conforman uno de los grupos de metabolitos secundarios mas diversos encontrados en los
organismos vivos, que tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen
al menos un 4tomo de nitrégeno en la molécula, y exhiben actividad bioldgica; la mayoria
son heterociclicos, aunque algunos son compuestos nitrogenados alifaticos (no ciclicos)
(Avalos & Pérez-Utria, 2009).

Este grupo de MS est4 formado por una gran variedad y son frecuentes en las plantas
que pertenecen a las familias: Annonaceae, Amaryllidaceae, Berberidaceae, Boraginaceae,
Liliaceae, Leguminoceae, Lauraceae, Loganiaceae, Magnoliaceae, Papaveraceae,
Piperaceae, Rutaceae, Rubiaceae, Ranunculaceae, Solanaceae, etc (Dey et al., 2020).

El grupo de los alcaloides comprende aproximadamente 12,000 especies quimicas.
Se agrupan a una gran variedad de constituyentes quimicos, por lo que estos metabolitos se
han estructurado de acuerdo con su origen biogenético; con base en esta clasificacion se
tienen cuatro grupos: Alcaloides derivados de aminoéacidos tales como ornitina/arginina,
lisina, histidina, fenilalanina/tirosina, triptéfano, y del acido antranilico y el 4cido nicotinico;
Alcaloides purinicos; Terpenos aminados y Alcaloides policétidos (Loyola-Vargas et al.,
2004).

La estructura de los alcaloides se clasifican en funcion de los anillos presentes en su

molécula, algunas de sus clases son indol, isoquinolina, tropano, piperidina y purina (Avalos
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& Pérez-Urria, 2009), en la Figura 4 se pueden observar algunas de las estructuras bases de
los alcaloides.

Terpenos:

Constituyen el grupo mas numeroso de MS (Avalos & Pérez-Urria, 2009). Los
terpenos son los metabolitos secundarios que le dan las caracteristicas organolépticas a las
plantas y que constituyen la mayor parte de los aceites esenciales producidos por las plantas
aromaticas, asi como se le atribuye un papel en la defensa contra insectos y patdgenos
(Carriéon & Garcia, 2010).

La estructura quimica de este tipo de moléculas consiste en unidades repetitivas de
isopreno, que son unidades bésicas de construccion en la biosintesis de los terpenos (Fig. 4);
esta estructura les confiere propiedades unicas y les permite realizar diferentes funciones
bioldgicas (Feliu, 2023). Se clasifican segin al nimero de unidades isopreno presentes en su
estructura quimica: Hemiterpenos (1 unidad), Monoterpenos (2 unidades), Sesquiterpenos (3
unidades), Diterpeno (4 unidades), Sesterterpenoides (5 unidades), Triterpenos (6 unidades),
Tetraterpenos (8 unidades) y Politerpenos (>8 unidades) (Feliu, 2023).

W
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Estructura quimica de | Estructura quimica de algunos Estructura quimica de los
los compuestos grupos de alcaloides. terpenos.
fendlicos.

Figura 4. Estructura quimica de los principales grupos de metabolitos secundarios

(Santamaria-Gomez et al.,2018), (Avalos & Pérez-Urria, 2009) y (Dey et al., 2020)
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II. ANTECEDENTES

El género Trichoderma se considera como uno de los mejores hongos
biocontroladores, esto se debe a diversas causas: en primer lugar, tiene un fuerte potencial
antagonico frente a diversos hongos causantes de grandes dafios en diversos cultivos, en
segundo lugar porque desarrolla una gran variedad de mecanismos de accion antagonica para
atacar a hongos patogenos y en tercer lugar no es considerado como un hongo fitopatdégeno
(Gonzalez-Ledn et al., 2022).

Para el control de enfermedades de importancia agricola se han utilizado técnicas
biorreguladoras como el antagonismo de microorganismos (Sanchez-Garcia et al., 2017).
Diversos estudios han mostrado que 7Trichoderma es un excelente controlador para
fitopatogenos (Tabla 1).

Tabla 1. Especies de Trichoderma frente a enfermedades de interés agricola

. , Porcentaje de .
Especie Patdgeno e, Referencia
inhibicion
F oxysporum 83.28
— Sanchez-Garcia et al., 2017
T. asperellum FE verticillioides 81.5
B. cinerea 56.15 Grados-Moreyra, 2022
F. oxysporum 7591
— Sanchez-Garcia et al., 2017
T harzianum FE verticillioides 80.09
B. cinerea 62.05 Geng et al., 2022

Por otro lado, los extractos vegetales son una buena alternativa en el control de
enfermedades en plantas, al contar con propiedades antifingicas debido a la presencia de
diversos metabolitos secundarios (Tucuch-Pérez et al., 2021). En la actualidad el uso de
extractos ha ido en aumento por sus diversas aplicaciones, entre ellas en el manejo de

enfermedades de interés agricola (Tabla 2).
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Tabla 2. Extractos vegetales frente a enfermedades de importancia agricola

. Porcentaje de , )
Planta (tejido) Solvente A Patogeno Referencia
inhibicion
Larrea tridentata Etanol 66
(hoja) Agua 26.3
Origanum Etanol 72.66
vulgare Agua 26.66
(hoja) L Martinez-
Agave Etanol 63 Botrytis cinerea Herndndez, 2017
lechuguilla Agua 12
(hoja)
Agave Etanol 92.66
lechuguilla Agua 23.3
(raiz)
Azadirachta Metanol 31.58
indica
(hoja)
Allium cepa Metanol 31 )
Fusarium Abdulle et al.,
(bulbo)
; ; oXysporum 2022
Allium sativum Metanol 28.3
(bulbo)
Zingiber Metanol 23.53
officinale
Vitex mollis Metanol 91 Valencia-Botin
(tallos y hojas) Agua 62 etal., 2018
Jacquinia Metanol 56.3 Fimbres-Lopez,
macrocarpa Fusarium 2010
Allium sativum Etanol 100 verticillioides Apaza Lopez &
Allium cepa Etanol 100 Solis Aquino,
2019

La especie A. salmiana, reconocido como “maguey pulquero” es una especie

endémica de México, perteneciente a la familia Asparagaceae. En el pais se encuentra

distribuido principalmente en los estados de Hidalgo, Tlaxcala, Estado de México y Puebla

(SIAP, 2018). Son plantas perenes de hojas anchas, fuertes y suculentas, llegando a medir

hasta 3. 40 m de altura y 5 m de diametro, el punto de maduracion fisioldgica se considera a

partir de los 8 afios (Garcia-Nufiez et al., 2020).
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En México el Agave, se ha considerado como una planta con propiedades medicinales
(Paneque et al., 2019). Se ha utilizado en la fabricacion de fibras textiles, en la gastronomia,
como plantas ornamentales y principalmente como materia prima para la elaboracion de
bebidas alcohdlicas, tales como el tequila, mezcal y pulque (Lappe-Oliveras et al., 2008). La
especie de 4. salmiana ha sido especialmente usada en la gastronomia como ingrediente
esencial de platillos tipicos, asi como elemento bésico en la produccion de la bebida de los
dioses el “Pulque”.

La planta de 4. salmiana se ha utilizado tradicionalmente como agente antihelmintico
y como insecticida para mosquitos y para la elaboracion de extractos, que han sido evaluados
como agentes antimicrobianos en algunas regiones de México. El extracto alcoholico de
hojas de 4. salmiana, ha demostrado tener efecto antimicrobiano frente a las bacterias S.
aureus y E. faecalis (Cavazos-Cortés et al., 2018). Por otra parte, el extracto de flores de 4.
salmiana, ha mostrado su efecto antimicrobiano frente a las bacterias E. coli y Shigella sonnei
(Bernardino-Nicanor et al., 2018).  Durante las tltimas décadas han impulsado el analisis
del uso de algunas especies de Agave como posible materia prima en la elaboracion de
compuestos bio-activos, algunas de estas especies son: A. fequilana, A. scabra, A.
lechuguilla, A. americana y A. salmiana (Tabla 3).

Tabla 3. Extractos de Agave utilizados en el manejo de hongos fitopatogenos

Extracto Patogeno Referencias
Agave americana Colletotrichum gloeosporioides Morales-Ventura, 2022
Agave lechuguilla Botrytis cinerea Martinez-Hernandez, 2017

Aspergillus niger, Botrytis
Agave scabra cinerea, Fusarium spp. y Gonzalez-Alvarez et al., 2015

Penicillium spp.
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III. JUSTIFICACION

La produccion agricola es la actividad mas importante para el abastecimiento de la
alimentacion humana y animal. La creciente demanda de cultivos para satisfacer las
necesidades alimenticias ha dado lugar a la intensificacioén de la produccion agricola, que se
ha logrado por el incremento en el uso de insumos quimicos. Si bien, estos procesos han
contribuido al aumento considerable de la productividad agricola, también lo ha sido para la
incidencia de enfermedades agricolas, ya que diferentes organismos patogénicos han
incrementado una tolerancia a los agentes quimicos de control trayendo consigo una
reduccion de la produccion anual de alimentos en el mundo en niveles del 10 al 40%

(Tyskiewicz et al., 2022).

El uso intensivo de agroquimicos destinados al control de malezas, plagas y
enfermedades ha provocado graves problemas para la salud humana y medio ambiente.
Actualmente, se estima que el control de las malezas, plagas y enfermedades ha reducido al
menos el 25 % de la biodiversidad total mundial y ha provocado aproximadamente 385
millones casos de envenenamientos involuntarios no mortales y 11,000 de muertes (ONU,
2020). Es por ello, que resulta imperante y emergente implementar nuevas y mejores

alternativas para su manejo.

Una alternativa para el manejo de las enfermedades de las plantas, amigable con el
ambiente y la salud humana, es el control biologico. Como parte de esta estrategia se han
usado diferentes organismos antagonistas a los fitopatdgenos como son las especies del
género de Trichoderma, las cuales tienen una rapida velocidad de colonizacién que, en
muchas ocasiones, resulta mayor que la de los hongos patogenos. Ademas, los agentes
biocontroladores también tienen la capacidad de sobrevivir bajo condiciones ambientales
extremas que los convierte en una alternativa con gran potencial para el manejo de
enfermedades de los cultivos.

Asimismo, en los ultimos afios se ha implementado el uso de extractos vegetales en
el control de organismos fitopatogenos, ya que al contener metabolitos secundarios con
propiedades antimicrobianas, antivirales y repelentes resultan muy efectivos. El control de

enfermedades mediante el uso de extractos vegetales no produce residuos peligrosos para el
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consumidor; a largo plazo suelen ser mas efectivos que los controladores sintéticos, pues no

desarrollan resistencia que al efecto antifingico a los productos.

Ante la necesidad de encontrar nuevos métodos que sustituyan el control quimico y
que sean eficientes en el control de enfermedades de importancia agricola, el objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto antifungico del extracto de Agave salmiana y la interaccion
antagonista de dos especies del género Trichoderma sobre los hongos fitopatogenos B.

cinerea, F. oxysporum y F. verticillioides.

En la realizacion del experimento se espera que las estrategias agroecologicas de
antagonismo y el uso de extractos naturales, inhiban en porcentajes considerables el

desarrollo micelial de hongos fitopatégenos de importancia agricola.
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IV. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la eficiencia del uso de organismos antagénicos del género Trichoderma
y del extracto de Agave salmiana sobre la inhibicidn del crecimiento in vitro de tres hongos

fitopatdgenos de interés agricola.

Objetivos Especificos

e Determinar la actividad antagénica de 7. asperellum sobre los hongos
fitopatogenos B. cinerea, F. oxysporum y F. verticillioides mediante ensayos in
vitro.

e Medir la capacidad antagénica de Trichoderma sp. frente a los hongos
fitopatogenos B. cinerea, F. oxysporum 'y F. verticillioides por medio de ensayos
in vitro.

e Evaluar mediante ensayos in vitro la actividad antifingica del extracto de Agave
salmiana sobre los hongos fitopatégenos B. cinerea, F. oxysporum y F.
verticillioides y sobre las especies de Trichoderma.

e Identificar los principales grupos de metabolitos secundarios presentes en el

extracto de Agave salmiana.
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V. HIPOTESIS

Las estrategias de antagonismo de 7richodermay el uso de extracto de Agave
salmiana tendran una alta capacidad inhibitoria sobre el crecimiento in vitro de los
hongos fitopatdégenos Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum 'y Fusarium

verticillioides.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1.  Material bioldgico
6.1.1. Organismos flingicos

Las cepas de los agentes flingicos utilizados (especies antagonistas y hongos
fitopatdgenos) se obtuvieron del cepario, perteneciente al Laboratorio de Fitopatologia y
Plagas del Instituto de Ciencias Agropecuarias.

Para su reactivacion en placas de Petri con medio de cultivo PDA, se llevo a cabo la
inoculacion de los hongos, conservados en condiciones de crioconservacion. Se colocaron
10 pL de la suspension fungica y se incubd a 28 °C durante 7 dias para su posterior uso

experimental.

6.1.2. Agave salmiana

Zona de colecta

La colecta del material bioldgico se llevo a cabo en la localidad San Juan Hueyapan,
perteneciente al municipio de Cuautepec de Hinojosa, estado de Hidalgo, localizada a una
altitud de 2258 msnm entere los 20° 1°48.694” de latitud norte y 98° 16’ 52.645” de longitud
oeste, se ubica a una distancia aproximada de 2.9 kilometros de la cabecera municipal.

Técnica de colecta

De individuos de A. salmiana, se seleccionaron hojas sin plagas ni enfermedades, de
cada una se tomaron muestras de 25 cm de largo aproximadamente con la ayuda de una
navajay tijeras de poda previamente desinfectadas (Alcohol etilico al 70%). Las muestras se
colocaron en bolsas herméticas para su posterior traslado al Laboratorio de Fitopatologia y

Plagas del Instituto de Ciencias Agropecuarias.

6.2. Preparacion del extracto de Agave salmiana

Previo a la preparacion del extracto, se registro el peso himedo de la muestra de la
hoja. Posteriormente se cort6d en trozos de 5 cm aproximadamente y se colocd sobre papel
perioddico para secar a temperatura ambiente durante un mes. Después del secado se pesod
nuevamente la muestra y posteriormente se molid6 homogéneamente en una licuadora hasta

la obtencion de un polvo fino.
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Se tom¢ la muestra pulverizada y se llevé a una solucion de Metanol al 80 % para dar
una proporcion 1:4 (muestra: solvente). Se dejoé macerar por 48 h a temperatura ambiente
evitando el contacto con la luz. Transcurrido el tiempo, se llevo a cabo el filtrado de la
solucion del extracto. El procedimiento se realizo por triplicado hasta obtener una mezcla
acuosa.

Después del filtrado se llevo a un evaporador rotativo a una temperatura de 40 °C,
para separar el extracto del solvente. Posteriormente se secon a 40 °C por 48 h. El extracto
se coloco en viales de vidrio, evitando la exposicion a la luz y se conservé en un desecador
hasta su uso experimental.

Rendimiento del extracto

Terminado el secado del extracto se pesd en una balanza analitica y se determind el

rendimiento (%R) del extracto, utilizando la siguiente férmula.

Ecuacion 1

Peso del extracto (g)
%R = , x 100
Peso seco del material vegetal (g)

6.3. Pruebas antagonicas

Para las pruebas de antagonismo se usaron dos especies de Trichoderma como
biocontroladores y tres cepas de hongos fitopatdgenos: B. cinerea, F. oxysporum y F.
verticillioides.

El ensayo consistio6 en colocar un disco micelial de 6 mm de didmetro
aproximadamente de cada hongo a enfrentar en los polos opuestos de la caja Petri que
contenia al medio de cultivo PDA, manteniendo una distancia de 3 cm entre cada disco de
crecimiento micelial. La incubacion se realizdo a 28 °C durante 7 dias. Se realizaron 5
repeticiones para cada caso y como control absoluto se consideraron cajas que solo contenian

el hongo patogeno.

6.4. Crecimiento de hongos con extracto de Agave salmiana

Para determinar la actividad antifingica de extracto de Agave salmiana, se utilizo el
método de envenenamiento del medio de cultivo.
El ensayo consistio en preparar medio de cultivo PDA con el extracto a diferentes

concentraciones (Tabla 4), posteriormente se coloco de forma independiente un disco de agar
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de 6 mm de diametro aproximadamente con crecimiento micelial de los hongos: T
asperellum, Trichoderma sp., F. oxysporum, F. verticillioides y B. cinerea. Los tratamientos
usados como testigos fueron el control absoluto o negativo (medio PDA sin extracto ni algiin

otro compuesto) y el control quimico o positivo (Fungicida= PDA + Captan).

Tabla 4. Concentracion de los tratamientos

Tratamiento Concentracion (mg/mL)
Control negativo (—) 0
0.5
Extracto
5
Control positivo (+) 0.25

Para cada tratamiento se realizaron 5 repeticiones, se midi6 el crecimiento radial del
micelio a los 7 dias posteriores de la incubacion para determinar el porcentaje de inhibicion
en cada tratamiento.

6.5. Calculo de porcentaje de inhibicion

Para calcular el porcentaje de inhibiciéon del crecimiento fungico (% I) usando

extracto de A. salmiana u hongos biocontroladores, se utilizo la siguiente formula:

Ecuacion 2

C-T
( C )x 100

%Il=

Donde C es el radio en mm del patégeno en la caja control y T el radio en mm del patdgeno en la caja con
tratamiento (Confrontacion o envenenamiento con extracto).

6.6. Tamizaje fitoquimico
6.6.1. Deteccion de flavonoides

En 1 mL de etanol al 96 % se disolvieron 10 mg de extracto, se le afiadieron trozos
de cinta de magnesio y 2 gotas HCI concentrado. El desarrollo de coloracion naranja o roja

indico la presencia de flavonoides.

6.6.2. Deteccion de quinonas

A 10 mg de extracto se afladié 1 mL de cloroformo concentrado y se adicioné 1 mL
de NaOH al 5 % en agua, se mezclaron las fases y se dejo reposar hasta su separacion. La

coloracion roja en la fase alcalina indica la presencia de quinonas.
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6.6.3. Deteccion de saponinas

Se disolvieron 10 mg de extracto en 1 mL de agua destilada, se tapo y se agito durante

5 minutos. La aparicion de espuma indico la presencia de saponinas.

6.6.4. Deteccion de aminoacidos

A 10 mg de extracto se afiadieron 2 mL de ninhidrina al 2 %, la mezcla se hirvié por

10 minutos. La coloracion azul-violeta indico la presencia de aminoacidos.

6.6.5. Deteccion de taninos

Se mezclaron 10 mg de extracto con 1 mL de agua destilada y 2 gotas de FeCls al 2

%. La apariencia de coloracion azul y verde indic6 la presencia de taninos.

6.6.6. Deteccion de compuestos fenolicos

Se diluyeron 10 mg de extracto con 1 mL de etanol al 96 %, méas 3 gotas de FeCls al

3% en etanol. La aparicion de color verde correspondi6 a una reaccion positiva.

6.6.7. Determinacion cualitativa de constituyentes fitoquimicos
Los resultados se reportaron en un sistema de cruces para determinar la presencia de
los grupos de MS tomando en cuenta el siguiente criterio:
e Ausencia (—)
e Ligera (+)
e Media (++)

e Abundante (+++)

6.7. Cuantificacion de metabolitos secundarios del extracto de Agave salmiana
6.7.1. Determinacion de fenoles totales

Fundamento

El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sodico, que al contacto
con cualquier tipo de fenol reaccionan formando complejos. El método se basa en la
capacidad que tienen los fenoles de reaccionar con agentes oxidantes. La trasferencia de
electrones a pH basico reduce los complejos fosfomolibdicos-fosfotungstico en 6xidos de
coloracion azul siendo proporcional el color azul respecto al nlimero de grupos de hidroxilo

(Cruzado et al., 2013).
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Técnica

Para la determinacion de fenoles totales, se utilizod el 4cido galico para realizar la
curva de calibracion estandar. A partir de la solucion del acido galico (100 mg/L) se realiz6
una serie de diluciones hasta la obtencion de concentraciones que oscilaron de los 0 - 16.25
mg/L. Posteriormente se adicionaron 0.25 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu 1N, se agitd y
se dejo reposar durante 5 minutos para adicionar 0.750 mL de carbonato de sodio al 20 %, la
mezcla se llevd a un volumen final de 2 mL con agua destilada y se dejo reposar durante 2 h
a temperatura amiente en oscuridad.

Para la preparacion de las muestras se disolvio 0.1 g de extracto en 50 mL de etanol-
agua 1:1, se coloco en bafio ultrasonico durante 15 minutos, se tomaron 2 mL de dilucion y
se centrifug6 a 10,000 x g durante 10 minutos. Se utilizo el sobrenadante para la prueba, se
usaron 100 pL, en lugar de la solucion de acido galico, y se someti6 al mismo tratamiento
que la curva patron.

La absorbancia de las mezclas se midid frente al blanco a una longitud de onda de
760 nm, la concentracion del contenido total de fenoles en las muestras de prueba se reporta
como mg equivalentes de Acido Galico por cada gramo de peso seco de la planta (mg

EAG/g). La determinacion se realizo por triplicado.

6.7.2. Determinacion de flavonoides

Fundamento

La determinacién de flavonoides a base de Cloruro de aluminio (AlCl3), consiste en
la formacion de un complejo entre el flavonoide y el cloruro de aluminio, tornando una
coloracion amarillenta. El cation de aluminio forma complejos estables con flavonoides en
metanol, en el analisis espectrofotométrico permite un desplazamiento hacia longitudes de
onda mayores y una intensificacion de la absorcion. De este modo, es posible determinar la
cantidad de flavonoides, evitando la interferencia de otras sustancias fendlicas (Amaya-
Rodriguez et al., 2013).

Técnica

Para la determinacion de flavonoides se utilizo quercetina para realizar la curva de
calibracion estandar. Se realiz6 una solucion madre de quercetina (5 mg/mL), a partir de ella

se realizaron una serie de diluciones utilizando metanol como disolvente (10 - 70 pg). Se
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mezclo por separado una cantidad de 0.6 mL de solucion de cada una de las diluciones de
quercetina con 0.6 mL de cloruro de aluminio (AICI3) al 2%.

Para la preparacion de las muestras, se prepard una solucion de extracto de 0.01
mg/mL de metanol, se sénico durante 45 minutos, seguido de una centrifugacion de 10,000
x g durante 10 minutos. Se tomaron 0.6 mL de la solucion y se sometid al mismo tratamiento
de la curva de calibracion.

Después de mezclar, la solucion se incubd durante 60 minutos a temperatura ambiente
en oscuridad. La absorbancia de las mezclas de reaccion se midid frente al blanco a una
longitud de onda de 420 nm con un espectrofotometro. La concentracion del contenido total
de flavonoides en las muestras se reporta como pg equivalentes de Quercetina por cada

gramo de peso seco de la planta (ug EQ/g). La determinacion se realizo por triplicado.

6.7.3. Determinacion de capacidad antioxidantes

Fundamento

El DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) es un radical libre caracterizado por poseer
un electron desapareado. Por esta propiedad es muy usado para determinar la actividad
antioxidante. Su método consiste en la captacion de radicales libres y se basa en la aceptacion
de un electron de hidrogeno (antioxidante) que en solucion de metanol se torna de un color
violeta intenso. El estudio se lee a 517 nm, es la medida a la que el electrén es aceptado
cuando el DPPH reacciona con un antioxidante que le dona un atomo de hidrogeno,
provocando que el color violeta comience a desvanecerse hasta tornarse de color amarillo,
siendo el amarillo un color indicador de las propiedades antioxidantes (Cruzado et al., 2013).

Tecnica

Para la determinacion de antioxidantes, se utiliz6 el acido ascorbico para realizar la
curva de calibracion estandar. Se realiz6 una solucion madre de acido ascorbico a 100 pg/mL.
Se prepard una solucion a 0.3 mM de DPPH en metanol. La solucion se prepard antes de
comenzar el ensayo debido a que tiende a degradarse por efecto de la luz y la temperatura.
Para la curva de calibracion se realizaron 10 puntos de 1-10 pg/mL de acido ascorbico. A
cada punto se le afladieron 0.5 mL de reactivo de DPPH y se llevé a un volumen final de 1.75

mL con metanol.
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Se prepar6 una solucion madre del extracto a una concentracion de 2,000 pg/mL. A
partir de la solucién madre se prepararon 5 diluciones que van de los 62.5-500 ug/mL y se
llevaron a un volumen final de 5 mL con ayuda de metanol.

De cada dilucion se tomaron 1.25 mL y se le afiadié 0.5 mL de reactivo DPPH. Las
mezclas se agitaron y se dejaron reaccionar por 30 minutos en un ambiente oscuro. Las
muestras se leyeron en un espectrofotometro a una longitud de onda de 517 nm. La
concentracion del contenido de antioxidante en las muestras de la prueba se calculo a partir
del grafico de calibracion reportado como concentracion efectiva media ug de extracto/mL

de DPPH. La determinacion se realizé por triplicado.

6.8. Analisis estadistico

Para las pruebas duales se realiz6 la prueba de comparacion de medias ¢ de student
para dos muestras independientes en el software de Excel, mientras que para el
envenenamiento de medio de cultivo PDA se utilizo un disefio completamente al azar de un
solo factor con 5 tratamientos, incluidos dos testigos y 5 repeticiones por tratamiento, al que
se le realiz6 un andlisis de varianza, seguido de pruebas de comparacion de medias de Tukey

al 5% utilizando el programa Minitab.
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VII. RESULTADOS

7.1. Pruebas antagoénicas de 7. asperellum y Trichoderma sp. sobre
diferentes hongos fitopatogenos

Para determinar la existencia de un efecto antagonico de las especies de Trichoderma
sobre los hongos fitopatogenos incluidos en este andlisis, se llevaron a cabo pruebas de
confrontacion en cajas Petri que contenian PDA. En la Figura 5A se muestra el efecto
inhibitorio in vitro de ambas especies de Trichoderma sobre el crecimiento de los tres hongos
fitopatégenos a los 7 dias post-inoculacion (dpi). Ambos agentes antagonicos inhibieron
considerablemente el desarrollo micelial de los tres hongos fitopatdgenos, pues para los tres
se inhibié mas del 60 %. Los dos hongos antagonistas resultaron excelentes controladores
para B. cinerea pues produjeron mas del 70 % de inhibicion, siendo 7. asperellum el mas
eficiente para dicho hongo. Para F. oxysporum también se obtuvieron inhibiciones de
crecimiento que alcanzaron hasta un 75%, siendo Trichoderma sp. el mas eficiente (Fig. 5B).
Para F. verticillioides ambas especies de Trichoderma inhibieron cerca del 60 % de su

crecimiento, sin que se observaran diferencias significativas entre ambas especies

, .
antagonicas.
A) Trichoderma B) Botrytis cinerea Fusarium oxysporum
Control asperellum Trichoderma sp. 90 * 920 *
80 \ 80 [
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% de inhibicion

F. verticillioides

Figura 5. Capacidad antagonica de T. asperellum y Trichoderma sp. frente a distintos hongos
fitopatogenos
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A) Fotografia representativa de pruebas antagoénicas bajo condiciones in vitro de dos cepas antagonicas de
Trichoderma frente a distintos hongos fitopatdgenos a los 7 dpi. El experimento se realizé por quintuplicado. B) Graficas
comparativas del porcentaje de inhibicion de 7. asperellum y Trichoderma sp. sobre los hongos patogénicos B. cinerea, F.
oxysporum 'y F. verticillioides. Las columnas de la grafica muestran el promedio del porcentaje de inhibicion y las barras la
desviacion estandar de los 5 experimentos independientes. Los asteriscos sobre las barras indican una diferencia estadistica
significativa entre tratamientos de acuerdo con la prueba de medias ¢ de student (p<0.05).

7.2. Suplementacion del medio de cultivo PDA con extracto de Agave
salmiana

7.2.1. Efecto del extracto de A. salmiana sobre Botrytis cinerea

Para determinar la capacidad de inhibicion del extracto de A. salmiana sobre el
crecimiento del hongo patogeno B. cinerea, se realizo6 la suplementacion del medio de cultivo
PDA con el extracto, a diferentes concentraciones. El experimento incluy¢ €l analisis de un
control absoluto negativo (—), con ausencia del extracto, y un control positivo (+), con
ausencia del extracto, pero adicion captan como fungicida comercial. La inhibicién del
crecimiento fingico se determind a los 7 dpi.

Como se observa en la Figura 6A, el extracto de A. salmiana tuvo un considerable
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de B. cinerea respecto al control negativo (—), mientras
que el control positivo (+) super6 la inhibicién que se obtuvo con el extracto. La inhibicién
del desarrollo micelial fue dependiente de la concentracion de extracto utilizada, siendo
estadisticamente diferente en cada una de las concentraciones evaluadas del extracto, en la
concentracion mas alta se alcanz6 hasta un 56% de inhibicion (Fig. 6B).

En la figura podemos observar que las concentraciones 0.5, 1 y 2 mg/mL el desarrollo
micelial del hongo no fue radial sino en diferentes colonias de propagulos, esto se debe a la
dispersion de esporas en el medio de cultivo PDA a diferencia del resto en donde no se
diseminaron, lo cual fue provocado por el movimiento de las cajas durante la

experimentacion.
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Figura 6. Efectos del extracto de A. salmiana sobre el crecimiento de B. cinerea

A) Fotografia representativa de la inoculacion del hongo B. cinerea, sobre el medio de cultivo PDA suplementado
con el extracto de A. salmiana a distintas concentraciones bajo condiciones in vitro a los 7 dpi. La experimentacion se realizo
por quintuplicado. B) Graficas comparativas del porcentaje de inhibicion del hongo fitopatdogeno B. cinerea por efecto del
extracto de 4. salmiana a diferentes concentraciones. Las columnas muestran el promedio del porcentaje de inhibicion y las
barras la desviacion estandar de los 5 experimentos independientes que se realizaron. Letras diferentes sobre las barras
indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos segun la prueba de medias Tukey (p<0.05).

7.2.2. Efecto del extracto de A. salmiana sobre Fusarium oxysporum

La determinacion de la capacidad de inhibicion del extracto de A. salmiana sobre el
crecimiento del hongo patéogeno F. oxysporum se realiz6 la suplementacion del medio de
cultivo PDA con el extracto, a diferentes concentraciones. El experimento incluy6 el control
negativo (—) y positivo (+). La inhibicion del crecimiento micelial se determind a los 7 dpi.

El extracto de A. salmiana presentd un bajo efecto inhibitorio sobre el crecimiento de F.
oxysporum que no igualod ni super6 al control positivo (+), el extracto alcanzé hasta un 19 %
de inhibicion respecto al control negativo (Fig. 7A). La inhibicion de crecimiento del hongo
por efecto del extracto utilizado fue igual estadisticamente entre las cuatro concentraciones

evaluadas (Fig. 7B).
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Figura 7. Efecto del extracto de 4. salmiana sobre el crecimiento de F. oxysporum

A) Fotografia representativa de la inoculacién del hongo F. oxysporum, sobre el medio de cultivo PDA suplementado
con el extracto de 4. salmiana a distintas concentraciones bajo condiciones in vitro a los 7 dpi. La experimentacion se realizo
por quintuplicado. B) Gréaficas comparativas del porcentaje de inhibicion del hongo fitopatogeno F oxysporum por efecto
del extracto de A. salmiana a diferentes concentraciones. Las columnas muestran el promedio del porcentaje de inhibicion
y las barras la desviacion estandar de los 5 experimentos independientes que se realizaron. Letras diferentes sobre las barras
indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos segun la prueba de medias Tukey (p<0.05).

7.2.3. Efecto del extracto de A. salmiana sobre Fusarium verticillioides

Para determinar la capacidad de inhibicion del extracto de A. salmiana sobre el
crecimiento del hongo patogénico F. verticillioides, se realizd la suplementacion del medio
de cultivo PDA con el extracto, a diferentes concentraciones. El experimento incluy6 él
analisis de un control absoluto negativo (—) y un control positivo (+). La inhibicion del
crecimiento micelial se determiné a los 7 dpi.

Como se observa en la Figura 8A, el extracto de 4. sa/miana mostré un efecto
inhibitorio considerable sobre el desarrollo micelial de F. verticillioides respecto al control
negativo (—). La inhibicion del crecimiento fue dosis-dependiente (31-85 %), siendo diferente
estadisticamente en cada una de las concentraciones evaluadas del extracto. Las
concentraciones de 2 y 5 mg/mL de extracto superaron la inhibicion de crecimiento causada

por el control positivo (+) (Fig. 8B).
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Figura 8. Efecto del extracto de 4. salmiana sobre el crecimiento de F. verticillioides

A) Fotografia representativa de la inoculacion del hongo F verticillioides, sobre el medio de cultivo PDA
suplementado con el extracto de A. salmiana a distintas concentraciones bajo condiciones in vitro a los 7 dpi. El experimento
se realizé por quintuplicado. B) Graficas comparativas del porcentaje de inhibicion del hongo patogénico F. verticillioides
por efecto del extracto de 4. salmiana a diferentes concentraciones. Las columnas muestran el promedio del porcentaje de
inhibicion y las barras la desviacion estandar de los 5 experimentos independientes que se realizaron. Letras diferentes sobre
las barras indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos segun la prueba de medias Tukey (p<0.05).

7.3. Efectos del extracto de A. salmiana sobre hongos antagénicos

Las pruebas de determinacion, de la capacidad inhibitoria del extracto de A. salmiana
frente a hongos antagonicos se realizd para evaluar si ambas estrategias de control podrian
funcionar simultdneamente de manera adecuada, o si el efecto de una de ellas podria afectar

el adecuado funcionamiento de la otra.

7.3.1. Efecto del extracto de Agave salmiana sobre T. asperellum

La determinacién de la capacidad de inhibicion del extracto de A. salmiana sobre el
crecimiento del hongo antagoénico 7. asperellum, también se realizd por medio de la
suplementacion de medio de cultivo PDA con el extracto, a concentraciones diferentes. El

experimento incluyo6 el analisis de un control absoluto negativo (—), con ausencia del extracto,
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y un control positivo (+), con ausencia del extracto, pero adicionado con captan como
fungicida sintético. La inhibicion del desarrollo micelial se determind a los 7 dpi.

El extracto de 4. salmiana mostr6 un alto efecto inhibitorio sobre el crecimiento
micelial de 7" asperellum respecto al control negativo (—), incluso superando el porcentaje de
inhibicién que se obtuvo con el control positivo (+) (Fig. 9A). La méxima inhibicion de
crecimiento (superior al 90%) se observo en presencia de 2 y 5 mg/mL de extracto, siendo

iguales estadisticamente (Fig. 9B).
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Figura 9. Efecto del extracto de A. salmiana sobre el crecimiento de 7. asperellum

A) Fotografia representativa de la inoculacion del hongo 7. asperellum, sobre el medio de cultivo PDA suplementado
con el extracto de 4. salmiana a distintas concentraciones bajo condiciones in vitro a los 7 dpi. La experimentacion se realizd
por quintuplicado. B) Graficas comparativas del porcentaje de inhibicion del hongo antagénico 7. asperellum por efecto del
extracto de 4. salmiana a diferentes concentraciones. Las columnas muestran el promedio del porcentaje de inhibicion y las
barras la desviacion estandar de los 5 experimentos independientes que se realizaron. Letras diferentes sobre las barras
indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos segun la prueba de medias Tukey (p<0.05).

7.3.2. Efectos del extracto de A. salmiana sobre Trichoderma sp.

Para determinar la capacidad de inhibicién del extracto de A. salmiana sobre el
crecimiento del hongo antagoénico Trichoderma sp. se realiz6 la suplementacion del medio

de cultivo PDA con el extracto, a concentraciones diferentes. El experimento incluy¢ él
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analisis de un control absoluto negativo (-) y un control positivo (+). La inhibicién del
desarrollo micelial se determind a los 7 dpi.

El extracto de 4. salmiana mostr6 un alto efecto inhibitorio sobre el crecimiento
micelial de Trichoderma sp. respecto al control negativo (-), llegando a superar el resultado
que se obtuvo con el control positivo (+) (Fig. 10). La inhibicion fue dependiente de la
concentracion de extracto utilizada, siendo estadisticamente iguales las dos concentraciones
mas bajas del extracto. Las cuatro concentraciones inhibieron mas del 65 % el crecimiento

fingico (Fig. 10B).
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Figura 10. Efecto del extracto de 4. sa/miana sobre el crecimiento de Trichoderma sp.

A) Fotografia representativa de la inoculacion del hongo Trichoderma sp., sobre el medio de cultivo PDA
suplementado con el extracto de A. salmiana a distintas concentraciones bajo condiciones in vitro a los 7 dpi. La
experimentacion se realiz6 por quintuplicado. B) Graficas comparativas del porcentaje de inhibicion del hongo antagénico
Trichoderma sp. por efecto del extracto de A. salmiana a diferentes concentraciones. Las columnas muestran el promedio
del porcentaje de inhibicion y las barras la desviacion estandar de los 5 experimentos independientes que se realizaron.
Letras diferentes sobre las barras indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos segun la prueba de medias
Tukey (p<0.05).
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7.4. Caracterizacion del extracto de A. salmiana
7.4.1. Rendimiento del extracto

A partir de los 92.1 g del peso seco de la muestra de A. salmiana se obtuvo el

rendimiento del extracto de la solucion de Metanol (Tabla 5).

Tabla 5. Rendimiento del extracto de 4. salmiana

Peso seco material Peso del extracto | Porcentaje de
vegetal (g) (2) rendimiento (%)
92.1 7.76 8.42

Las caracteristicas fisicas del extracto fueron: coloracion verde oscuro de apariencia

cristalina.

7.4.2. Grupos de constituyentes fitoquimicos

Para la determinacion de MS y la deteccion de aminoacidos, se realizaron pruebas de
tamizaje fitoquimico que permitieron analizar cualitativamente la presencia o ausencia de los
principales constituyentes fitoquimicos del extracto de 4. salmiana. El anélisis incluy6 la
evaluacion de fenoles, saponinas, taninos, compuestos fenolicos y quinonas. Asi como la
determinacion de aminoécidos. De acuerdo con los indicadores para cada prueba se
detectaron cinco de los seis grupos evaluados, siendo el Unico con resultado negativo la
presencia de quinonas (Fig.11). La abundancia de estos se resume en la Tabla 6, en donde se
encontrd una ligera presencia de flavonoides y saponinas, una presencia media para Taninos

y Compuestos fendlicos y una elevada presencia de aminoécidos.
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Figura 11. Deteccion cualitativa de los principales constituyentes fitoquimicos del extracto de A.
salmiana

Resultado representativo para la deteccion de: A) Flavonoides B) Quinonas C) Saponinas D) Aminoacidos E) Taninos F)
Compuestos fenolicos. El tubo de la izquierda de cada prueba representa el control negativo del ensayo y el de la derecha
el que contiende el extracto de 4. salmiana. Las pruebas se realizaron por triplicado.

Tabla 6. Resultados de las reacciones para determinacion cualitativa de los principales constituyentes
fitoquimicos del extracto de A. salmiana

Intensidad de reaccion del tamizaje fitoquimico

Flavonoides | Quinonas | Saponinas | Aminoacidos | Taninos Compqestos
fenolicos
Intensidad + - + A+ 4+ 4t

Interpretacion de la intensidad de la reaccion (-) ausencia (+) ligera (++) media (+++) abundante.
7.4.3. Cuantificacion de metabolitos secundarios

Para la determinacién cuantitativa de MS, se realizaron pruebas analiticas de
espectrofotometria que permitieron identificar algunos grupos de metabolitos secundarios.
Las pruebas incluyeron el analisis de Fenoles totales, Flavonoides y Capacidad antioxidante,
de acuerdo con cada prueba se realizaron los calculos correspondientes.

Cuantificacion de fenoles totales

Para la determinacion de fenoles totales se llevo a cabo una curva de calibracion de
Acido Galico, la concentracion del contenido total de fenoles en las muestras del extracto se

calcul6 a partir del grafico de calibracion. A partir de las absorbancias de 4cido gélico se
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realizo la grafica patron respecto a las concentraciones (0-16.25 mg/L de AG) y se obtuvo un
R2=10.9861, y = 0.0513x — 0.11. Con los resultados de las absorbancias de las muestras de
extracto se sustituyeron los valores en la ecuacion de la recta para el posterior calculo de
miligramos equivalentes de acido galico/gramo de peso seco de tejido vegetal (mg EAG/g
PS).

De acuerdo con los resultados obtenidos la concentracion de fenoles fue de 6.21 mg
EAG/g PS + 0.85.

Cuantificacion de flavonoides

Para la determinacion de flavonoides se realizd6 una curva de calibracion con
Quercetina, la concentracion de flavonoides en las muestras se obtuvo a partir del grafico
estandar. Con base a las absorbancias de quercetina se realizo una grafica estandar respecto
a las concentraciones (0-70 pug/mL de Q) y se obtuvo un R>=0.9931, y = 0.0285x + 0.0421.
Con los resultados de las absorbancias del extracto se sustituyeron los valores en la ecuacion
de la recta para el siguiente calculo de microgramos de quercetina/ gramo de peso seco de
tejido vegetal (ug EQ/g PS).

Conforme a los datos obtenidos la concentracion de flavonoides fue 486 pg EQ/g PS
+6.71.

Cuantificacion de Capacidad antioxidante

Para la determinacion de Capacidad antioxidante se realizaron dos curvas una para el
estandar Acido ascérbico y otra para el extracto de A. salmiana. Los graficos fueron
realizados respecto a las concentraciones anadidas para el 4cido ascorbico (1-10 pg/mL de
4cido ascorbico) se obtuvo un R?=0.9966, y=9.338x + 0.0229; mientras que para el extracto
(62.5-500 ug//mL de extracto) y se obtuvo un R?>=0.9967, y=0.1871x + 6.7417. Para esta
determinacion se realizé el célculo de la ICso respectivamente para cada curva sustituyendo
los valores en la ecuacion de la recta. La ICso es la concentracion de un compuesto que es
necesaria para inhibir la actividad bioldgica en un 50 % en comparacion con un control sin
tratamiento.

De acuerdo con los resultados obtenidos la ICso (ng/mL) para el acido ascorbico fue

5.35 £0.23, mientras que para el extracto la ICso (ng/mL) fue 224.24 +20.71.
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

Las enfermedades causadas por patdégenos son una de las principales limitantes para
la produccion agricola en todo el mundo, en este estudio se determiné el efecto inhibitorio
de dos especies de Trichoderma y del extracto metandlico de A. salmiana sobre el
crecimiento in vitro de tres hongos fitopatdgenos de interés agricola.

Las especies T. asperellum y Trichoderma sp. demostraron ser, en cultivos duales,
excelentes controladores de los hongos fitopatégenos evaluados. La eficiencia del
antagonismo en orden decreciente para 7. asperellum tue B. cinerea (76.95 %), F. oxysporum
(76.55 %) y F. verticillioides (66.59%), mientras que para Trichoderma sp. fue F. oxysporum
(81.12 %), B. cinerea (73.14 %) y F. verticillioides (62.61 %).

Se ha reportado que 7. asperellum inhibe el crecimiento de F. oxysporum hasta en un
80 % (Diaz-Gutiérrez et al., 2021), similar a los valores obtenidos en esta investigacion.
Respecto a Trichoderma sp. resulté muy eficiente para el control de F. oxysporum alcanzando
hasta un 80 % de inhibicidn, lo cual coincide con lo reportado en la literatura con promedios
de inhibicion superiores al 70 % (Sanchez-Garcia et al., 2017). Ademas, se ha reportado que
T. asperellum inhibe hasta el 81 % y Trichoderma sp. el 80 % del crecimiento de F.
verticillioides (Sénchez-Garcia et al., 2017), valores diferentes a los s obtenidos en este
analisis que se encuentran por debajo del 70 % de inhibicion. Asimismo, se ha registrado que
Trichoderma sp. inhibe el 62% del crecimiento de B. cinerea (Geng et al., 2022), y T.
asperellum lo inhibe en un 56.15% (Grados-Moreyra, 2022), lo cual no coincide con los
resultados de esta investigacion, pues se obtuvieron resultados aun mas altos. Dichas
diferencias pueden atribuirse a las condiciones experimentales como el tiempo de incubacion
y la temperatura.

El extracto de 4. salmiana present6 actividad antifungica para todos los hongos incluidos en
el presente trabajo; sin embargo, la actividad antifiingica contra F. oxysporum fue el mas bajo,
incluso por debajo del resultado del control positivo (+) alcanzando solo el 19 % de inhibicion
respecto al control positivo. Este resultado coincide con los resultados obtenidos de extractos
de otras especies vegetales, como de Azadirachta indica , Allium sativum, Allium cepa y
Zingiber officinale en los que se han reportado porcentajes de inhibicioén entre un 23.53 y
31.58 % (Abdulle et al., 2022). Para el hongo patogénico B. cinerea se obtuvo hasta un 56 %

de inhibicion, lo cual difiere de los resultados obtenidos con otros extractos de Larrea
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tridentata (66 %), Origanum vulgare (72.66 %)y Agave lechuguilla hojay raiz (63 %y 92.66
%, respectivamente) (Martinez-Hernandez, 2017). Mientras que para F. verticillioides se
obtuvo un 85 % de inhibicién micelial, superando la inhibicion del control positivo, menor
inhibicion que la obtenida con el extracto de Vitex mollis (91 %) (Valencia-Botin et al., 2018)
y mayor a la obtenida con el extracto de Jaquinia macrocarpa (56.3%). El extracto de A.
salmiana se considera mejor controlador en comparacion a extractos de otras especies
vegetales especialmente para F. verticillioides.

Por otra parte, los hongos antagonicos fueron susceptibles al efecto del extracto
alcanzando mas del 90 % de inhibicion micelial, por lo tanto, el uso simultaneo de ambas
técnicas no es recomendable. Otros extractos como el de Ruta graveolens inhibe el 81 % el
desarrollo micelial de Trichoderma (Reyes-Quintanar et al., 2014), también el extracto de
Pycnoporus sp. inhibe hasta un 72 % el crecimiento de Trichoderma (Talavera-Ortiz et al.,
2020). Estos datos indican que Trichoderma es un hongo vulnerable a los efectos de extractos
vegetales.

Para F. verticillioides ambas técnicas (confrontacion y envenenamiento) demostraron
ser eficientes en el desarrollo micelial del hongo; sin embargo, se obtuvo un mejor porcentaje
de inhibicion con el envenenamiento del medio con 5 mg/mL del extracto de 4. salmiana (85
%), que con la confrontacion antagonica 7. asperellum (66.59 %) y Trichoderma sp. (62.61
%).

Respecto a la inhibicion del crecimiento de B. cinerea 'y F. oxysporum, el método mas
eficiente fue el de antagonismo pues se obtuvieron resultados mdas altos que en el
envenenamiento con extracto. Para B. cinerea en antagonismo se obtuvo el 7. asperellum
(76.95 %) y Trichoderma sp. (73.14 %), mientras que en el envenenamiento con 5 mg/mL de
extracto de A. salmiana (56 %). Por otra parte, para F. oxysporum en la confrontacion se
obtuvo con 7. asperellum (76.55 %) y Trichoderma sp. (81.12 %); en el envenenamiento con
extracto en todas sus concentraciones la inhibicion fue menor al 20 %.

En la literatura no se tiene registro sobre la actividad antiflingica de extractos de A.
salmiana, lo cual significa que el presente trabajo es pionero en esa linea de investigacion.
En la literatura, si se tiene registro del efecto antimicrobiano de extracto de varias especies

de Agave como A. americana (Shegute & Wasihun, 2020), A. angustifolia (Lopez-
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Romero,2018), A. sisalana (Santos et al., 2009), 4. cupreata (Salazar-Pineda et al., 2017),
especificamente contra bacterias patégenas de interés para la salud humana.

El tamiz fitoquimico del extracto de A. salmiana muestra la riqueza de metabolitos
secundarios que posee. En este, se determind la presencia de diferentes grupos de
metabolitos, tales como flavonoides, saponinas, aminodcidos, taninos y compuestos
fenolicos; dichos resultados son similares a los reportados para 4. americana (Shegute &
Wasihun, 2020), y A. lechuguilla (Martinez-Hernandez, 2017). La capacidad antifungica del
extracto, se puede atribuir a la presencia de los compuestos identificados, ya que en la
literatura se ha asociado la presencia de flavonoides con actividad antimicrobiana (Martinez-
Meléndez et al., 2023). Las saponinas son consideradas como surfactantes y anfipaticas
naturales con alta capacidad tensoactiva que permite la penetracion de proteinas a través de
membranas celulares (Gongora-Chi et al., 2023). Los aminoacidos se han relacionado con la
lisis directa de microorganismos y con una alta actividad antioxidante (Calvo et al., 2009).
Los taninos tienen altas propiedades para absorber el hierro e interrumpen la continuidad de
membranas celulares (Martinez-Meléndez et al., 2023) e infieren en la sintesis de proteinas
y en la inhibicion de la actividad enzimatica celular (Martinez-Hernandez, 2017). Los
compuestos fendlicos actian inhibiendo la sintesis de aminodcidos (Rodriguez-Maturino et
al., 2015).

Los compuestos fenolicos son moléculas asociadas con la actividad antimicrobiana
por la presencia y ubicacion del grupo hidroxilo en su estructura quimica. La presencia de
dicho grupo en el anillo aromatico del fenol confiere mayor probabilidad de reaccionar;
debido a que el grupo hidroxilo es un sustituyente activador que facilita la sustitucion de
atomos de hidrogeno (Biharee et al., 2020).

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de fenoles totales indicaron una alta
presencia de ellos en el extracto de A. salmiana (6.21 mg AG/g) que supera a la reportada
para otras especies de Agave: A. shrevei con 3.75 mg EAG/g (Delgado-Alvarado et al., 2021)
y A. angustifolia con 3.89 mg EAG/g (Pollorena-Lopez, 2012); pero menor respecto a 4.
americana con 9.9 mg EAG/g (Chirinos et al., 2013).

Respecto al contenido de flavonoides, en el extracto se determind una concentracion
de 486 ng EQ/g, mientras que para A. shrevei se ha reportado 2.63 mg EQ/g (Delgado-
Alvarado et al., 2021), para A. americana 3.07 mg EQ/g (Chirinos et al., 2013) y para A4.
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angustifolia 4.59 mg EQ/g (Pollorena-Lopez, 2012). La presencia de estos compuestos en el
extracto de 4. salmiana es de suma importancia, ya que se sabe que los flavonoides son
compuestos con actividad antibacteriana, antioxidante, antifungica y antiviral (Bellatar et al.,
2021).

Estos resultados indican que la presencia y concentraciéon de compuestos bioactivos
depende de la especie planta analizada del género Agave.

Sobre la evaluacién de la capacidad antioxidante usando la técnica del DDPH, se
calcul6 el valor de ICso de una referencia (acido ascorbico) y del extracto de 4. salmiana. El
valor calculado de ICsp para la solucion de referencia (ICso de 5.35 pg/mL) coincidid con lo
reportado en la literatura, en los que se ha reportado una ICso de (5.40 pg/mL) (Egharevba et
al., 2019), mostrando reproducibilidad en el desarrollo de la técnica. En referencia al valor
de la ICso (ng/mL) del extracto de A. salmiana fue de 224.24 pg/mL, dicho valor es menor
que el reportado para Agave angustifolia que presenta una ICso de 378 pg/mL (Lopez-
Romero et al., 2023). La capacidad antioxidante que tiene un extracto se asocia a la estructura
quimica de los compuestos presentes en el extracto, ya que los grupos de hidroxilo
determinan su potencial (Lopez-Romero et al., 2022). La capacidad antioxidante mostrada
por el extracto pudiera estar asociada con los compuestos bioactivos presentes en la planta,
particularmente con los compuestos fendlicos y las saponinas (Lopez-Romero et al., 2022).

Los resultados indican que el extracto de A. salmiana es una fuente de compuestos
bioactivos, a los que se les atribuye su potencial antifingico.

Los estudios sobre nuevas estrategias agroecoldgicas, tienen importantes
implicaciones en el sector agricola, por lo tanto, seria bueno continuar con la identificacion
de los compuestos fitoquimicos presentes en el extracto de A. sa/miana, que nos permitan
determinar algunos otros grupos de MS. Asi como la determinacion de la abundancia en la

que se encuentran presentes.
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IX. CONCLUSIONES

Los ensayos realizados confirman que el género 7Trichoderma presenta capacidad
antagdnica frente a hongos fitopatdégenos, en cultivos duales bajo condiciones in vitro,
especificamente 7. asperellum demostré ser el hongo antagonista mas eficiente en la
inhibicién de crecimiento de B. cinerea excediendo el 75 % de inhibicion, mientras que
Trichoderma sp. rebasa el 80 % de inhibicion de F. oxysporum, en el caso de F. verticillioides
no se encontraron diferencias significativas en el efecto inhibitorio de ambos agentes

antagdnicos, ambos superan el 60 %.

Al evaluar la eficiencia del extracto metanolico de 4. sa/miana sobre el crecimiento
in vitro de hongos fitopatdgenos, se comprobd que posee efecto antifiingico frente a las 3
especies evaluadas, asimismo para las 2 especies de Trichoderma. El extracto metandlico de
A. salmiana inhibi6 el crecimiento in vitro aproximadamente del 80 % para F. verticillioides,
50% para B. cinerea 'y 20 % para F. oxysporum a una concentracion de 5 mg/mL. Ademas, el
extracto de A. salmiana afectd de manera considerable el desarrollo micelial de los hongos
antagonicos rebasando el 90 %, siendo mas susceptibles que los hongos fitopatégenos

evaluados.

El tamiz fitoquimico reveld la presencia de varios grupos de compuestos siendo los
mas abundantes el grupo de los aminoacidos, seguido de taninos y compuestos fenolicos.
Ademas, las pruebas fueron positivas a saponinas y flavonoides en menor abundancia. La
cuantificacion espectrofotométrica de fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante
demostr6 altos contenidos en la concentracion de estos compuestos en la especie de A.

salmiana.

El efecto antifungico del extracto, se le atribuye a la presencia de los compuestos

identificados.
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