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RESUMEN:

Las enfermedades fungicas, como las causadas por Phytophthora infestans y
Fusarium oxysporum, representan una amenaza significariva para la produccion de
tomate, generando grandes pérdidas agricolas. Los métodos convencionales de
control quimico, aunque efectivos, plantean serias preocupaciones ambientales y de
salud. En este contexto, los extractos de plantas, especificamente aquellos derivados
de Argemone mexicana L., emergen como una alternatica ecoldgica prometedora para
el control de estas enfermedades. En este estudio, se evaluaron los beneficios de los
extractos de A. mexicana utilizando diferentes métodos de secado (temperatura
ambiente vy liofilizacién) para preservar compuestos bioactivos como fenoles y
flavonoides, asi como su capacidad antioxidante y actividad antifungica. Los analisis
realizados mediante cromatografia-espectometria de masas (GC-MS) revelaron la
presencia de doce compuestos en el extracto, la mayoria con propiedades antifungicas
y bioestimulantes. Las muestras liofilizadas demostraron conservar hasta un 200 %
mas de compuestos fendlicos, un 120 % mas de flavonoides, y un 180 % mas de

capacidad antioxidante en comparaciéon con las secadas a temperatura ambiente.

Los resultados indican que la aplicacion del extracto de A. mexicana no solo redujo la
severidad de P. infestans y F. oxysporum, sino que también aumenté el rendimiento
de frutosde tomate, mejoré los niveles de pigmentos fotosintéticos, acido ascoérbico,
fenoles y flavonoides y disminuyo la biosintesis de H202, malondialdehido (MDA) y
anién superoxido en las hojas de plantas infectadas. Estos hallazgos sugieren que el
extracto liofilizado de A. mexicana podria ser una solucion viable y sostenible para el
control de enfermedades fungicas en el cultivo de tomate, ofreciendo una alternativa

eficaz y ecoldgica frente a los métodos de control quimico tradicionales.

Palabras clave: Biocontrol; Fitoproteccion; Metabolitos secundarios; Patogenicidad;

Resistencia; Sostenibillidad.



Abstract:

Fungal diseases, such as those caused by Phytophthora infestans and Fusarium
oxysporum, represent a significant threat to tomato production, generating large
agricultural losses. Conventional chemical control methods, although effective, pose
serious environmental and health concerns. In this context, plant extracts, specifically
those derived from Argemone mexicana L., emerge as a promising ecological
alternative for the control of these diseases. In this study, the benefits of A. mexicana
extracts were evaluated using different drying methods (room temperature and freeze-
drying) to preserve bioactive compounds such as phenols and flavonoids, as well as
their antioxidant capacity and antifungal activity. Analyses performed using
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) revealed the presence of twelve
compounds in the extract, most of them with antifungal and biostimulant properties.
Freeze-dried samples were shown to retain up to 200 % more phenolic compounds,
120 % more flavonoids, and 180 % more antioxidant capacity compared to those dried

at room temperature.

The results indicate that the application of A. mexicana extract not only reduced the
severity of P. infestans and F. oxysporum, but also increased tomato fruit yield,
improved the levels of photosynthetic pigments, ascorbic acid, phenols and flavonoids,
and decreased the biosynthesis of H202, malondialdehyde (MDA), and superoxide
anion in the leaves of infected plants. These findings suggest that freeze-dried A.
mexicana extract could be a viable and sustainable solution for the control of fungal
diseases in tomato crops, offering an effective and environmentally friendly alternative

to traditional chemical control methods.

Keywords: Biocontrol; Plant protection; Secondary metabolites; Pathogenicity;

Resistance; Sustainability.
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1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los cultivos mas relevantes a nivel
mundial (Youssef et al., 2018) y se le reconoce como un alimento funcional debido a
su alto contenido de licopeno, minerales, vitaminas p-caroteno y compuestos fendlicos
que son esenciales para la salud humana (Castagna et al., 2014). Actualmente, las
enfermedades de plantas causadas por hongos fitopatdgenos representan una serie
amenaza para la seguridad alimentaria, ya que provocan pérdidas de entre el 20 y 40
% despues de que son cosechados (Ali et al., 2020). Entre las enfermedades mas
devastadoras y econdomicamente significativas que afectan el tomate se destacan
Fusarium oxysporum 'y Phytophthora infestans. Fusarium oxysporum es responsable
de la marchitez vascular, que pueden reducir el rendimiento hasta un 60 %. Los
primeros signos de esta enfermedad incluyen el amarillamiento del forraje y la caida
de hojas (Ren et al., 2021). Las hojas infectadas muestran luego un oscurecimiento y
finalmente se secan (Gonzalez, Yailen y Peteira., 2012). Por su parte, el tizon tardio,
causado por Phytophthora infestans es una enfermedad letal que afecta tallos y hojas
de tomate (Kumar et al., 2022), pudiendo destruir el cultivo en un plazo de 7 a 10 dias
cuando su incidencia es alta y las plantas no estan protegidas. Se estima que el tizén
tardio ocasiona pérdidas globales aproximadamente 6.7 mil millones de dolares

anuales (Nowicki et al., 2012).

Hasta ahora, los fungicidas quimicos han sido la estrategia mas eficaz para controlar
esta enfermedad, aunque su uso excesivo puede derivar en problemas de salud,
resistencia en patdégenos y contaminacion ambiental (Zhang et al., 2022). Por ello,
surge la necesidad de explorar y desarrollar productos ecoldgicos para el control de
patdgenos en plantas. Los fungicidas basados en plantas arvenses estan ganando
aceptacién en la agricultura organica, ya que son seguros para cultivos destinados al
consumo humano, y existen un mercado rentable entre los consumidores que estan
dispuestos a pagar mas por alimentos producidos de forma organica (Misra, 2014). El
uso de extractos vegetales ofrece una oportunidad significativa para desarrollar nuevos
biofungicidas, debido a su contenido de metabolitos secundarios, como alcaloides,

glucdsidos cianogénicos, glucosinolatos, lipidos, compuestos fendlicos, terpenos,
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poliacetilenos, que tienen propiedades fitoprotectoras (Borges et al., 2018; Fielding et
al., 2015). Argemone mexicana L., comunmente conocida como chicalote, es una
planta endémica de México y se encuentra ampliamente distribuida en todos los
continentes (Conabio, 2024). El chicalote es una planta que contiene compuestos
como berberina, deshidrocorydalmina, alocriptopina, oxiberberina, cisteina y
fenilalania, a los cuales se les atribuyen diversas actividades bioldgicas, incluyendo
propiedades antimicrobianas, antiflamatorias, antioxidantes, larvicidas, nematicidas,

entre otras (Brahmachari et al., 2013).

Los extractos vegetales ademas de presentar actividad antifungica, mejoran aspectos
fisioldgicos y bioquimicos en los cultivos (Osman et al., 2021); Aunque los cambios en
el sistema antioxidante de las plantas durante la infeccidon por patégenos han sido
documentados, solo algunos estudios se han realizado sobre los cambios en el
sistema antioxidante y la concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
las hojas de las plantas de tomate sometidas a estrés por un agente patégeno. Hanaa
et al. (2011), emplearon extractos acuosos de neem (Azardiachta indica A. Juss.) en
plantulas de tomate infectadas con Fusarium oxysporum y reportan un aumento
significativo en el crecimiento de brotes y raices de las plantulas de tomate, ademas
de inhibir el crecimiento en este fitopatdgeno. Tighe Neira et al., 2013 evaluaron el
efecto del extracto acuoso de ortiga (Urtica dioica L.) y Ulex europaeus L., en plantulas
de chile (Capsicum annuum L.), ambos extractos generaron un efecto en la produccién
de biomasa y concentracion de compuestos fendlicos. Rodriguez et al., (2020)
reportan que el extracto de Rhus muelleri Muller incremento la longitud y diametro de
tallo, peso seco de hojas, numero y peso de frutos, y produccién de fruto en plantas
de tomate. Por lo anterior, se considera relevante evaluar la actividad antifungica in
vitro e in situ del extracto de Argemone mexicana L. contra Fusarium oxysporum y
Phytophthora infestans y estudiar su papel en la mejora de los efectos fisioldgicos y
bioquimicos en plantas de tomate infectadas con un hongo fitopatégeno para
desarrollar estrategias de control amigables con el medio ambiente y asi reducir el uso
de fungicidas quimicos parcial o totalmente contra hongos fitopatdégenos que infectan

plantas de tomate.
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2. ANTECEDENTES

La aplicacién de fungicidas organicos a base de extractos en los sistemas de
produccion agricola garantiza importantes beneficios para los agricultores, incluida la
seguridad alimentaria, la reduccion de fitopatdégenos, la mejora de la calidad del
producto que alcanza precios mas altos (Tripathi et al., 2020). Los compuestos
quimicos de origen vegetal presentes en los extractos son especificos del organismo
objetivo, lo que garantiza la seguridad de los organismos no objetivo, especialmente
abejas polinizadoras y depredadores. Dependiendo de la fuente vegetal y las
concentraciones utilizadas, los biofungicidas tienen cero o poco efecto alelopatico en
los cultivos (Hernandez-Moreno et al., 2013). Ejemplos de algunos extractos con

actividad antifungica se muestran en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Extractos vegetales para el control de hongos fitopatégenos

Compuesto bioactivo con actividad
biolégica

Extracto vegetal Referencias

Hongo fitopatégeno Enfermedad
Botrytis cinerea; Colletotrichum Moho gris: Antracnosis: Acido tetradecanoico, acido 9-octadecenoico,
acutatum; Diplodia corticola; gris; - ' Extracto hidroetandélico de Myristica acido n-hexadecanoico, acido dodecanoico, Cruzetal.,
. . Cancro del tronco; Tinta del o X -
Phytophthora cinnamomic; L . fragans Houtt acido octadecanoico, veratona, gelsevirina y 2024
. castafio; Marchitez vascular )
Fusarium culmorum montanina
Botrytis cinerea, Colletotrichum Moho gris; Antracnosis; B-turmerona; a-turmerona; -ar-turmerona; a-
acutatum; Diplodia corticola; gris; - ' Extracto hidroetanolico de Curcuma . s 7 Cruzetal.,
; L Cancro del tronco; Tinta del atlantona; y-curcumeno; zingibereno;
Phytophthora cinnamomic; o . longa L. . L ; ; 2024
; castafo; Marchitez vascular isoelemicina y giberelina
Fusarium culmorum
Alternaria alternata Mancha foliar Extracto acuoso de Dittrichia viscosa L. Acidos ca_feonqglmcosi flavonoides Pane et al.,
metoxilados; sesquiterpenos 2023
Trisulfuro de alilo; trisulfuro de alilo y metilo;
Colletotrichum acutatum Antracnosis Extracto etandlico de cascara de ajo disulfuro d_e lilo; disulfuro de alilo y trans-1- Teixeira ot
propenilo; sulfuro de alilo y metilo y 2-vinil- al.,2023
4H-1,3-ditiina
Alternaria alternata; Fusarium Moho negro; Marchitez Extracto metanolico de Cinnamomum Ester mono(2-etilhexilico) del acido 1,2- Sobhy et al.,
solani; Fusarium oxysporum vascular camphora (L.) J. Presl. bencenodicarboxilico 2023
. . . Moho negro; Marchitez Extractos de polifenoles: Mezquite .
Alternaria alternata; Fusarium ; A _ . Salas-Gomez
oxysporum; Rhizoctonia solani vasgular, (Prosopis glandulosa Torr.), Cedro Antocianinas; flavonoles y flavonas otal. 2023
’ Damping-off (Cedrus Trew) y Roble (Quercus L.) "
Fusarium oxysporum; Rhizoctonia Marchitez vascular; Extracto metandlico de Eryngium Acido benzoico; Catecol; Quercetina; Acido Al-Askar et al.,
solani Amortiguamiento campestre L. vainilico; Resveratrol; Naringenina y quinol 2023
Aceite esencial: canela (Cinnamomum
Fusarium oxysporum, Fusarium . [ zeylanicum J. Presl), aceite de neem Aldehido cinamico; Kaempferol; Alcohol Garcia-
: Marchitez vascular; Tizén ; L o o . . . .
solani del pimiento (Azadirachta indica A. Juss), extracto cinamico; Alcaloides; Aceites esenciales; Ramirez et al.,
Phytophthora capsici P de zapote (Diospyros digyna (JFGmel.) Polifenoles; Taninos y saponinas 2023
Perr)
Ralstonia solanacearu; Marchitez bacteriana del Extracto metanolico de Pernettya i
. . R . prostrata (Cav.) y Rubus roseus o Ordoriez et
Phytophthora infestans; banano; Tizon tardio; Compuestos fendlicos
S . Schott al.,2023
Neopestalotiopsis javaensis Enfermedades de la sarna
Mezcla de etanol y acetato de etilo: Extracto de L. hirta: fitol y a-sitosterol. En A. .
. h Hernandez-
ochroleuca: tolueno y benceno, 1,3-bis(3- Ceja et al

extracto de Lantana hirta L., Argemone
ochroleuca L. y Adenophyllum
porophyllum (Cav.)

Pestalotiopsis clavispora;
Colletotrichum gloeosporioides;
Lasiodiplodia pseudotheobromae

fenoxifenoxi)-. En A. porophyllum: acido 2021
hexanodioico, bis(2-etilhexil) éster

Podredumbre de la corona;
antracnosis; gomosis
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3. MARCO TEORICO

3.1 Solanum lycopersicum L.

El tomate cultivado (Solanum lycopersicum L.) se origind y se domestico en el oeste
de América del Sur y Ameérica Central desde México hasta Peru. El tomate pertenece
a la division Magnoliophyte, clase Magnoliopsida, subclase Asteridae, orden Solanales
y familia Solanaceae. El tomate se cultiva en todo el mundo, es clasificado
botanicamente como fruta (baya) pero a menudo consumido como verdura (crudo,
cocido y/o en forma procesada (Krishna et al., 2022). Aunque el tomate cultivado es
una planta tropical, requiere condiciones de crecimiento moderadas y esta
ampliamente adaptado a diferentes climas, lo que lo hace cosmopolita. China, Estados
Unidos, India, Turquia, Egipto e Italia son algunos de los principales paises
productores de tomates (Bihon et al., 2022). En México la produccion de este cultivo
es de 1,483,673.25 millones de toneladas anuales (SIAP, 2024). Ademas, es
considerado un alimento funcional debido a su contenido de: vitamina A y C, fésforo,

hierro, B-caroteno, antocianinas y licopeno) (Saffan et al., 2022).

Las condiciones optimas para el crecimiento y la produccién de este cultivo son:
temperaturas diurnas de entre 23 y 25 °C, y nocturnas de 15 a 17 °C. La temperatura
maxima que tolera es de 30 °C, y la minima es de 8°C. La humedad relativa ideal es
del 60 %, con un maximo del 70 % y un minimo del 50 %. Requiere 12 horas de luz
plena y 12 horas de oscuridad, asi como una ventilacion adecuada para garantizar un
suministro adecuado de oxigeno y didxido de carbono (Santin et al., 2024). El suelo
debe mantenerse con una humedad ligeramente por debajo de su capacidad de
campo, ya que esta planta es muy resistente a la sequia, pero extremadamente
sensible al exceso de humedad. Ademas, presenta fotoperiodismo, lo que significa que
necesita una variacion de temperatura entre el dia y la noche de 8 °C. Este cultivo
también demanda cantidades adecuadas de calcio y potasio, y en promedio, cada

planta consume aproximadamente 2.8 litros de agua por dia (Li et al., 2024).
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3.2 Enfermedades en plantas

Las enfermedades de las plantas causadas por hongos patégenos generan grandes
pérdidas en los cultivos y representan una amenaza para la salud humana y animal.
Desde que el Pacto Verde Europeo puso un fuerte énfasis en la necesidad de reducir
el uso de proteccién quimica de las plantas, el interés en el control ecolégico ha ido
creciendo (Gwiazdowski et al., 2023). Todas las plantas son atacadas por algun tipo
de hongo, y cada uno de los hongos ataca a uno o mas tipos de plantas, las infecciones
fungicas son la principal causa de pérdidas econdmicas significativas en cultivos de

interés comercial (Figura 1) (Agrios, 2005).

Figura. 1. Principales sintomas de enfermedad en tomate

Fuente: PortalFruticola, 2021

3.3 Hongos fitopatégenos

3.3.1 Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum: esta bien representada entre las comunidades de hongos de
suelo, todas las cepas de F. oxysporum son saprofitas y pueden crecer y sobrevivir
durante largos periodos en materia organica en el suelo y en la rizosfera de muchas
especies de plantas, generalmente este fitopatdgeno penetra en las raices induciendo

pudriciones en el sistema vascular de plantas agricolas y ornamentales (Fravel et al.,
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2003). Los primeros sintomas de la marchitez vascular incluyen el aclaramiento de las
venas y las epinastias en las hojas, seguidos por un crecimiento retardado, amarilleo
de las hojas inferiores, marchitamiento gradual, pérdidas de hojas y finalmente, la
muerte de la planta (Figura 2). Durante la colonizacion por hongos, el tejido vascular
adquiere un tono marrdn, lo cual es visible claramente con cortes transversales del
tallo (Michielse y Rep, 2009). Aunque se ha observado que F. oxysporum puede
enfermar a muchas especies vegetales, principalmente: tomate, melon, frijol, platano,
algoddén y garbanzos (Blanco et al., 2008). En plantas ornamentales como aster,

begonia, claver, crisantemo, gladiolo, lirio y orquideas (Gullino et al., 2002).

Figura. 2. Dafios por F. oxysporum en plantas de tomate

Fuente: KOPPERT, 2021

3.3.2 Phytophthora infentans

El género Phytophthora contiene varias especies conocidas con amplios rangos de
host y distribuciones que causan importancia econémica enfermedades de las plantas
que incluyen cancros, humectacion, tizon foliar, pudricién de la raiz y la corona (Agrios,
2005). El tizén tardio del tomate, causado por Phytophthora infestans, es una
enfermedad oomiceta devastadora que provoca la muerte del tallo y la hoja (Figura 3).
En Europa, a finales de la década de 1840, el tizén tardio provocé la gran hambruna

irrandesa. Hasta la fecha, el tizon tardio de las solanaceas sigue siendo una de las
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enfermedades mas devastadoras en las regiones productoras de todo el mundo y
causa grandes pérdidas econdmicas (Bourket, 2020). Phytophthora infestans es un
patdgeno complejo cuyo genoma puede evolucionar con relativa rapidez para producir

resistencia a los fungicidas.

Las especies de Phytophthora desarrollan distintas etapas celulares en su ciclo de
infeccion (Hardham, 2007). Los esporangios multinucleados y las zoosporas méviles
uninucleadas representan las etapas primarias de dispersion. Los esporangios de P.
infestans que se forman en las partes aéreas de las plantas pueden volar o salpicar a
nuevos huéspedes, donde pueden germinar directamente o liberar zoosporas para
iniciar la infeccion. Las zoosporas descartan los flagelos y sintetizan una pared celular,
formando un quiste. Estos germinan en horas y pueden ingresar al tejido del
hospedador a través de aberturas naturales como los estomas, o formar un tubo
germinal hinchado similar a un apresorio, debajo del cual ocurre la penetracion de las
células epidérmicas del hospedador (Hohl y Suter, 1976). Tras la penetracion de la
célula huésped, se forma una vesicula de infeccion primaria esférica a partir de la cual
emergen hifas para ramificarse a través del tejido vegetal (Whisson et al, 2007). Las
hifas de P. infestans crecen intercelularmente, proyectando haustorios en forma de
dedos hacia las células huésped. Los haustorios son estructuras que forman una
interaccioén intima con las células huésped, eliminando la pared celular de la planta,
pero dejando la membrana intacta para facilitar el intercambio molecular entre el

patdgeno y una célula vegetal viva (Avrova et al, 2008).
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Figura. 3. Sintomas y ciclo de la enfermedad de P. infestans

Fuente: Griffith et al., 1995

3.4 Defensa de las plantas contra hongos fitopatoégenos

La exposicién de las plantas al ataque de patégenos, conduce a una desregulacién o
interrupcién de la cadena trasportadora de electrones, lo que tiene como consecuencia
la sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Magbanua et al., 2007).
La produccion de ROS es una importante respuesta defensiva de las plantas contra la
infeccidén patégena, sin embargo, la acumulacién de ROS causa u desequilibrio entre
su producciéon y los mecanismos de defensa, lo que da como resultado un estrés
oxidativo (Lima et al., 2002). En las especies reactivas de oxigeno se incluyen
radicales libres como superdxido (O2¢7) radical hidroxilo (*OH) y moléculas no
radicales como peroxido de hidrogeno (H202) y oxigeno singlete (Chandra et al., 2015).
El H202, esta directamente involucrado en la muerte tanto de patégenos como de
células huésped y en los enlaces cruzados oxidativos entre proteinas en las paredes
celulares, que se vuelven mas resistentes a la degradacion por enzimas liticas y

toxinas no selectivas liberadas por el patégeno (Mehdy et al., 1996). Aunque el H202
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es esencial para la senalizacion y la defensa de las plantas contra la infeccidén por
patdgenos, puede reaccionar con el radical superéxido (O2+—) o con iones metalicos
para formar un radical hidroxilo (OH ¢) (Lin et al., 2009). Estos radicales libres impactan
las membranas celulares, causando danos a pigmentos, proteinas y acidos nucleicos
(Apel y Hirt, 2004). En respuesta a la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), las plantas generan compuestos tanto enzimatico como no enzimaticos que
actuan como eliminadores de estas ROS, neutralizando los radicales libres y ayudando

a mantener el equilibrio del sistema (Anthony et al., 2017).

3.5 Compuestos enzimaticos

Como se menciond, el sistema de defensa de las plantas también involucra la
participacion de compuestos enzimaticos como ascorbato peroxidasa (APX), glutation
peroxidasa (GPX), catalasa (CAT), superdéxido dismutasa (SOD) y Fenilalanina
amoniacal liasa (PAL) que eliminan ROS (Filha et al., 2011). La superdxido dismutasa
(SOD) convierte el radical superéxido en oxigeno molecular y H202, esta enzima
constituye la primera linea de defensa contra el estrés oxidativo (Bowler et al., 1992)
mientras que la ascorbato peroxidasa (APX) cataliza la conversién de H202 en agua y
oxigeno (Asada, 1999). Las enzimas glutation peroxidasa (GP) y catalasa (CAT)
destoxifican el H202 reduciendolo a H20 (Apel y Hirt, 2004) y Fenilalanina amoniacal
liasa (PAL) es el principal precursor de la sintesis de fenilpropanoides en plantas que
actuan como inhibidores de la formacién de oxigeno singlete, captadores de radicales
libres y agentes reductores contra el estrés abiotico y bidtico. De esta forma, las plantas
pueden estar preparadas para hacer frente a algun tipo de estrés, ya sea bidtico o
abiotico (Sirin y Aslim, 2018). EI H202 a menor concentracion participa en las vias de
sefalizacion y las respuestas celulares, como la produccion de proteinas relacionadas
con el estrés, la regulacion positiva de moléculas y enzimas antioxidantes y en la
acumulacion de solutos compatibles (Vierling y Kimpel, 1992; Miller et al., 2010). Pero
a concentraciones mas altas, oxida componentes celulares como lipidos, proteinas y
acidos nucleicos, inhibe el aparato fotosintético y puede iniciar reacciones en cadena

que desencadenan la apoptosis celular (Zhu, 2002).
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3.6 Compuestos no enzimaticos

El sistema no enzimatico (Vitamina C, glutation, fenoles, flavonoides, etc.) mantienen
el equilibrio de las especies reactivas de oxigeno en diferentes reacciones celulares
vegetales. El ascorbato (vitamina C) es el antioxidante mas abundante en las plantas
y se utiliza como cofactor de las enzimas redox. Se sintetiza en la mitocondria y luego
se transporta a los cloroplastos por medio de un transportador de fosfato. En el
cloroplasto, sirve para disipar la energia en forma de calor y eliminar los radicales libres
durante el proceso de fotosintesis (Miyaji et al., 2015). La funcion mas importante del
ascorbato en las células vegetales es la donacion de electrones (ciclo del glutation del
ascorbato), donde la enzima ascorbato peroxidasa (APX) utiliza dos moléculas de
ascorbato para reducir el H202 a agua y monodehidroascorbato (MDA) este, a su vez,
puede reciclarse a través de la enzima deshidroascorbato reductasa (Foyer y Noctor,
2011). El glutatién tiene funciones importantes en el desarrollo de plantas que no
pueden ser realizadas por otros tioles o antioxidantes; interactua con varias proteinas
a través del intercambio de tiol-disulfuro. Algunas funciones incluyen vias biosintéticas,
desintoxicacion, bioquimica antioxidante y homeostasis redox. El glutation se sintetiza
a partir de aminoacidos constituyentes, como la cisteina, en diferentes compartimentos
celulares y se mueve a través del apoplasto o el simplasto (Noctor et al., 2011). Actua
como un compuesto reductor de especies reactivas de oxigeno y reductores celulares
y también cumple funciones de sefializacién. En el ciclo del glutation del ascorbato, se
utiliza para reducir el deshidroascorbato, tanto enzimatico como no enzimatico, y
también se oxida a glutation oxidado (GSSG); para regenerarse, es catalizada por la
enzima glutatién reductasa y fosfato de nicotinamida-adenina-dinucleétido (NADPH)
como poder reductor (Ahmad et al., 2010). Los antioxidantes, como los fenoles,
flavonoides y otros compuestos bioquimicos que producen las plantas, desempefian
dos funciones clave. En primer lugar, previenen la oxidacion de los lipidos catalizada
por los radicales libres, en segundo lugar, actian como agentes reductores,
transformando los radicales libres en moléculas estables. Por lo tanto, la presencia de
radicales libres también estimula la produccion de antioxidantes (Antnony et al., 2017).
Las plantas son fuentes naturales de compuestos fendlicos, los cuales se acumulan

como respuesta a la infeccion por patéogenos (Ahuja et al., 2012). Los flavonoides,
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compuestos del metabolismo secundario ampliamente distribuidos en las plantas, han
sido identificados como inhibidores de infecciones causadas por patdgenos. Su
capacidad antioxidante se atribuye a su habilidad para neutralizar los radicales libres,
bloqueando asi su accion catalitica. Por lo tanto, cuando aumenta la concentracién de
especies reactivas de oxigeno, también se incrementa la cantidad de flavonoides
libres, lo que reduce el dafo potencial de los ROS sobre la integridad celular
(Mathesius et al., 2018).

3.7 Efecto de los fitopatdgenos en la fotosintesis

La clorofila es muy importante para la fotosintesis de la planta y esta contenida en los
fotosistemas | y Il. Los hongos fitopatdgenos pueden afectar negativamente la
actividad fotosintética de las plantas a través de la necrosis que producen en las hojas
debido a la reduccion del contenido de clorofila (Dehgahi et al., 2015). Por lo tanto,
mantener el contenido de clorofila en las plantas cuando son atacadas por patégenos
es vital, ya que esto permitira que la planta continue realizando la fotosintesis y por
ende el resto de las funciones metabdlicas que desencadenan en un favorable

desarrollo y rendimiento del cultivo (Quiterio-Gutiérrez et al., 2019).

3.8 Extractos vegetales en el control de enfermedades en plantas

Las plantas producen de forma natural una variedad de productos de diferente
naturaleza quimica, que se utilizan para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Los
metabolitos primarios proporcionan los suministros necesarios para procesos como la
fotosintesis, la translocacion y la respiracion. Los productos derivados de metabolismo
primario que no participan directamente en el crecimiento y desarrollo, se conocen
como metabolitos secundarios (Twaij y Hasan, 2022). Existen tres tipos principales de
metabolitos secundarios de acuerdo a su biosintesis: (a) terpenos y terpenoides, (b)
alcaloides y (c) compuestos fendlicos. Y existen cuatro vias principales para la sintesis
de estos metabolitos: (1) via de acido shikimico, (2) via de acido maldnico, (3) via de
acido mevalonico y (4) via de no mevalonato (MEP) (Figura 4) (Ashraf et al., 2018).
Los extractos de plantas contienen una multitud de sustancias bioactivas, que incluyen

alcaloides, glucésidos cianogénicos, glucosinolatos, lipidos, fendlicos, terpenos,
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poliacetilenos y polienienos (Figura 5). Los cientificos han explorado la diversidad de

estas moléculas y su uso en el manejo integrado de plagas y patdégenos (Isman, 2000).
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Figura. 4. Biosintesis de metabolitos secundarios
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Los mecanismos de accion en hongos fitopatdégenos son variables (Figura 6); se
asume que los terpenos alteran las membranas celulares de los hongos. Esta
membrana, que consiste en una bicapa lipidica que contiene fosfolipidos y ergosterol,
puede ser desestabilizada por los terpenos debido a su naturaleza lipofilica. La

incorporacion de terpenos a la membrana altera su fluidez y permeabilidad, afectando
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los gradientes ionicos y otras funciones importantes de la membrana celular. Ademas,
los terpenos pueden destruir las mitocondrias, los organulos responsables de la
produccion de energia en la célula a través de la respiracion celular y la fosforilacidon
oxidativa. Al desestabilizar las membranas mitocondriales internas y externas, los
terpenos impiden la produccion adecuada de ATP y pueden liberar compuestos
proapoptéticos que inducen la muerte celular (Cowan, 1999). Otro efecto crucial de los
terpenos es la inhibicion del transporte de electrones en la cadena de transporte de
electrones mitocondrial. Este proceso, que tiene lugar en la membrana interna de las
mitocondrias, es esencial para la creacion de un gradiente de protones que impulsa la
sintesis de ATP. Los terpenos interfieren en los complejos proteicos implicados en este
transporte y detienen la creacion del gradiente de protones y, por tanto, la produccion
de ATP. Por ultimo, los terpenos también inhiben la ATPasa, una enzima que sintetiza
ATP a partir de ADP vy fosfato inorganico, con la ayuda del gradiente de protones
generado por la cadena de transporte de electrones (Hernandez-Tenorio et al., 2022;
Toffolatti et al., 2023).

Se especula que los compuestos fendlicos afectan las membranas celulares y
mitocondriales de los hongos y causan su despolarizacion. Esta despolarizacion altera
los gradientes ionicos que son importantes para la producciéon de energia y la
homeostasis celular, lo que lleva a la disfuncion y eventual muerte celular. Ademas,
los compuestos fendlicos inhiben enzimas clave como las quitinasas (Palmieri et al.,
2022). La inhibicion de las quitinasas impide el mantenimiento y remodelacién
adecuados de la pared celular, debilitando asi la estructura del hongo. Otro mecanismo
de accidon importante es la capacidad de los compuestos fendlicos para modular la
expresion génica en hongos. Esta modulacion afecta procesos vitales del patégeno,
como la sintesis de proteinas importantes y la regulacion del ciclo celular, alterando
significativamente el crecimiento, desarrollo y reproduccion del hongo (Tripathi et al.,
2020).
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Los alcaloides ejercen su efecto antimicrobiano a través de varios mecanismos
bioquimicos. La intercalacién con el ADN microbiano altera la replicacion vy
transcripcion de genes, lo que perjudica la capacidad del microorganismo para
reproducirse y sintetizar proteinas importantes (Almeida et al.,, 2024)(Figura 5).
Ademas, los alcaloides pueden formar canales iénicos en la membrana microbiana,
alterando los gradientes i6nicos y la homeostasis celular, lo que conduce a la
disfuncion y muerte celular. Estos compuestos también causan inhibicion competitiva
al unirse a las proteinas microbianas, lo que perjudica su capacidad para interactuar
con los polisacaridos del receptor del huésped, evitando asi la colonizacién y la

infeccion (Sulaiman et al., 2022).
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Figura. 5. Mecanismos de accién de biofungicidas de origen vegetal contra hongos fitopatégenos
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Aunque se han realizado ensayos con fundamentos cientificos sobre las propiedades
fungicidas de los productos vegetales y sus constituyentes, y ademas se han liberado
en el mercado algunos productos de control de enfermedades basados en extractos o
aceites esenciales de plantas, parece no ser suficiente para sustituirlo por los
fungicidas sintéticos actuales, puesto que no siempre proporcionan el control de
enfermedades deseado en el campo (Zaker, 2016). Los biofungicidas se pueden usar
en combinacién con fungicidas sintéticos para asegurar el control de enfermedades e
ir realizando un cambio paulatino en el empleo de fungicidas convencionales. La
adopcion y el uso generalizado de biofungicidas permite producir alimentos con ningun
residuo de fungicida o con un minimo de residuos de fungicida, si los hubiera (Dos
Santos Gomes et al., 2021).

Los residuos de los biofungicidas son menos dafiinos para los organismos vivos y el
medio ambiente, y son relativamente seguros incluso cuando se aplican cerca de la
cosecha. Esto ayuda a los productores a satisfacer los deseos de los consumidores
de alimentos mas naturales, saludables y seguros con respecto al uso de fungicidas
sintéticos (Opender, 2011). Los biofungicidas estan disponibles en su mayoria a
precios relativamente mas bajos en comparacion con los fungicidas comerciales que
se utilizan actualmente; Esto contribuye en gran medida a ayudar a mantener la
produccion al reducir el costo de produccion (Abbey et al., 2019). Aunque la
comercializacién de biofungicidas se ve considerablemente desfavorecida por los

sistemas de registro (Fravel, 2005).

3.9 Extractos vegetales como bioestimulantes agricolas

Los bioestimulantes agricolas se definen como todo material organico que, cuando se
aplica en algun cultivo, genera efectos positivos fisioldgicos y bioquimicos en la planta,
sin que la respuesta sea atribuida a la aplicacion de los nutrientes vegetales
tradicionales (Fiol y Ungerfeld, 2009). En el contexto de una agricultura sostenible, se
fomenta el empleo de estos bioestimulantes (Espinosa-Anton et al., 2020).
Dependiendo de su composicién y de los resultados esperados, los bioestimulantes
pueden aplicarse al suelo o a las hojas (Shah et al., 2018). Sus efectos fisiologicos

ocurren después de su entrada en los tejidos y células vegetales, donde estos
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compuestos estan involucrados en el metabolismo, la sefalizacion y la regulacion
hormonal del crecimiento y desarrollo de la planta. Ademas de brindar apoyo
antiestrés, estimular el crecimiento, mejorar la absorcidon de nutrientes y aumentar la
productividad de los cultivos, los bioestimulantes también ayudan a romper la latencia,
aumentan el tamano de la fruta, mejoran el desarrollo del sistema radicular, aumentan
las actividades de la fotosintética y otros tejidos vegetativos, mejoran el vigor y la
uniformidad de las plantas, regulan floracién, y estimulan el cuajado y la maduracion.
Todos estos efectos se suman a un crecimiento, desarrollo y productividad mejorados
y equilibrados de los cultivos (Paradikovic et al.,, 2018). Por otro lado, los
bioestimulantes relacionados con la actividad hormonal de las plantas pueden cambiar
el gradiente electroquimico de los protones formados a través de las membranas
celulares, mediante la modulacion de las bombas de protones (Zandonadi et al., 2016).
Para ello, sin embargo, se deben tener en cuenta varios elementos de dicho manejo,
como la dosis, el periodo de aplicacién, la especificaciéon de su duracién, y la edad y

etapa de desarrollo de la planta (Vargas-Hernandez et al., 2017).

3.10 Argemone mexicana L.

En Meéxico se encuentran diversas plantas arvenses, entre las cuales se halla
Argemone mexicana L., comunmente conocida como chicalote (Espinosa-Garcia et
al., 1996). Esta es una hierba anual que se distingue por su liquido amarillo brillante
en el tallo y el pedunculo. Sus hojas son de un verde azulado con venas azul brillante,
tienen los bordes dentados, y cada diente termina en una espina. Las flores son de
color amarillento y los frutos son capsulas oblongas, elipticas y de tamafio variable
(Figura 6). Es originaria de México y se encuentra en climas semicalidos y templados
desde el nivel del mar hasta los 2750 msnm. Esta planta sele crecer en terrenos
agricolas abandonados, zonas de cultivo y margenes de caminos. Se caracteriza por
contener alcaloides en todos los 6rganos, siendo la protopina y la berberina los mas
abundantes. En las flores se hallan flavonoides como 3-metoxi-quercetin. En las
semillas se encuentran argemexitin, eriodictiol y luteolin, junto con un aceite fio que
contiene acidos grasos argemonicos. Estos compuestos poseen diversas actividades

bioldgicas.
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Figura. 6. Tallos, hojas y flores de chicalote

3.11 Métodos de extraccion de metabolitos secundarios y formulacion de
biofungicidas

Las plantas representan una valiosa fuente de compuestos quimicos que se utilizan
para desarrollar nuevos productos (Ayilara et al., 2024). Dadas las grandes diferencias
entre los compuestos quimicos y el gran numero de especies de plantas, es necesario
desarrollar un enfoque estandarizado e integrado para extraer dichos compuestos. La
mayoria de estas técnicas se basan en el poder de extraccién de los diferentes
solventes utilizados y la aplicacion de calor y/o mezcla (Bitwell et al., 2023). Para
obtener estos compuestos, se utilizan técnicas convencionales y no convencionales
(Cuadro 2) (Lefebvre et al., 2021). La eficiencia de extraccion de cada método depende
principalmente de la eleccién del solvente. La polaridad del compuesto objetivo es el
factor mas importante en la eleccion del solvente. La afinidad molecular entre solvente
y soluto, transferencia de masa, seguridad ambiental, toxicidad humana y viabilidad
financiera también deben considerarse al seleccionar un solvente para la extraccion
de compuestos bioactivos. Algunos ejemplos de compuestos bioactivos extraidos con
diferentes solventes se pueden encontrar en la Figura 7 (Dhawan y Gupta,2017,;
Selvamuthukumaran y Shi, 2017; Gopalasatheeskumar, 2018; Fierascu et al., 2021).
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Cuadro 2. Técnicas de extraccion de metabolitos secundarios

Técnicas

Extraccion convencional

Extraccion no convencional

Extraccion Soxhlet

Maceracioén

Hidrodestilacion

Extraccion asistida por ultrasonidos

Extraccion por campo eléctrico pulsado

Extraccion asistida por enzimas

Extraccion asistida por microondas

Extraccion con liquido presurizado

Extraccion con fluidos supercriticos

Agua

* Antocianinas
* Taninos

* Saponinas

* Terpenos

* Lectinas

Etanol

¢ Taninos

* Polifencles

* Flavononoides
s Terpenos

* Alcaloides

* Esteroles

Diclorometano

* Terpenoides
* Alcaloides
* Flavonoides
* Lipidos

Eter

* Alcaloides

* Terpenoides
* Cumarinas

« Acidos grasos

Metanol

* Antocianinas
* Terpenos

* Saponinas

* Taninos

* Flavonoides
* Polifenoles

Cloroformo

* Terpenoides

* Flavonoides

Acetato de etilo

* Terpenos

» Alcaloides
* Flavonoides
* Fenoles

Diclorometanol

» Diclorometanol

Hexano

* Esteroles
e Lipidos

Figura. 7. Compuestos bioactivos extraidos por diferentes disolventes.
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4. JUSTIFICACION

Las enfermedades de las plantas representan una serie amenaza para la seguridad
alimentaria, con pérdidas de cultivos que pueden alcanzar hasta el 43 % (Strange y
Scott, 2005; Oerke, 2006). Para asegurar un rendimiento adecuado, es fundamental
controlar las enfermedades de los cultivos de manera eficiente. Los fungicidas han sido
ampliamente empleados por los agricultores debido a su accidn rapida y efectiva en el
control de enfermedades fungicas. Sin embargo, las estrategias de manejo basadas
en el uso de fungicidas no siempre han logrado resultados 6ptimos, ya que los
patdogenos han desarrollado resistencia a estos tratamientos (De Rodriguez et al,
2011). Ademas de las preocupaciones relacionadas con la salud, el uso inadecuado
de pesticidas quimicos genera diversos problemas ambientales, como la
contaminacion de aguas superficiales y subterraneas, efectos negativos en la
microbiota del suelo y riesgos para la salud de los ecosistemas terrestres y acuaticos
(Tilman et al., 2002).

En este contexto, los pesticidas botanicos, también conocidos como extractos o
compuestos vegetales, han surgido como una alternativa para prevenir, destruir o
controlar diversas plagas y enfermedades. Estos biofungicidas ofrecen ventajas
significativas, como una menor toxicidad, rapida biodegradacién, accién mas
especifica hacia una plaga particular, y en modo de accion dirigido que ayuda a
mantener el equilibrio ecoldgico. Por lo tanto, representan una opcion prometedora
para desarrollar nuevos agentes de control biolégico que sean tanto eficientes como
seguros para los humanos (Marutescu et al., 2017). En consecuencia, es de gran
relevancia investigar las propiedades antifungicas de Argemone mexicana L. tanto in
vito como in situ contra fitopatogenos que afectan al tomate, asi como los efectos
fisioldgicos y bioquimicos del extracto en plantas de tomate infectadas bajo

condiciones de invernadero.
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5. HIPOTESIS

El extracto de chicalote presenta compuestos bioactivos con actividad antifungica,
ademas mejora aspectos fisioldgicos y bioquimicos en plantas de tomate infectadas

con un hongo fitopatégeno.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Determinar los compuestos bioactivos presentes en el extracto y evaluar la actividad
antifungica in vitro e in situ del extracto de Argemone mexicana L., asi como los efectos
fisiologicos y bioquimicos del extracto en plantas de tomate infectadas con un hongo

fitopatégeno.
6.2 Objetivos especificos

Obtener y caracterizar el extracto de las hojas de chicalote mediante fenoles,
flavonoides y actividad antioxidante ABTS y DPPH para los ensayos

microbiologicos.

Evaluar la actividad antifungica in vitro del extracto en distintas concentraciones

contra Fusarium oxysporum 'y Phytophthora infestans.

Determinar la severidad de la enfermedad en plantas de tomate infectadas con el
fitopatdgeno mayormente controlado de los bioensayos in vitro bajo condiciones de

invernadero.

Evaluar los efectos fisioldgicos y bioquimicos del extracto en plantas de tomate

infectadas con un fitopatogeno en el ensayo in situ.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Material Vegetal

Se recolectaron muestras al azar de tallos con hojas de Argemone mexicana en etapa
de desarrollo vegetativo, en el periodo de invierno en la region de Cuautepec de
Hinojosa, Hidalgo, México, ubicada a 20 ° 09’ 00N, 98’00” W, a una altitud entre 2,200-
2,900 m.s.n.m con una temperatura media anual de 20 °C. Las muestras colectadas
fueron depositadas en bolsas de plastico y transportadas al laboratorio de Postcosecha
de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo (UAEH). Inmediatamente las hojas
se separaron de los tallos. La mitad de la muestra total de hojas se secaron a la sombra
a una temperatura de 24 + 2 °C las hojas fueron extendidas en una superficie plana
sanitizada por 15 dias. El resto de las hojas se almacenaron a una temperatura de
=70 °C (Thermo Scientific 703 Ultra-Low Freezer, Grand lIsland, NY, EE. UU.), y
después fueron preservadas en una liofilizadora (Modelo 79480 LABCONCO, Kansas
City, MO, USA), tanto las muestras secas a temperatura ambiente y las liofilizadas, se
molieron en un molino de cuchillas (GM 200, Grindomix, Glen Mills Inc, Clifton, New

Jersey, USA). Las muestras se almacenaron a 5 °C hasta su posterior analisis.

7.2 Obtencion del extracto vegetal

El extracto de las hojas se obtuvo por maceracion con acetato de etilo (200 mL) y 20
g de muestra de planta (secas a temperatura ambiente vy liofilizadas) respectivamente.
La maceracién se mantuvo durante 7 dias, para después filtrar el extracto dos veces
a través de papel de filtro Whatman no. 1. El solvente en el extracto se eliminé al vacio,
utilizando un evaporador rotativo (Blchi R-215, Flawil, Switzerland) por 4 horas a una
temperatura de 40 °C y presién de 60 mbar, como lo indico el equipo. El extracto se
almaceno en un desecador a 26 °C y 0 % de humedad ambiental hasta su uso en los
bioensayos (De Rodriguez et al., 2011).
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7.3 Compuestos bioactivos y capacidad antioxidante
7.3.1 Contenido fendlico total

La muestra respectiva se mezclé con 10 mL de etanol, posteriormente se colocd en un
bano ultrasénico (Ultrasonic Cleaner, Mod. 32V118A, Freeport, IL, EE. UU.) durante
15 min y se centrifugd a 10000 rpm durante 10 min (centrifuga Thermo Scientific, Mod.
ST 16R, Waltham, MA, EE. UU.). El sobrenadante se utilizo para la determinacién del
contenido fendlico total, flavonoides y actividad antioxidante a través de los ensayos
ABTS y DPPH. El contenido de fenoles totales se determind mediante el reactivo de
Folin-Ciocalteu siguiendo la metodologia de Montano-Herrera et al., (2022). Las
muestras se leyeron en un espectrofotometro (Genesys 150 UV/Visible, Daly City, CA,
EE. UU.) a 725 nm cada tratamiento por triplicado. Los resultados se expresaron en
miligramos de acido galico equivalente por gramo de peso seco (mg GAE g~ de peso

Seco).

7.3.2 Flavonoides

El contenido de flavonoides se determind por el método descrito por Hernandez-
Fuentes et al. (2023). Se mezclo 0.5 mL del sobrenadante con 2 mL de una solucion
de AICI3 al 2 %, posteriormente se dejo reaccionar por 20 min; Las muestras se leyeron
a una absorbancia de 415 nm en un espectrofotdmetro, cada tratamiento por triplicado.
Los resultados se expresaron en miligramos de quercetina equivalente por gramo de

peso seco (mg QE g™' de peso seco).
7.3.3 Capacidad antioxidante

La determinacion de la capacidad antioxidante mediante la inhibicién del radical 2,2-
Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) se llevé a cabo segun lo
descrito por Re et al., (1999). Se hizo reaccionar el radical 7 M ABTS con persulfato
de potasio 2.5 M (K2S20s) y se agité durante 16 horas en la oscuridad. Posteriormente,
se mezcld 0.1 mL de la muestra con la solucién ABTS y se dejo reposar por 10 min.
Las muestras se leyeron a una absorbancia de 734 nm. Para obtener los resultados,
se prepar6é una curva estandar de Trolox a una concentracion de 0-50 mg L. Los
resultados se expresaron en equivalentes micromoles de Trolox por gramo de peso

seco (UM TE g™' peso seco). Se determiné la capacidad antioxidante por el método
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DPPH, siguiendo la metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995). Se prepard
una solucion etandlico a 6 x10™° M de DPPH, que se dejo en agitacion en completa
oscuridad durante 2 h. Luego, se mezclaron 0.5 mL de muestra con 2.5 mL de la
solucion de DPPH y se agité la mezcla por 1 h a 4 °C. Inmediatamente se leyo la
absorbancia de la mezcla a una longitud de onda de 515 nm. Los resultados se
expresaron en equivalentes micromoles de Trolox por gramo de peso seco (UM QE g™

de peso seco).

7.4 Andlisis por cromatografia-espectrometria de masas (GC-MS)

El analisis cromatografico se realizé en un sistema GC 7890A de Agilent Technologies
conectado a un GC/MSD 5975 en modo de escaneo sin division. La separaciéon de
metabolitos en los extractos se realiz6 en una columna DB17HT (30 m x 0.25 mm 1D
x 0.15 yL) y un sistema de ionizaciéon a una energia de 70 eV El helio fue el gas
portador con un flujo constante de 3 mL/min. Se utilizé un volumen de inyeccién de 1
ML a una temperatura de inyeccién de 270 °C. El programa de calentamiento del horno
fue isotérmico: un minuto a 60 °C, seguido de un minuto a 30 °C, un minuto a 80, un
minuto a 10 °C, un minuto a 110 °C, un minuto a 6 °C y finalmente 270 °C sostenido
durante 40 min. Los espectros de masas de los compuestos se interpretaron utilizando
la base de datos del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST), siguiendo
la metodologia propuesta por Raja Rajeswari, RamalLakshmi y Muthuchelian (2011).
Los resultados reportados fueron: tiempos de retencion (RT) en minutos, nombre,
férmula molecular, peso molecular y area (%) de los componentes. Las soluciones
analizadas se prepararon tomando 1 g de cada extracto seco y solubilizandolo en 20
mL de disolvente acetato de etilo. Las soluciones se filtraron a través de papel de filtro
Whatman No. 1 para eliminar cualquier particula sélida y garantizar que las soluciones
utilizadas fueran claras y transparentes. Todos los productos quimicos utilizados
fueron de alta pureza y grado analitico de acuerdo con la metodologia de Ullah et al.
(2018).
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7.5 Actividad antifungica in vitro de los extractos vegetales

Las cepas fungicas empleadas para esta investigacion fueron donadas por el
laboratorio de Quimica Ambiental de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo
(UAEH) y por el laboratorio de Ecofisiologia vegetal de la Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN). El efecto antifungico de los extractos de hojas de
Argemone mexicana L. El crecimiento de los hongos se realiz6 mediante el método de
dilucion en agar (Vasquez Covarrubias et al., 2013). Los extractos se incorporaron al
medio de cultivo (PDA) después del proceso de esterilizacion del medio en autoclave
(modelo AV07 Lorma, Medical Store, EE. UU.) durante 15 minutos a 121 °C y hasta
que el medio alcanzé una temperatura menor a 50 °C. Las concentraciones de
extractos empleadas fueron: 1000, 1500, 2000, 2500, 3000 y 3500 ppm. Para poder
llevar a cabo el método de dilucién del extracto en agar, el extracto fue resuspendido
con el solvente acetato de etilo y para facilitar la homogeneizacion de los extractos en
el medio, se agregd Tween 20 al 0.1 % de esta forma los tratamientos incluyeron tres
testigos: el control (Unicamente PDA), control dos (PDA con solvente) y control tres
(PDA con tween 20), luego la mezcla se verti6 en placas de Petri hasta su
solidificacion. Posteriormente, las placas de Petri se inocularon colocando, en el centro
de la placa, un explante de 5 mm de diametro de cada hongo. Todas las
concentraciones se llevaron a cabo por quintuplicado. Las placas de Petri se incubaron
a 28 + 2 °C. Se midio6 el diametro del crecimiento micelial (mm) tomando lecturas con
un sensor digital Vernier modelo CALDI-6MP (Truper, MexicoTM). Las mediciones se
tomaron cada 24 h durante 7 dias. Para conocer la efectividad de los tratamientos se
determind el porcentaje de inhibicion, utilizando el crecimiento del tratamiento control
(placa de Petri con solo medio PDA) como referencia, y se calculd segun lo informado

por Hernandez Soto et al., (2018):
% growth = [phlpb] x 100 % Ecuacion (1)
% CI =100 - % growth Ecuacion (2)

Donde ¢h representa el diametro (mm) de crecimiento del hongo. ®b es el diametro
del crecimiento de control negativo de microorganismos en cada evaluacion y % Cl es

el porcentaje de inhibicion del crecimiento.
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7.6 Desarrollo y manejo del cultivo

El cultivo se establecido en un invernadero con cubierta de polietileno. Semillas de
tomate Saladette ‘El Cid F1' (Harris Moran, Davis, CA, USA) con crecimiento
indeterminado se trasplantaron a bolsas de polietileno de color negro de 12 L utilizando
como sustrato una mezcla de turba y perlita en una proporcion 1:1 (v/v). La planta de
tomate se cultivd en un solo tallo. Para la nutricion del cultivo se utilizé un sistema de
riego en diferentes concentraciones durante diferentes periodos de crecimiento: 25 %
en la etapa vegetativa, 50 % en la etapa de floracién, 75 % durante el cuajado de frutos
y 100 % durante el llenado y cosecha de frutos, segun la metodologia descrita por
Steiner (1961). La temperatura y la humedad del invernadero se controlaron
constantemente con la ayuda de un higrémetro digital. Las temperaturas oscilaron
entre 22 + 2 °C y la humedad se mantuvo en 270 %. Se abrieron o cerraron las
ventanas del invernadero y se realizé riego en los pasillos para mantener estas
condiciones de temperatura y humedad. Se utilizé un sistema de drenaje por riego por
goteo con diferentes niveles de riego en cada fase de crecimiento teniendo en cuenta
la dinamica en el manejo, ambiente y desarrollo del cultivo: 100 mL para la etapa de
germinacion, 500 mL para la etapa de desarrollo vegetativo, 1500 mL para la etapa de
floracion y cuajado, y 2500 mL para la etapa de fructificacion, segun los métodos

sefialados por Flores (2007).

7.7 Preparacion de la inoculacion y evaluacion de la gravedad de la enfermedad

La inoculacién se preparé siguiendo el método descrito por Smith, Hammerschmidt y
Fulbright (1991), con algunas modificaciones. P. infestans se obtuvo del “Centro de
Ciencias Agrarias de la Universidad Autonoma de Aguascalientes, México”. Este se
propagd en agar papa dextrosa (PDA) y se incubd durante 18 dias a 27 °C. El
crecimiento fungico, junto con el PDA y agua destilada estéril, se mezcld, se colocd en
un matraz y se agité. Luego se filtré la mezcla a través de una gasa estéril y se recogio
el micelio. El liquido de las placas de Petri se concentrd y se realizdé un recuento de
esporas en la camara de Neubauer para ajustar a una concentracion de (1x10°
esporangios mL-'). Se inocularon plantas de tomate con segunda y tercera hojas

jovenes y desarrolladas con la suspensidon de esporangios (2 mL por planta) 30 dias
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después del trasplante utilizando un cepillo de pelo de camello. Las plantas se
cubrieron con una bolsa plastica perforada para lograr una humedad relativa 270 %
alrededor del follaje, segun lo propuesto por la metodologia de Ortiz et al. (2016). La
escala de severidad de P. infestans se determind mediante el método descrito por
Zarate-Martinez et al. (2018), con algunas modificaciones adaptadas a este patégeno.
Esta escala tiene valores de 0 a 5; 0, las hojas no muestran signos de marchitez; 1, 1
a 10 % de las hojas presentan ligero marchitamiento marginal; 2, 11 a 25 % de las
hojas estan marchitas; 3, 26 a 49 % de las hojas presentan marchitez y lesiones en
frutos; 4, 50 a 74 % de las hojas presentan marchitez con caida parcial de las hojas; y
5, todas las hojas estan marchitas. El indice de gravedad se calcul6 mediante la

férmula descrita por Raupach et al. (1996):
IS=[> (NC x NPC) x 100%]/ (NTP x CMA)

donde: IS= indice de gravedad; NC= numero de clasificacion; NPC= numero de plantas

en la clasificacion; NTP= numero total de plantas; CMA= clasificacion mas alta.
7.8 Aplicacion de tratamientos

Se consideraron cinco tratamientos; T1, plantas sin inoculacion y aplicacion de extracto
de chicalote; T2, plantas inoculadas y aplicacion de extracto; T3, plantas inoculadas
con el patogeno y fungicida comercial Captan; T4, plantas inoculadas con el patégeno
sin tratamiento adicional y T5 plantas sin inoculacion y sin tratamiento adicional. Cada
planta de tomate en cada aplicacion se asperjo6 mediante una bomba aspersora
manual multipropdsito con una solucién de extracto a una concentracién de 3500 mg
L-" solubilizada en 100 mL de agua y combinada con 1.5 mL de adherente Bionex®.
Luego de una semana de inoculacion, se aplicaron a cada planta 100 mL™" del fungicida
comercial Captan, seguido de cuatro aplicaciones mas, cada una con dos semanas de
diferencia, segun la dosis recomendada por el producto (3x108 mL™") y siguiendo la
metodologia descrita por El-Nagar et al. (2020) y Jasso de Rodriguez et al. (2020)
(Figura 8).
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Figura. 8. Aplicacién y colecta de datos a lo largo del experimento
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7.9 Andlisis agronémico

Se evalud el efecto de los tratamientos sobre las variables agrondémicas de las plantas
de tomate; peso promedio de los frutos, numero de frutos por planta, peso promedio
de frutos por planta, didametro del tallo y peso seco de la biomasa aérea y radicular.
Las mediciones se tomaron una semana después de cada una de las cinco
aplicaciones (Figura 8). Cuando las plantas tuvieron seis racimos, se eliminé el apice
de crecimiento de las plantas para facilitar el manejo del cultivo. El diametro del tallo
se midié con un pie de rey digital entre la primera y la segunda hoja en la base de la
planta 105 dias después del trasplante. El rendimiento de frutos, el peso promedio de
los frutos y el numero de frutos cosechados se calcularon con base en los datos de los
cinco muestreos durante el tiempo de experimentacién. Las plantas se cortaron en la

superficie del sustrato 105 dias después del trasplante y se midié el peso seco de las
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raices y brotes (tallos y hojas) luego de secarlos en una estufa de secado (Modelo
HFA-1000DP CRAFT, CDMX, México) para 72 horas a una temperatura constante de

80 °C, segun la metodologia descrita por Hernandez-Hernandez et al. (2018).

7.10 Muestreo de hojas y frutos

El muestreo se realizé6 una semana después de cada una de las cinco aplicaciones
(Figura 8); las muestras estuvieron compuestas por tres plantas por tratamiento para
cada bloque y cuatro hojas jévenes completamente expandidas de cada planta (2da y
3ra hojas). A partir de los 60 dias después del trasplante, la cosecha de frutos se
realizd cada semana, cosechandose los frutos cuando tenian un indice de madurez
comercial (completamente coloreados) en la etapa de maduracion seis segun la escala
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, 2021). Las muestras
se almacenaron a -70 °C (Thermo Scientific 703 Ultra-Low Freezer, Grand Island, NY,
EE. UU.) y posteriormente se liofilizaron (Modelo 79480 LABCONCO, Kansas City,
MO, EE. UU.) y se maceraron hasta obtener un polvo fino. Luego, esta muestra se
utilizé para determinar pigmentos fotosintéticos, biomarcadores de estrés vy

compuestos antioxidantes no enzimaticos.
7.11 Mediciones de pigmentos fotosintéticos

Se analizaron las concentraciones de clorofila ay b, y clorofila total en hojas liofilizadas.
Una mezcla de 10 mg de hojas liofilizadas y 2 mL de hexano:acetona (3:2) se
centrifugd a 12000 rpm durante 10 min a 4 °C. El extracto resultante se leyé en un
espectrofotometro a longitudes de onda de 645 y 663 nm. Las absorbancias
resultantes se utilizaron para calculos posteriores con las ecuaciones propuestas por
Nagata y Yamashita (1992).

7.12 Prueba de biomarcadores de estrés

El peréxido de hidrogeno (H202) se evalud segun la metodologia descrita por Sergiev,
Alexieva y Karanov (1997), con algunas modificaciones, se tomaron 10 mg de muestra
liofilizada y se homogeneizaron con 1000 pL de &cido tricloroacético al 0.1 % frio en
un bafo de hielo. Después de centrifugar el homogeneizado a 12000 rpm durante 15

minutos a 4 °C, se mezclaron 250 uL del sobrenadante con 750 uL de tampdn fosfato
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de potasio 10 mM (pH 7,0) y 1000 uL de yoduro de potasio (1 M). La absorbancia del
sobrenadante se midié a 390 nm. Para medir la peroxidacion lipidica en las hojas se
utilizé la prueba del acido tiobarbiturico (TBA), que determina el contenido de
malondialdehido (MDA) como producto final de la peroxidacion lipidica. EI MDA se
determind segun la metodologia descrita por Heath y Packer (1968), con algunas
modificaciones. En total, se mezclaron 50 mg de muestra con 1000 uyL de &cido
tiobarbiturico (TBA) (0.1 %) y se centrifugaron (10000 rpm, 20 min, 4 °C). Luego se
anadieron 500 uL del sobrenadante a 1000 uL de TBA (0.5 %) en &cido tricloroacético
(20 %). La mezcla se incubd en agua a 90 °C durante 30 minutos, la reaccion se enfrid
con hielo y la muestra se centrifugé (10000 rpm, 5 min, 4 °C). Luego, se midi6 la
absorbancia del sobrenadante a 532 nm para calcular la cantidad de complejo MDA-
TBA utilizando un coeficiente de extincién de 155 mM' cm™. El contenido de anién
superoxido (O2+—) se determind segun la metodologia descrita por Wang y Luo (1990),
con algunas modificaciones. A un total de 20 mg de muestra liofilizada se les afiadié 5
mg de PVP y se homogeneizaron con 1000 yL de tampon fosfato 50 mM frio (pH 7,8).
La mezcla se mantuvo incubada durante 30 minutos a una temperatura de 25 °C.
Posteriormente, se combinaron 650 uL de la solucion incubada con 650 pL de acido
aminobencenosulfonico (17 mM) y 650 pL de 1-naftilamina (7 mM). La absorbancia se

leyé a 530 nm.

7.13 Medicion de compuestos antioxidantes no enzimaticos

El contenido de fenoles totales se obtuvo utilizando la metodologia descrita por
Singleton y Rossi (1965), con algunas modificaciones. Se homogeneizé un total de 100
mg de muestra liofilizada y 1 mL de una solucién agua/acetona (1:1) durante 30 s. Los
tubos de muestra se centrifugaron (17500 rpm, 10 min, 4 °C), luego se colocaron en
un tubo de ensayo 18 pL del sobrenadante, 70 uL del reactivo de Folin-Ciocalteuy 175
WL de carbonato de sodio (Na2COs3) al 20 %, y se agregaron 1750 yL de agua destilada.
Las muestras se colocaron en un bafo de agua durante 30 min a 45 °C. Finalmente,
la lectura se tomo a una longitud de onda de 750 nm. La concentracion de flavonoides
totales se determiné mezclando 20 mg de tejido liofilizado con mas de 2 mL de metanol
y posteriormente filtrando con un Filtro Whatman No. 1. Para la cuantificacion se utilizo

una mezcla de 1 mL de solucién y 1 mL de AICIs (2 %) se incubd en condiciones de
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oscuridad durante 20 min. Luego se ley6 la muestra a 415 nm, segun la metodologia
descrita por Arvouet-Grand et al. (1994). El contenido de vitamina C se determind
segun la metodologia descrita por Klein y Perry (1982), la cual se ley6 a 515 nm, y los
resultados se expresaron como miligramos por 100 g de peso seco (mg 100 g~' de
PS). El contenido de B-caroteno se determind segun los métodos descritos por
Zscheile, Comar y Mackinney (1942) y Nagata y Yamashita (1992). Las absorbancias
se leyeron a 453, 505, 645 y 663 nm y los resultados se expresaron en mg 100 g~' de
PS. Los carotenoides amarillos (B-caroteno, B-criptoxantina, zeaxantina) fueron
evaluados segun los métodos reportados por Hornero-Méndez y Minguez-Mosquera
(2001). Las mediciones de carotenoides amarillos se expresaron como miligramos por
100 g de peso seco (mg 100 g~' PS). La cuantificacion de proteinas se determiné
mediante la técnica colorimétrica de Bradford, método reportado por Bradford (1976).
Las muestras se leyeron a una longitud de onda de 630 nm en un lector de

microplacas. Las proteinas totales se expresaron en mg g’ de peso seco.
7.14 Analisis estadistico

Se consideraron cinco repeticiones por tratamiento para los ensayos microbiologicos
en un disefio completamente al azar. Se realizdé una prueba de t-student (a = 0.05)
para analizar los compuestos bioactivos y capacidad antioxidante. Para determinar las
diferencias entre tratamientos en los ensayos microbiologicos, se realizé un analisis
de varianza multivariado de medidas repetidas y prueba de Hotteling (a = 0.05). Para
analizar las variables agrondmicas y bioquimicas del tomate, en cada uno de los
tratamientos se consideraron cinco repeticiones con tres plantas por unidad
experimental, en un disefio de bloques completos al azar. Se realizdé un analisis de
varianza y la prueba de medias de diferencia minima significativa de Fisher (LSD, a =
0.05). Para determinar las diferencias entre tratamientos en la severidad de P.
infestans, se realizd un andlisis de varianza multivariado de medidas repetidas y la
prueba de Hotteling (a = 0.05). Todos los procedimientos estadisticos se realizaron

utilizando el software Infostat 2020.
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8. RESULTADOS

8.1 Compuestos bioactivos y capacidad antioxidante

En las muestras de chicalote liofilizadas no se observo una degradacion de los
compuestos bioactivos y capacidad antioxidante (Figura 9). En el contenido de fenoles
(Figura 9A) se conservo un 200 % en plantas liofilizadas en comparacion con el
contenido de fenoles en las plantas secadas a temperatura ambiente. En el caso de
los flavonoides (Figura 9B) estos se preservaron un 120 % en muestras liofilizadas en
comparacion al extracto obtenido de la planta secada en condiciones ambientales.
Para la actividad antioxidante determinada mediante el radical ABTS (Figura 9C) esta
disminuyé un 66 % en comparacion a la actividad antioxidante presentada en la
muestra liofilizada. Finalmente, en el caso del radical DDPH (Figura 9D) la capacidad
antioxidante se preservé un 173 % en muestras liofilizadas en comparacién a las

muestras secas a temperatura ambiente.
8.2 Andlisis por cromatografia-espectrometria de masas (GC-MS)

Se identificaron doce compuestos en este extracto, la mayoria con actividad
antifungica y bioestimulante, entre ellos: acido hexadecanoico, éster metilico; Ester
metilico del &cido 9,12,15-octadecatrienoico, (Z,Z,Z)-; Ester 2-metil-1,2-etanodiilico del
acido 2-propenoico; Succinato de dI- a- tocoferol y 3,6-dimetil-4H-furo[3,2-c]piran-4-

ona (Cuadro 3).
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Figura. 9. Compuestos bioactivos y capacidad antioxidante. A) Contenido de fenoles; B) Contenido de
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Cuadro 3. Compuestos quimicos identificados en el extracto de A. mexicana L.

Formula

Peso

TR (min) Nombre del compuesto Area (%)
molecular molecular
6.22 2-propin-1-ol, acetato CsHeO2 98 1.27
16.71 Ester metilico, acido hexadecanoico C17H3402 270 14.50
17.76 acido n-hexadecanoico C16H3202 256 13.54
Ester metilico, acido 9,12,15-
20.30 C19H3202 292 23.06
octadecatrienoico, (Z,Z,2)-
Ester 2-metil-1,2-etanodiilico, &acido 2-
33.31 . C10H1404 198 18.83
propenoico
35.87 3,6-Diyodo Acridina Ci3H7I2N 431 2.75
35.89 succinato de dl-a-tocoferol Ca3H540s 530 10.48
40.68 trans-1,2-ciclohexanodicarbonitrilo CsH1oN2 134 2.58
41.93 Ciclobutano, metil- CsH1o 70 0.07
43.57 Bencenometanamina, N-(1-metiletil)- C1oH1sN 149 0.64
43.79 3,6-dimetil-4H-furo[3,2-c]piran-4- CoHsOs3 164 12.05
44.01 N-(9H-Fluoren-2-iimetileno)-p-toluidina C21H17N 283 0.23

Estos compuestos son el resultado de 12 réplicas por muestra.

8.3 Actividad antifungica in vitro de los extractos vegetales

8.3.1 Fusarium oxysporum

Los resultados para el hongo fitopatogeno F. oxysporum se muestran en la (Figura 10).

En la (Figura 10A) se puede visualizar la actividad biolégica presentada en los

diferentes tratamientos evaluados con muestras secas a temperatura ambiente tras

los 7 dias de incubacion. En la Figura (10B) se visualiza la actividad antifungica de los
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diferentes tratamientos considerados con muestras liofilizadas después de los 7 dias
de incubacion. En la Figura (10C) se muestra el crecimiento del micelio con ambos
extractos y sus respectivas concentraciones; La concentracién de 3500 ppm en
muestras liofilizadas redujo el crecimiento en un 100 % en comparacion al tratamiento
control en los primeros tres dias de evaluacion, comportamiento semejante se obtuvo
con el fungicida comercial Captan. En el caso de la concentracion de 3500 ppm, pero
con las muestras secas bajo a temperatura ambiente estas redujeron en promedio un
14 % en los primeros tres dias en comparacion al tratamiento control. La concentraciéon
de 1000 ppm (Figura 10C) con muestras liofilizadas redujo un 38 % a lo largo de los 7
dias de evaluacién, en comparacion con el tratamiento control; Mientras que las
muestras secas a temperatura ambiente redujeron solo el 10 % en el mismo sentido
de comparacion. El tratamiento con acetato de etilo y Tween 20 no presentaron
actividad antifungica. En la (Figura 10D) se muestran los porcentajes de inhibiciéon con
el extracto de chicalote de muestra seca a temperatura ambiente. La concentracion de
3500 ppm inhibi6 el 62.82 % a lo largo de los 7 dias de evaluacion, y la actividad
antifungica se incrementé un 47 % si se compara con la concentracion de 1000 ppm.
En la (Figura 10E) se muestran los porcentajes de inhibicién con el extracto de
chicalote de muestra liofilizada. La concentracion de 3500, 3000 y 2500 ppm,
presentaron actividad fungicida en los primeros 3 dias de evaluacion, sin embargo, la
concentracion de 3500 ppm incrementd la actividad biolégica en un 10 % y 56 %
respectivamente. La actividad antifungica se redujo un 73 % con la concentracion de

1000 ppm si se compara con la concentracion de 3500 ppm (Figura 10E).
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Figura. 10. Actividad antifungica contra Fusarium oxysporum A) actividad antifungica contra F.

oxysporum de los diferentes tratamientos del extracto con muestra seca a temperatura ambiente; B)

Actividad antifungica con los diferentes tratamientos del extracto con muestra liofilizada después de 7

dias; C) Crecimiento de F. oxysporum con ambos extractos; D) % de inhibicion del extracto vegetal de

Argemone mexicana con muestra seca a temperatura ambiente; E) % de inhibicidn del extracto vegetal

con muestra liofilizada. Letras diferentes entre tratamientos indican diferencias significativas segun la
prueba de Hotteling (a= 0.05). N = 5 error estandar.
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8.3.2 Phythopthora infestans

Los resultados de P. infestans se muestran en la (Figura 11). En la (Figura 11A) se
presenta la actividad biologica de los diferentes tratamientos evaluados con muestras
secas a temperatura ambiente. En la Figura (11B) se visualiza la actividad antifungica
de los diferentes tratamientos considerados con muestras liofilizadas ambas después
de los 7 dias de incubacion. Los resultados del crecimiento del micelio con ambos
extractos se muestran en la (Figura 11C) el extracto con muestra liofilizada a una
concentracion de 3500 ppm presentd actividad fungicida a lo largo de los 7 dias
comportamiento semejante al del fungicida comercial Captan, la concentracion de
3000 ppm redujo el crecimiento en un 77 % en comparacion al tratamiento control, la
siguiente concentracion que presento actividad biolégica relevante fue 2500 ppm, esta
redujo el crecimiento 60 % en el mismo sentido de comparacion. Con el extracto a
base de planta seca a temperatura ambiente, solo la concentracion de 3500 ppm
mostro actividad bioldgica notable con un 29 % en comparacion al control, si se
compara la actividad antifungica de esta concentracion, pero con el extracto a base de
muestra liofilizada esta se incrementé en un 71 %. El porcentaje de inhibicion del
extracto a base de muestra seca a temperatura ambiente se presenta en la (Figura
11D). La concentracion de 3500 ppm se increment6 en un 69% en comparacion a la
inhibicion presentada por la concentracion de 1000 ppm; La concentracién de 3000
ppm aumento su actividad antifungica en un 47 % en comparacion a la concentracion
de 1500 ppm. El porcentaje de inhibicion del extracto a base de muestra liofilizada se
presenta en la (Figura 11E). La concentracion de 3500 ppm presentd una actividad
fungicida a lo largo de los 7 dias de evaluacién. La concentracion de 3000 ppm
presentd el mismo comportamiento en los primeros 4 dias, después el porcentaje de
inhibicién se redujo un 14 % en comparacion a la concentracion de 3500 ppm, en el
caso de la concentraciéon de 2500 ppm la actividad fungicida duro solo al dia 2 de
evaluacion, el resto de los dias el porcentaje de inhibicion se redujo un 30 % en el
mismo sentido de comparacion; Aunque el porcentaje de inhibicion se incremento 72
% con la concentracion de 2500 ppm en comparacion a la concentracion mas baja

considerada en este experimento.
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Figura. 11. Actividad antifingica contra Phythopthora infestans. A) actividad antifungica contra P.

infestans de los diferentes tratamientos del extracto con muestra seca a temperatura ambiente; B)

Actividad antifungica con los diferentes tratamientos del extracto con muestra liofilizada después de 7

dias; C) Crecimiento de P. infestans con ambos extractos; D) % de inhibicion del extracto vegetal de

Argemone mexicana con muestra seca a temperatura ambiente; E) % de inhibicion del extracto vegetal

con muestra liofilizada. Letras diferentes entre tratamientos indican diferencias significativas segun la
prueba de Hotteling (a = 0.05). N = 5 error estandar.
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8.4 P. infestans severidad y desarrollo del cultivo

La gravedad de la enfermedad disminuyd con la aplicacion de extracto de A.
mexicana y Captan. El tizon tardio alcanzo una gravedad del 90 % en el tratamiento
con Infes (Figura 12A ), pero el tratamiento con Infes+EXAm disminuyé la gravedad de
la enfermedad en un 48 %. En comparacion, el Captan redujo la gravedad de la
enfermedad en un 69 % durante todo el ciclo vegetativo del cultivo. En las primeras
semanas después de la inoculacién, cuando P. infestans fue mas efectivo, los
tratamientos Infes+ EXAm e Infes+Captan redujeron la gravedad de la enfermedad en
un 57.7 % y 71 %, respectivamente, en comparacion con el tratamiento Infes. Durante
la etapa de fructificacion (75 dias después del trasplante) los signos de la enfermedad
fueron menos graves (Figura 12B ). Los tratamientos EXAm y control permanecieron
libres de enfermedades durante toda la evaluacién, lo que era de esperar ya que las

plantas en estos tratamientos no fueron inoculadas con P. infestans (Figura 12B ).

A) 120

EOBVIRETAIVA 0 CEFLORUC0N Y MARFE E 0

Severidad de la enfermedad (%)

0 30 45 60 75 90 105 Infes Infes+Captan Infes+EXAm EXAm Control

Dias después del trasplante
Tratamientos

Figura. 12. Tizén tardio en plantas de tomate.(A) Severidad de P. infestans en plantas de tomate a lo
largo de 105 dias después del trasplante. (B) Signos de la enfermedad en plantas 75 dias después del
trasplante tratadas con diferentes tratamientos. Infes: plantas inoculadas con P. infestans;
Infes+Captan: plantas inoculadas con fungicida comercial; Infes+EXAm: plantas inoculadas con
aplicacion de extracto de A. mexicana; EXAm: plantas sanas con aplicacién de extracto de A. mexicana;
Control: plantas sanas sin ninguna aplicacion adicional. La barras representan el error estandar de la
media. Significancia del analisis de varianza de medidas repetidas (a = 0.05). Letras diferentes entre

tratamientos indican diferencias significativas segun la prueba de Hotteling (a = 0.05)
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El analisis de parametros agronémicos (Figura 13) mostré que el tratamiento EXAm
aumento el rendimiento del cultivo en un 128 % en comparacion con el tratamiento
control. El tratamiento Infes redujo el rendimiento del cultivo en un 12 % en
comparacion con el tratamiento EXAm, pero el tratamiento Infes+tEXAm aumento el
rendimiento del cultivo en un 127 % y el tratamiento Infes+Captan aumenté el
rendimiento del cultivo en un 113 % en comparacién con el tratamiento Infes (Figura
13A). El numero de frutos por planta se redujo en un 23 % con el tratamiento Infes, en
un 8 % con el tratamiento Infes+EXAm y en un 16 % con el tratamiento Infes+Captan
respecto al tratamiento EXAm. El numero de frutos aumenté en un 115 % con el
tratamiento EXAm en comparacion con el tratamiento de control (Figura 13B). Se
observaron patrones similares para el peso promedio de frutos por planta (Figura 13C).
El tratamiento Infes redujo el peso promedio de los frutos en un 11 % respecto al
tratamiento EXAm, pero aumenté el peso de los frutos en un 110 % respecto al
tratamiento control. Incluso en plantas enfermas con la aplicacion de extracto
(Infes+EXAm) y fungicida comercial (Infes+Captan), el peso del fruto aumentd en

promedio 102 % en el mismo sentido de comparacion.

A lo largo del ciclo vegetativo, el diametro del tallo se redujo en promedio un 15 % en
los tratamientos Infes+tEXAm e Infes+Captan. Sin embargo, el diametro del tallo
aumentoé en un 110 % con el tratamiento EXAm en comparacion con el tratamiento de
control y se redujo en un 23 % en el tratamiento Infes en comparacién con el
tratamiento EXAm (Figura 13D). Aunque la aplicacion foliar de extracto de chicalote
afectd el rendimiento y el desarrollo del cultivo, no hubo diferencias significativas en

el peso seco aéreo (Figura 13E) y de raices (Figura 13F).
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Figura. 13. Parametros agronémicos en plantas de tomate. A) Rendimiento de los frutos por planta B)

numero de frutos por planta C) peso promedio del fruto D) diametro del tallo E) peso seco aéreo en

promedio F) peso seco de la raiz. EXAm: Plantas sanas y aplicaciones del extracto de A. mexicana;

Infes+tEXAm: Plantas inoculadas y aplicaciones del extracto A. mexicana; Infes+Captan: Plantas

inoculadas y aplicaciones del fungicida comercial; Infes: Plantas inoculadas con P. infestans; Control:

Planta sana sin ninguna aplicaciéon adicional.

Letras diferentes en las barras indican diferencias

significativas segun la prueba de diferencias minimas significativas de Fisher (a = 0.05). n = 5 error

estandar.
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8.5 Contenido de pigmentos fotosintéticos en las hojas

El contenido de pigmentos fotosintéticos fue variable a lo largo de las diferentes
evaluaciones en el ciclo vegetativo del cultivo (Figura 14). El contenido de clorofila a
(Figura 14A) aumento en un 157 % con Infes+EXAm en comparacion con el control a
los 45 ddt (etapa de floracion y cuajado). A los 60 y 75 ddt (etapa de floracion y cuajado,
etapa de fructificacion) EXAm e Infes+EXAm aumentaron el contenido de clorofila a en
un 129 %y 121 %, respectivamente, en comparacion con el control. Aun asi, la clorofila
a se redujo en un 35 % con el tratamiento Infes+Captan en la misma comparacion de
tiempo. En los dias 90 y 105 después del trasplante (etapa de fructificacion), el
contenido de clorofila se redujo en un 52 % con el tratamiento Infes, pero aumenté en

un 150 % con el tratamiento EXAm en comparacion con el tratamiento control.

El contenido de clorofila b (Figura 14B) disminuyé en promedio un 47 % con el
tratamiento Infes+Captan en comparacion con el tratamiento control a lo largo de las
diferentes evaluaciones del ciclo vegetativo. Entre los 60 y 75 ddt (etapa de floracion
y cuajado, etapa de fructificacion), el contenido de clorofila b se redujo en un 78 % con
el tratamiento Infes+Captan. En estas mismas evaluaciones, los tratamientos EXAm e
Infes+EXAm aumentaron el contenido de clorofila b en un 117 % y 133 %,
respectivamente, en comparacion con el tratamiento control. Entre 90 y 105 ddt (etapa
de fructificacion), el contenido de clorofila b se redujo en un 48 % con el tratamiento
Infes, pero aumentd en un 138 % con el tratamiento EXAm en comparacion con el

tratamiento control.

En general, los valores mas altos de contenido de clorofila total (Figura 14C) se
observaron en el tratamiento de control excepto a los 45 ddt (etapa de floracion y
cuajado) y a los 60, 75 y 90 después del trasplante (etapa de floracion y cuajado y
etapa de fructificacion) cuando los tratamientos EXAm e Infes+tEXAm aumentaron el
contenido total de clorofila en un 129 %, 154 %, 110 % y 124 %, respectivamente, en
comparacion con el tratamiento control. A lo largo de las diferentes evaluaciones
durante el ciclo vegetativo, el contenido de clorofila total disminuy6 considerablemente
con el tratamiento Infes+Captan. A los 60 y 75 ddt (floracién y cuajado, etapa de

fructificacion), el contenido total de clorofila se redujo en un 68 % con el tratamiento
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Infes+Captan en comparacion con el tratamiento control. Entre los dias 90 y 105
después del trasplante (fructificacion), el contenido total de clorofila se redujo con los
tratamientos Infes+tEXAm, Infes+Captan e Infes en un 48 %, 47 % y 52 %,
respectivamente, en comparacién con el tratamiento de control, y aument6 en un 148

% con el tratamiento EXAm en comparacion con el tratamiento Infes.
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Figura. 14. Contenido de clorofilas en las hojas de tomate con diferentes tratamientos. A) clorofila a B)
clorofila b C) clorofila total. EXAm:Plantas sanas y aplicaciones del extracto de A. mexicana;
Infes+tEXAm: Plantas inoculadas y aplicaciones del extracto A. mexicana; Infes+Captan: Plantas
inoculadas y aplicaciones del fungicida comercial; Infes: Plantas inoculadas con P. infestans; Control:
Planta sana sin ninguna aplicacion adicional. Letras diferentes en las barras indican diferencias

significativas segun la prueba de diferencias minimas significativas de Fisher (a = 0.05). n = 5 error
estandar.
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8.6 Biomarcadores de estrés en hojas de tomate

El contenido de peroxido de hidrégeno (H202) en hojas de tomate mostré diferencias
significativas entre tratamientos en algunos periodos de evaluacion (Figura 15A).
Aunque no hubo diferencias significativas en el contenido de H202 entre tratamientos
a los 45 ddt (etapa de floracion y cuajado), entre los 60 y 75 ddt (etapa de floracién y
cuajado, etapa de fructificacion), el contenido de H202 aument6 con la Los tratamientos
Infes+EXAm e Infes en un 151 % y 200 %, respectivamente, respecto al tratamiento
EXAm, que fue el tratamiento con menor contenido de H202 con un 10 % menos que
el tratamiento control. En los dias 90 y 105 ddt (fructificacion) los valores mas altos de
H202 se produjeron con el tratamiento Infes, pero el contenido de H20:2 se redujo en
un 58 % con el tratamiento EXAm, en un 60 % con el tratamiento Infes+EXAmy en un

65 % con el tratamiento control respecto al tratamiento Infes.

El contenido de malondialdehido (MDA) (Figura 15B) no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos. Aun asi, a los 45 ddt (etapa de floracién y cuajado),
el contenido de MDA se redujo en un 35 % y un 28 % con los tratamientos EXAm e
Infes+EXAm, respectivamente, en comparacion con el tratamiento control. Entre los
60 y 75 dias después del trasplante (etapa fenoldgica de floracion y cuajado, etapa de
fructificacion), asi como entre los 90 y 105 ddt (fructificacién), la sintesis de MDA
aumentd con todos los tratamientos previamente inoculados con P. infestans. En
contraste, EXAm y el tratamiento de control informaron las concentraciones mas bajas
de MDA, como se esperaba. Los tratamientos Infes+tEXAm, Infes+Captan e Infes
aumentaron el contenido de MDA en 133 %, 120 % y 145 %, respectivamente, respecto
al tratamiento control entre los 60 y 75 ddt (etapa de floracion y cuajado, etapa de
fructificacion). Entre 90 y 105 ddt (fructificacion), el tratamiento Infes+Captan aumenté
aun mas el contenido de MDA en un 17 % y 18 % en comparacion con los tratamientos

Infes+EXAm e Infes, respectivamente.
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Figura. 15. Biomarcadores de entres en plantas de tomate. A) perdxido de hidrégeno (H202) B)
malondialdehido (MDA) y C) anién superdxido en hojas de tomate con diferentes tratamientos.
EXAm:Plantas sanas y aplicaciones del extracto de A. mexicana; Infes+tEXAm: Plantas inoculadas y
aplicaciones del extracto A. mexicana; Infes+Captan: Plantas inoculadas y aplicaciones del fungicida
comercial; Infes: Plantas inoculadas con P. infestans; Control: Planta sana sin ninguna aplicacion
adicional. Letras diferentes en las barras indican diferencias significativas segun la prueba de
diferencias minimas significativas de Fisher (a = 0.05). n = 5 error estandar.
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En la mayoria de las evaluaciones durante el ciclo vegetativo de este cultivo, la
concentracion del anion superédxido (Figura 15C) aumentd con el tratamiento Infes,
aumentando en promedio un 145 % a los 45 ddt (etapa de floracion y cuajado) y entre
los 60 y 75 ddt (etapa de floracion y cuajado de fruto, etapa de fructificacion) en
comparacion con el tratamiento control. A los 45 ddt (etapa de floracién y cuajado), el
contenido de anién superéxido se redujo en un 26 % y 6 % con los tratamientos EXAm
e Infes+EXAm, respectivamente, en comparacion con el control y en un 41 % y 28 %,
respectivamente, en comparacion con el control. el tratamiento Infes. Entre 60 y 75 ddt
(etapa de floracion y cuajado, fructificacion) y entre 90 y 105 ddt (fructificacién), los
tratamientos EXAm y/o Infes+EXAm redujeron la concentracion de anién superéxido
en un promedio de 5 % y 8 %, respectivamente, en comparacién con el tratamiento de
control. Entre 90 y 105 ddt (etapa de fructificacion), el tratamiento control incrementé

la sintesis de superdxido en un 114 % en comparacion con el tratamiento EXAm.

8.7 Compuestos antioxidantes no enzimaticos

El contenido de fenol se redujo en un promedio del 21 % con el tratamiento Infes en
comparacion con el tratamiento de control a lo largo de todas las evaluaciones durante
el ciclo vegetativo (Figura 16A). En algunas evaluaciones, la diferencia fue
considerable. Por ejemplo, a los 45 ddt (etapa de floracién y cuajado), el contenido de
fenol se redujo en un 43 % con el tratamiento Infes en comparacion con el tratamiento
de control. Durante la etapa de floracion y cuajado de frutos (60 dias después del
trasplante), el contenido de compuestos fendlicos aumenté en un 127 % con el
tratamiento EXAm respecto al tratamiento control. El contenido de flavonoides difirid
significativamente entre los tratamientos (Figura 16B), con los tratamientos
Infes+Captan e Infes reduciendo el contenido de flavonoides en un 22 % y 25 %,
respectivamente, en comparacion con el tratamiento de control, y el tratamiento EXAm
aumenté el contenido de flavonoides en un 113 % en promedio respecto al tratamiento
control en los diferentes tiempos de evaluacion. El contenido de vitamina C no cambid
con la presencia de P. infestans (Figura 16C). El contenido de [3-caroteno aumenté un

106 % con el tratamiento Infes+EXAm respecto al tratamiento control a los 60 y 75
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dias después del trasplante (etapa fenoldgica de floracion y cuajado, etapa de
fructificacion; (Figura 16D). El tratamiento Infes+Captan redujo el contenido de (-
caroteno en promedio un 38 % en comparacion con el tratamiento control. Entre 60 y
75 dias después del trasplante (etapa fenoldgica de floracion y cuajado, fructificacion),
los carotenoides amarillos (Figura 16E) se redujeron en promedio un 30 % con el
tratamiento Infes+Captan respecto al tratamiento control, y aumentaron un 113 %
comparado con el tratamiento EXAm respecto al tratamiento control. El contenido de
proteina (Figura 16F) aumentd con los tratamientos EXAm e Infes+EXAm, en un 127
% y 124 %, respectivamente, en comparacién con el tratamiento control a los 60 y 75
ddt (etapa fenoldgica de floracién y cuajado, etapa de fructificacion). A los 90 y 105 ddt
(etapa de fructificacion), el tratamiento Infes redujo el contenido de proteina en un 30

% respecto al tratamiento control.
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Figura. 16. Compuestos antioxidantes no enzimaticos en las hojas de tomate con diferentes
tratamientos. A) fenoles B) flavonoides C) vitamina C D) -Carotenoides E) Pigmentos amarillos F)
Proteinas EXAm:Plantas sanas y aplicaciones del extracto de A. mexicana; Infes+EXAm: Plantas
inoculadas y aplicaciones del extracto A. mexicana; Infes+Captan: Plantas inoculadas y aplicaciones
del fungicida comercial; Infes: Plantas inoculadas con P. infestans; Control: Planta sana sin ninguna
aplicacion adicional. Letras diferentes en las barras indican diferencias significativas segun la prueba

de diferencias minimas significativas de Fisher (a = 0.05). n = 5 error estandar.
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9. DISCUSION

9.1 Compuestos bioactivos y capacidad antioxidante

En esta investigacion los compuestos bioactivos y capacidad antioxidante (Figura 10)
se conservaron en las hojas de Argemone mexicana L. liofilizadas y esto puede
deberse a que la liofilizacion al vacio permite preservar compuestos térmicamente
sensibles y propensos a la oxidacion a medida que se va eliminacion de agua (Bhatta
et al., 2020). La liofilizacion conduce al desarrollo de cristales de hielo dentro de la
matriz de la planta; Los cristales de hielo pueden resultar en una mayor ruptura de la
estructura celular de la planta, lo que puede permitir un mejor acceso al solvente y
extraccién. Ademas, las temperaturas mas bajas en el proceso permiten la maxima
retencidon de nutrientes y compuestos bioactivos (Asami et al., 2003). Con el secado a
temperatura ambiente hay poca o ninguna ruptura celular y existe el efecto adicional
del calor, que puede causar degradacion de fenoles y flavonoides (Dixon y Paivan.,
1995). Sin duda, la eleccion del método de secado es fundamental para conservar
compuestos fitoquimicos, pero existen otros factores a considerar como lo es: la etapa
fenologica de la muestra vegetal y factores ambientales (e.g., la regidn geografica, el
clima y las especificaciones del suelo) (Akyuz y Ersus, 2021). Fisiologicamente, la
liofilizacién previene la desnaturalizacién de proteinas y la pérdida de actividad
enzimatica, factores clave en la conservacién de compuestos antioxidantes (Bhatta et
al., 2020). Ademas, la formacion de cristales de hielo dentro de los tejidos durante el
proceso puede facilitar la ruptura de las paredes celulares, permitiendo un mayor
acceso a los compuestos bioactivos encapsulados dentro de las células, que de otro
modo serian menos accesibles en métodos de secado que implican calor. Esta
preservacion también se ve influenciada por el estado fenoldgico de la planta, ya que
diferentes etapas de desarrollo pueden tener variaciones significativas en la
concentracion de estos compuestos debido a que la regulacién fisioldgica de la sintesis

y acumulacién de metabolitos secundarios (Diwathe et al., 2024).

Ebrahimi et al. (2022) evaluaron el impacto de diferentes métodos de secado en hojas
de remolacha azucarera (Beta vulgaris L.), los autores reportan que las hojas
liofilizadas evitaron la degradacién en el contenido de compuestos bioactivos. En otra
investigacion realizada por Youssef et al. (2014) analizaron el efecto de diferentes
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secados en hojas de verdolaga (Portulaca oleracea L.), ellos reportan que en las hojas
liofilizadas se preservaron el contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y
capacidad antioxidante (ABTS Y DPPH). Martinez-Las Heras et al., 2014 reportaron
que, en términos de contenido de fenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante
el método de secado por liofilizado fue uno de los métodos 6ptimos para conservar la
composicidon fitoquimica de las hojas de caqui (Diospyros kak L.f.), lo anterior

mencionado coincide a lo observado en esta investigacion (Figura 9).

9.2 Anadlisis por cromatografia-espectrometria de masas (GC-MS)

En el extracto de Argemone mexicana L. se encontraron los siguientes compuestos,
algunos con reportes previos de actividad bioldgica y bioestimulante (Cuadro 3). Aun
asi, es importante mencionar que estos compuestos no han sido probados contra P.
infestans; y aunque el éster metilico del acido 9,12,15-octadecatrienoico (Z,Z,Z) ha
sido evaluado como bioestimulante, el cultivo de tomate no ha sido considerado en la
evaluacion; lo que convierte a esta investigacion en el primer reporte del extracto de A.
mexicana como potencial antifungico contra el tizon tardio y como bioestimulante en
plantas de tomate. Segun la revision de la literatura, se ha informado que el éster
metilico del acido hexadecanoico tiene actividad antifungica contra hongos
fitopatégenos como Alternaria solani (Abubacker y Deepalakshmi, 2013) y se ha
informado que esta involucrado en las vias de sefalizacion de las plantas en respuesta
al estrés y en estimular el crecimiento en Perilla sp. (Ahn et al., 2020); Se ha informado
que el acido n-hexadecanoico tiene actividad antibacteriana y actividad eliminadora de
radicales DPPH y H202 (Saravanakumar et al ., 2018); Se ha informado que el éster
metilico del acido 9,12,15-octadecatrienoico (Z,Z,Z) presente en extractos botanicos
de Linum usitatissimum L. tiene actividad antifungica y bioestimulante potencial en el
rendimiento de los cultivos de soja (Kocira et al., 2021); El éster 2-metil-1,2-etanodiilico
del acido 2-propenoico ha mostrado actividad antifungica contra fitopatdgenos
como Rhizoctonia solani , Sclerotium rolfsiiy Fusarium oxysporum (Septiyanti et al.,
2019); El succinato de dI- a -tocoferol, uno de los antioxidantes mas potentes, previene
la propagacién de la peroxidacion lipidica (Munné-Bosch, 2005); y se ha demostrado
que la 3,6-dimetil-4H-furo[3,2-c]piran-4-ona atrae avispas polinizadoras (Freitas et al.,
2020).
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9.3 Actividad antifungica in vitro de los extractos vegetales

La actividad biolégica mostrada por los extractos vegetales contra Fusarium
oxysporum (Figura 10) y Phytophthora infestans (Figura 11) puede explicarse debido
al poder antioxidante que tienen los fenoles y flavonoides; La capacidad antioxidante
esta relacionada con actividad antifungica (Xoca-Orozco et al., 2018; Fernandez et al.,
2021). Las plantas malezas son una fuente disponible pero no completamente
explorada de compuestos bioactivos donde se incluyen compuestos fendlicos vy
flavonoides con posibles beneficios en el control de fitopatdgenos (Nurzynska-
Wierdak, 2023). Especificamente A. mexicana contiene flavonoides tales como:
luteolina; eriodictiol; isorhamnetina-3-O-B-D -glucopiandsido; quercetina; mexitina y
compuestos fenolicos como: acido tanico; acido cafeico; acido ferulico; acido
benzoico: acido cinamico; acido vainilico, todos ellos con reportes de actividad

bioldgica (Brahmachari et al., 2013).

Los compuestos fendlicos juegan un papel importante en los mecanismos de defensa
de las plantas contra el estrés causado por muchos factores ambientales y diversos
patdgenos, la principal ruta para la biosintesis en plantas es la ruta del acido shikimico,
dentro de estos compuestos se incluyen grupos hidroxilo fendlicos, flavonoides,
flavonas, acidos fendlicos y ésteres fendlicos (Simonett et al., 2020). Algunos acidos
fendlicos como: clorogénico, ferulico y benzoico, pueden ser fungicidas efectivos
contra Fusarium oxysporum (Przybylska-Balcerek et al., 2022). Los compuestos
fendlicos inhiben el crecimiento, reproduccion, respiracion, y cualquier otra funcion
esencial de los microorganismos (Gordo, 2018). Esta accion la realizan mediante
mecanismos como la oxidacidén de enzimas, cuando los compuestos fendlicos
interactuan con enzimas, especialmente aquellas que contienen sitios activos ricos en
aminoacidos con capacidad para transferir electrones, pueden ocurrir reacciones de
oxidacion (es decir, afiadir atomos de oxigeno) en enzimas especificas como el
sistema enzimatico P450 oxidasa-dependiente que es esencial para las funciones

vitales de los microorganismos; Esta oxidacion inactiva las enzimas y, por lo tanto,
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detiene o reduce las actividades metabdlicas cruciales del patégeno (Rodriguez-
Maturino et al., 2015).

Por otro lado, los diferentes mecanismos incluyen procesos fisicos y quimicos. Por
ejemplo: en fitopatdgenos tratados con extractos vegetales las membranas se
sensibilizan, lo que deriva en la destruccion del acido linoleico y provoca hidrélisis de
los fosfolipidos en acidos grasos libres y lisofosfatidos (Arafa et al., 2022). Este
proceso conduce finalmente a la lisis de las membranas celulares en los hongos
(Radzuhn y Lyr,1984). Aunque los mecanismos de accion no estan del todo
dilucidados se sabe que algunos fitoquimicos se dirigen a los sistemas de membranas
intracelulares lo que aumenta la permeabilidad mitocondrial y liberan citocromo c en
las células fungicas, reprimiendo la activacién del receptor de la membrana plasmatica,
alterando la corriente de protones y colapsando el gradiente electroquimico de
protones. a través de las membranas mitocondriales, como consecuencia, la sintesis
de ATP disminuye y provoca la muerte celular (Kawai y Yamagishi, 2009). Los
extractos vegetales también inhiben la respiracion microbiana, con diferentes modos
de accion: algunos inhiben la NADH oxidorreductasa (complejo 1), otros la succinato-
deshidrogenasa (complejo Il), el citocromo bc1 (complejo 1l) y algunos desacoplan la
fosforilacién oxidativa. Estas acciones afectan profundamente el funcionamiento
celular de los organismos afectados. En consecuencia, se inhibe la produccion de ATP
y se interrumpe el metabolismo celular posterior (Guo et al., 1991). Otros mecanismos
de accidn incluyen alteraciones en la mitosis y la division celular de los hongos, los
metabolitos secundarios presentes en los extractos se unen a la B-tubulina en los
microtubulos, inhibiendo su proliferacion y suprimiendo su inestabilidad dinamica
(Gupta et al., 2004), lo que altera la alineacion cromosomica en la placa metafasica y
las interacciones microtubulos-cinetocoro causando pérdida de cromatidas y
cromosomas (Rathinasamy y Panda, 2006) esto interfiere con la sintesis de acidos
nucleicos mediante la inhibicidon de la actividad de la ARN polimerasa |, bloqueando

asi la sintesis de ARNTr al nivel de la transcripcion (Bahadir et al., 2012).

Cuando el hospedero detectan la presencia de P. infestans se activan los mecanismos

de defensa mediante una mayor sintesis de compuestos fendlicos, lo que a su vez
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conlleva a expresion de genes de resistencia como lo son:
PGSC0003DMG401024510, PGSC0003DMG402002721,
PGSC0003DMG400026006, PGSC0003DMG400014013,
PGSC0003DMG400026277 (Hao et al., 2018); Ademas la interaccion de estos genes
y los genes de avirulencia RXLR provoca una respuesta hipersensible (HR), una
muerte programada localizada de cualquier célula infectada con P. infestans. En otras
palabras, cuando el hospedero tiene el gen de resistencia que coincide con un gen de
avirulencia RXLR del patdégeno, este es capaz de detectar la proteina secretada por el
patdgeno y desencadenar una respuesta inmunoldgica que limita la infeccién o la

previene por completo (lvanov et al., 2021).

Existen investigaciones donde se reporta que el uso de extractos vegetales activa la
expresion de genes de [(-1,3-glucanasa y quitinasa (Banani et al., 2018), lo que
provoca el inicio de la respuesta de defensa inducida a nivel enzimatico y de
transcripcion. Las 3-1,3-glucanasas son proteinas PR-2 capaces de dafar la pared
celular de muchos hongos patégenos, mientras que la quitinasa actua sobre los
enlaces C en la quitina, un componente importante y comun de la pared celular fungica
(Thanseem et al., 2005). El reconocimiento de la quitina fungica desencadena una
cascada de senales quimicas, activando genes de respuesta que sintetizan proteinas
como la fenilalanina amoniaco-liasa (PAL) responsable de la produccion de
flavonoides y fenoles a través de una ruta de biosintesis que involucra a la fitohormona
acido salicilico como molécula sefal (Lépez-Moya et al., 2019). En el caso especifico
de los flavonoides contra F. oxysporum, su actividad antioxidante afecta las especies
reactivas de oxigeno fungicas procedentes de las mitocondrias del patégeno, las
cuales intervienen en la formacion del tubo germinal y de hifas (Tucuch-Pérez et al.,
2021) esta actividad podria relacionarse con la actividad antifungica de A. mexicana
observada en esta investigacion (Figura 10). Aunque la actividad antifungica no puede
ser atribuida solo a estos metabolitos secundarios, ya que puede actuar
simultaneamente o por separado. Ochoa-Fuentes et al., 2012 evaluaron in vitro
extractos vegetales contra F. oxysporum, en esta investigacion se reporta que a
concentraciones superiores a las 2500 ppm los extractos de chirimoya (Annona

cherimola Mill.) y canela (Cinnamomum zeylanicum J. Presl) presentaron una actividad
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fungistatica en este hongo. En otra investigacion realizada por Juarez-Garcia, 2023
evaluaron el extracto de la maleza Argemone ochroleuca L. contra F. oxysporum,
donde se reporta una inhibicién del 66 % después de una semana de evaluacion, lo
que coincide con lo aqui observado (Figura 10). Gamboa-Alvarado et al., 2022
emplearon extractos vegetales de plantas silvestres contra P. infestans los autores
reportan una actividad fungistatica con concentraciones de 20000 ppm, lo cual es 570
% superior a la concentracion mas alta empleado en esta investigacion y que ademas
logro una actividad fungicida en este fitopatdgeno. Burbano-David et al., 2021
evaluaron extractos vegetales de plantas silvestre contra P. infestans, en esta
investigacion se inhibié el crecimiento por completo después de una semana de

evaluacion, lo que coincide con lo reportado en esta investigacion (Figura 11).

9.4 P. infestans severidad y desarrollo del cultivo

Un 90 % de la severidad de la enfermedad en plantas de tomate inoculadas
con Phytophthora infestans estuvo relacionada con proteinas efectoras que manipulan
la fisiologia de la planta huésped para facilitar la colonizacién del patégeno (Whisson
et al., 2007; Haas et al., 2009). La respuesta inmune de la planta puede desencadenar
la muerte celular programada para limitar la propagacion del patégeno (Jones y Dangl,
2006 ). Aun asi, en este experimento, la muerte celular programada aumento la
infectividad de P. infestans porque P. infestans tiene una fase biotréfica y necrotréfica

durante su ciclo de vida (Figura 12) (Zuluaga et al., 2016).

La aplicacién foliar de extracto de A. mexicana en plantas inoculadas redujo la
gravedad de la enfermedad en un 48 % (Figura 12A), probablemente debido a
compuestos presentes en el extracto, tales como: acido hexadecanoico, éster metilico;
Ester metilico del acido 9,12,15-octadecatrienoico, (Z,Z,Z); Ester 2-metil-, 1,2-
etanodiilico del acido 2-propenoico, de los cuales se ha informado que tienen actividad
antifungica (Abubacker y Deepalakshmi, 2013; Kocira et al., 2021; Septiyanti et al.,
2019). Los constituyentes de origen vegetal pueden exhibir diferentes modos de accién
contra fitopatégenos, que incluyen: interferencia con las membranas celulares de
fosfolipidos, lo que resulta en un mayor perfil de permeabilidad y pérdida de

constituyentes celulares (Omojate Godstime et al., 2014); inhibicidon de la sintesis de
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celulasa, quelacion de metales necesarios para la actividad de enzimas microbianas y
polimerizacién en estructuras cristalinas que pueden actuar como barrera fisica
durante el ataque de patdégenos (Skadhauge, Thomsen y Von Wettstein, 1997);
interrupcidon de la cadena de transporte de electrones y desaceleracion de todas las
funciones dependientes de ATP, inhibicidn de la sintesis de ADN y actividad helicasa,
comprometiendo la division celular y terminacion de la replicacién cromosdmica, lo que

resulta en la inhibicion del crecimiento de fitopatdgenos (Fontana et al., 2022).

La presencia de P. infestans afecta el desarrollo y el rendimiento de los cultivos, asi
como la calidad de la fruta, con pérdidas totales de rendimiento en tomates que
alcanzan hasta 112 millones de ddlares anuales (Nowicki et al., 2012). Se estima que
los costos del control del tizén tardio en tomate superan los 5 mil millones de ddlares
anuales en todo el mundo (Galeano Garcia et al., 2018). La aplicacién de extracto
de A. mexicana incremento el rendimiento de las plantas de tomate en un 146 % en
comparacion con el rendimiento de las plantas inoculadas con P. infestans ( Figura
12A). Turdcezi et al. (2020) evaluaron el extracto de Populus nigra L. en plantas de
papa previamente inoculadas con P. infestans. Informaron de una disminucién de la
gravedad mediante aplicaciones foliares de P. nigra. Islam et al., (2013) observaron
una reduccion del rendimiento del 48.2 % en plantas de tomate con presencia de P.
infestans y un aumento del rendimiento del 126 % con la aplicacién foliar de extractos
botanicos en comparacion con el tratamiento control, similar a los resultados del
presente estudio. El aumento del rendimiento en plantas de tomate podria atribuirse a
los compuestos presentes en el extracto de A. mexicana que han reportado actividad
bioestimulante: acido hexadecanoico, éster metilico; y éster metilico del acido 9,12,15-
octadecatrienoico Z,Z,Z (Abubacker y Deepalakshmi, 2013 ; Kocira et al., 2021 ). El
aumento del rendimiento observado en este estudio también puede deberse a la
aplicacion foliar de extractos de plantas, que se ha demostrado que ayuda a las plantas
a tolerar el estrés causado por patégenos, aumenta la calidad del producto y minimiza

la necesidad de fertilizantes y fungicidas (Caruso et al., 2019).

Las variables de peso aéreo (Figura 13E) y raiz seca (Figura 13F) no mostraron

diferencias estadisticas entre los tratamientos en este estudio, probablemente porque

55| Pagina


https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=The%20role%20of%20the%20barley%20testa%20layer%20and%20its%20flavonoid%20content%20in%20resistance%20to%20Fusarium%20infections&author=Skadhauge&publication_year=1997
https://doi.org/10.3390%2Fplants11070957
https://doi.org/10.1094%2FPDIS-05-11-0458
https://doi.org/10.3390%2Fmolecules23123330
https://peerj.com/articles/16666/#fig-4
https://peerj.com/articles/16666/#fig-4
https://doi.org/10.3390%2Fplants9020217
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Organic%20management:%20an%20alternative%20to%20control%20late%20blight%20of%20potato%20and%20tomato%20caused%20by%20Phytophthora%20infestans&author=Islam&publication_year=2013
https://doi.org/10.13005%2Fbbra%2F1211
https://doi.org/10.3390%2Fma14216661
https://doi.org/10.3390%2Fagronomy9090505
https://peerj.com/articles/16666/#fig-4
https://peerj.com/articles/16666/#fig-4

ninguna de las plantas en el estudio murié prematuramente, a pesar de que algunas
estaban enfermas. Todas las plantas podrian continuar creciendo y produciendo frutos
durante todo su ciclo productivo debido a que la variedad Cid F1 es indeterminada, lo
que permite que la actividad del meristemo apical continie durante el estrés bidtico,
como uno de los mecanismos de respuesta al estrés de la planta. Esta variedad
continua creciendo como parte de su estrategia de supervivencia, intentando producir
semillas antes de que la enfermedad cause dafios irreversibles (Julio et al.,
2016; Krishna et al., 2022).

9.5 Contenido de pigmentos fotosintéticos en las hojas

En promedio, el contenido de clorofila a, b y clorofila total se redujo en un 50 % en las
plantas inoculadas ( Figura 14). P. infestans provoca cambios notables a nivel
fisioldgico, como reduccion de la tasa fotosintética, cambios en la transpiracion,
cambios en la permeabilidad de las membranas, aumento de la frecuencia respiratoria
y alteraciones en los perfiles de expresion tisular (Arévalo-Marin et al., 2021). La
aplicacion de extracto de A. mexicana incrementd el contenido de pigmentos
fotosintéticos en un promedio de 133 % ( Figura 14). Naboulsi et al. (2022) reportaron
un aumento del 114 % en clorofila a y 150 % en clorofila b en plantas de tomate
sometidas a estrés abidtico y tratadas con aplicaciones foliares del extracto vegetal a
base de Crataegus oxyacantha L., lo que se alinea con las observaciones de este
estudio y puede ser relacionado con que la aplicacion de extractos de plantas
contribuye a una sintesis mas notable de pigmentos fotosintéticos en las hojas
(Gonzalez et al., 2013). Bioestimulantes de origen botanico, como DIDREBZ2A,
DtMYB30, DtNACO019, DINAC72, DINAC19, DtINAC69, DtZIP63, DtABF3, DtHB12,
GRMZM2G439784, GRMZM2G324221, GRMZM2G164 129y GRMZM2G16.
3866 estan involucrados en eventos de sefializacion y expresion genética y se ha
informado que transmiten senales durante desarrollo de la planta, activando defensas
contra estimulos provocados por patdgenos, regulando la respuesta de la planta ante

infecciones (Gonzalez-Morales et al., 2021).
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9.6 Biomarcadores de estrés en hojas de tomate

En condiciones éptimas de crecimiento, los niveles de especies reactivas de oxigeno,

incluidos los radicales superéxido, el peroxido de hidrogeno (H202), los radicales
hidroxilo (OH*) y el oxigeno singlete (102), son bajos en los organulos de las plantas

(Nadarajah, 2020), pero aumentan durante el estrés, dafando proteinas y lipidos y
provocando dafio y muerte celular (Verma et al., 2021). En las interacciones entre
plantas y patégenos, los niveles altos de malondialdehido (MDA) indican un estrés
oxidativo severo (Behiry et al., 2022). La sobreproduccion de especies reactivas de
oxigeno y la peroxidacion lipidica estan relacionadas con el crecimiento deficiente de
las plantas y la calidad de los frutos, y con la produccion de metabolitos secundarios
en cultivos comerciales (Ren et al., 2022). Los niveles de MDA aumentaron en un 120
% cuando las plantas se rociaron con el fungicida comercial Captan, pero las especies
reactivas de oxigeno y el contenido general de malondialdehido se redujeron en un 31
% cuando las plantas se rociaron con extracto de A. mexicana ( Figura 15B ). Naboulsi
et al. (2022) reportaron una disminucion del 44,78 % en el contenido de MDA de
plantas de tomate sometidas a estrés abidtico y aplicaciones de extracto de espino
(Crataegus oxyacantha L.). Behiry et al. (2022) encontraron que los niveles de MDA y
H202 no diferian estadisticamente con las aplicaciones foliares de extracto de arbol
botella (Chorisia speciosa St. Hil.) en plantas de tomate sometidas a estrés
por Rhizoctonia solani en comparacion con el control, lo que se alinea con los
hallazgos de este estudio. La actividad reducida podria atribuirse al compuesto acido
n-hexadecanoico y succinato de dI- a-tocoferol presente en el extractode A.
mexicana , que se ha informado que muestra actividad contra especies reactivas de
oxigeno (Saravanakumar et al., 2018) y mejora la actividad fotosintética, tasa de
transpiracidén, conductancia estomatica y actividad antioxidante, que se correlacionan
fuerte y positivamente con el desarrollo 6ptimo de la planta (Campobenedetto et al.,
2021; Hernandez-Herrera et al., 2022). Los fungicidas contribuyen a la peroxidacion
lipidica de la membrana y a la disfuncidon mitocondrial en las células vegetales, lo que
explica el aumento de MDA observado en plantas que recibieron pulverizaciones
foliares de Captan, ya que los fungicidas quimicos no discriminan entre células
vegetales y fungicas (Gorshkov et al., 2020).
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Con respecto al aumento del anién sueroxido en las hojas de tomate con el tratamiento
control, se esperaria que por el hecho de no estar sometidas a estrés biotico, los
niveles de superoxido deberian mantenerse bajos. Sin embargo, incluso en
condiciones normales, la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), como
el anion superoxido, es un subproducto inevitable de los procesos metabdlicos,
especialmente durante la fotosintesis y la respiracién (Foyer y Noctor, 2016). Aunado
a ellos influyen factores como la intensidad de la luz, tasa de fotosintesis, o la

senecensia natural de las hojas (Gill y Tujeta, 2010).

9.7 Compuestos antioxidantes no enzimaticos

El contenido de fenol se redujo en promedio un 32 % en las plantas inoculadas y se
incrementd un 69 % con la aplicacion del extracto de A. mexicana ( Figura 16A)
debido a que la presencia de fitopatdgenos provoca cambios desfavorables que
comprometen la sintesis de compuestos antioxidantes no enzimaticos incluidos
compuestos fendlicos (Aina et al., 2022). Estos hallazgos coinciden con los hallazgos
de Ertani et al. (2014) , quienes informaron que el contenido de fenol aumento en hojas
de pimiento (Capsicum chinensis L.) luego de la aplicacion de extractos de alfalfa
(Medicago sativa L.) y uva (Vitis vinifera L.). Segun los resultados de este estudio, asi
como los reportados en la literatura, los extractos de plantas pueden modificar la
sintesis de compuestos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos como resultado de
una mayor expresion del gen DET2 (Taha et al., 2020), lo que beneficia la defensa de

la planta ante la presencia de patégenos (Aitouguinane et al., 2020).

El contenido de flavonoides aument6 en un 113 % en plantas de tomate rociadas con
extracto de A. mexicana ( Figura 16B ), un resultado similar al de Giordano et al.
(2022), quienes informaron un aumento del 141 % en el contenido de flavonoides con
la aplicacion de extractos de plantas tropicales en el cultivo de lechuga (Lactuca
sativa L.). La aplicacion de extractos de plantas activa el metabolismo secundario al
aumentar la expresiéon de genes que codifican la enzima PAL, que convierte la
fenilalanina en acido cinamico y luego en acido cumarico. A partir del acido cumarico

se sintetizan flavonoides que inhiben las enzimas patogenas al quelar los metales
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necesarios para su actividad y alterar las membranas, lo que afecta su funcién
(Schiavon et al., 2010; Ertani et al., 2011; Mierziak, Kostyn y Kulma, 2014). Esto
también ayuda a explicar la disminucion en la gravedad de la enfermedad observada
en plantas de tomate inoculadas con P. infestansy rociadas con extracto de A.

mexicana.

El contenido de vitamina C en las plantas aumento significativamente durante las
etapas de floracion y fructificacion, especialmente en los dias 45, 60 y 75 despues del
trasplante (Figura 16C). Este incremento es notable en el dia 75, donde se observo un
aumento promedio del 133 % en el contenido de vitamina C en plantas asperjadas cpm
extracto de Argemone mexicana L. en comparacion con el tratamiento control. Aunque
la aplicacion de este extracto no genero diferencias significativas en otras etapas de
crecimiento, su efecto en la fase de fructificacién coincide con lo reportado por Abd EI-
Hamied y ElI-Amary (2015) donde la aplicacion de extracto Moringa oleifera Lam en

perales aumento el contenido de vitamina C.

La vitamina C es un antioxidante comun en los organismos vivos, especialmente en
las plantas. Tiene diversas funciones, como desintoxicar los radicales libres, regular el
desarrollo de las plantas, la floracion y responder a patégenos, ademas de actuar como
cofactor enzimatico (Egea et al., 2022; Mellidou et al., 2021). En este contexto, la
mayor concentracién de vitamina C observada durante las etapas de floracion y
fructificacion podria estar relacionada con la necesidad de la planta de contrarrestar el
estrés oxidativo asociado con el desarrollo de 6rganos reproductivos y la formacién de
frutos (Mellidou et al., 2021; Egea et al., 2022). La aplicacion de extractos vegetales,
como el de A. mexicana, puede potenciar estos mecanismos antioxidantes, lo que

explicaria el incremento observado en la vitamina C (Figura 16C).

La variacion en el contenido de vitamina C observada probablemente se deba a que
el contenido de vitamina C esta influenciado por la etapa de desarrollo de la planta y
por el estrés (Kukavica y Jovanovic, 2004). Ademas, cuando esta presente un hongo
fitopatdégeno se expresan genes como MDHAR 'y DHAR (Paciolla et al.,, 2019), y

especificamente en plantas de tomate se sobreexpresa HZ24. HZ24 es un factor
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transcripcional que se une a los promotores GMP, GME2y GGP, que elevan los

niveles de vitamina C y reducen el estrés oxidativo en las plantas (Hu et al., 2016).

Los carotenoides son pigmentos naturales presentes en las plantas que desempefian
un papel crucial en la estabilizacidén de las membranas y la proteccion de la fotosintesis
contra el dafio causado por especies reactivas de oxigeno (ROS) (Giuliano,
2017; Simkin Andrew, 2021). En este estudio, el contenido de B-caroteno aumenté en
un promedio de 84 % en las plantas de tomate que recibieron la aplicacion foliar de
extracto de A. mexicana, en comparacion con el tratamiento con Infes (Figura 16D).
Estos resultados coinciden con Giordano et al. (2022) quienes informaron un aumento
de B-caroteno en plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) después de la aplicacion foliar
de extractos de plantas tropicales. Los extractos de plantas contienen fitohormonas,
carbohidratos, aminoacidos y proteinas que retrasan la oxidacién del B-caroteno y
estimulan la expresion de genes
como GmNACO018 , GmNACO030 , GmNAC039y GmNAC043, que retrasan la
senescencia de las hojas (Fraga et al., 2021; Yuniati et al., 2022), que es crucial para
la biosintesis de carotenoides y otros pigmentos naturales (Azaizeh et al., 2005). Los
extractos de plantas ofrecen un enfoque prometedor y sostenible para los agricultores

en sus sistemas agricolas (Ali, Ramsubhag y Jayaraman, 2021).

Los carotenoides amarillos tienen funciones distintas en los organulos subcelulares,
funcionan como pigmentos accesorios en la fotosintesis de los cloroplastos y se
depositan de diferentes maneras en los cromoplastos (Khoo et al.,, 2011; Tanaka,
Sasaki y Ohmiya, 2008). Los valores de carotenoides amarillos aumentaron en las
plantas que recibieron la aplicacién foliar de extracto de A. mexicana en comparacion
con los demas tratamientos evaluados (Figura 16E ). Esto coincide con los hallazgos
de Khan et al. (2019) que el contenido de carotenoides en plantas de zanahoria
(Daucus carota L.) aumentd bajo estrés bidtico y con la aplicacién de Phyllanthus
amarus Schumach y Thonn. Los extractos botanicos inducen la sintesis de enzimas
criticas en las vias del acido mevalénico (MVA) y del metileritritol 4-fosfato (MEP), que
son responsables de la produccidén de carotenoides amarillos. Esta biosintesis esta

asociada a la generacion de precursores de hormonas vegetales, como el acido
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abscisico y las estrigolactonas, junto con moléculas sefializadoras, como el [3-
ciclocitral, la zaxinona y el ancoreno, que influyen en el desarrollo de las plantas y en
su capacidad para resistir el estrés provocado por patdégenos (Godlewska et al.,
2019; Zheng, Giuliano y Al-Babili, 2020; Godlewska et al., 2020).

Las proteinas son importantes en el metabolismo vegetal y estan involucradas en
todos los procesos metabdlicos de las plantas (Sarinana-Aldaco et al., 2022). El
contenido de proteina no difirid significativamente entre tratamientos. Aun asi,
disminuy6 en las plantas de tomate inoculadas con P. infestansy aumentd en las
plantas que recibieron aspersiones foliares de extracto de A. mexicana (Figura 16F).
Estos resultados coinciden con los de Ertani et al. (2016) , quienes informaron que la
aplicacion de extractos de plantas de espino, piel de uva roja y arandano aumentaron
el contenido de proteinas en plantas de maiz (Zea mays L.) en un 115 %, en promedio.
Cuando aumenta el estrés del cultivo, aumenta la generacion de ROS, provocando un
estrés oxidativo mas significativo, que puede disminuir la producciéon de proteinas
(Gonzalez-Moscoso et al., 2019), explicando la disminucién del contenido de proteinas
observada en este estudio. Por el contrario, el aumento en el contenido de proteinas
observado esta relacionado con el hecho de que los bioestimulantes contienen
hormonas vegetales, como las citoquininas, que reducen los niveles de ARNm y
proteinas de las proteasas, evitando un aumento en la actividad proteolitica
(Veerasamy, He y Huang, 2007). Promover la sintesis de citoquininas es beneficioso
para el cultivo, pero es vital utilizar el tipo correcto de bioestimulante, la dosis correcta

y el momento éptimo de aplicacion (Del Buono, Regni y Proietti, 2023).

10. CONCLUSIONES

Esta investigacion demostro que el extracto de Argemone mexicana contiene
compuestos que tienen actividad antifungica y bioestimulante. La presencia
de Phytophthora infestans redujo el rendimiento del cultivo de tomate. Aun asi, la
aplicacion foliar del extracto de Argemone mexicana disminuyd la gravedad de la
enfermedad en un 48 % y aumentd el rendimiento del cultivo. La aplicacion de
extracto de A. mexicana también generé un aumento de clorofila y compuestos

antioxidantes no enzimaticos como fenoles, flavonoides, (B-caroteno, carotenoides
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amarillos y proteinas, lo que ayudd a las plantas a tolerar el estrés causado por P.
infestans. Estos hallazgos sugieren que el extracto de A. mexicana puede ser una
alternativa ecologica a los fungicidas quimicos para mitigar los efectos adversos de los
fitopatdégenos en los cultivos de tomate al inducir el crecimiento y activar el sistema

antioxidante.
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ABSTRACT

Background. Fungal diseases can cause significant losses in the tomato cop. Phy-
tophthera infestans causes the late blight disease, which considerably affects tomato
production worldwide. Weed-based plant extracts are a promising ecological alternative
for disease contral.
Methods. In this study, we analyzed the plant extract of Argermone mexcana L. using
chromatography-mass spectrometry analysis (GC-MS). We evaluated its impact on the
severity of P. infestans, as well as its effect on the components of the antioxidant defense
system in tomato plants.
Results. The extract from A. mexicana contains twelve compounds most have antifun-
gal and biostimulant properties. The findings of the study indicate that applying the
A. mexicama extract can reduce the severity of P. infestans, increase tomato fruit yield,
enhance the levels of photosynthetic pigments, ascorbic acid, phenols, and flavonoids,
as well as decrease the biosynthesis of Hy0;, malondialdebryde (MDA), and superoxide
anion in the leaves of plants infected with this pathogen. These results suggest that using
the extract from A. mexicana could be a viable solution to control the discase caused
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Abstrack Phy topathopenic funigi ane responsible for diseases in commercially important crops and
cauge major supply problems in the global food chain. Plants wene able to protect themselves from
dise ase befone hunans played an active role in probecting plants. They am known to synthesize a
variety of secondary metabolites (SMs), such as terpenes, alkalosds, and phenolic compounds, which
can be axtracked vaing conventional and wnocdventional kechnigques b formulabe biofungicides; plant
extracts have antifungal activity and various mechanisms of action against these crganisms. In
addition, they are considered nor-phy totoxic and potentially efective in disease control. They are a
sustainable and Em'lifall_\l' vighle alternative for use in agriculbee:, which is w!‘!}r I:li.ﬂd"l.u'lgi"_'il.iﬁ A
increasingly recognized as an attractiv e option to solve the problems cavsed by synthetic fungicides.
Crurrently, organic farming continues o grow, highlighting the importance of developing env irnmen-
tally friendly alternatives for crop production. This review provides a compilation of the literatune
on bicsynthesis, mechanisms of action of secondary metabolites against plytopathogens, e xtraction
techniques and formulation of Wofungicides, biological activity of plantextracts on phy topathogenic
fungi, epulation, advantages, disadv antages and an overview of the curnent wee of bicfungicides
i agriculhame.
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El tomate enfrenta la amenaza del tizon tardio cansado por el hongo

"\ Phytophthora infestans. Actualmente, se busca una alternativa amigable al

§ uso intensivo de fungicidas quimicos, y se ha investigado el uso de la
planta maleza Argemone mexicana, con el nombre comun de chicalote. El
extracto de chicalote aplicado directamente a las hojas (foliarmente) en

plantas de tomate tiene efectos positivos, promoviendo un mayor

crecimiento y reduciendo el dano causado por el tizon tardio.

Introduccion

88| Pagina

| Seccion I: Factores de Formacion del Suelo |
| Subseccion ID: Organismos



12.2 Congresos

ADEMIA JOURNALS %

soadis Te 1hmye N Tirw
P Jockems 1. L

A
/

*
- Iy Congreso Internacional de Investigacion de
\ £ "’*‘ Academia Journals Fresnillo 2022
715! CERTIFICADO
Twg 8 -
otorzado 3

M. =n C, bridiarm Hernandez Soto, Dr. Alfredo Madariaga Mavarrete, Dra. Judith Pristo
Mendez, Dr. Joe=l Mez Rangel, Dra, Mariana Saucedo Garcia, Dr. Gabriel Aguirre
Alvarez, Dr. Antonio Judrez Maldonadso, Drz. Alma Deliz Hernandez Fuentes

por su articulo titulado

Argemone mexicana como una Estrategia Ecologica contra la
Marchitez Vascular (Fusarium oxysporum)

WA 1
| WL

{Artioulo Nou FRS11)

El articulo fue presantsdo en &1 congresn dessrmoliada los dins 28, 29, ¥ 30 de marzo ded 2002, Bl articuo et
inchaido &n m:gﬂ'ﬂupmim:mﬂ[umclpnﬂultmmmsm con S5 25459351
Vioi 14 Ng. 1 onifng = indexadion en ia base de dabos Fysnpte Acpdemics Pius e EESCOHOST, Massachusetis,
mmu*[ﬂ:nﬂllnuﬁlﬂmwmm Forfemoo of Desarmilo Cenificn § Temoidgio o
T oo 15BN 975-1-939582-71-1 online.

/

V.
I

L

R, RATARL MORAS, F.E, FLE, MOSE BE |E30S REYES SAHCHEE

Durwowor Cetmral Acederb braresl Fowii na e did Coreanees Acsis mii bisn sy Proandio

89| Pagina



LA
Xl | Ciencias 1 UNIVERSIDAD AUTONOMA

XKV (e | Agronémicas g CHA PINGO

||. 'I_jr

CONSTANCIA

a: IRIDIAM HERNANDEZ SOTO

For su participacin como

PONENTE

en & modalidad Oral del trabajo titutado

Extracio de Argemone mexcana L. Conirol del tizén tardio v estimulo al creciments en tomate

CUY0E SUIONEs 50N
Irndiam Hemandez-Soto; Matitde Reyes-Fuentes; Rafzel G. Campos-Mantiel; Alma Delia Hemandez-Fuentes

Chapingo, Estado de México, del (3 al 06 de octubre de 2023,

Dra. Rosaura g Canchola

F_"[nﬂ-id-nnta

90| Pagina



12.3 Estancia

Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro
Departamento de Botdanica

Calzada Antonio Narro No. 1923, Colonia Buenavista e
Saltillo, Coahuila, México. C.P. 25315 -
Tel. (844) 4-11-02-52 y 4-11-02-53 Ext. 2252 y 2253 @2
e-mail: botanica@uaaan.edu.mx Pagina Web: www.uaaan.edu.mx A

Flore
Magon

PRECUASOR B i BEVOAUCION HEXICANA

Saltillo, Coahuila a 6 de marzo de 2023

DRA. ALMA DELIA HERNANDEZ FUENTES
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO (UAEH)

Estimada Dra. Hernéndez, a través del presente notifico a usted que la estancia de investigacion de
la MC. Iridiam Hernandez Soto realizada en nuestra institucion ha sido concluida satisfactoriamente.
La estancia de investigacion fue realizada en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal del Departamento
de Botanica durante el periodo comprendido del 6 de diciembre de 2022 al 6 de marzo de 2023 bajo
la asesoria de su servidor. El trabajo realizado dentro del laboratorio consistié en la evaluacién d;
compuestos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, y el procesamiento de datos y escritura de
informe. Los resultados obtenidos forman parte de su proyecto de tesis doctoral titulado “*Actividad
antifingica in vitro e in situ del extracto de Argemone mexicana L. contra fitopatogenos en el cultivo
de tomate”, que actualmente desarrolla en el Doctorado en Ciencias Agropecuarias de la

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo.

Sin otro particular le envio un cordial saludo.

ATENTAMENTE

Dr. Antﬁnio Juarez Maldonado

Profesor Investigador del Departamento de Botinica

CCP. MC. Iridiam Hernandez Soto.-Estudiante de estancia
Archivo
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