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RESUMEN

Tanto el mango, como el jitomate, ocupan un lugar importante en el comercio
internacional, pues son ingredientes indispensables en la dieta humana, sin
embargo, también son suceptibles al deterioro postcosecha. Dentro de las enfermedades
fungosas se encuentra la antracnosis causada por Colletotrichum gloeosporioides, en
mango la antracnosis se caracteriza por la formacion de manchas oscuras, mientras que
en jitomate, aparecen lesiones hundidas de color negro y con micelio blanco. El objetivo de
este trabajo, fue determinar el efecto de extractos de Allium sativum y Verbesina
persicifolia, en el desarrollo de cepas de Collectotrichum gloesporioides aisladas de mango
y jitomate. Para esto, se aislaron cepas a partir de frutos con sintomas tipicos de
antracnosis, las cuales se purificaron y seleccionaron para su identificacion en base a
criterios taxonomicos de caracteristicas morfoldgicas (Caracteres de colonia y
morfologia conidial) y se realizaron pruebas de patogenicidad a las cepas aisladas.
Adicionalmente, se obtuvieron los extractos de las plantas de Allium sativum y Verbesina
persicifolia utilizando cinco solventes (metanol, etanol, acetona, acetato de etilo y agua),
se evalud el efecto inhibitorio de los extractos y colecciones cromatograficas de los
extractos, las pruebas se realizaron en agar papa dextrosa (PDA) y en frutos de mango y de
jitomate sanos, en todas las pruebas se empled un testigo sin tratamiento. Los extractos de
acetato de etilo, tuvieron efecto inhibitorio sobre cepas aisladas de C. gloesporioides, en la
cepa aislada del mango el extracto de acetato de etilo de V. persicifolia inhibidé en un 75%,
y el extracto de acetato de etilo de A. sativum inhibio en un 98%. Para jitomate los
extractos de acetato de etilo de V. persicifolia y de A. sativum, también inhibieron el
crecimiento del hongo en un 79% y 98%, respectivamente. La coleccion 5 de A.
sativum y la 4 de V. persicifolia, mostraron el mayor efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de los hongos, inhibieron el crecimiento de la cepa aislada del jitomate en un
51% y 85%, respectivamente, para la cepa aislada de mango, la inhibicion fue de 53% y
91%, respectivamente. Los mejores tratamientos fueron los que involucraron la coleccion 5
de A. sativum y la 4 de V. persicifolia, ya que inhibieron el crecimiento de las cepas
aisladas de mango, en un 99.4% y 64%, respectivamente, de la misma manera
inhibieron el desarrollo del hongo aislado de jitomate (84.2% y 53% respectivamente). En
los frutos inoculados superficialmente sin herida, las mismas colecciones retardaron la

penetracion y el desarrollo del hongo.



Aunque los extractos de A. sativum y V. persicifolia, no presentaron efecto fungicida, si
mostraron efecto fungistatico, pues inhibieron el desarrollo del hongo, minimizando la
extension de la enfermedad, mas de 50%, estos resultados indican el potencial de los

extractos para el manejo de antracnosis en mango y jitomate durante la postcosecha.



INTRODUCCION

Las frutas y las verduras, son ingredientes indispensables para lograr una dieta humana
equilibrada, ya que proporcionan nutrientes importantes. México, tiene un lugar importante
en el comercio internacional de hortalizas y frutas, ocupa el quinto lugar mundial como
exportador de frutas y hortalizas, dentro de los principales productos de exportacion, se

encuentran el mango y el jitomate (SIAP, 2013; inforural, 2017).

El mango es un fruto reconocido como uno de los mas finos, con mayor distribucion en el
mundo y es de gran importancia comercial pues su produccion ha ido en aumento a partir de
2015 consolidando a México como el quinto lugar mundial en produccion de este fruto

(SIAP, 2017).

El jitomate es uno de los cultivos horticolas més importantes producidos en el mundo, pues
presenta una alta aceptacion por los consumidores y forma parte importante de la gastronomia

mundial, en México, durante 2016, la produccion supero lo alcanzado en 2015 (SIAP, 2017).

Tanto el mango como el jitomate son susceptibles al deterioro poscosecha, antes de ser
consumidos o procesados. Las causas pueden ser cambios fisioldgicos como la senescencia
y la maduracién, por dafio quimico, dafios fisicomecanicos causados por magulladuras,
compresion, o impacto, y la descomposicion por microorganismos. Los patdgenos mas
importantes causantes de grandes pérdidas normalmente son bacterias y hongos, algunas
fuentes estiman que dichas pérdidas son del orden del 5 al 25% en paises desarrollados y del

20 al 50%, en paises en desarrollo (FHIA, 2007).

Dentro de las enfermedades fungicas, se encuentra la Antracnosis, causada por el hongo
Colletotrichum gloeosporioides, la cual se hace evidente por la aparicion de manchas
oscuras, hundidas que contienen esporas. El control de la antracnosis se realiza
principalmente, con la aplicacion precosecha de fungicidas. Sin embargo se han reportado
varios problemas relacionados con el uso de fungicidas sintéticos, incluyendo la acumulacion
de residuos quimicos daiiinos, en los frutos, en el agua y en el suelo, asi como también la

induccion de resistencia en los patogenos (Avilan et al., 1996).



Teniendo conocimiento de esta problemadtica se han buscado alternativas a partir de plantas
medicinales que el hombre ha utilizado desde su existencia y que pueden ser fuente de

compuestos fungicidas o fungistaticos amigables con el medio ambiente.

Por lo tanto el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto antifingico de los extractos
de A. Sativum y V. Persicifolia sobre cepas de C. gloesporioides aislados de mango y de

jitomate.



2. ANTECEDENTES
2.1 Generalidades del jitomate (Solanum lycopersicum)

El jitomate (Solanum lycopersicum), cuyo nombre procede del nahuatl xictli, (ombligo) y
(tomatl) tomate, es una planta de la familia Solanaceas (Tabla 1), originario de la region sur

central de Peru y es cultivado, tanto en ambientes secos, como himedos (Notario y Sosa,

2012).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica del jitomate.

Reino Plantae

Subreino Trachobiota (plantas vasculares)
Subdivision Spermatophyta (plantas con semilla)
Division Magnoliophyta (plantas con flores)
Clase Magnoliopsida (dicotiledoneas)
Subclase Asteride

Orden Solanales

Familia Solanéaceas

Genero Solanum

Especia Lycopersicum L.

USDA (2017).

2.1.1. Produccion

De acuerdo con estadisticas de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion (SAGARPA), el estimado de la produccion de jitomate “Hecho en

M¢éxico” aumentd en 35 por ciento, entre 2013 y 2016.

El jitomate es un cultivo que se desarrolla en todas las entidades del pais; las cinco principales
con aportaciones del 52 por ciento del volumen nacional son Sinaloa, San Luis Potosi, Baja

California, Zacatecas y Michoacan.



El jitomate se encuentra disponible durante todo el afio, con una mayor produccion (del 33.7
por ciento del volumen anual) durante los meses de febrero, marzo y noviembre. Es
exportado principalmente a Estados Unidos, Canada y Japon (SAGARPA, 2016). Sin
embargo la produccion del jitomate se ve amenazada afo tras afo por el ataque de diversas
enfermedades de origen biotico, que causan pérdidas hasta en un 100 %. Entre los principales
patoégenos que llegan a disminuir el rendimiento del tomate se encuentran las inducidas por

hongos (Inifap, 2011, Martinez, 2016).
2.1.2. Enfermedades del jitomate causadas por hongos
2.1.2.1. Alternariosis

Dentro de las enfermedades del jitomate, desarrolladas en post cosecha, destaca la

enfermedad “Alternariois “causada por el hongo Aternaria alternata (Rozas et al., 20006).

Las partes afectadas son tanto hojas, como tallos, frutos y peciolos, ya en el fruto las
caracteristicas de las lesiones son pardo-oscuras, ligeramente deprimidas y recubiertas de
numerosas esporas del hongo. Las fuentes por las que se dispersa son solanéceas silvestres y
cultivadas, semillas infectadas y restos de plantas enfermas, los conidios se pueden dispersar
por las salpicaduras de agua, lluvia o el viento, la esporulacion se ve favorecida por noches

hiimedas seguidas de dias soleados y con temperaturas entre 3 y 35 °C (Infoagro, 2017).

2.1.2.2. Moho gris

Causada por el hongo Botrytis cinerea, afecta flores, tallos y frutos recién formados, verdes
y proximos a cosechar. En los frutos, produce lesiones blandas y acuosas, presentandose
esporulacion grisacea o café oscuro, abundante, se presenta en la union del pedinculo con el
fruto. El hongo se disemina facilmente, por el viento y por la lluvia, su desarrollo se ve

favorecida por humedades relativas altas, y temperaturas entre 15 y 22° C (FAO, 2017).

2.1.2.3. Antracnosis

Causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides, produce lesiones hundidas y

redondas, de color negro en el centro con micelio blanco en los bordes que afectan al fruto.



Las lesiones se ven favorecidas por una humedad relativa alta y temperaturas entre 15 y 20 ©

C, el hongo se dispersa por el viento (FAO, 2017).
2.2. Generalidades del mango (Magifera indica)

El mango (Mangifera indica), pertenece al género Mangifera, de la familia de las
Anacardiaceae (Tabla 2), es de los mas populares de las frutas tropicales (Shah et al., 2010),
su agradable sabor, aroma, color llamativo y valor nutricional lo hacen favorito del hombre

desde épocas remotas (Paez., 2003).

Es originario del continente asiatico, entre la zona geografica del noroeste de la india y el
norte de Burma, muy cerca del Himalaya. La distribucion de su cultivo se extendid en primera
instancia por el suroeste asidtico y mas tarde al archipi¢lago Malayo; asi, los portugueses, lo
llevaron primero al continente africano y posteriormente a las costas de Brasil, y de ahi se

distribuy¢ al resto de América (Infoagro, 2017).

Tabla 2. Clasificacion taxonémica del mango.

Reino Plantae

Subreino Trachobiota (plantas vasculares)
Subdivision Spermatophyta (plantas con semilla)
Division Magnoliophyta (plantas con flores)
Clase Magnoliopsida (dicotiledoneas)
Subclase Rosidae

Orden Sapindales

Familia Anacardiaceae

Genero Mangifera L

Especia Mangifera indica L.

USDA (2012).



2.2.1 Produccion

México ocupa el quinto lugar mundial en la produccidon del mango, segiin con estadisticas
del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), entre enero y octubre
de 2016, la produccion de este cultivo superd lo que se obtuvo durante todo el 2015.
Los principales estados productores son Guerrero, seguido por Sinaloa, Nayarit, Chiapas,
Oaxaca y Michoacan. Estas seis entidades aportan mas del 80 por ciento del total
generado en el periodo de referencia. Asimismo, los meses de mayor produccion van de
abril a agosto, cuando se cultiva cerca del 80 por ciento de la produccion nacional. Sin
embargo, por malos manejos poscosecha se desperdicia alrededor del 60%, lo cual esta
asociado principalmente a la podredumbre ocasionada por enfermedades causadas por
hongos (Allende et al., 2001).

2.2.2. Enfermedades del mango causadas por hongos

2.2.2.1. Antracnosis

Es de las enfermedades mas difundidas y destructivas del follaje del mango, afecta
tanto hojas, flores y frutos, es causada por Colletotrichum gloeosporioides, que puede
infectar tanto a frutos jovenes como a maduros, ocasionando lesiones en forma de manchas
oscuras, que se producen durante la recoleccion, continuando su desarrollo durante el

almacenaje y maduracion (Infoagro, 2017; Perera y Méndez, 2007).
2.2.2.2. Mancha negra

Es una enfermedad de poscosecha, afecta al follaje, flores y frutos, es producida
por alternaria alternata, las lesiones aparecen en forma de manchas negras circulares,
que se agrandan, llegando a cubrir la mitad del fruto, conforme avanza, las manchas

penetran en la pulpa que se oscurece y ablanda (Infoagro, 2017).
2.2.2.3. Malformacion

Otra de las enfermedades del mango, causada por Fusarium subglutinans, afecta a plantas,

y flores, produciendo flores estériles (Infoagro, 2017).



2.3.  Collectotricum gloesporioides como fitopatégeno.

Colletotrichum gloeosporioides es un Deuteromycota, que pertenece a la clase de los
Coelomicetos y al orden Melanconiales, de acuerdo a la Tabla 3 (Péaez, 2003), C.
gloeosporioides, tiene una distribucion, principalmente tropical y subtropical, aunque hay
algunas especies de alto perfil, que afectan los cultivos de clima templado (Cannon et al.,
2012), ha sido reportado como uno de los patégenos mas importantes en todo el mundo
(Phoulivong et al., 2010), ya que produce la antracnosis y es causante de grandes pérdidas
econdmicas en cultivos de diversos frutos como la papaya, aguacate, café, mango, uva,
guanabana, tomate, fresa y algunas variedades de citricos (Cifuentes y Garcia, 2006). Su
efecto limita la produccidon ocasionando pérdidas de frutos durante la cosecha y la
postcosecha (Juarez et al., 2010), cuya estimacion en mango es de 30-60% del total de

produccion (Carrillo et al., 2005).

Tabla 3. Clasificacion taxonomica de C. gloesporioides.

Reino Mycetae o fungi
Division Eumycota
Subdivision Deuteromycotyia
Clase Coelomycetes
Orden Melanconiales
Genero Colletotrichum
Especia C. gloesporioides

(Agrios, 1995).

2.3.1. Proceso de infeccion.

Las condiciones de humedad relativa (superior al 95 %) y temperaturas entre 20 y 30°C, son
factores esenciales en la dispersion y desarrollo del hongo; sin embargo, también puede
ocurrir en un rango amplio de condiciones ambientales (Estrada, et al., 2000; Kamle, et al.,

2013).



Para el proceso de infeccion de las especies de Colletotrichum no se necesita la presencia de
una herida, inicamente el contacto del hongo con el fruto. Comienza a partir de un conidio,
proveniente de la dispersion del viento o la lluvia, este se adhiere en la superficie y germina,
entonces el hongo produce cutinasa, una enzima esencial para la penetracion en el tejido
verde del fruto, después de unas horas el tubo germinativo se alarga, hinchandose la punta
para formar asi el Apresorio, cuya funcion clave es mantener al hongo unido al fruto (Coates
y Gowanlok., 1993; Zhou et al., 2017; Rodriguez et al., 2013). El crecimiento fungico se
mantiene en estado de reposo prolongado, una vez que el fruto madura y tiene las condiciones
de temperatura, de humedad, y de nutrimentos adecuados, numerosas enzimas degradan los
carbohidratos presentes en el fruto, transformandolos en azucares simples, que son necesarios
para el desarrollo del hongo, ahi es donde produce los sintomas de la infeccion necrotrofica

del fruto (Alkan et al., 2015; Dickman y Alvarez, 1983).
2.3.2. Sintomatologia

Los sintomas tipicos de la infeccion por Colletotrichum se denominan ‘antracnosis’, inician
con un exudado gomoso sobre ¢l area donde se manifestara la lesion (Rodriguez, et al., 2013;

Cabrera, 2015).

Las lesiones se pueden formar en cualquier parte del fruto, son ligeramente hundidas en los
bordes, el centro se encuentra ligeramente elevado, son de color café en su totalidad u oscuro

en el centro de la lesion (Duran y Mora, 1987).

Arauz (2000) indic6 que en ocasiones dichas lesiones coalescen hasta abarcar extensas areas
de las frutas, caracteristicamente en un patron de manchas de lagrimas, que se extiende desde
el basal hacia el extremo distal de la fruta. Estas abrasiones generalmente se limitan a la
cascara, pero en etapas avanzadas de infeccion, el hongo puede penetrar la pulpa produciendo

acérvulos, y abundantes masas de conidios.
24. Control de enfermedades fitopatégenas

El enfoque principal, para control de las enfermedades fitopatologicas, antracnosis, se lleva
a cabo, mediante la aplicacion programada de diversos fungicidas, durante la fase productiva
(Avilan et al., 1996) o en frutos ya cosechados (Arias y Carrizales, 2007). Estos tratamientos,

se usan para controlar las infecciones establecidas en los tejidos epidérmicos del producto o
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para protegerlo contra las infecciones que pueden ocurrir durante la manipulacion y el

almacenamiento (Hoa, 2008)

Sin embargo, su uso esta cada vez mas restringido, debido a la preocupacion del publico
sobre los residuos toxicos, ademads, el uso masivo e indiscriminado de estos productos, ha
incrementado la poblacion de patdgenos resistentes en los cultivos, ocasionando un aumento
significativo en los costos de produccion y problemas de contaminacion ambiental (Bernal et
al., 2005; Kefialew y Ayalew, 2008), el control de la antracnosis también se puede lograr
mediante el tratamiento de frutas en agua caliente, solo o en combinacion con productos
quimicos, el control preciso de la temperatura y el tiempo son criticos, ya que la fruta puede

dafarse facilmente por la sobreexposicion al calor (Arauz,2000).

El control con agua caliente se ha practicado ampliamente, pues a altas temperaturas, se
ocasiona la desnaturalizacién de enzimas y de proteinas del patdogeno, sin embargo, es un
método apropiado solo para frutas, donde la temperatura del agua no causa decoloracion y
escaldadura de la céscara de la misma, cambio de sabor o ablandamiento de la pulpa: Su
eficacia depende, ademas del tiempo de exposicion, de la etapa de madurez, del tamano, del

peso y de las condiciones de cultivo (Jaccobi et al., 2001).

En los ultimos afios se han explorado nuevas tecnologias para un control efectivo de
antracnosis en frutas, entre estos, el uso de compuestos reconocido como seguro (GRAS),
desinfectantes, control bioldgico, inductores naturales, recubrimientos comestibles y los

aceites esenciales (Yasmeen y Asgar, 2014).
2.5. Uso de extractos vegetales con actividad antifungica

Antes de que el hombre jugara un rol en el cuidado de las plantas, estas han sido capaces de
protegerse, produciendo para este fin una gran variedad de metabolitos secundarios
relacionados con mecanismos de defensa, (Hernandez y Bautista, 2007). Tanto los extractos
vegetales, como aceites esenciales de cada planta, pueden llegar a tener hasta mas de sesenta
componentes, presentes en forma individual o como mezcla de compuestos, entre ellos varios
con propiedades antifingicas que en determinadas concentraciones pueden afectar a los

patogenos (Ramirez et al., 2016).

11



Estos extractos, proporcionan una serie de productos derivados (flavonoides, fenoles,
terpenos, aceites esenciales, alcaloides, lectinas y polipéptidos), que han mostrado un efecto
antimicrobiano contra diversas enfermedades fungicas de frutos (Hernandez y Bautista,

2007).

Recientemente, el uso de una serie de compuestos antifungicos, incluyendo acido oxalico,
acido salicilico, extractos de plantas, calcio y borato, ha demostrado ser una estrategia

prometedor para controlar enfermedades poscosecha de frutos climatéricos (Xu et al., 2017).
2.5.1. Allium sativum (ajo)

El ajo (Allium sativum) pertenece a la familia de las Liliaceas, del género Allium (Tabla 4)
que contiene mas de 300 especies de plantas, entre las cuales se encuentra Allium sativum L.
Es originario del Asia Central y se puede encontrar en casi todo el mundo, sobre todo en
climas templados y célidos, posee un bulbo so6lido, formado por bulbillos limitados por dos
caras planas y una convexa, puntiagudos en ambos extremos. Su tallo es erguido y cilindrico.
Sus hojas son lizas, estrechas, aquilladas y sus flores blanquizcas o rojizas (CONABIO

2017).

Tabla 4. Clasificacion taxondmica del ajo.

Reino Plantae

Subreino Trachobiota (plantas vasculares)
Subdivision Spermatophyta (plantas con semilla)
Division Magnoliophyta (plantas con flores)
Clase Liliopsida (dicotiledoneas)
Subclase Liliidae

Orden Liliales

Familia Liliaceae

Genero Allium L

Especia Allium sativum L

USDA (2012).
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A Allium sativum, se le atribuyen propiedades antisépticas, antibacterianas, antifungicas e
hipocolesteromiante, es rico en alicina (dialiltiosulfinato o disulfuro de dialilo), un
compuesto antimicrobiano, bioldgicamente activo, que no estd presente en el ajo crudo, se
forma rapidamente por la accion de la enzima, allinase (alicina-liasa, E.C.4.4.1.4) sobre
sulfoxido de S-alil-L-cisteina (alliin), cuando el ajo es triturado (Moctezuma et al., 2016;
Gandara et al., 2014; Li y Zhihui, 2009), ademas de otros metabolitos secundarios
antimicrobianos, que presentan actividad, tales como fenoles, terpenoides, alcaloides, acidos

organicos y polipéptidos.

La alicina es menos estable en el ajo triturado o en una solucidon acuosa homogeneizada que
en estado puro, en agua, lo que indica que el ajo contiene algunas sustancias que disminuyen
la estabilidad de la alicina. La vida media de la alicina, en Ajo machacado, es de 2.4 dias a

23.8 °C, mientras que el de alicina pura en agua, es de 30-40 dias (Kyung, 2012).

El ajo ha tenido diferentes aplicaciones en la medicina herbaria y en los ultimos afios, en la
industria farmacéutica, para el tratamiento de diferentes enfermedades, ya que se ha
reportado la accion antimicrobiana y antimicotica, contra diversas bacterias, algunos virus y
hongos, principalmente dermatofitos y levaduras patogenas para el hombre (Bokaeian y

Bameri, 2013; Moctezuma et al., 2016).

Por otro lado, se han hecho diversos estudios con extractos de ajo, tal como lo realizo
Cabrera-Escarcega (2015), donde evalu6 bulbos de ajo y hojas de Jamaica, en dicha
evaluacion concluyd que ambas plantas, causaron un efecto de inhibicion en el crecimiento

y esporulacion, sin embargo, el ajo presento mayor efecto contra C. gloesporioides.

Banos et al. (2004), al estudiar el efecto del ajo y del eucalipto, sobre C. gloesporoides, en
mango, concluyeron que ambas plantas presentaron actividad antifungica en Papaya,
redujeron la severidad de la enfermedad en 45.06 y 41.73%, respectivamente. Obteniendose

frutos con mayor vida de anaquel, semejantes a los tratados con fungicida Imazalil.

Respecto a los componentes Gandara et al. (2014), en su estudio con extractos de ajo, sobre
B. cinerea, observaron que la alicina y sus derivados, presentaron efecto inhibitorio sobre la

germinacion de conidios de B. cinerea y desarrollo de moho gris en uvas.
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2.5.2. Verbesina persicifolia (hierba del toro)

Verbesina persicifolia de la familia de las Asteraceae (Tabla 5), cuyos nombres comunes son,
Hierba del toro, Huichin, Huitzin, de acuerdo a CONABIO (2017), es un arbusto con hojas
ligeramente alargadas, que miden hasta 14 cm de largo, sus flores crecen en grupos, formando
cabezuelas, que se esparcen en la planta. Su origen es desconocido, habita en clima calido y

semicalido.

En México se distribuye principalmente en Nuevo leon, San Luis Potosi, Puebla, Tlaxcala,
Tabasco y Veracruz, popularmente, en la medicina mexicana, se le conoce como huichin o
tlamacas, dependiendo de la regiéon donde se encuentre (Biblioteca digital de plantas

medicinales, 2009).

Tabla 5. Clasificacion taxonomica de Hierba del toro.

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta (plantas vasculares)
Subdivision Spermatophyta (plantas con semilla)
Division Magnoliophyta (plantas con flores)
Clase Magnoliopsida (dicotiledoneas)
Subclase Asteridae

Orden Asterales

Familia Asteraceae

Genero Verbesina L

Especia Verbesina persicifolia

USDA (2012).

De acuerdo a estudios etnobotéanicos, esta planta, se encuentra dentro de las especies que se

han utilizado de manera tradicional, con fines medicinales, se ha reportado que su extracto
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acuoso, obtenido de flor y hoja, han presentado actividad hipoglicémica y bactericida

(Dominguez et al., 2015).

De acuerdo a la fitoquimica de este arbusto se han identificado compuestos del género
Verbesina, tales como terpenoides, triterpenoides, flavonoides, saponinas y aceites
esenciales, isoprenoides como los sesquiterpenos, monoterpenos, sin embargo no se ha

investigado la actividad biologia de estos compuestos (Lopez, 2015).

Varias especies del género Verbesina han sido evaluadas por diferentes propiedades. El
extracto acuoso de Verbesina encelioides ha mostrado actividad antibacteriana y nematicida

(Lopez, 2015).
2.6. Metabolitos secundarios de plantas

Los metabolitos secundarios son compuestos derivados del metabolismo primario (Shilpa et
al., 2010). Los metabolitos secundarios, son compuestos de bajo peso molecular, que no
presentan una funcioén definida en el crecimiento y en la reproduccion de las plantas, pero
cumplen roles importantes en el reino vegetal, como es la participacion en los procesos de
adaptacion de las plantas a su ambiente. La sintesis activa de metabolitos secundarios se
induce cuando las plantas son expuestas a condiciones adversas, tales como: el consumo por
herbivoros (artropodos y vertebrados), el ataque por microrganismos: virus, bacterias y
hongos, la competencia por el espacio de suelo, la luz y los nutrientes, entre las diferentes
especies de plantas y por la exposicion a estrés abiodtico. A lo largo de la historia, han sido
utilizados como una fuente inagotable de compuestos quimicos y sustancias activas
complejas, que desde afios han sido explotadas por el hombre (Torres, 2004; Sepulveda et

al., 2003).
2.7. Métodos de extraccion de metabolitos secundarios

En la actualidad, los métodos de extraccion de metabolitos secundarios, a partir de plantas
con actividad biologica, se basan en la polaridad, la solubilidad en agua y en la alteracion de
la solubilidad en base de sales y del pH. Los métodos de extraccion, se deben elegir,
basandose en el conocimiento de varias propiedades fisicoquimicas del compuesto de interés.
Estos incluyen coeficientes de particion en agua o disolventes orgéanicos, la polaridad relativa

en la molécula, la estabilidad de la molécula en luz u oscuridad, asi como la temperatura para
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el proceso de extraccion. Si el compuesto de interés, es altamente soluble en agua, se emplea
este liquido en frio o caliente, si el compuesto es altamente soluble en un disolvente organico

en particular, lo empleamos para obtener el extracto (Cseke et al., 2006).
2.8. Métodos cromatograficos en la separacion de metabolitos secundarios

De acuerdo a la Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), la cromatografia,
es un método fisico de separacion, en el cual, los componentes para ser separados, se
distribuyen entre dos fases, una de ellas es estacionaria y otra movil, la cual, se mueve en una

direccion definida (McNair, 1998).
2.8.1. Cromatografia en columna

En la cromatografia en columna, se utiliza un tubo cilindrico angosto, en el interior se
mantiene la fase estacionaria y a través de ella, se hace pasar, la fase movil, ya sea con presion
o por gravedad, de esta manera, la fase movil, acarrea una mezcla, en la que se encuentra el

analito (Skoog, 2000).
2.8.1. Cromatografia en capa fina

En la cromatografia en capa fina, la muestra se aplica en forma de pequefias gotas de solucion
en el borde de un soporte plano, ya sea de lamina de vidrio, plastico o aluminio, los cuales
estan recubiertos por una capa delgada de silice o aluminio. Estas placas se sumergen en un
disolvente que actiia como fase movil o eluyente, el cual sube por la placa por capilaridad.
Este movimiento consigue la separacion por gravedad, al igual que la cromatografia en

columna (Fox y Whitesell, 2000).
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3. Justificacion

Tanto las frutas como las hortalizas, son productos susceptibles a padecer diversas
enfermedades por ataque de hongos, después de la cosecha y durante el almacenamiento, las
enfermedades ocasionan severos dafios, que afectan la calidad de los frutos, lo cual, puede

provocar grandes pérdidas en el momento de su comercializacion.

Comunmente, el control de enfermedades postcosecha, se logra con el uso de fungicidas, sin
embargo, su uso ha originado que la mayoria de los patdogenos desarrollen resistencia, por lo
que su efectividad disminuye o se anula con el paso del tiempo, ademas de la presencia de
residuos toxicos, que pueden afectar la salud de los seres vivos, incluyendo a los humanos y

el medio ambiente.

Estos motivos han incrementado la necesidad de reducir los riesgos asociados con dichos
compuestos quimicos, incrementandose el interés por el uso y la aplicacion de extractos
vegetales, para el control de fitopatdogenos, pues no afectan el medio ambiente, ya que sus

residuos se degradan facilmente y permiten mantener la calidad de los productos.

Se ha reportado que varias especies de plantas, que producen metabolitos secundarios, actiian
como fungicidas naturales para el control de las enfermedades postcosecha, sus extractos
vegetales pueden tener componentes individuales o mezclas de compuestos que pueden

afectar a los patogenos.

Por tanto, en la presente investigacion, se propone evaluar el efecto de los extractos vegetales
de Verbesina persicifolia y Allium sativum, extraidos con diferentes disolventes, en el control
del hongo C. gloesporioides, mediante una técnica in vitro, con el proposito de proponer su

uso para el control de hongos en frutos.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Determinar el efecto de los extractos de Allium sativum y Verbesina persicifolia en el

desarrollo de Collectotrichum gloesporioides en mango y jitomate.
4.2 Objetivos especificos

1. Obtener las cepas de Collectotrichum gloesporioides nativas de mango y de jitomate
en medio de cultivo PDA.

2. Obtener los extractos de las plantas Verbesina persicifolia y Allium sativum con
diferentes solventes (metanol, acetona, acetato de etilo, etanol y agua) y determinar
su efecto contra C. gloesporioides en medios de cultivo.

3. Fraccionar por cromatografia en columna los extractos con mayor actividad
antifungica y obtener colecciones a partir de cromatografia en placa fina para
determinar su efecto contra C. gloesporioides en medios de cultivo.

4. Determinar el efecto de las colecciones de A. sativum y V. persicifolia en jitomate y en

mango.
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5. Materiales y métodos
5.1 Materiales

5.1.1 Material biologico

La evaluacion del efecto antiflingico, se realizd con extractos obtenidos a partir de dos
especies de plantas, una de ellas conocida con el nombre de Verbesina persicifolia (planta
del toro), procedente del estado de Veracruz y Allium sativum (ajo), procedente de la central

de abastos de la ciudad de Pachuca Hidalgo.

Para la obtencién de cepas fungicas se utilizd6 mango de la variedad Ataulfo y jitomate

saladette, adquiridos en la central de abastos de la ciudad de Pachuca, Hidalgo.

5.1.2 Cepas fungicas

Las cepas de Colletotrichum gloeosporioides, utilizadas para este estudio, se obtuvieron a

partir de aislamientos de frutos de mango y de jitomate, afectados por Antracnosis.

5.1.3 Medios de cultivo

Agar papa dextrosa (PDA) marca Dixon.

5.1.4 Reactivos y disolventes

Agua destilada, acetato de etilo (J, T. Baker, USA), acetona (J, T. Baker, USA), metanol (J,
T. Baker, USA), etanol (J, T. Baker, USA), hexano (J, T. Baker, USA), y tween 80.

5.1.5 Equipos

Autoclave eléctrica (Yamato, SM 200, Japon), balanza analitica (OHAUS, USA), bomba de
vacio (BUCHI, Vacuum pump V.), incubadora bacteriologica (Lab-line, Ambi Hi Low
Chamber, USA), parrilla eléctrica (Cimarec, USA), refrigerador (Vendo, México),
evaporador rotatorio (BUCHI, rotavapor R-215, Suiza), lampara de luz ultravioleta (Entela

U.V.,U.S.A.).
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5.2 Métodos

5.2.1 Obtencion de las cepas fungicas

El aislamiento y purificacion de C. gloeosporioides, se llevo a cabo por siembra directa de
micelio, de cada uno de los frutos infectados, en medios de cultivo Papa Dextrosa Agar
(PDA), siguiendo el procedimiento descrito por Gomez (2002) y Pardo-De la Hoz (2016),
con modificaciones. Se limpid con hipoclorito de sodio, el contorno del area, con las
caracteristicas de la infeccion y se realizé un raspado, con asa estéril, después se inocul6 en
medio PDA y se incubd a 28+2 °C, por 5 dias, hasta observar el desarrollo en las cajas. Para
obtener cultivos puros se transfirié una pequefia porcion de la colonia, con un asa micologica
y se sembro por agotamiento en una caja Petri con PDA. Se llevé a incubar a 28+2 °C hasta
que se observo la germinacion de una espora, inmediatamente se resembro en PDA, hasta

obtener el desarrollo del hongo.

5.2.2 Microcultivo en portaobjetos

En el fondo de una placa Petri se colocaron dos pequefios palillos de vidrio que sirvieron de
soporte para el portaobjetos. Sobre el portaobjetos se colocd un pequeiio cuadro de agar PDA,
en los cuatro sitios del cuadro de agar se inoculo una pequefia porcidn de la colonia del hongo.
Para mantener la humedad se pipeteo una pequena cantidad de agua en el fondo de la placa,
se incubo a 37° C por tres dias. Al tener un crecimiento visible se separd el bloque de agar
del portaobjetos, y se fij6 con calor para posteriormente colocar una gota de azul de
lactofenol, y se observo en el microscopio Optico empleando un aumento de 100x con uso de

aceite de inmersion.
5.2.3 Identificacion morfoldgica

Para la evaluacion de estas variables morfologicas, se realizaron observaciones macroscopica
y microscopica a cada aislamiento, en medios de cultivo PDA. A nivel colonial, se determin6
el color de las masas conidiales, aspecto del micelio, la presencia o ausencia de acérvulos o
setas. Para la observacion microscopica, a partir del microcultivo, se tuvo en cuenta la forma
de los conidios, la disposicion de las hifas y de los septos de estas. Estas variables
morfologicas, fueron evaluadas, teniendo como referencia lo establecido en estudios previos

(Than et al., 2008).
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5.2.4 Prueba de patogenicidad

Para probar la patogenicidad de los hongos, se procedié de la siguiente manera: frutos de
mango y de jitomate, sanos, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1%, se provocaron
heridas sobre la superficie del fruto con una navaja estéril, en estas, se depositd una asada de
micelio de una cepa monosporica, se hicieron tres repeticiones para cada una de las cepas
obtenidas de ambos frutos. Los frutos inoculados, se colocaron en una caja, cubierta con
bolsa de polietileno, para inducir una condiciéon de camara humeda y desarrollar la
enfermedad. Se midi6 el didmetro de las lesiones a los 4, 8, 12 y 16 dias, después de la

inoculacion.
5.2.5 Extracto de Verbesina persicifolia (Hierba del toro)

Para la obtencion de los extractos crudos, se empled la metodologia de Cruz et al., (2012), el
material vegetal seco, se colocaron 10 g del material vegetal, en diferentes matraces de vidrio,
en condiciones asépticas, se les agregaron diferentes solventes (metanol, etanol, acetato de
etilo, acetona y agua destilada), en una proporcion 1:10 y se dejaron en maceracion, durante
siete dias, manteniéndolos tapados y en la oscuridad, con agitacion diaria. Posteriormente, el
material vegetal se retird del solvente y se filtr a vacio. El solvente se retir6 del extracto en

rotavaporador a 40 °C a 80-90 rpm.
5.2.6 Extracto de Allium sativum (Ajo)

Para la obtencion de los extractos crudos, se empled la metodologia con modificaciones de
Cruz et al. (2012), el material vegetal se puso a secar en una estufa, a 40 °C durante 24 h, se
utilizaron bulbos enteros y bulbos triturados en mortero, se colocaron 30 g de ajo en
diferentes matraces de vidrio, en condiciones asépticas, se les agregaron diferentes solventes
(metanol, etanol, acetato de etilo, acetona y agua destilada), en una proporcion 1:10 y se
dejaron en maceracion, durante siete dias, manteniéndolos tapados y en la oscuridad, con
agitacion diaria. Posteriormente el material vegetal se retir6 del solvente y se filtré a vacio.

El solvente se retir6 del extracto en rotavaporador a 40 °C a 80-90 rpm.
5.2.7 Efecto de los extractos vegetales sobre el crecimiento de C. gloesporioides

A partir de cultivo monospdrico, se sembro el hongo en cajas Petri, con medio de cultivo

PDA y cloranfenicol al 1%. Con un asa micologica se tomd una parte del micelio y se sembro
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en el centro de la caja, después de la siembra se colocaron 10 pL del extracto mezclado con
Tween 80 al 20 % en una proporcion 1:10, sobre cada puncion (modificado de Cruz et al.,
2012), las cajas se mantuvieron en una incubadora a 25°C por cinco dias, cada extracto se
considerd como un tratamiento, con tres repeticiones, incluyendo al testigo, que consistio en
cajas inoculadas con los hongos sin extracto, se midi6 el crecimiento micelial radial, de
acuerdo a la metodologia descrita por Guerrero et al., (2007) con un vernier digital, se midio

el diametro ecuatorial del hongo, cada 24 horas durante 5 dias.

El resultado se interpretdé como porcentaje de inhibicidon y se determind mediante la siguiente
formula (Tequida et al., 2002), en base al diametro de las colonias y al testigo, restandole el
porcentaje de crecimiento del testigo por dia, considerandolo como el 100% del crecimiento

del hongo.

Didmetro del crecimiento del hongo en el extracto *100

% de crecimiento = . -
° Didmetro del control negativo

% de inhibicién =100-% de crecimiento

Se seleccionaron los extractos que presentaron mayor efecto antifungico para futuras

evaluaciones.

5.2.8 Obtencion de las fracciones cromatograficas a partir de los extractos con

mayor actividad antifingica mediante cromatografia en columna.

Una vez que se ha obtenido el extracto seco (libre de solventes), este se mezclo con silica
(con el fin de hacer manejable el extracto y eliminar el excedente de humedad), este se agregd

a la columna empaquetada (Figura 1).

Se sujetd la columna con dos pinzas y se asegurd de tal manera que estuviera recta. Se colocod
algodon en el fondo, con ayuda de una varilla, para evitar que se desprendiera el gel de silice,
cuando se abria llave. Se mezcld el gel silice con hexano aproximadamente 8:1 g. Esta
cantidad se mezcldé con hexano hasta obtener una pasta fluida, se vertio la pasta en la
columna, la cantidad de hexano agregada, debi6 ser la suficiente, para evitar que la silica se
secara o ingresara aire a la pasta, posteriormente se agregd poco a poco el extracto, se le

agrego una pequefia capa de sulfato de sodio (como secante), encima de este, se le puso una
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capa de algodon para amortiguar la caida del solvente al ser agregado y asi evitar la dispersion

del sulfato de calcio y del extracto, después de este procedimiento, se llen6 la columna con

el disolvente (hexano) y se abri6 la llave para comenzar a bajar fracciones con las diferentes

mezclas de solventes (Tabla 6), recuperandolas en cantidades de 100 mL cada una, que

posteriormente se evaporaron con ayuda del rota vapor a 40 °C a 80-90 rpm y estas fueron

colocadas en viales, considerando cada una de estas como fraccion (Cruz et al., 2012).

Tabla 6. Mezclas de disolventes utilizadas en cromatografia en columna.

>

Polaridad

(+)

Disolvente Concentracion

Hexano 100%
Hexano-Acetato 90-10%
Hexano-Acetato 80-20%
Hexano-Acetato 70-30%
Hexano-Acetato 60-40%
Hexano-Acetato 50-50%
Hexano-Acetato 40-60%
Hexano-Acetato 30-70%
Hexano-Acetato 20-80%
Hexano-Acetato 10-90%

Acetato 100%
Acetato-Metanol 90-10%
Acetato-Metanol 80-20%
Acetato-Metanol 70-30%
Acetato-Metanol 60-40%
Acetato-Metanol 50-50%
Acetato-Metanol 40-60%
Acetato-Metanol 30-70%
Acetato-Metanol 20-80%
Acetato-Metanol 10-90%

Metanol 100%
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5.2.9 Obtencion de colecciones a partir de cromatografia en placa fina.

Una vez obtenidas las fracciones, con todas las polaridades seleccionadas, se procedié a hacer
colecciones de las mismas, con el fin de agrupar compuestos iguales o similares en una
misma mezcla, esto se hiso por medio de cromatografia en capa fina (Figura 2), se utilizaron
placas de silica gel, usando como fase movil, las mezclas de solventes utilizadas en la
cromatografia en columna (Tabla 6), para revelar las cromatoplacas se utilizo luz ultravioleta

(Cruzetal., 2012).

Figura 1. Cromatografia en columna

Figura 2. Cromatografia en capa fina
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5.2.10 Porcentaje de inhibicion de A. sativum y V. persicifolia sobre C.

gloesporioides en medios de cultivo.

Se sembr6 cada hongo en cajas Petri con PDA y cloranfenicol al 1%, a partir de un cultivo
monospadrico, sobre cada puncion, se colocaron 10 pul. de cada coleccion, preparada con
Tween 80 al 20%, en una proporcion 1:10,considerando a cada una como un tratamiento con
tres repeticiones incluyendo al testigo (modificado de Cruz et al., 2012). Las cajas se
incubaron a 25°C, durante cinco dias, midiendo con la ayuda de un vernier, el crecimiento

micelial radial de los hongos cada 24 h, calculando el porcentaje de inhibicién diariamente.

5.2.11 Porcentaje de inhibicion de A. sativumy V. persicifolia sobre C.

gloesporioides en fruto de mango y de jitomate.

Se seleccionaron frutos en madures comercial (coloracion del fruto verde oscuro),
aparentemente sanos, provenientes de la central regional de abastos de la ciudad de Pachuca,

Hidalgo.

Cada fruto fue lavado con una solucion al 2 % de hipoclorito de sodio y agua destilada estéril,
el fruto se puso a secar a temperatura ambiente. Se prepard una suspension de conidios del
hongo C. gloesporioides con una concentracion de conidios 1x10°® conidios/ml. Se
seleccionaron dos areas en cada fruto y se procedié a inocular los frutos, mediante un sistema
de herida superficial sobre la cascara, con un alfiler estéril, posteriormente sobre las heridas
se inocularon 10 puL de 1x108 conidios/ml de C. gloesporioides; después de 20 minutos se
procedid a colocar sobre la herida 10 pL de las colecciones que presentaron mayor actividad
antifungica in vitro. Considerando las colecciones como tratamiento con tres repeticiones

incluyendo al testigo (Guerrero et al., 2007).

Los frutos, se mantuvieron en condiciones normales de almacenaje (cajas de carton) durante
15 dias; se midi6 diariamente el crecimiento del desarrollo micelial, en las heridas

artificialmente inoculadas.
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5.2.12 Severidad de infeccion de C. gloesporioides sobre jitomate y mango
tratados con las colecciones de A. sativum y V. persicifolia de mayor porcentaje
inhibitorio.

Se seleccionaron doce frutos, a los cuales, se les aplico sobre la superficie como tratamiento:
una concentracion conocida de las colecciones de A. sativum y V. persicifolia que presentaron
mayor actividad en el sistema in vitro, como testigo, se aplico agua destilada estéril, en cada
tratamiento se utilizaron cuatro frutos. Una vez aplicados los tratamientos, se inocularon con
10 uL de 1x10° conidios/mL de C. gloesporioides, por deposicion, en la superficie de los
frutos de mango y de jitomate. Estos se mantuvieron a condiciones de almacenamiento
durante 12 dias. A los 21 dias se repitié una segunda evaluacion, para determinar el efecto
de las colecciones de extracto, en el desarrollo de sintomas causados por C. gloesporioides.
Las evaluaciones fueron cualitativas, para esto, se desarroll6 una escala visual, para medir el

grado de infeccion del hongo (Tabla 7).

Tabla 7. Escala para evaluar la severidad de antracnosis en frutos, segiin % de superficie

afectada.
Grado de dafio Descripcion
0 Fruto totalmente sano sin indicios de infeccion
1 Indicios de infeccion, dafios apenas visibles maximo 2 manchas menores
a2mm
2 Menos del 5% del area dafiada
3 Hasta 12.5% del area dafiada (1/8)
4 Hasta un 25% del area dafiada (1/4)
5 Hasta un 50% del area dafiada (1/2)
6 Mas del 50% del area dafiada
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6. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente con un andlisis de varianza de una
sola via (ANOVA) y la comparacién de medias con la prueba de Tukey, con un nivel de
significancia de (P=0.05), se realizd con el programa estadistico SPSS, y los graficos se

realizaron mediante el programa sigma plot.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Obtencion de las cepas fungicas

Los sintomas manifestados en mango fueron tipicas de antracnosis, presentaron manchas
hundidas de color café oscuro a negro. En jitomate la lesién consistio en lesiones hundidas y

redondas de color negro en el centro, con micelio blanco en los borde (Figura 3).

Figura 3. Sintomas tipicos de antracnosis causados por Collectotricum gloesporioides,
a) Mango b) Jitomate.

De acuerdo a las caracteristicas morfologicas observadas, se identificaron como
Collectotricum gloesporioides, un total de 32 aislamientos en medio PDA, provenientes de
las lesiones necroticas de mango y 10 aislamientos de jitomate infectados, de los cuales, se

recuperaron las cepas identificadas como M1A, M1C y M1D en mango y J1C en jitomate.

En el diagnostico dado por la observacion de las colonias, en placas Petri con medio PDA,
se obtuvieron colonias con morfologia variable y esta variabilidad dependié de cada
hospedero. Las colonias provenientes del mango, presentaron micelio aéreo, abundante,
algodonoso, algunos presentaron masas de conidios distribuidas en toda la colonia y puntos
negros, el micelio blanco se torn6 a un color gris, visto desde la parte superior de las cajas
Petri, mientras que la vista al reverso de la caja, parecia color marréon oscuro, con borde
cremoso, estas caracteristicas son similares a lo ya reportado por Onyeani et al., (2012) y

Barquero et al. (2013).

Las colonias que se obtuvieron del jitomate, formaron micelio aéreo blanquecino, de
consistencia ligeramente algodonosa, masas de conidios ligeramente rosados, semejantes a

las cepas obtenidas por Martinez en 2015.
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Las variaciones en humedad relativa y temperatura ya sea en las zonas productoras de mango
y jitomate, o bien durante su manejo, podrian conducir a cambios en las poblaciones de C.

gloeosporioides en los frutos.

De acuerdo a lo observado al microscopio, se encontraron conidios con formas oblongo,
ligeramente curvados con forma de pesa, con extremos obtusos, variables en tamano,
conidioforos hialinos y poseen hifas septadas, estas caracteristicas morfoldgicas concuerdan
con lo ya reportado por varios autores (Rhaiem y Taylor, 2016; Gyu et al., 2009; Xie et al.,
2010).

Esta variacion en la morfologia de las colonias depende del medio de cultivo, de la humedad
y de la temperatura, entre otros factores, Contreras, 2006 también reporto variaciones entre

el género Colletotrichum.
5.1.1 Prueba de patogenicidad

El mango y el jitomate, al ser inoculados con C. gloesporioides, previamente aislados,
indujeron la aparicion de sintomas tipicos. En el mango inoculado, los primeros sintomas se
identificaron al dia 4, como puntos necroticos de color marron, los cuales, posteriormente,
pasaron a negro, ocasionando hundimiento en la zona central y fueron invadiendo el fruto al

paso de los dias (Figura 4).

En jitomate, las lesiones iniciales presentaron necrosis, con poco micelio blanquecino en el
centro, las cuales fueron incrementandose, hasta invadir todo el fruto. El patogeno fue
recuperado del tejido infectado, lo que demuestra que esta especie es el agente infeccioso de

antracnosis para mango y jitomate.

En los frutos de mango y de jitomate evaluados, al igual que en otros frutos, las condiciones
de maduracion del fruto, la temperatura y la humedad, favorecen el desarrollo del hongo, la
humedad de los tejidos, permite que el conidio germine, forme apresorio y se desarrolle la

enfermedad, tal como lo describe Arauz (2000).
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Figura 4. Patogenicidad de cepas de C. gloesporioides inoculados en mango y jitomate: a
y e) 4 dias después de inoculacion; b y f) 8 dias después de inoculacion; ¢y g) 12 dias
después de inoculacion; d y h) 16 dias después de inoculacion.

5.2 Obtencion de extractos

En la tabla 8, se presentan los extractos obtenidos a partir de las dos plantas, teniendo un total
de 11 tratamientos diferentes, los cuales fueron evaluados para determinar su efecto sobre el
crecimiento y desarrollo del hongo C. gloesporioides. A cada tratamiento se le asigno una

abreviatura para representarlo en este trabajo.

Los extractos de Allium sativum han mostrado efecto antibacteriano contra diversos grupos
de bacterias como E. coli, L. monocytogenes, S. aureus, P. aeruginosa y S.Typhi (Lu et al.,
2011; Trorere y Igeleke, 2012), asi como contra hongos como P. capsici (Li y Zhihui, 2009)
y parasitos (Hang-Kyung, 2012). Siendo los estudios contra hongos escasos, es por eso que
se realizo la evaluacion de estos extractos sobre cepas causantes de antracnosis en frutos de
mango y de jitomate. De igual forma, el efecto antifungico de extractos de la planta Verbesina
persicifolia, no ha sido evaluado, motivo por el cual se seleccionaron estos materilaes

vegetales para estudiar su efecto contra los hongos de interés.
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Tabla 8. Especies de plantas utilizadas para la obtencion de los extractos bajo estudio.

Especie vegetal Disolvente Parte de la planta | Tratamiento
Metanol Bulbo ASM!
Etanol Bulbo ASE?

Allium sativum Acetato de etilo Bulbo ASAE?
Acetona Bulbo ASA*
Agua Bulbo ASACS
Metanol Hoja VPM®
Etanol Hoja VPE ’

Verbesina persicifolia | Acetato de etilo Hoja VPAE?
Acetona Hoja VPA?®
Agua Hoja VPAC'

1 Extracto metanolico de Allium sativum; ? extracto etanolico de Allium sativum; 3 extracto de
acetato de etilo de Allium sativum; #extracto aceténico de Allium sativum; “xtracto acuoso de
Allium sativum; 6 extracto metanélico de Verbesina persicifolia; 7 extracto etanélico de
Verbesina persicifolia; € extracto de acetato de etilo de Verbesina persicifolia; ? extracto
acetonico de Verbesina persicifolia; 1 ?extracto acuoso de Verbesina persicifolia.

5.3 Efecto de los extractos sobre el crecimiento de C. gloesporioides

Los extractos vegetales descritos en la Tabla 8, se utilizaron como tratamientos para evaluar
el efecto que presentan estos contra el desarrollo y crecimiento de los hongos anteriormente
aislados en cultivos in vitro, las mediciones se realizaron cada 24 h, durante 5 dias. El
promedio de los valores obtenidos de las tres repeticiones (mm), se graficd en una cinética
de crecimiento. El porcentaje de inhibicion se calculd con los valores obtenidos al final del
crecimiento micelial. Para la interpretacion de los resultados, se consideraron activos los
extractos con un porcentaje de crecimiento menor o igual a 80 y un porcentaje de inhibicién

mayor o igual al 20 (Marquez et al., 2007).

Las Figuras 5 y 6, muestran los efectos de inhibicion del crecimiento de las cepas de C.

gloesporioides aisladas de mango y de jitomate en medio de cultivo, tratados con extractos
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de V. persicifolia. Observandose que los tratamientos VPAE, VPAC y VPM (Figura 5)
presentaron un efecto estadisticamente significativo, expresado como una mayor actividad
contra el hongo aislado de jitomate, impidiendo su crecimiento. Cabe destacar que el extracto
VPE, aunque presento inhibicidn, estd no fue significativa, mientras que el extracto VPA no
tuvo efecto, siendo el extracto de acetato de etilo (VPAE), el que presentd el mayor

porcentaje de inhibicion (75%) a los 5 dias.
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Figura 5. Cinética de crecimiento micelial radial de C. gloesporioides aislado de jitomate
tratado con extractos de V. persicifolia. VPM (Extracto metanolico de V. persicifolia); VPE
(Extracto etanolico de V. persicifolia); VPA (Extracto Acetonico de V. persicifolia);
VPAE (Extracto de acetato de etilo de V. persicifolia) y VPAC (Extracto acuoso de V.
persicifolia

Las cinéticas de crecimiento del hongo aislado del mango (Figura 6), muestran que el extracto
VPE tuvo el menor efecto inhibitorio, mientras que el extracto VPAC, tuvo el mayor efecto,
inhibiendo el crecimiento, mostrando diferencias estadisticamente significativas respecto al
testigo, aunque la inhibicidn del crecimiento de los extractos VPM y VPAE fue menor que
la del extracto acuoso, también presentaron una diferencia significativa con respecto a la

inhibicién del crecimiento de los extractos VPA, VPE y del control.
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Los extractos VPAC, VPM y VPAE, presentaron efecto inhibitorio desde el primer dia y
aunque el efecto disminuy6 conforme paso el tiempo, en el quinto dia, mantuvieron dicho
efecto en un 79, 48 y 45%, respectivamente. En general, se observd una variabilidad del
efecto de los extractos, segun el disolvente de extraccion utilizado, la variabilidad, también

se mostro entre las cepas aisladas.
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Figura 6. Cinética de crecimiento micelial radial de C. gloesporioides aislado de mango
tratado con extractos de V. persicifolia. VPM (Extracto metandlico de V. persicifolia);
VPE (Extracto etandlico de V. persicifolia); VPA (Extracto Aceténico de V. persicifolia
VPAE (Extracto de acetato de etilo de V. persicifolia) y VPAC (Extracto acuoso de V.
persicifolia).

Hasta el momento de evaluar los resultados obtenidos del efecto inhibitorio del crecimiento
de los hongos C. gloesporioides, aislados de mango y de jitomate de los extractos de V.
persicifolia, no habia sido reportado ningun estudio previo con esta planta, siendo este el
primero en realizarse, los resultados obtenidos resultaron interesantes, ya que se aprecia que
los extractos de esta planta presentan efecto fungistatico, siendo la cepa mas afectada la
aislada de mango, esto muestra que la actividad de los componentes de V. persicifolia no es

la misma para cada hospedero.

33



En las figuras 7 y 8 se muestran los resultados obtenidos a partir de las cepas aisladas del
mango y del jitomate, tratados con los diferentes extractos de ajo (Allium sativum). Se
observo, que aunque todos los extractos tenian efecto inhibitorio en el crecimiento del hongo,
el extracto ASAE presento la mayor inhibicion desde el primer dia, los extractos ASM y
ASAC, también presentaron inhibicidn, incluso hasta el quinto dia, sin embargo, los extractos
ASE y ASA, cuya inhibicion fue semejante a ASM y ASAC, en el primer dia, se observo que
después del tercer dia perdieron esta capacidad (Figura 7). El porcentaje inhibitorio de ASAE,
fue el mayor (98%) al quinto dia, mientras que para ASM y ASAC, el porcentaje inhibitorio
fue de 74 y 70%, respectivamente.

Figura 7. Cinética de crecimiento micelial radial de C. gloesporioides aislado de jitomate
tratado con extractos de A. sativum.
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ASM (Extracto metandélico de A. sativum); ASE (Extracto etandlico de A. sativum); ASA
(Extracto acetonico de A. sativum); ASAE (Extracto de acetato de etilo de A. sativum) y ASAC
(Extracto acuoso de A. sativum).

Con respecto a las cepas aisladas de mango, todos los extractos presentaron efecto inhibitorio
sobre el crecimiento del hongo, siendo ASA el de menor efecto a partir del tercer dia de
incubacion, lo cual muestra diferencias estadisticamente significativas con respecto a los

extractos ASAE y ASM, cuyo crecimiento se vio inhibido desde el dia uno, mientras que
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para ASAC y ASA, el crecimiento se vio afectado a partir del dia 3, lo cual muestra el efecto

inhibitorio de Allium sativum (Figura 8).

Por la concentracion de inhibicidon que presento el tratamiento ASAE en el dia 5, se presume
que la accioén antifungica del extracto permanece durante estos dias; ya que su poder
inhibitorio solo disminuye en un 2% durante estos dias, aunque para ASM y ASAC, el
porcentaje inhibitorio fue menor en el dia 5, mantuvieron efecto con porcentajes de inhibicion
del 78 y 41%, respectivamente. Sin embargo, en otros estudios, estos porcentajes de
inhibicién fueron mayores, como el realizado por Li and Cheng (2009), donde el extracto de
ajo triturado afectd el crecimiento micelial de P. capsici, desde un 76.28% y hasta un 100%
de inhibicién, usando una concentracion del50 mg/mL del extracto acuoso, esto puede
diferir, dependiendo de la concentracion del extracto, pH del medio de cultivo, las

condiciones ambientales e incluso el hongo que se esta evaluando, entre otros.
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Figura 8. Cinética de crecimiento micelial radial de C. gloesporioides aislado de mango
tratado con extractos de A. sativum. ASM (Extracto metanoélico de A. sativum); ASE
(Extracto etandlico de A. sativum); ASA (Extracto acetonico de A. sativum); ASAE
(Extracto de acetato de etilo de A. sativum) y ASAC (Extracto acuoso de A. sativum).
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El efecto de inhibicion de los extractos de Ajo (Allium sativum) puede ser atribuido a la
presencia de compuestos volatiles y a la alicina, formada durante la obtencién del extracto,
tal y como lo demostré en su trabajo Gandara (2015), en el que los compuestos volatiles, la
alicina y su derivado DATS en el extracto de ajo, tuvieron un efecto inhibidor sobre la
germinacion de conidios de B. cinerea y en el desarrollo in vitro de moho gris sobre uvas de
mesa. Baron y Tansey (1977), reportaron que la alicina se transforma en compuestos
disulfuro, cuando los bulbos de ajo se dafian y los compuestos volatiles actian como
componentes fungistaticos o fungicidas, que alteran el metabolismo de las células fungicas

debido a la oxidacion de las proteinas.

5.4 Obtencion de las fracciones cromatograficas a partir de los extractos con
mayor actividad antifungica mediante cromatografia en columna.

Los extracto de acetato de etilo de A. sativum y de V. persicifolia, fueron los que mayor efecto
inhibitorio tuvieron sobre los hongos aislados, Para esta evaluacion, se obtuvieron solamente
extractos de ambas plantas con acetato de etilo, para posteriores evaluaciones, los extractos
fueron fraccionados mediante cromatografia en columna, donde se mezcl6 el extracto con
silica gel y fue colocada en la columna, por la cual se hicieron pasar disolventes de diferentes
polaridades (hexano, acetato de etilo, metanol), posteriormente se recuperaron fracciones de
100 mL, los cuales fueron evaporados en rotaevaporador para posteriormente colocarlos en

viales de vidrio.

Para el extracto de A. sativum, se obtuvieron un total de 431 fracciones (Tabla 9), las
fracciones recuperadas fueron reunidas en colecciones, empleando cromatografia en capa
fina para identificar las fracciones que presentaban un perfil de elucion similar, logrando
obtener un total de VII colecciones (Tabla 10). Para el extracto de V. persicifolia, se
obtuvieron 765 fracciones en total (Tabla 11), que fueron agrupadas en XIII colecciones

(Tabla 12).
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Tabla 9. Fracciones obtenidas del extracto de acetato de etilo de A. sativum

Fraccion Concentracion de disolvente
1-35 Hexano 100%

36-71 Hexano 90%-acetato de etilo 10%
72-107 Hexano 80%-acetato de etilo 20%
108-143 Hexano 70%-acetato de etilo 30%
144-179 Hexano 60%-acetato de etilo 40%
180-215 Hexano 50%-acetato de etilo 50%
216-251 Hexano 40%-acetato de etilo 60%
252-287 Hexano 30%-acetato de etilo 70%
288-323 Hexano 20%-acetato de etilo 80%
324-359 Hexano 10%-acetato de etilo 90%
360-395 Acetato de etilo 100%
396-431 Acetato de etilo 90%-Metanol 10%

Tabla 10. Colecciones obtenidas a partir de cromatografia en placa fina de extracto de

acetato de etilo de A. Sativum

Coleccion Fraccion Polaridad
I 1-39 Hexano 100%
II 40-62 9:1 Hexano - Acetato
III 63-107 9:1-8:2 Hexano - Acetato
v 108-150 7:3-6:4 Hexano - Acetato
A% 151-251 6:4-5:5-4:6 Hexano - Acetato
VI 252-359 3:7-1:9 Hexano — Acetato
VII 360-431 100% Acetato-9:1 9:1 Acetato-Metanol
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Tabla 11. Fracciones obtenidas del extracto de acetato de etilo de V. Persicifolia.

Fraccion

Concentracién de disolvente

1-35
36-71
72-107
108-143
144-179
180-215
216-251
252-287
288-323
324-359
360-395
396-431
432-467
468-503
504-539
540-575
576-611
612-647
648-683
684-719
720-765

Hexano 100%
Hexano 90%-acetato de etilo 10%
Hexano 80%-acetato de etilo 20%
Hexano 70%-acetato de etilo 30%
Hexano 60%-acetato de etilo 40%
Hexano 50%-acetato de etilo 50%
Hexano 40%-acetato de etilo 60%
Hexano 30%-acetato de etilo 70%
Hexano 20%-acetato de etilo 80%
Hexano 10%-acetato de etilo 90%
Acetato de etilo 100%
Acetato de etilo 90%-Metanol 10%
Acetato de etilo 80%-Metanol 20%
Acetato de etilo 70%-Metanol 30%
Acetato de etilo 60%-Metanol 40%
Acetato de etilo 50%-Metanol 50%
Acetato de etilo 40%-Metanol 60%
Acetato de etilo 30%-Metanol 70%
Acetato de etilo 20%-Metanol 80%
Acetato de etilo 10%-Metanol 90%
Metanol 100%
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Tabla 12. Colecciones obtenidas a partir de cromatografia en placa fina de extracto de V.
Persicifolia

Coleccion Fraccion Polaridad
I 1-45 Hexano 100% 9:1 hexano- Acetato
II 46-65 9:1 hexano- Acetato
I 66-107 9:1-8:2 hexano- Acetato
v 108-127 7:3 hexano- Acetato
\Y 128-179 7:3-4:6 hexano- Acetato
VI 180-215 5:5 hexano- Acetato
VII 216-251 4:6 hexano- Acetato
VI 252-277 3:7 hexano- Acetato
IX 278-395 3:7 hexano- Acetato 1:9 Hexano- Acetato
X 396-431 9:1 Acetato -Metanol
XI 432-467 8:2 Acetato -Metanol
XII 468-765 7:3-1:9 Acetato —Metanol 100% Metanol

5.5 Porcentaje de inhibicion de colecciones cromatograficas de A. sativumy V.

persicifolia sobre C. gloesporioides en medios de cultivo.

Para evaluar la actividad de las colecciones obtenidas de los extractos de acetato de etilo de
A. sativum y de V. persicifolia, se realizaron mediciones del diametro micelial (mm) de
cultivos in vitro cada 24 h durante 5 dias, las mediciones realizadas por triplicado se
promediaron y se presentan en cinéticas de crecimiento. Las figuras 9 y 10 muestran las
evaluaciones realizadas sobre los hongos aislados de mango y de jitomate, con adicion de las

colecciones de A. sativum.

Para el caso del hongo aislado de mango (Figura 9), se aprecia como las colecciones
obtenidas con polaridades bajas o muy altas, no ejercen un efecto inhibitorio significativo
sobre su crecimiento, sin embargo, las colecciones obtenidas con mezclas de disolventes 70%

hexano- 30% acetato; 60% hexano-40% acetato para la coleccion 4, y de 60% hexano-
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40%acetato a 40% hexano-60% acetato, para la coleccion 5, tuvieron un efecto inhibitorio

significativo en el crecimiento del hongo en comparacion con el control.
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Figura 9. Cinética de crecimiento micelial radial de C. gloesporioides aislado de mango

tratado con colecciones del extracto de acetato de etilo de A. sativum.

El efecto inhibitorio que presentaron las colecciones obtenidas en polaridades desde 70%
hexano-30% acetato a 40% hexano-60% acetato, coincide con lo reportado por Cabrera
(2015), donde las coleccién que presentaron mayor inhibicidon, se obtuvieron con las
combinaciones de disolventes hexano-acetato 5:5-4:6 y hexano—acetato 4:6, con un
porcentaje de inhibicion del 50 y 100%, respectivamente. Sin embargo el porcentaje de
inhibicion que presentaron, no coincide con lo obtenido en este trabajo, donde la coleccion
4, tuvo una inhibicion del 48 % y la coleccion 5, una inhibicion del 51%, esta diferencia en
la actividad, podria deberse a que algunos metabolitos o compuestos presentes en el extracto,
ya no se encontraban, o bien, se encontraban en menor cantidad, pues la separacion de

compuestos no se realizé de inmediato a la obtencion del extracto.
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Los resultados de la evaluacion de las colecciones de A. sativum realizadas en el hongo
aislado de jitomate (Figura 10), muestran, que el desarrollo del hongo, no se vio afectado
significativamente con la adicidon de las colecciones obtenidas con polaridades bajas o muy
altas, los que presentaron menor desarrollo, fueron los hongos tratados con las colecciones 4
y 5, la coleccién 4, obtenida con mezclas de disolventes 70% hexano-30% acetato y 60%
hexano-40% tuvo efecto inhibitorio sobre el crecimiento del hongo, sin embargo, la coleccion
5, obtenida con mezclas de disolventes de 60% hexano-40% acetato y 40% hexano-60%

acetato, tuvo el mayor efecto inhibitorio sobre la cepa aislada de jitomate.

El porcentaje de inhibicion obtenido al quinto dia, fue del 53 %, semejante al porcentaje de
inhibicion para el aislado de mango, esto confirma lo que mostro la cromatografia en capa
fina para dicha coleccion, presenta mezclas de compuestos azufrados con propiedades
antifungicas, entre ellos podrian estar presentes Alicina, el principal compuesto de ajo crudo,
triturado y tiosulfinato de dialilo, constituyente principal del ajo, extraido con solvente, sin
embargo, pueden disminuir durante almacenamiento a temperatura ambiente, tal como lo

menciona Rahman (2007).
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Figura 10. Cinética de crecimiento micelial radial de C. gloesporioides aislado de jitomate

tratado con colecciones del extracto de acetato de etilo de A. sativum.
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Las figuras 11 y 12, muestran las evaluaciones realizadas sobre el hongo aislado de mango y
de jitomate con adicion de las colecciones de V. persicifolia, mediante cultivos in vitro. En
la cinética de crecimiento del hongo aislado de mango (Figura 11), se aprecia que el control
tuvo un crecimiento continuo, las colecciones que se obtuvieron a polaridades, bajas o muy
altas, no presentaron diferencias estadisticamente significativas, con respecto al control,
mientras que las colecciones obtenidas con las combinaciones de 70% hexano-30% Acetato
(coleccion 4) y las combinaciones 70% hexano -30% Acetato y 40% hexano-60% Acetato
(coleccidn 5), mostraron efecto inhibitorio en el desarrollo del hongo durante los 5 dias. La
mayor actividad inhibitoria se logréd con la adicion de la coleccion 4, alcanzadndose un

porcentaje de inhibicion del 91% en el quinto dia.
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Figura 11. Cinética de crecimiento micelial radial de C. gloesporioides aislado de mango

tratado con colecciones del extracto de acetato de etilo de V. persicifolia.
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El hongo aislado de jitomate mostro una respuesta similar al aislado de mango, al ser tratado
con las diferentes colecciones (Figura 12), se aprecia que desde el primer dia, la actividad
inhibitoria de las colecciones obtenidas con las combinaciones de 70% hexano-30% Acetato
(coleccion 4) y las combinaciones 70% hexano-30% Acetato y 40% hexano-60% Acetato
(coleccion 5), mostraron diferencias estadisticamente significativas en la inhibicion del
crecimiento del hongo, en comparacion con el desarrollo del control,, al cual no se le aplico
ningun tratamiento. Siendo el hongo aislado del jitomate el que mostro mas susceptibilidad

a la coleccion 4, con un porcentaje de inhibicion del 85% al quinto 5.

V. persicifolia presento un efecto fungistatico sobre los dos hongos aislados (C.
gloesporioides obtenidos de mango y de jitomate), efecto que resulto ser mas potente ante el

hongo aislado de mango, donde se obtuvo la mayor inhibicion del crecimiento.

Resaltandose el hecho de que no se han encontrado reportes de investigaciones previas,
realizadas con esta planta contra hongos, sin embargo, los datos obtenidos muestran que las

hojas de esta planta pueden contener metabolitos secundarios con actividad antifungica.
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Figura 12. Cinética de crecimiento micelial radial de C. gloesporioides aislado de jitomate

tratado con colecciones del extracto de acetato de etilo de V. persicifolia.
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5.6 Porcentaje de inhibicion de A. sativum y V. persicifolia sobre C. gloesporioides

en frutos de mango y jitomate.

Se evalu¢ el efecto de las colecciones 5 de extractos de A. sativum y coleccion 4 de extracto
de V. persicifolia sobre mango (Tabla 13), la aplicacion de los tratamientos se realizaron

posterior a la inoculacidon del hongo, mediante una herida superficial en los frutos.

Al dia 6, después de iniciado el ensayo, los frutos, alcanzaron la madures y se observo el
crecimiento del hongo, sin embargo, mostraron diferencias significativas entre los dos
tratamientos (P=0.05) y estos a su vez, con el testigo, el cual, solo contenia el inoculo de
esporas. La coleccion del extracto de A. sativum fue la que mostro mayor efecto inhibitorio
(99.4%), sobre el crecimiento del hongo, sin embargo, aunque la coleccion del extracto de V.
persicifolia, presento menor efecto, también logro inhibir el crecimiento del hongo en un

64%.

Tabla 13. Efecto inhibitorio de la coleccion 4 de V. persicifolia y de la coleccion 5 de A.
sativum sobre el crecimiento micelial de C. gloesporioides aislado de mango, a los 6 y 15
dias de inoculacion.

Tratamientos Dia 6 Dia 15
Testigo 4.46+0.50 C 37.72+0.71 C
A. sativum 0.03+0.53 A 5.3840.71 A
V. persicifolia 1.69+0.53 B 15.56+0.72 B

Media + desviacion estandar. Medias con distinta letra, en la misma columna indican diferencias
estadisticamente significativas (Tukey P < 0.05), promedio de tres repeticiones. Diametro (mm).

Al dia 15, las lesiones sobre la superficie del mango ya eran necrdticas, tipicas de la
antracnosis, de esta manera, se muestra el ataque del fitopatégeno sobre el fruto, sin embargo,
las diferencias de crecimiento del hongo entre los tratamientos y el testigo fue significativo
(P <0.05). A. sativum y V. persicifolia muestran actividad fungistatica contra el fitopatogeno
de estudio, A. sativum, presenta mayor actividad inhibitoria (84.2%) sobre el crecimiento del
hongo. Una menor respuesta se obtuvo con V. persicifolia, al inhibir el crecimiento en un

53%.
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Para determinar el efecto de las colecciones de los extractos de A. sativum y de V. persicifolia,
sobre jitomate, se aplicaron las colecciones sobre frutos previamente inoculados sobre

heridas superficiales.

Una vez que los frutos, alcanzaron la madures (Tabla 14), se observo el crecimiento del
hongo, mostrando diferencias estadisticamente significativas, entre las dos colecciones de

extractos vegetales (P < 0.05) y el testigo, el cual solo contenia el inoculo de esporas.

La adicion de la coleccion de extracto de A. sativum, no permitio el desarrollo del hongo,
obteniendose porcentajes de inhibicion del 99.2, sobre el crecimiento del hongo, esto
demuestra la accion fungistética del ajo. Una menor respuesta se obtuvo con la coleccion del
extracto de V. persicifolia, sin embargo, fue efecto inhibitorio fue significativo en
comparacion con el control, lograndose inhibir el crecimiento del hongo en un 64%,

mostrando de igual manera su poder fungistatico.

Tabla 14. Efecto inhibitorio de la coleccion 4 de V. persicifolia y de coleccion 5 de A.
sativum sobre el crecimiento micelial de C. gloesporioides aislado de jitomate, a los dias 6
y 15 de inoculacion.

Tratamientos Dia 6 Dia 15
Testigo 4.50+0.54 C 11.02+0.41 C
A. sativum 0.03+0.54 A 2.24+0.40 A
V. persicifolia 1.11+0.55 B 3.96+0.40 B

Media + desviacion estandar. Medias con distinta letra en la misma columna indican diferencias
estadisticamente significativas (Tukey P < 0.05), promedio de tres repeticiones. Diametro (mm).

Los analisis estadisticos indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05) al dia
15, observandose un incremento en el desarrollo del hongo sobre jitomate sin extracto, sin
embargo, para los jitomates con los extractos, se evidencio el efecto inhibitorio, ambas
colecciones, en comparacion con el control, mostraron diferencias estadisticamente

significativas.
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La coleccion del extracto de A. sativum, permitié el menor crecimiento, es decir, que inhibio
el crecimiento del hongo significativamente (80%), mientras que la coleccion del extracto de

V. persicifolia, mostro menor actividad sobre el hongo (inhibicion del 64%).

En ambos frutos (mango y jitomate), no se observd el desarrollo del hongo durante los
primeros dias, este fue evidente, hasta que estos alcanzaron la madures, lo que significa que
los frutos se mantienen en estado de quiescencia hasta que alcanzan las condiciones, para que

continue el proceso de infeccion, tal como lo describe Soriano et al. (2001).

La capacidad inhibitoria del ajo sobre los hongos aislados de mango, en esta evaluacion,
super? los resultados reportados por Cabrera (2015), la cual inhibi6 el 71% del crecimiento
de C. gloesporioides, cuando se usé el extracto de bulbos de ajo entero, la diferencia entre
ambos estudios radico en que, en este estudio se utilizé ajo triturado, lo que significa que
productos diferentes podrian estar presentes en el extracto, de acuerdo a lo reportado por Al-
Wabel y Omar (2009), quienes comentan que cuando el ajo es triturado, se activa una enzima
llamada alinasa, que metaboliza alin en Alicina, compuesto con actividad antibacterial. El
uso de extractos de ajo o alicina contra patégenos de plantas, ya ha sido documentado
(Slusarenko et al., 2008). Hoy en dia, se encuentran disponibles preparaciones a base de

compuestos de ajo, aunque estos estan dirigidos al control de plagas, en lugar de patogenos.

No se han reportado estudios de V. persicifolia, contra hongos, sin embargo en los datos

obtenidos se muestra que tiene efecto fungistatico sobre los hongos aislados.

5.7 Severidad de infeccion de C. gloesporioides sobre jitomate y mango tratados
con las colecciones de A. sativum. y V. persicifolia de mayor porcentaje
inhibitorio.

A frutos sanos, se les aplicaron las colecciones de los extractos en la superficie sin herida, se
realizaron cuatro repeticiones con cada tratamiento y como testigo, se utilizaron frutos sin
tratamiento, posteriormente se inocularon con el hongo y se dejaron en condiciones de

almacenamiento (alta humedad relativa y temperatura ambiente).

Para el dia 12, solo presentaron sintomas, los jitomates sin tratamiento (Figura 13), al dia 21,
en los jitomates sin tratamiento, se incremento el tamafio de la herida (5%), en el caso de los

jitomates tratados con A. sativum, no se presentaron heridas, unicamente se observo la
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marchitez de la piel. Esto mismo ocurri6 con el jitomate tratado con V. persicifolia, aunque

en este caso, la marchitez fue ligeramente mas grande.

En el caso de los mangos, para el dia 12, los mangos sin tratamientos fueron los inicos que
presentaron desarrollo de la enfermedad (figura 13). Para la segunda evaluacién (dia 21), el
area dafiada del testigo, alcanzo6 hasta el 50% de los frutos, mientras que en el caso de los
mangos tratados con la coleccion del extracto de A. sativum, el dafio alcanzado para este dia
fue del 12% y para los mangos tratados con la coleccion del extracto de V. persicifolia, el

dano alcanzado fue del 25%.

Figura 13. Severidad de infeccion de C. gloesporioides, en frutos de mango y de jitomate,
a los 21 dias de almacenamiento. a) Mango tratado con la coleccion del extracto de V.
persicifolia; b) Mango tratado con la coleccion del extracto de A. sativum; ¢) Mango sin
tratamiento (testigo); d) Jitomate tratado con la coleccion del extracto de V. persicifolia; e)
Jitomate tratado con la coleccion del extracto de A. sativum; f) Jitomate sin tratamiento
(testigo).

Como respuesta a las aplicaciones de la coleccion 5 del extracto de A. sativum y de la
coleccion 4 de extracto de V. persicifolia sobre frutos de mango y de jitomate, se observo,
que ambas protegen a los frutos, evitando que el hongo penetre inmediatamente y se
desarrolle. Colletotrichum puede penetrar la superficie vegetal directamente o por heridas

(O’Connell et al., 2000).

Los resultados de esta investigacion, indican, que tanto el extracto de A. sativum y como el
de V. persicifolia, contienen metabolitos que no permiten el desarrollo de C. gloesporioides
y pueden ser utilizados, para prevenir la antracnosis en frutos de mango y de jitomate, por lo

que se considera conveniente seguir experimentando en futuras investigaciones.
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CONCLUSIONES

Las colonias obtenidas de los aislamientos en medio PDA, a partir de frutos de mango y de

jitomate, presentaron aspectos caracteristicos del género Collectotricum.

Con la prueba de patogenicidad, se comprobd que los hongos aislados, fueron patogénicos
en frutos de mango y de jitomate, la presencia se determind mediante la observacion de la

expresion de sintomas sobre los frutos.

De los resultados obtenidos, del efecto de las plantas utilizadas, sobre el desarrollo de los
hongos aislados, se concluye que los extractos de acetato de etilo de Verbesina persicifolia
(hierba del toro) y de Allium sativum (ajo), en condiciones in vitro, presentaron el mayor

efecto inhibitorio.

La coleccion 4 del extracto de acetato de etilo de V. persicifolia y la coleccion 5 del extracto
de acetato de etilo de A. sativum, presentaron la mayor inhibicion del crecimiento radial sobre

cepas de C. gloesporioides en medio PDA.

La aplicacion de las colecciones de los extractos sobre los frutos de mango y de jitomate,

inoculados, no elimino la enfermedad, pero si inhibi6 la extension de la misma.
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PERPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Estudios posteriores permitiran determinar los metabolitos involucrados en el efecto
inhibitorio, hecho que abre la posibilidad de ser utilizados como una opcion para el control
de antracnosis en frutos. Sobre todo por la naturaleza biodegradable y no toxica de esos

compuestos.
Con base en los efectos que presentaron las colecciones de los extractos, se recomienda aislar
los compuestos que muestran actividad inhibitoria contra hongos

Es importante considerar los cambios moleculares, morfoldgicos y bioquimicos que estos

compuestos causan sobre el patdégeno y el hospedero.

Realizar investigaciones en los diferentes estados fenologicos del fruto, para determinar
donde hay una mayor infeccion del patogeno y en donde, hay mayor inhibicion por parte de

los extractos.
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