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RESUMEN
Dentro de los agentes fitopatégenos los hongos son organismos significativamente
destructivos que merman en gran medida la produccion agricola. En la agricultura moderna
se busca obtener un maximo beneficio reduciendo costos y utilizando productos poco
residuales que causen menor dafio al ambiente, una buena opcién es el uso de productos
botanicos que tienen importantes propiedades antimicrobianas que pueden inhibir o

disminuir el crecimiento de hongos fitopatdégenos.

En este trabajo se evaltio el efecto de siete especies de plantas medicinales en la
germinacion de Apergillus parasiticus, A. ochraceus, Fusarium oxysporum KFM-02 y F.
oxysporum F-60095, al obtener el promedio entre los conidios germinados en los cultivos
con y sin decocciéon de la planta, a las 48 horas creciendo en agar Sabourod a una
temperatura de 28 °C. Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de varianza de
“Fisher” y prueba de medias de Tukey (p< 0.05), lo cual demuestra que Adenophyllum
cancellatum, Argemone ochroleuca y Nicotiana glauca causaron inhibicion significativa
en la germinacion del hongo A. ochraceus, a diferencia de E. japonica que estimul6 la
germinacion de éste. Es necesario llevar a cabo estudios que complementen estos resultados
y conocer los compuestos responsables del efecto fungicida o estimulador, ya que pueden

emplearse para otro tipo de estudio basico o ecoldgico.

Palabras clave: hongos fitopatégenos, plantas medicinales, actividad antifungica,

decoccidn, in vitro.



SUMMARY
In the field of plant pathogens, fungi are important destructive organisms that largely
reduce agricultural production. Modern agriculture seeks to maximize profits by reducing
costs and using non-toxic products that cause less damage to the environment, a good
option is the use of botanical products which have antimicrobial properties that may inhibit

the growth of phytopathogenic fungi.

In this work the effects of seven species of medicinal plants were evaluated in the
germination of Aspergillus parasiticus, A. ochraceus, Fusarium oxysporum KFM-02 and F.
oxysporum F-60095, by obtaining after growth in 48 hours on agar Sabourod® at 28 °C
temperature, the average of germinated conidia in cultures with and without decoction
plant. The data obtained was subjected to analysis of variance "Fisher" and Tukey test (p
<0.05), demonstrating that Adenophyllum cancellatum, Argemone ochroleuca and
Nicotiana glauca caused significant inhibition in the germination of the fungus E. japonica,
unlike Argemone ochroleuca that stimulated its germination. It is necessary to conduct
studies that may complement these results and obtain knowledge of the compounds
responsible for the fungicide stimulatory effect for they could be used in another basic or

ecological study.

Keywords: phytopathogenic fungi, medicinal plants, antifungal activity, decoction, in vitro.
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l. INTRODUCCION

La agricultura impulsa la economia de la mayoria de los paises en desarrollo, aunque la
agricultura como forma de vida, patrimonio, identidad cultural, pacto ancestral con la
naturaleza, no tiene un valor monetario (FAO, 2005). Actualmente la produccién de
alimentos enfrenta el reto de mantener un significativo nivel de calidad y produccion,
considerando aspectos de inocuidad alimentaria y sistemas de produccion con retribucion

mas justa para los productores (Garcia y Gonzélez, 2010).

El desarrollo de la agricultura en México ha sido afectado, entre otras circunstancias por
enfermedades que dafan a diversos cultivos (Agrios, 2008), siendo uno de los agentes
principales los hongos que se hospedan en las plantas para satisfacer sus demandas
nutricionales (Tenorio, 2010). A nivel mundial los hongos fitopatogenos originan pérdidas

multimillonarias anualmente en la industria agroalimentaria (Rodriguez, 2001).

En el pais el control de enfermedades fungicas se caracteriza por el desmedido uso de
fungicidas, que representa cerca de un 40% de los costos de produccion. Estos productos
tienen clara incidencia en lo econémico, social y ambiental (Martinez et al., 2005). En el
ultimo siglo el uso inadecuado de productos quimicos sintéticos, como plaguicidas, han
afectado indirectamente a animales y en forma directa a las personas (Tenorio, 2010) y
aunque las plantas tiene su propia defensa contra plagas y enfermedades estos productos
contintian siendo la base mas importante para favorecer el rendimiento de los cultivos
(Bernal, 2005), la mejora de las variedades desde el punto de vista del rendimiento y la
calidad de la cosecha se ha logrado paralelamente a una disminucién en la resistencia a

diversas circunstancias adversas como las enfermedades. En la actualidad la agricultura
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busca obtener un maximo beneficio reduciendo costos y utilizando productos poco
residuales que causen el menor efecto al ambiente, por lo que se han estado llevando a cabo
investigaciones que demuestran el efecto de productos bioldgicos sobre los agentes

fitopatogenos.

De esta forma la investigacion fitosanitaria ha tomado rumbos distintos en la busqueda de
alternativas, y una fuente ha sido los metabolitos secundarios de las plantas, para ello se
han realizado evaluaciones de algunas especies utilizadas principalmente en la cultura
tradicional como plantas medicinales, y es que desde épocas muy antiguas las plantas han
sido utilizadas para el tratamiento de enfermedades fungicas y bacterianas (Juarez, 2008) lo
que proporciona bases para investigar y obtener evidencias de las propiedades toxicas de

estas mismas plantas contra hongos fitopatdgenos.

Entre los hongos de importancia fitosanitaria se ha descrito al género Fusarium vy
Aspergillus, los cuales causan grandes pérdidas en los productos agricolas y en muchos
casos el control quimico resulta ineficiente, ademds de contaminante. En el presente
estudio, con el objetivo de ampliar la expectativa de alternativas de control botanico de
hongos fitopatdgenos, se evalud el efecto de siete especies de plantas medicinales sobre el
crecimiento in Vvitro de tres especies de hongos fitopatogenos de importancia
agroalimentaria: Fusarium oxysporum Schitdl., Aspergillus parasiticus Speare. y

Aspergillus ochraceus Wilhelm.
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1. ANTECEDENTES
Hace mas de 10,000 afios se establecieron las primeras civilizaciones y el hombre cambio
su vida nomada y recolectora por sedentaria, caracterizada por la domesticacion de plantas
y animales, lo que propicio el inicio de la actividad agricola como estrategia de vital
importancia (Ferrera, 2006). Ahora mas de 7,000 millones de personas dependen del
alimento que se cultiva en el 12 % de la superficie del planeta. Una estimacién sugiere que
en el afio 2030 habra 8,300 millones de personas en el planeta, por lo que los agricultores
deberan producir al menos 30% mas de granos (Mann, 2008), asi la agricultura actual se
enfrenta al reto de producir mas alimentos a fin de alimentar a una poblacion creciente
(Igarzabal, 2009). El reto es aun mayor pues desde el comienzo del cultivo de plantas se han
realizado una serie de actividades que han causado, paulatinamente, alteraciones y dafios al
suelo, agua, aire, flora y fauna (Ferrera, 2006). Esta intervencion inadecuada en los
ecosistemas naturales y el desequilibrio ecoldgico ha propiciado la presencia de plagas y

enfermedades agricolas (Vazquez, 2006) que merman la produccion.

Las plagas son definidas como aquellos organismos cuya poblacion ha superado el umbral
econdmico (Vazquez, 2010), aunque en la naturaleza no existen plagas, es decir, ningin
organismo es plaga per se, el concepto de plaga es artificial. Un organismo se convierte en
plaga cuando aumenta su densidad de tal manera que causa una pérdida econdmica al ser
humano (Brechelt, 2004). En la agricultura moderna la aparicion de estas se ha
intensificado debido a la implementacién de monocultivos a gran escala con base en grupos
minoritarios de variedades comerciales, presentandose un alto grado de uniformidad
genética que ha generado plagas resistentes y especializadas en la diversidad de plantas

cultivadas (Ceccon, 2008).
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1. Problemas ambientales en el control de plagas agricolas
Debido al crecimiento de la poblacién mundial y por consecuencia, el aumento de la
demanda de productos alimenticios surge la revolucion verde durante las décadas de los
afios 50’s y 60’s, basado en el cultivo intensivo mediante la utilizacion de tecnologias de
mecanizacion, riego, fertilizantes quimicos, plaguicidas y bioingenieria genética (Segrelles,
2005), con la unica prioridad de aumentar la cantidad de alimentos (Brechelt, 2004). En
este sentido, la agricultura ha logrado grandes éxitos en el desempefio de su papel primario,
la produccion de alimentos, pero ha sido a un elevado costo macroecondémico, ambiental y

social (Ceccon, 2008).

El uso de plaguicidas quimicos como insecticidas, bactericidas y fungicidas continua siendo
la principal forma de combatir las enfermedades de los cultivos y aumentar el rendimiento
de los mismos, y dada su aplicacion masiva y a veces indiscriminada ha incrementado la
poblacion de organismos fitopatdgenos resistentes, generando mayor dependencia de los
agricultores a estos productos, y con ello aumento en los costos de produccion (Bernal,
2005; Tenorio, 2010), ademas de fuertes danos al ambiente como aumento en las emisiones
de gases de efecto invernadero, contaminacion de los sistemas bioldgicos, degradacion de
suelo y contaminacion del agua lo que a su vez impone nuevas limitaciones al propio

crecimiento de la produccion agricola (Brechelt, 2004; FAO, 2012).

Se estima que s6lo 0.1 por ciento de la cantidad de plaguicidas aplicado llega a la plaga
mientras que el resto circula por el medio ambiente (Torres, 2004) acumuldndose en los
suelos desplazdndose por la superficie terrestre o arrastrados por el agua y el viento

causando contaminacién y toxicidad para todas las formas de vida debido a la baja
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biodegradabilidad de estos compuestos (Orta, 2002; Céspedes y Alarcon, 2011). Torres
(2004) cita diverso trabajos sobre las consecuencias que el uso de éstos ha generado en el
ambiente y la salud humana. Dentro de problemas grave a la salud se ha detectado leucemia
y malformaciones congénitas, principalmente en personas que estan expuestas directamente
a estos productos. Los riesgos contintian pues los plaguicidas pueden permanecer como
residuos toxicos en los productos agricolas como frutas y hortalizas, incluso después de ser

lavadas, almacenadas y procesadas (Cervera et al., 2010).

El desarrollo de los agroquimico ha evolucionado prohibiendo el uso de algunos
plaguicidas debido a sus efectos toxicos, aprobando el uso de plaguicidas de formulaciones
modernas (Orta, 2002), hoy en dia en la mayoria de paises desarrollados hay establecidos
programas de control de residuos de plaguicidas (RPs), en productos nacionales como
importados, sin embargo debido al alto numero de plaguicidas sintéticos aplicados en la
agricultura a nivel mundial, no en todos los paises estdn establecido estos programas

(Garrido, 2014).

Dentro de las practicas modernas para el control de diversas plangas, especialmente hongos
fitopatdgenos, se encuentra el uso de metabolitos secundarios biosintetizados por especies
vegetales, hongos y bacterias tanto terrestres como marinas, asi como productos
biodegradables, los cuales proporcionan nuevas fuentes de control, que han demostrado
tener actividades toxica que afectan el desarrollo y el metabolismo energético de los
organismos fitopatogenos (Céspedes y Alarcon, 2011), este efecto es aprovechado como
biocontrol para la regulacion, tanto de patdgenos cuyo habitat es el suelo, como aquellos

que se desarrollan en la parte foliar de las plantas (Infante, 2009).
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2. Importancia de los hongos fitopatdgenos en la produccion agricola
Los hongos son los organismos que mas enfermedades ocasionan y que dafian a los cultivos
y a las cosechas de hortalizas, cereales y frutas, por lo que representan la principal
preocupacion en la produccion agricola (Vazquez, 2010; Juarez, 2010), las pérdidas en el
pais pueden alcanzar hasta el 50% de la produccion, los dafios que ocasionan no solo se
refiere a las pérdidas econdmicas, sino también a las pérdidas en la produccion bioldgica, es
decir a la alteracion que existe en el crecimiento y desarrollo de las plantas hospederas
(Ibarra et al., 2006) afectando el valor nutritivo, las caracteristicas organolépticas y la vida

util (Agrios, 2008).

Se sabe que mas de 8,000 especies de hongos pueden causar enfermedades en las plantas y
son por lo general las mas destructivas, ademés de que una sola especie puede infectar a
decenas de especies vegetales distintas (Agrios, 2008). Los hongos proliferan a través de la
dispersion de sus estructuras reproductivas, como lo son los esclerocios y las esporas, las
esporas se diseminan facilmente por medios mecénicos, como el viento y el agua, por
contaminacion cruzada, entre macetas con suelo contaminado y entre plantas vecinas, o
estructuras de éstas (Urbina, 2011), por lo que la presencia de hongos se da tanto en el
campo como en poscosecha, siendo los géneros mas comunes Alternaria, Botrytis,
Diplodia, Monilinia, Penicillium, Colletotrichum, Phomopsis, Fusarium, Asperguillus,

Rhizopus y Mucor (Bolivar, 2007).

La presencia de las especies fungicas difiere segun la planta hospedera, clima, region
geografica y manejo agricola, pero cualquiera que sea el momento biologico en el que la

planta sea infectada los dafios son en muchos casos irreversibles, llevando al debilitamiento
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y muerte de la planta (Carrillo, 2003; Agrios, 2008). Dentro de los sintomas de infeccion, la
planta puede presentar manchas cloroticas y necréticas, cribados, cancros, tizones,
podredumbres himedas o secas, momias, agallas, hundimientos, costras, ahogamientos,
marchitamientos y pustulas segin sea el agente etioldégico (Urbina, 2011). Los efectos
negativos de las enfermedades sobre el rendimiento y la calidad de los cultivos se han
incrementado considerablemente, debido a la poca variabilidad genética que en la
agricultura moderna existe, hace dos siglos se cultivaban 300 especies de plantas, en la
actualidad, una familia se alimenta en promedio de 30 plantas, lo que representa el 95% de

nuestro potencial nutritivo en cualquier parte del mundo (Ceccon, 2008).

Los hongos ademas de los dafios directos causados a los productos agricolas, producen
micotoxinas, que son metabolitos secundarios que suelen ser muy téxicos y alérgicos, tanto
para el hombre como para los animales (Aton y Lizaso, 2001; Carrillo, 2003),
principalmente patdgenos de cereales, frutos secos y frutas. Se pueden encontrar en una
gran variedad de productos agricolas, y son los contaminantes naturales de los alimentos
mas extensos a nivel mundial (Raquena et al., 2005). Su consumo podria causar mutaciones
(mutagenos), cancer (cancerigenos), malformaciones en fetos (teratdgenos) y disminucioén
del sistema inmune (Méndez y Moreno, 2009), ademas llegan a afectar sistemas especificos
del organismo, como al higado (hepatotoxicos) o a los rifiones (nefrotoxicos), alterando los
procesos metabolicos (Espindola, 2006). Las toxinas mas comunes son aflatoxinas (B1, B2,
G1, G2 M1), ocratoxinas, zearalenona, tricotecenas (vomitoxina, T-2, nivalenol, DON),
citrinina, patulina y fumosinas (B1 y B2) (Anton y Lizaso, 2001), de acuerdo a Carrillo
(2003) las principales especies productoras son Pithomyces chartarum, Aspergillus flavus,

A. nonius, A. parasiticus, Penicillium spp. y Byssochlamys spp.
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3. Control agricola de hongos fitopatdgenos
En el control de los organismos fitopatdgenos se han desarrollado practicas culturales,
control biologico y control quimico, siendo este ultimo, el mdas utilizado por ser
ampliamente disponible y eficaz en comparacion con otros métodos. Su actividad
fungitoxica: fungistatica o fungicida, depende tanto de su composicion molecular como de
la estructura celular del hongo, mientras que su accion inhibitoria depende de la

concentracion utilizada (Rubio, 2008).

El control quimico contra hongos fitopatdégenos ha evolucionado desde hace cerca de 200
afios, cuando se intentaba proteger los vifiedos del ataque de la Plasmopara viticola con
aplicaciones de sulfato de cobre en 1833 (Agrios, 2008), desde entonces son usados
extensamente para proteccion de los alimentos agricolas durante su cultivo, manejo,
almacenamiento y transportacion, estos fungicidas actian sobre un sitio o unos pocos sitios
especificos en el metabolismo de los hongos inhibiendo por lo general el crecimiento
micelial o su esporulacion (Mondino, 2001) o bien actian como activadores de mecanismos
de defensa de las plantas (Igarzébal, 2009). Pero tal como ha sucedido con la mayoria de
los plaguicidas, el uso inadecuado de fungicidas ha ocasionado el desarrollo de resistencia
en las poblaciones tratadas, fendomeno que ha tenido graves repercusiones econdmicas tanto
para los agricultores, como para los consumidores, ademés de problemas ambientales

(Rubio, 2008).

Debido a los resultados negativos del uso desmedido de estos plaguicidas, los fabricantes
de insumos agroquimico y los organismos internacionales han buscado diversas alternativas

(Rubio, 2008), la Organizacion de las Naciones Unida para la Alimentacion y la
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Agricultura (FAO) ha optado por fomentar el Manejo Integrado de Plagas (MIP), que tiene
como objetivo minimizar el uso de productos quimicos sintéticos y dar prioridad a medidas

bioldgicas, fitomejoramiento y técnicas culturales (Brechelt, 2004).

Dentro del sistema de MIP de hongos las medidas biolégicas han desempefiado un papel
primordial debido a que contribuye a la atenuacion de los dafios que causan los
fitopatogenos mediante el empleo de microorganismos como bacterias, virus y hongos
(Infante et al., 2009; Izzeddin y Medina, 2011), que ejercen distintos modos de de accion
como la produccion de antibidticos y otros metabolitos secundarios (Davila, 2013) que
afectan el desarrollo y el metabolismo energético de los agentes etioldgicos. Dentro de
estos organismos antagénicos mas usados esta Trichoderma, Bacillus, Pseudomonas y
Actinomices (Infante, 2009; Davila, 2013). Productos a base del género Trichoderma, uno
los organismos mas reconocidos en el mercado, se emplean para el control de Rhyzoctonia,
Mucor, Pythium, Phytophthora, Fusarium, Rhizopus, Botrytis, Colletotrichum,entre otros

(Cruzat y Ionannidis, 2008; Guédez et al., 2009).

Aunque existen notables éxitos con este método, el control biolégico afecta a distintos
huéspedes, produciendo importantes problemas ecoldgicos (Céspedes y Alarcon, 2011).
Debido a esto y la diversidad de organismos patdégenos muchos de ellos resistentes, es
necesario continuar con la busqueda de alternativas de control y la aplicacion integral de
¢éstas, lo cual ayudard a postergar la presencia de efectos negativos mencionados
anteriormente (Céspedes y Alarcon, 2011; Diaz, 2011). Una alternativa se ha encontrado en

las propiedades de las plantas y sus derivados, como son los metabolitos secundarios dada
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su actividad biologica especifica y ser de caracter inocuo, a priori al ambiente (Bernal et

al., 2005).

4. Plantas medicinales como alternativa para el control de hongos
fitopatogenos
Las plantas han sido capaces de protegerse de las plagas por si mismas antes de que el
hombre intentara protegerlas. Se conoce que dentro de su estructura de defensa se
encuentran los compuestos constitutivos y los inducidos. Los primeros se refieren a las
barreras fisicas, lignificacion, suberizaciéon y formacién de celulosa donde existen
sustancias quimicas en las estructuras que a su vez sirven de defensa; y los compuestos
inducidos (fitoalexinas) que son metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas,
activadas cominmente en presencia de un patdégeno, los cuales ademas de los patdgenos
afecta, a los consumidores de las plantas y sus enemigos naturales. Sin embargo no existe
una separacion estricta desde el punto de vista quimico entre metabolitos constitutivos y

fitoalexinas (Montes, 2009).

Esta gran variedad de compuestos ha sido utilizada de manera empirica por el hombre
desde tiempos muy remotos, se registra que el uso general de las plantas se remonta a
60,000 afios, dadas las evidencias de restos arqueologicos en la cueva del hombre de
Neanderthal. También hay pruebas de que las antiguas civilizaciones: chinos, sumerios,
asirios, griegos y egipcios entre otras civilizaciones, usaban las propiedades medicinales de
las plantas (Verastegui, 1995), los babilonicos hace 2,000 afos a.C. usaban ya muchas
plantas para restaurar su salud; entre ellas tenemos: la menta, el sen, el belefio, ajo,

adormidera, canamo, etc. (Lopez, 2012), aprovechando sus propiedades terapéuticas,

19



analgésicas, antiinflamatorias, antimicrobiologicas (Cruz, 2007). Probablemente las mismas
propiedades activas que han sido efectivas en padecimientos en la salud humana y
animales, han sido también efectivas en el control de plagas y enfermedades agricolas, pues
como ha sucedido en los pueblos indigenas, campesinos y agricultores que por siglos han
hecho uso de especies vegetales, en el manejo de plagas y enfermedades de cultivos

alimentarios (Martinez, 2005).

Durante muchos afios las plantas han sido usado contra muchos padecimientos y a medida
que se implementaron técnicas microbiologicas y fitoquimicas su estudio se volvido mas
profundo y serio, siendo hasta el siglo XIX y XX que se desarrollan estudios quimicos de la
composicion de los productos naturales asi como sus sustancias activas con fines
principalmente en materia de la salud (Cruz, 2007). Con estos estudios fitoquimicos ahora
se sabe que dentro de las sustancias activas se encuentran los aceites esenciales, alcaloides,
glucosidos o heterésidos, mucilagos, gomas, terpenoides, fenoles, taninos, entre otros, que
pueden combatir organismos patdégenos tanto en humanos y otros animales como en plantas

(Montes, 2009; Lopez, 2012).

En las investigaciones de productos botdnicos con actividad antifungica en plantas
cultivadas ha sido de cierta forma extensa, sin embargo se estima que en el mundo existen
entre 310,000 y 422,000 especies de plantas (Pitman y Jorgensen, 2002), y tan solo para el
afio 2000 Harvey, calculd6 que menos del 10% de las plantas han sido evaluadas en la
busqueda de actividad bioldgica. Mendoza et al., (2007) indica que la probabilidad de
encontrar compuestos altamente activos contra hongos fitopatogenos es del 0.01 %, esto se

debe a la actividad bioldgica especifica de muchos productos secundarios y la unica manera
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de incrementar la posibilidad de éxito en la busqueda de compuestos con actividad
antifungica potencial es evaluar la mayor cantidad de compuestos posibles en una amplia

variedad de especies.

En las especies que han sido evaluadas en la busqueda de compuestos antifiingicos se ha
visto que los compuestos quimicos en las plantas varian en cada especie y su accion
antimicrobial contra hongos fitopatogenos, depende de su naturaleza y concentracion de los
mismos, actuando asi de forma distinta en las especies de hongos, mostrando respuestas
que van desde la estimulacion bioldgica hasta su total inhibicion (Montes et al., 2000), un
ejemplo es lo que sucede con Amphiptery giumadstringens Schiede que inhibe a Fusarium
moniliforme pero estimula a Aspergillus flavus (Montes et al., 2000). De esta forma dada la
diversidad de metabolitos secundario que las plantas contienen pueden responder no solo
inhibiendo directamente al patdogeno sino que puede también estimular el desarrollo
fisioloégico de la planta o activar mecanismos de defensa contra plagas y enfermedades

(Kagale, 2004).

En México se estima que existen entre 23 mil y 30 mil especies de plantas (Toledo, 1994),
y el uso de estas en la medicina tradicional es basta, siendo usadas por siglos para combatir
multiples enfermedades como son las infecciones microbianas. Probablemente estas
mismas cualidades puedan ser ttiles en el ataque de hongos fitopatogenos. Una de las
plantas mas estudiada contra hongos fitopatogenos es Larrea tridentata (DC.) Cav., que
ademads es reconocida por sus propiedades medicinales anfimicrobianas, se ha visto tiene
efectos contra hongos que causan infecciones cutaneas, Microsporum canis, M. gypseum,

Trichophyton tonsurans, Epidermophyton floccosum, Sporothrix schenckii, entre otros
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(Verastegui, 1995), y que ha sido reportada contra hongos fitopatogenos como Aspergullus
flavus y Aspergullus parasiticus, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Rhizoctonia
solani, Verticillium dahliae (Vargas 1997; Lopez 2005), de igual forma Allium sativum
Mill. representa una de las especies con alto reconocimiento en el contenido de propiedades
medicinales y que ha mostrado tener actividad antifungica de amplio espectro (Montes, et

al., 2000).

Son pocos los estudios que reportan a las plantas medicinales como especies con actividad
contra hongos fitopatdogenos, sin embargo el conocimiento tradicional y cientifico con el
que hasta ahora se cuenta representa una herramienta importante para pensar que estas
mismas especies pueden contener importante potencial antifingico contra hongos
fitopatogenos. Diaz et al., (2011) evaluaron 10 especies de plantas medicinales comunes en
Uruguay contra Alternaria spp., observdé que los extractos obtenido de las semillas de
Salvia sclarea L. y los extractos de hojas de S. officinalis L. y Rosmarinus officinalis L.
mostraron importante actividad inhibitoria. Por otro lado especies de alto valor medicinales
en México han demostrado ser inhibidoras de diferentes hongos fitopatdgenos, tal es el caso
de Aloe vera (L.) Burm. y Lippia berlandieri Schauer, entre otras, se ha visto que Aloe vera
inhibe el crecimiento de A. Flavus (Babaecil et al. 2014), y Lippia berlandieri es efectivo
contra A. niger, F. oxysporum (Caceres et al., 2013). Son muchas las especies vegetales que
falta por evaluar para el control de enfermedades fungicas representadas por una gran
cantidad hongos fitopatdgenos y que en las propiedades medicinales de las plantas pueden

encontrarse alternativas potenciales para ser estudiadas.
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Dentro de las enfermedades de importancia agricola y dificil de erradicar estan las causadas
por hongos del género Fusarium y Aspergillus. El género Aspergillus es de rapido
crecimiento y prolifera en multiples sustratos (Saldarriaga et al., 2005), causando pérdidas
agricolas importantes, ademds de ser considerado como una especie de alta toxigenicidad
(Carrillo, 2003). Dentro de las especies importancia agricola se encuentra A. ochraceus y

A. parasiticus, este tltimo Jong (2010) indica que A. sativum inhibe su crecimiento.

Por otro lado una de las especies de mayor representacion del género Fusarium es F.
oxysporum siendo uno de los patdégenos mas resistentes a fungicidas tanto quimicos como
biologicos, de igual forma pocas son los extractos vegetales que resultan efectivos para su
control, y en la mayoria de las ocasiones la concentracion minima inhibitoria necesaria
suele ser alta, Bernal (2005) experimento con tres especies del género Lupinus, al cual se le
atribuyen importantes propiedades microbianas, probando distintas concentraciones
encontr6 que solo L. exaltatus mostré inhibicion significativa con la concentracion mas alta
probada, 20,000 ppm, a diferencia de la respuesta presentada por Rhizoctonia solani,

Sclerotium rolfsii y Alternaria solani que mostraron inhibicion significativa con 2,500 ppm.
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I1l.  HIPOTESIS
El producto obtenido por decoccidon de especies de plantas medicinales con actividad
antibacteriana, tiene efecto inhibitorio en los hongos fitopatdgenos Fusarium oxysporum

KFM-02 y Fusarium oxysporum F-60095, Aspergillus parasiticus y A. ochraceus.

IV. OBJETIVOS

1. General
Evaluar el efecto inhibitorio del producto obtenido por decoccion de siete especies de
plantas con propiedades medicinales sobre la germinacion de esporas de Fusarium

oxysporum KFM-02, F. oxysporum F-60095, Aspergillus parasiticus y A. ochraceus.

2. Particular
Evaluar el efecto de las decocciones de Nicotiana glauca Graham, Eriobotrya japonica
(Thunb.) Lindl., Mangifera indica L., Ricinus communis L., Psittacanthus calyculatus
(DC.) G. Don, Argemone ochroleuca Sweet y Adenophyllum cancellatum Cass. Villareal,

de manera individual, sobre la germinacion de hongos fitopatdogenos.

24



V.  METODOLOGIA

1. Pruebas Experimentales
Se probd la decoccion de siete especies de plantas con propiedades medicinales
antimicrobianas contra tres especies de hongos fitopatogenos Aspergillus ochraceus, A.

parasiticus, Fusarium oxysporum KFMO02 y F. oxysporum F-60095.

2. Obtencion del material fungico
Se probaron las especies de hongos Aspergillus ochraceus, A. parasiticus y dos cepas de la
especie Fusarium oxysporum, estas fueron KFMO02 y F-60095. La especie A. ochraceus fue
obtenido de material axénico e identificado previamente, en el laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro Campus
Juriquilla, mediante preparaciones al microscopio Optico y reconocimiento de estructuras
tipicas del hongo. Mientras que la especie A. parasiticus y las cepas de F. oxysporum
KFMO02, aislada del Agave y F. oxysporum F-60095 aislada del jitomate, fueron donadas
por el laboratorio de micotoxinas del CINVESTAV Unidad Irapuato, adquiridas de la

American Type Culture Collection (ATCC).

3. Descripcion de los hogos en estudio
Aspergillus ochraceus: patdégeno oportunista distribuido como contaminante natural
de cereales, legumbres y otros alimentos. A. ochraceus recibe su nombre por el color ocre
de las colonias que forma. Su habitat natural es en vegetacion seca, semillas y frutos. Ha
sido frecuentemente aislado sobre granos de café, cereales y diferentes vegetales
almacenados, y en climas calidos y tropicales. A. ochraceus produce ocratoxinas que en el

humano se ha observado que causa dafios hepaticos, esplénicos, cardiacos, cerebrales,
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6seos pero principalmente nefroticos (Naccha L. et al., 2005.). La fundacién Vasca para la
Seguridad Alimentaria (2013) reporta que puede formarse tanto en el cultivo del alimento
en campo, principalmente cereales (trigo, maiz, cebada y arroz), como durante la
recoleccion, transporte, almacenamiento y secado por inadecuadas practicas de higiene y

manipulacion de los cereales.

Aspergillus parasiticus: es un patogeno de productos agricolas como el maiz,
algodén, cacahuate y nueces de arbol, y produce aflatoxinas (Chang, 2008). Crece
generalmente en el suelo, donde se encuentra vegetacion, heno, granos, deteriorados e
invadidos por todo tipo de sustratos organicos, mientras las condiciones ambientales sean
favorables para su crecimiento, que incluyen alta humedad y alta temperatura, en general
Aspergillus es de rapido crecimiento y prolifera en multiples sustratos (Saldarriaga et al.,
2005), causando altas perdidas en los cultivos y contaminando los alimentos agricolas con
aflatoxinas consideradas como las de mayor toxigenicidad. Las aflatoxinas son absorbidas
por las células intestinales dafiando rifiones, higado ademés de atacar el sistema
inmunologico y provocando con ello aumento en la susceptibilidad a enfermedades

infecciosas, ademads de ser carcinogenas (Carrillo, 2003).

Fusarium oxysporum: Es una de las especies de hongos de mayor importancia,
desde el punto de vista patégeno viviendo en el suelo labrado y se conserva en él, por lo
general, bajo la forma de clamidospora (espora de resistencia) (Missiaen y Lanfon, 1967).
Diferentes plantas hospederas son atacadas por formas especiales o razas del hongo
(Agrios, 2008) sin posibilidad de diferenciarlas entre ella por el examen de esporas o de los

micelios (Missiaen y Lanfon, 1967) unicamente por andlisis moleculares (Garcés, 2001).
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Este hongo provoca la pudricion de la raiz de muchas plantas anuales, asi mismo la
cancrosis de arboles frutares, marchitez vascular principalmente en flores y hortalizas
anuales, plantas herbaceas perennes de ornato, de cultivo, maleza (Agrios, 2008). De igual
forma su clamidospora presenta una alta resistencia a la degradaciéon quimica y
microbioldgica (Bernal et al., 2005; Martinez et al., 2005). Ademas se registra como
patogeno en animales incluyendo al hombre produciendo afecciones oftdlmicas, dérmicas y

toxicas (Martinez et al., 2005).

4. Activacion de las cepas
Las cepas de los hongos usados para los experimentos inicialmente estaban suspendidas en
agua en frascos ambar de 8 ml y refrigerados a 4°C. Para su activacion se tom6 100 pL de
la soluciéon y fue sembrado en placas de Papa-Destroxa-Agar (PDA) e incubadas durante

siete dias a una temperatura de 28 °C.

5. Recuperacién y conteo de conidios
Para conocer la concentraciéon de conidios se hizo una suspension de los mismos la cual
consistio en colocar 20 ml de solucion triton al 0.01% al cultivo de hongo axénico,
dejandolo reposar durante 10 min, al cabo de este tiempo se hizo un raspado del cultivo, el
sobrenadante se depositd en tubos Falcon® de 50 ml, completando con 30 ml de agua
destilada estéril, agitando la suspensiéon en un Vortex. Con el objetivo de conocer la
cantidad promedio de conidios presentes en cada mililitro de solucién se contabilizaron los
conidios. Para ello, con una pipeta Pasteur estéril se tom6 una pequefia muestra, y se coloco

en la camara de NeuBauer, el calculo permitié conocer la cantidad de conidios por mililitro.
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Una vez conocida la concentracion de conidios de cada uno de los hongos, se calcul6 el

volumen necesario para obtener una concentracion de 1x107 conidios por ml.

6. Eleccion de plantas evaluadas
Las especies de plantas evaluadas fueron elegidas por los reportes de actividad medicinal,
en especial por su actividad antimicrobiana, dentro de las que se incluyen principalmente
especies invasoras, estas especies fueron Argemone ochroleuca Sweet, Psittacanthus
calyculatus (DC.) G. Don, Adenophyllum cancellatum Cass. Villareal, Ricinus communis
L., Nicotiana glauca Graham, Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl. y Mangifera indica L.,

en la tabla 1 se describen sus caracteristicas.
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Tabla 1. Plantas evaluadas y sus propiedades medicinales y antipatdgenas.

Padecimientos Aceites esenciales, Extractos etandlicos de
inierto o cardiovasculares, alcaloides, cumarinas, hojas tiene efecto
P. calyculatus Loranthaceae México ue antiparasitico, antocianinas, saponinas, inhibitorio sobre
muérdago . . . . . .
antihemorragico, flavonoides y taninos Mycobacterium smegmatis
desinfectante cutaneo. (Juarez, 2008). (Judrez, 2008)
Alcaloide isoquinolinico
berberina (Reyes, 2011),
latex: ftalato de dietilo 6- Extracto metanolico de las
- nitro-imidazol (1,2-a) hojas tienen efecto
Asma, analgésico O A
.. ; compuesto de piridina, inhibitorio sobre S. aureus
antiinflamatorio, . .
) Chicalote calmants, manchas y cwlohexasﬂoxano, y Cryptococcusneo
A. Ochroleuca Papaveraceae México 0 .0 . dodecametil-(5,607 %), 4 - | formans (Reyes, 2011),
palido, cardo carnosidades de los ojos; N .
(2,2-dimetil-6- latex crudo contra
las flores como fomento . ) o
ara el sarna met¥lenc1clohex111den)-3- Drechslerahalodes y
p metilbutan-2-ona (2,410%) | Candidaspp. (Moustafa, et
y cycloheptasiloxane, al., 2013)
tetradecamethyl-
(Moustafa, et al., 2013)
. Infusion de la hoja fresca
Tallo y hojas son usadas . . .
, Flavonoides, saponinas, sobre Fusarium oxysporum
comiinmente como - . i
glucosidos, alcaloides y (Caceres, 1996),
laxante, purgante, . -
. : . esteroides (Jena y Kumar, Colletrotrichum
.. fungicidas, insecticida, . .
R. communis Euphorbiaceae Africa Ricino, entre beneficios 2012), fenoles, gloeosporides (Hernandez,
) higuerilla terpenoides, Albiimina 2004), Mycosphaerella
externos. T A
. . (ricina), (Arboleda et al., fijiensis(Vargas et al.,
La semilla es toxica, . A . .
. 2012), taninos, y aziicares 2009), Sclerotium rolfsiiy
causa envenenamiento y X hielaviopsis basicol
tiene efecto antibacterial reductores (Pérez, 2013) Thielaviopsis basicola
) (Alcala et al., 2005)
Decoccién de semillas Hoja inhibe la esporulacion
contra parasitos En cascara y pulpa; de C. gloeosporioides
intestinales, la corteza en | Fendlicos como el acido (Bautista et al.,
infusiéon como laxante y elagico y el acido tanico, 2002).Escherichia coli,
M. indica Anacardiaceae India Mango febrifuga, hojas como manguiferina, flavonoides Pseudomona saeruginosa,
antioxidante, antiacné, (Kim et al., 2010) Staphylococcus aureus,
emoliente, amplio En hoja; Aceites Klebisella pneumoniae, y
espectro antibacterial y esenciales, galotaninos. Streptococcus pyogens
fangico. (Kim et al., 2010).
Se menciona contra
Antirreumatico, Malico y oxalico, Altern_arla solani, . .
. . . . . Fusarium sp. y Rhizoctonia
América Hierba del antiartritico, lesiones en N-metilanabesino, sp.,Colletrotrichum
N. glauca Solanaceae (Sudamérica) zopllot;, !a piel, heridas ) nomlcqtma yla lindemuthianum, Uromyces
tabaquillo infectadas, hemorroides, anabasina(en Carrere, . -
. .. e phaseoli, Botrys cinerea,
insecticida y antifingico. | 2007) I -
Sclerotinias clerotium (en
Carrere, 2007)
Diabetes, mal de orin, Terpenos, esteroles
purifica la sangre, para sesquiterpenlactonas, y El extracto de la hoja
E. ianonica Rosaceae China Nispero arrojar calculos biliares, metilesteroles, Taninos, inhibe a Escherichia coli y
-Jap P antibacterial, relajante, flavonoides (Pamplona, Klebsiella pneumoniae
bronquitis cronica, tos, 2003; Adame y Adame, (Abdou et al., 2011).
flema, fiebre alta. 2000, Abdou et al., 2011),
Hierba del Afecciones de la piel, Compuestos azufrados
A. cancellatum | Asteraceae México zorrillo, irritaciones, para lavar derivados del tiofeno
Cempasuchil heridas, gripe, pulmonia. | (UNAM, 2009)
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7. Manejo del material vegetal
Se colectaron diferentes 6rganos de acuerdo a la plantas. El material vegetal se seco a la
sombra para estabilizar sus propiedades quimicas y fue almacenado a temperatura ambiente

en bolsas de papel hasta su uso. La tabla 2 indica los 6rganos de la planta usada y su

Jjustificacion.
Tabla 2. Organo de las plantas usado y justificacion de uso.
ESPECIE ORGANO USADO JUSTIFICACION

Por su uso tradicional

Argemone ochroleuca Flores contra paras1t9§
Sarcoptes scabiei De Geer
causante de la sarna.

Psittacanthus calyculatus Flores La planta completa es

usada como antiparasitico
Por la toxicidad de las
Ricinus communis Fruto con semilla semillas y fruto con
actividad antimicrobiano
Las hojas tienen efectos

Mangifera indica Hojas ey
antifingicos
L. . Debido a su uso medicinal
Nicotiana glauca Hojas . . .
antibacteriana en heridas
Eriobotrva iannica Hoias Debido a su contenido
yajap ) quimico antibacterial.
P —
Adenophyllum cancellatum Flores or su actividad contra

afecciones cutaneas.

8. Obtencion de la decoccion de las plantas
En un vaso de precipitado de 250 mL se agregaron 100 mL de agua destilada y se calentd
hasta ebullicion, se colocod por separado 1.5 g de material vegetal seco, dejandolas en
ebullicion por algunos minutos, en todo momento el vaso permaneci6 tapado (figura 1), el
tiempo de ebullicion vari6 de acuerdo a la dureza de la estructura vegetal (Tabla 3).
Después de este tiempo la decoccion se retird del fuego y se dejo enfriar, con un papel filtro

posteriormente se retird el resto de material vegetal. La concentracion y el tiempo se
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determind segin lo recomendado para el consumo de infusiones y decocciones en
herbolaria (Hernandez y Reyes, 2010), el tipo de decocciones que se hicieron en este
estudio son denominadas por estos autores como “decocciones ligeras”, debido al reducido

tiempo que la planta fue expuesta a ebullicion.

Tabla 3. Tiempo de ebullicion aplicado a cada especie

Argemone ochroleuca Flores 1
Adenophyllum cancellatum Flores 2
Nicotiana glauca Hojas 3
Psittacanthus calyculatus Flores 3
Ricinus communis Frutos con fruto 3
Mangifera indica Hojas 5
Eriobotrya jap6nica Hojas 5

— . I—

Figura 1. Preparacion de las decocciones y aplicacion de los tratamientos

9. Evaluacion de la actividad antifangica de las decocciones
Para determinar los efectos de las especies de plantas sobre la germinacion de los hongos
tratados, se hizo una cuantificacion de conidios germinados de cada uno de los hongos

después de ser sometidos a cada una de las decocciones de las plantas en estudio. Este
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procedimiento consistié en colocar 10 mL de cada decoccidon en un tubo de ensaye donde
posteriormente se agreg6 100 pL. de suspension del hongo, se agitd en un Vortex, y se dejo
reposar por 4 a 5 min, agitando nuevamente. A continuacion, se hizo una dilucion seriada
como sigue: se tomd 1 mL de muestra y se vertid en otro tubo de ensaye con 9 mL de la
decoccion correspondiente, se agitd en el Vortex e inmediatamente después se pasdé 1 mL
de esta solucion a un siguiente tubo con la misma cantidad de decoccidon y se volvio a
agitar. De este ultimo tubo con una micropipeta se tomé 100 pL de la dilucion para ser
inoculada por extension en placas con agar Sabouraude incubada por 48 horas a una
temperatura de 28 °C. Posteriormente para la cuantificacion del efecto de las decocciones
en la viabilidad de los hongos, se registraron las Unidades Formadoras de Colonias (UFC).
Cada tratamiento se hizo con tres repeticiones y un testigo, éste consistio en tratar a los

hongos en agua destilada estéril.

10. Analisis de datos
Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de varianza de “Fisher” y prueba de
medias de Tukey (p< 0.05). Ya que la distribucion de la variable evaluada no tiene una
distribucion normal, los valores fueron transformados a Vx para su analisis. Se utilizé el
programa JMP 8.0 (SAS Institute, 2005). Los resultados son presentados en graficas
mostrando los valores del promedio de unidades formadoras de colonias (UFC) obtenido de

tres repeticiones con una caja Petri con agar Sabouraud cada una.

32



VI. RESULTADOSY DISCUSION

1. Evaluacién de la actividad antifungica de las decocciones de Argemone
ochroleuca, Psittacanthus calyculatus, Adenophyllum cancellatum, Ricinus

communis, Nicotiana glauca, Eriobotrya japonica y Mangifera indica.

La actividad antifungica de cada una de las plantas fue evaluada haciendo un conteo de la
cantidad de conidios germinados después de ser sometidos a cada una de las decocciones.
Las pruebas estuvieron divididas en dos experimentos, debido a la disponibilidad de las
plantas y dado que el tiempo que pasd entre un experimento y otro pudo afectar la
viabilidad de los hongos. En el primer experimento se probaron los hongos con los
tratamientos P. calyculatus, M. indica, A. cancellatum y su testigo, y el segundo
experimentos integrado por las especies R. communis, N. glauca, E. japonica, A.
ochroleuca y su respectivo testigo, por lo que los resultados se presentan en dos graficas
para cada uno de los hongos evaluados, excepto F. oxysporum KHM-02 que solo fue
posible probarlo con las primeras plantas, pues perdido viabilidad para el segundo
experimento. El andlisis estadistico de igual forma se realiz6 de manera independiente,

comparando los tratamientos de cada experimento.

1.1. Actividad sobre Aspergillus parasitucus
Los tratamientos de ambos experimento, probados sobre el hongo Aspergillus parasitucus,
no mostraron diferencias significativa, aunque se observaron diferentes valores promedio
de UFC germinadas en cada experimento, principalmente por las decocciones de las plantas

del segundo experimento (Figura 3b).
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Aunque los resultados obtenidos en el primer experimento con P. calyculatus, M. indica y
A. cancellatum no mostraron diferencia significativa en los promedios de UFC germinadas
de acuerdo al testigo (Figura 3a), la especie P. calyculatus mostré un efecto estimulante en
la esporulacion del hongo, como muestra la figura 2. Juarez (2008) identificd que la planta
contiene compuestos antimicrobianos como Aceites esenciales, flavonoides y saponinas,

entre otros, sin embargo contrariamente en este experimento la especie mostrd actividad

estimulante sobre A. parasiticus.

Figura 2. a) Cultivo testigo de A. parasiticus, b) crecimiento del mimo hongo expuesto a la decoccion de P. calyculatus

En el segundo experimento (Figura 3b) las especies A. ochroleuca y E. japonica,
comparadas con su testigo, muestran un notable aumento en la germinacién del hongo, del
71.8 'y 57.1% respectivamente, sin que este aumento sea significativo estadisticamente, sin
embargo los resultados pueden expresar una tendencia en la estimulacion germinativa de A.
parasitucus. De igual forma N. glauca y R. communis, como muestra la figura 3b, tuvieron
una tendencia al aumento en la germinaciéon aunque menor, del 18.7 y 21.8%,

respectivamente. Cada una de estas plantas tiene reportes de uso medicinal tradicional y/o
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clinico con propiedades antimicrobianas, sin embargo en este estudio no se logrd observar

actividad significativa en la inhibicion en las UFC de A. parasiticus.
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a) b)

Figura 3. Promedio de UFC de A. parasiticus germinadas a las 48 h a 28 °C en agar Sabouraud

UFC totales: valores mostrados por 1x10*

a) experimento 1 b) experimento 2.

Medias seguidas de letras distintas denotan diferencias estadisticas (Tukey, 0.05).

?Promedio de unidades formadoras de colonias obtenido de tres repeticiones con una caja Petri con agar Sabouraud cada

una. Datos transformados a VX, para su analisis y expresados en la figura en términos de la variable original.
a) F=3.74NS Diferencia minima significativa: 4.29. Diferencia significativa para una P < 0.01.
b) F=1.45NS, Diferencia minima significativa: 2.54. Diferencia significativa para una P < 0.01.

Cabe mencionar que a pesar de que en el segundo experimento el testigo tuvo un promedio
menor en la germinacion respecto al resto de los tratamientos (Figura 3b), éste mostrd una
mayor actividad esporulante. En los tratamientos con decocciones la germinacion fue
mayor al testigo, sin embargo, la esporulacion fue menor, manifestando que aunque no hay
efectos significativos en la germinacidon, podrian estas especies estar afectando otros
procesos de desarrollo de A. parasiticus, en este caso el proceso de esporulacion. Es
recomendable hacer evaluaciones en distintos momentos del desarrollo del hongo, donde
probablemente se observe que estos productos botanicos causan una disminucion del dafio
del patogeno por regular su reproduccion (esporulacion). Lopez et al., (2005) explican que

las sustancias inhibitorias de ciertos extractos pueden actuar en cierto momento de
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desarrollo del patdgeno, pues al evaluar distintos extractos vegetales contra tres de hongos
fitopatogenos, observaron que el mayor porcentaje promedio de inhibicidon del crecimiento
micelial de Rhizoctonia solani se da entre las 72 a 144 h al ser expuesto a los extractos

acuosos de L. tridentata y Cinnamomum zeylanicum J. Presl.

1.2 Actividad sobre A. ochraceus
En la primer prueba sobre A. ochraceus los tratamientos no mostraron diferencias
estadisticas significativas, sin embargo cabe resaltar que el promedio de germinaciéon por
P. calyculatus aumenta en un 65.9% mas que el promedio del testigo (figura 5a), siendo
posible una actividad estimulante en la germinacion, efecto que se confirma en la figura 4a.
por otro lado, se reporta que M. indica tienen importante actividad antibacteriana (Kim et
al., 2010), sin embargo contrariamente en el hongo A. ochraceus causé un aumento en el
promedio de germinacion (24.2 %). La respuesta que mostro el hongo frente a A.
cancelltum fue una disminucion del 21%. Estos resultados muestran como las propiedades
de las plantas varia enormemente y como menciona Montes et al., (1997) en una especie de
hongo los compuestos de una planta pueden resultar inhibitorios mientras que los
compuestos de otra pueden estimular su crecimiento. Asi mismo, para ciertas especies de
hongos los compuestos de una planta pueden resultar inhibitorios del crecimiento, para

otras especies los mismos compuestos pueden resultar estimulantes.
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| 5] SR .‘
Figura 4. a) Cultivo testigo de A. ochraceus, b) crecimiento del mimo hongo expuesto a la decoccion de P. calyculatus

a)

Las pruebas hechas con las especies A. ochroleuca y N. glauca resultaron ser favorables en
la inhibicién de la germinacion de las UFC ya que el porcentaje promedio de disminucion
respecto al testigo fue del 82.5 y 89.7% respectivamente, siendo estos resultados
estadisticamente significativos. En el caso de estas especies no se encontraron reportes
bibliograficos donde se informe de algun tipo de actividad antifiingica contra A. ochraceus.
Moustafa et al. (2013) reporta actividad inhibitoria del latex crudo de A. ochroleuca contra
Drechslera halodes y Candida spp., mientras que Reyes (2011) reporta el efecto del
extracto de hoja de esta misma especie contra Staphylococcus aureus y Cryptococcus
neoformans, con lo que se podria pensar que los ingredientes activos de A. ochroleuca se
encuentra en las hojas y tallos de la planta, especificamente en el latex, pero con estos
resultados se muestra que también la flor tiene compuestos quimicos importantes con

actividad antimicrobiana.

Por otro lado R. communis no presento diferencias significativas respecto al testigo,
resultando un porcentaje de disminucion del 33.7%, contrario a E. japonica que tuvo un

porcentaje en la estimulacion del 28% germinativa (figura 5b), siendo este resultado
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estadisticamente significativo. E. japonica ha demostrado tener varias propiedades
medicinales donde entre ellas esta ser antibacteriana (Abdou et al., 2011), aunque para el

hongo A. ochraceus haya mostrado un efecto estimulante.
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Figura 5. Promedio de UFC de A. ochraceus germinadas a las 48 h a 28 °C en agar Sabouraud

UFC totales: valores mostrados por 1x10*

a) experimento 1 b) experimento 2.

Medias seguidas de letras distintas denotan diferencias estadisticas (Tukey, 0.05).

2Promedio de unidades formadoras de colonias obtenido de tres repeticiones con una caja Petri con agar Sabouraud cada

una . Datos transformados a VX, para su analisis y expresados en la figura en términos de la variable original.
a)F= 7.10™8, Diferencia minima significativa= 4.62. Diferencia significativa para una P < 0.01. (valor de P= 0.0121)
b) F=18.15**, Diferencia minima significativa= 4.07. ** Diferencia significativa para una P < 0.01.

1.3 Actividad sobre F. oxysporum F-60095
F. oxysporum es una de las especies mds cosmopolitas y de mayor resistencia a los
fungicidas quimicos, la misma resistencia ha mostrado en las pruebas hechas con especies
de plantas, lo que coincide con los resultados obtenidos en este estudio, ya que F.
oxysporum F-60095 muestra que de las siete plantas evaluadas, ninguna mostré reduccioén
significativa en su germinacion, por lo que las diferencias entre los valores de los promedio

de UFC germinadas en ambos experimentos no difieren respecto al testigo (Figura 6). Las
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decocciones de P. calyculatus y A. cancellatum, en menor medida M. indica mostraron un

desarrollo del hongo igual al testigo (Figura 6a).

En cuanto las pruebas del segundo experimento hecho con las especies E. japonica, N.
glauca, A. ochroleuca y R. communis. Las especies A. ochroleuca y E. japonica no tuvieron
germinacion en una primer prueba por lo que se repitié el experimento en dos ocasiones
con estas especies, siguiendo con nula germinacion, incluyendo al testigo, por lo que se
decidio eliminar estas especies, ya que la cepa muy probablemente perdi6 viabilidad. Asi,
los resultados obtenidos para este experimento fue que el testigo tuvo un promedio de 5.33
UFC germinadas, para N. glauca un promedio de 7.66 y para R. communis 12.66. Caceres
en 1996 evalto la infusion de las hojas frescas de R. communis sobre F. oxysporum y
observd que presentaba actividad antifingica, en el caso de este estudio se probaron las
decocciones de hojas secas con lo que probablemente el manejo de la muestra haya

repercutido en su actividad inhibitoria sobre dicho hongo.
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Figura 6. Promedio de UFC de F. oxysporum F-60095 germinadas a las 48 h a 28 °C en agar Sabouraud,

UFC totales: valores mostrados por 1x10*

a) experimento 1 b) experimento 2.

Medias seguidas de letras distintas denotan diferencias estadisticas (Tukey, 0.05).

2Promedio de unidades formadoras de colonias (UFC) obtenido de tres repeticiones con una caja Petri con agar Sabouraud

cada una. Datos transformados a VX, para su analisis y expresados en la figura en términos de la variable original.
a) F=0.29"S, Diferencia minima significativa: 2.64.Diferencia significativa para una P < 0.01.
b) F=2.95"S, Diferencia minima significativa: 1.6.Diferencia significativa para una P < 0.01

1.4 Actividad sobre F. oxysporum KFM-02

La prueba para F. oxysporum KFM-02 fue evaluada solo con las especies P. calyculatus,
M. indica y A. cancellatum, debido a que la cepa no presento viabilidad en el segundo
experimento. Los valores promedio fueron no significativos estadisticamente, sin embargo
se observo variacion principalmente con las especies P. calyculatus y A. cancellatum,
mostrando una disminucién germinativa equivalente al 40.4 y 42.5% respectivamente de a
cuerdo al testigo (Figura 4), mientras que M. indica mostré un promedio de 6.8 conidios
germinados. Resultando que ninguna de estas especies vegetales causan actividad
antifungica contra F. oxysporum KFM-02. El promedio de germinacion fue bajo, con lo que

la viabilidad muy probablemente es baja per se a la cepa.
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Figura 7. Promedio de UFC de F. oxysporum KFM-02 germinadas a las 48 h a 28 °C en agar Sabouraud,

UFC totales: valores mostrados por 1x10*

Medias seguidas de letras distintas denotan diferencias estadisticas (Tukey, 0.05).

2Promedio de unidades formadoras de colonias obtenido de tres repeticiones con una caja Petri con agar Sabouraud cada

una. Datos transformados a VX, para su anlisis y expresados en la figura en términos de la variable original. F= 0.44NS,
Diferencia minima significativa: 2.74. Diferencia significativa para una P <0.01.

La tabla 4 muestra el resumen de los resultados de las especies evaluadas respecto a la
influencia que tuvieron en la germinacion de los hongos fitopatdégenos probados. La tabla 4
muestra el porcentaje de germinacion tanto de la inhibicion como de la estimulacion

promovida como efecto de las decocciones sobre las UFC de los hongos tratados.

Tabla 4. Resumen del efecto de las decocciones en los hongos fitopatdgenos

P. calyculatus -10.2 65.9 -6 -40.4
M. indica -5.7 24.2 17.9 -6.8
A. cancellatum -17.2 -21.13~* 1.9 -42.5
N. glauca 18.7 -89.7* 44.5 -
E. japonica 57.1 28* - -
A. ochroleuca 71.8 -82.5* - -
R. communis 21.8 -33.7 138.8 -

Los valores negativos corresponden al porcentaje de inhibicion en la germinacion promovido por los tratamientos y los
valores positivos al porcentaje de estimulacion.
(*) Actividad significativa
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La reaccion que cada uno de los hongos presentdé frente a las distintas decocciones
botanicas probadas es diferente, cabe resaltar los resultados que mostré R. communis al
generar estimulacion germinativa de A. ochraceus, ademas de la aparente promocion de
esporulacion de P. calyculatus en las especies del género Aspergillus. Los resultados
obtenidos con dichas especies botanicas pueden resultar ser objeto de estudio para otras
aplicaciones ecoldgicas o clinicas aplicadas para la estimulacion en el desarrollo de tal vez,
especies microbianas benéficas para objetivos particulares. Las reacciones que los hongos
manifiestan ante estos tratamientos responden a lo que sugiere Avalos y Pérez, (2009), “la
presencia y/o concentracion de los metabolitos secundarios varian entre cada especie, lo
que explica el comportamiento de cémo ciertas plantas pueden inhibir o estimular solo a

ciertos hongos”.

Las aportaciones cientificas que se presentan en este trabajo constituyen una opcion
sanitaria contra los hongos fitopatégenos de inocuidad alimentaria, basado en productos
biologicos como son las decocciones de plantas, argumentada en sus propiedades que han
dado a las mismas su persistencia a través de la evolucion. A. cancellatum, N. glauca y A.
ochroleuca reflejan en los resultados que sus moléculas bioldgicamente activas tienen
propiedades para el control de hongos fitopatdgenos, pudiendo restringir la diseminacion de
dichos patdgenos al resto de la planta y al cultivo. Cabe mencionar que cinco de las siete
especies de plantas evaluadas son especies invasoras principalmente como malezas, éstas
por lo general no tienen utilidad econdmica, por lo que resultaria conveniente la posibilidad

de que estas especies puedan ser aprovechadas para los fines productivos mencionados.
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VIlI. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos proporcionan una perspectiva general del efecto que las especies
de plantas con actividad medicinal estudiadas tienen sobre los hongos A. ochraceus, A.
parasiticus y F. oxysporum. Las propiedades de N. glauca, A. ochroleuca y A. cancellatum

tienen efecto inhibitorio en la germinacion de Aspergillus ochraceus.

La decoccion de E. japonica estimuld la germinacion de A. ochraceus, mientras P.
calyculatus estimula el desarrollo de A. ochraceus y A. parasiticus. Los resultados
representan la oportunidad de conocer el tipo de efecto que pueden tener estas plantas sobre
ciertos organismos, ofreciendo la posibilidad de ser aprovechadas para ciertos fines, o bien
pueden guiar otro tipo de estudios basicos o ecoldgicos con las mismas o diferentes

especies de hongos.

Tres de las plantas medicinales seleccionadas mostraron actividad inhibitoria, con lo que de
acuerdo con los datos etnobotdnicos disponibles, es viable este enfoque de seleccion de
especies de plantas en la busqueda de una actividad especifica como es el caso de estudios
con hongos fitopatogenos, ya sea para su inhibicién o bien para estimular su desarrollo. Es
necesario llevar a cabo otros experimentos complementarios como estudios fitoquimicos,
pruebas en campo, de bioseguridad y tratamientos con semillas, entre otros, que
proporcionen informacion que valide su potencial en el control de enfermedades agricolas,
pues dadas su caracteristicas botanicas y bioldgicas mostradas en este estudio podrian llegar
a ser usada como fuente de compuestos para elaborar productos botanicos para el control de

hongos fitopatogeno.
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