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RESUMEN

La gobernadora, Larrea tridentata (DC.) Coville, es un arbusto perenne con una amplia
distribucion desde el suroeste de Estados Unidos hasta la zona centro de México. Sus hojas
estan envueltas en una capa de resina, la cual contiene diversos componentes, el principal es
Acido nordihidroguaiarético (NDGA), con una amplia actividad antimicrobiana. Se han
realizado diferentes estudios para conocer sus efectos inhibitorios, sobre el crecimiento de
hongos fitopatdogenos, por medio de extractos obtenidos con diferentes solventes, sin
embargo, existe poca informacion sobre sus efectos en material vegetal y desarrollo de
plantulas. En este trabajo se observo la eficiencia de extractos de L. tridentata en cultivo in
vitro sobre Fusarium oxysporum con 96.75% de inhibicion con extractos etanolicos y 4.72%
en acuosos, ademas de sus efectos sobre la germinacioén de semillas con una disminucién de
36% y 48% en extractos etandlicos y un aumento de 8% en extractos acuosos comparado al
control. Se requiere mas investigacion para conocer las vias de uso de los extractos esta planta
como fungicida de origen botanico.

Palabras clave: L. tridentata, extractos, inhibicion, semillas.

SUMMARY

The creosote bush Larrea tridentata (DC.) Coville is a perennial shrub with a wide
distribution from the southwest United States to central Mexico. Its leaves are wrapped in a
layer of resin, which contains several components, the main one being nordihydroguaiaretic
acid (NDGA), one of the best antioxidants. Different studies have been carried out to
understand its inhibitory effects of Larrea tridentata extracts on the growth of
phytopathogenic fungi; these extracts have been obtained with different solvents, but the
information about its effect on seedling development is scarce. In this study, the efficiency
of Larrea tridentata extracts in vitro culture against Fusarium oxysporum was observed with
96.75% inhibition with ethanolic extracts and 4.72% in aqueous extracts, in addition to its
effects on seed germination with a decrease of 36% and 48% in extracts ethanolic and an
increase of 8% in aqueous extracts compared to the control. More research is needed to
understand the ways in which extracts of this plant can be used as a fungicide of botanical
origin.

Keywords: L. tridentata, extracts, inhibition, seeds.
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1. INTRODUCCION

Larrea tridentata es un arbusto fuertemente aromatico con ramificacién abundante y flexible;
es abundante y en ocasiones dominante en regiones aridas desde el suroeste de Estados
Unidos hasta algunos estados de la Republica Mexicana como Baja California, Baja
California Sur, Sonora, Coahuila, Durango, San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro e
Hidalgo. En estas zonas se registran nombres comunes como gobernadora, Hediondilla,
Huamis y Falsa alcaparra; en Estados Unidos es conocida como, “Creosote bush”
(Rzedowski y Rzedowski, 1994). Algunos de sus usos son como colorante; tiene reputacion
como planta medicinal, pero su venta para té se encuentra prohibida ya que puede causar
daio al higado. Se ha utilizado como forraje, sin embargo, muchos animales no la comen; es
util para recuperar areas degradadas en zonas aridas (Heike.et al., 2009). Se ha documentado
la presencia de una resina rica en flavonoides, fenoles y proteinas en las hojas de esta planta
(Martins et al., 2011), lo cual ha despertado el interés por conocer sus propiedades, desde el
ambito médico hasta en la agricultura. Para su uso se ha recurrido a la extraccion de dichos
fitoquimicos por medio de técnicas como ultrasonido, microondas, reflujo de calor (Martins
et al. 2010) y maceracion sélido-liquido, siendo esta la técnica mas utilizada, para esto es
importante definir las variables de solvente y cantidad del mismo para maximizar la

extraccion (Martins ef al., 2011).

Los extractos vegetales se han vuelto una forma de obtener diferentes productos de origen
botanico como fungicidas e insecticidas y con ello disminuir el uso de productos de sintesis
quimica contra plagas y enfermedades, que con el paso del tiempo han generado
preocupacion por toxicidad, contaminacion al ambiente y suelos, afectacion a la
biodiversidad y la aparicion de resistencia microbiana (Mesa ef al., 2019). Al realizar una
extraccion de material vegetal se espera obtener los metabolitos secundarios que la planta
puede poseer, los cuales funcionan como estrategias defensivas de la misma (Celis et al.,
2008). El interés sobre la actividad biocida de los metabolitos secundarios se debe a que
afectan el desarrollo y metabolismo energético de otros organismos (Céspedes y Alarcon,
2011), ademas estos fitoquimicos son biodegradables en un periodo mas corto de tiempo

(Berenbaum, 1989).



Una de las caracteristicas que se busca en la eleccion de plantas para la obtencion de
controladores botanicos es que, en condiciones naturales y por conocimiento empirico, éstas
no se vean siendo depredadas o afectadas por alguna enfermedad, es decir que de forma
natural cuenta con fitoquimicos capaces de ayudar a su sobrevivencia en el medio ambiente;
este es el caso de la gobernadora, de la cual se ha demostrado su riqueza en componentes
fitoquimicos desarrollados para su adaptacion a las condiciones climaticas y de
supervivencia, también se le atribuye ser una planta que desplaza a otras especies inhibiendo
el crecimiento de vegetacion que se desarrolla cerca, pero a su vez Heike ef al., (2009) la

describen como planta nodriza y de sombra para muchos animales y plantas en el desierto.
2. ANTECEDENTES
2.1. Larrea tridentata (DC.) Coville

De acuerdo con Tropicos 2023, Larrea tridentata se ubica, taxonémicamente dentro de la
clase Equisetopsida, mencionado como el grupo de plantas terrestres (Chase y Reveal, 2009);
subclase: Magnoliidae, que su caracteristica mas significativa son granos de polen
tricolpados (Thorne, 2000); orden: Zygophyllales, arboles, arbustos y hierbas encontradas,
generalmente en zonas aridas, con dos familias, 22 géneros y aproximadamente 300 especies
(Singh, 2023); Superorden: Rosanae, el cual segin APG III (2009), consta de 17 ordenes
(Chase y Reveal, 2009); familia Zygophyllaceae, esta familia cuenta con cerca de 30 géneros
y 250 especies, con una distribucion preferente a regiones de clima seco, algunas especies
son de amplia importancia en matorrales xérofilos, son plantas arbustivas, aromaticas y con
tejido glandular que produce abundante resina; frutos globosos en forma de cépsula,
densamente pubescentes, se separa en 5 mericarpios al madurar con semilla solitaria; se
reconocen cinco especies, dentro de este género como las faner6gamas mejor adaptadas a

condiciones de sequia (Rzedowski y Rzedowski, 1994).

Larrea tridentata (Figura 1) es descrita como un arbusto perenne que puede llegar a los dos
metros de altura; con ramificacion abundante; flores de aproximadamente 2.5 cm de
diametro; pétalos de color amarillo de un centimetro de largo; fruto subgloboso a ovoide, de
alrededor de 7 mm de alto, con pelos blancos, sedosos que se vuelven café-rojizo con el

tiempo, cada fruto contiene una semilla fértil; las semillas son color café a negras, de unos 2



a4 mm de largo (Figura 2); tiene una amplia distribucion desde el suroeste de Estados Unidos
hasta la zona centro de México (Rzedowski y Rzedowski 1994), se estima que se distribuye

en un 25% (500,000 km?) del pais (Garcia, 2012).

Figura 1. Larrea tridentata en habitat natural en Querétaro. Fotografia por
Santiago Vergara Pineda.

Figura 2. Planta de L. tridentata en floracion y fructificacion. Fotografia
por Santiago Vergara Pineda.



Es reportada como abundante y dominante en matorrales xerofilos en el estado de Querétaro,
su distribucion aproximada es principalmente en los municipios de Cadereyta de Montes,
Toliman y Pefamiller (Figura 3), sin problemas de sobrevivencia; crece en suelos ricos en
carbonatos de calcio en la cuenca del Rio Estorax con altitudes entre 1450-2100 m, en la
zona de Pefia Blanca, carretera Jalpan-Querétaro y entre Bernal e Higuerillas; con una
floracion y/o fructificacion en los meses de mayo a septiembre (Rzedowski y Rzedowski,

1994).
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Figura 3. Distribucion aproximada de Larrea tridentata en el estado de
Querétaro. Fuente: Imagen original: INEGI, 2018. Edicion: propia.



Se ha documentado que las hojas de L. tridentata estdn envueltas en una capa de resina
producida por tricomas durante el desarrollo de la Iamina foliar (Figura 4) y que puede llegar
a ser el 20% o mas del peso seco de la hoja, la cual hace menos digestivo el follaje (Rhoades,
1977; Lira-Saldivar, 2003). También se comporta como antitranspirante debido a que forma
una barrera en la hoja (Meinzaer ef al., 1990; Gonzalez-Coloma et al., 1994; Lira-Saldivar,
2003). Se considera que la resina funciona como filtro contra la radiacion solar UV y protege
a la planta contra insectos y animales (Barbour et al., 1977, Downum et al., 1988; Lira-
Saldivar, 2003). Estas caracteristicas son dadas por los componentes de la resina, el principal
es Acido nordihidroguaiarético (NDGA) un lignano fenélico de gran interés en el 4rea de la
salud por sus actividades bioldgicas como antiviral, antifungico y antibacteriano (Hwu et al.,
2008; Martins et al., 2011) y uno de los antioxidantes mejor conocido (Singler et al., 1974;
Lira-Saldivar, 2003). La concentracion de NDGA es cerca del 50% de la resina (Sakakibara
et al., 1976; Lira-Saldivar, 2003), mientras que la otra mitad contiene mas de 20 flavonoides
diferentes con distintos posibles efectos (Lira-Saldivar, 2003). Estos componentes han
llevado a realizar diferentes estudios sobre las caracteristicas biocidas de la gobernadora,

entre ellos como fungicida de origen botanico para el control de hongos de interés econdmico.
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Figura 4. Corte transveral de la hoja de L. tridentata, se aprecia la resina
contenida en células epidermales (160 X) (Lira-Saldivar, 2003).




2.2. Fusarium oxysporum Schlecht.

Fusarium es un género de hongos que se encuentran en diversos ambientes alrededor del
mundo, se han reconocido hasta 78 especies de este género, los cuales se pueden encontrar
como saprofitos o patogenos de plantas o animales; algunas de las enfermedades que causa
en plantas son pudricion en raices y frutos, tizones, manchas en hojas, cancros, marchitez
vascular, hasta muerte regresiva; su sistema taxondmico se basa en las caracteristicas de la
colonia y tipo de esporas, principalmente (Nelson, 1981). Basandose en EPPO (2022)
Fusarium oxysporum, se ubica taxonomicamente dentro del filo Ascomycota, los cuales se
caracterizan por presentar sus esporas en una especie de saco o bolsa llamada “asca”, a estas
esporas se les puede llamar ascosporas; es el grupo con mayor nimero de especies (Chacon,
S y Utreta E., 2022); clase: Sordariomycetes, es la clase mas grande del grupo Ascomycota,
con aproximadamente 600 géneros y mas de 3,000 especies (Zhang, et al., 2006); orden:
Hypocreales, se caracterizan por presentar peritecios solitarios (Raymundo, et al., 2017);
familia: Nectriaceae, este es un grupo que presenta hongos holomorfos y ha contribuido a
comprender la relacion entre especies; sus conidios tienden a ser fragmentados (Rossman,

2000).

Fusarium oxysporum, se caracteriza por un micelio color blanco o durazno con tonos
purpuras, esta especie tiene variaciones, obteniendo asi, varias cepas, las cuales pueden tener
capacidades especificas para cada huésped en particular. Las caracteristicas del micelio en
cultivo varia mas por cuestiones ecologicas y geograficas que por la cepa (Booth, 1917).
Presenta tres tipos de esporas (Figura 5): macroconidias, microconidias y clamidosporas; las
macroconidias tienen paredes delgadas, largas, en forma de canoa, septadas, con una célula
basal en forma de pie y la célula apical puntiaguda, se producen principalmente en
conidioforos ramificados en la superficie de la colonia. Las microconidias son cortas, en
forma de rindén, compuestas por una a dos cé€lulas, son predominantes en tejido vegetal
infectado. Las clamidosporas, esporas asexuales que se producen en las hifas, tienen paredes
gruesas lo que las hace mas resistentes y ayuda a su sobrevivencia (Nelson, 1981). Es
considerada la especie de mayor importancia econdémica ya que, causa la enfermedad
marchitez vascular a un diverso grupo de plantas como: tomate, lino, lentejas, melon, plantas

ornamentales y palmeras, entre otros; algunos de los sintomas de esta enfermedad son el



marchitamiento en brotes u hojas inferiores acompafiado de una clorosis, los sintomas se
mueven de forma ascendente, hasta que toda la planta se marchita y muere (Nelson 1981).
También se caracteriza por pertenecer a una de las enfermedades més conocidas y serias,
llamada “Damping off”, que es causada por tres hongos atacando a las semillas en el suelo
(IFOAM, 2003), entre estos hongos encontramos a Fusarium, el cual ataca a la semilla
cubriéndola con un micelio blanquecino y pudriendo las raices desarrolladas, mientras que
los otros dos hongos (Phytium y Rhizoctonia) atacan directamente a la semilla volviéndola
blanda; de esta manera la semilla no logra germinar. En el caso de semillas geminadas, atacan

en la base del tallo, pudriendo raices (Fundacion Valles, 2011).

Figura 5. Morfologia de los diferentes tipos de esporas de F. oxysporum A:
Macroconidias. B: Microconidias. C: Clamidosporas. Fuente:
imagen original: Booth, 1917. Edicion: propia.



Su diseminacion se da por viento, agua de riego, suelo, semillas o esquejes vegetativos, con
esto ultimo, se ha llevado a realizar indexacion para descartar la presencia del patégeno y
que se pueda seguir con su comercializacion. En la semilla, el patdgeno puede sobrevivir
hasta 7 meses (Elliot y Crawford, 1922; Nelson, 1981), algunos ejemplos donde se puede
encontrar semillas contaminadas son: guisantes, tomate, lino y garbanzo, entre otros. Su ciclo
bioldgico consta de su forma latente como clamidosporas, hasta que entra en contacto con
material vegetal susceptible, germina y con esto aparecen conidios; en la mayoria de los casos
la infeccion se da en las raices o alguna herida en la planta hospedante y se mueve al tejido
vascular, comienza a invadir las células del xilema, para después llegar a los tejidos
adyacentes. En algunas ocasiones los cancros en el tallo son el resultado de una extensa
colonizacidn; y asi la enfermedad lleva a la planta hasta la muerte, cuando el hospedante
muere, el hongo regresa al suelo; también puede invadir individuos sin causarle ningun

sintoma y esto ayuda a su supervivencia (Nelson, 1981).

El control de organismos tan resistentes como F. oxysporum requiere de practicas de control
bioldgico, cultural y quimico, siendo este ultimo el més utilizado (Rubio et al., 2008; Villa,
et al., 2015), pues se utilizan fungicidas sistémicos los cuales pueden presentar agentes
mutagénicos en plantas, asi como aumentar la resistencia del patdgeno (Agrios, 2005; Villa,
2014). También se recurre a un manejo sobre el suelo con solarizaciones, inundaciones y
fumigacion con bromuro de metilo, pero este ultimo ha sido clasificado como degradador del
ozono (Vasquez y Castafio, 2017). Se ha llegado a una busqueda creciente de alternativas a
los agroquimicos por la creciente resistencia a los plaguicidas, uso inadecuado de estos
productos, desgaste ambiental y peligro a la salud humana. El desarrollo de nuevas
alternativas ayuda a reducir la dependencia a plaguicidas sintéticos (Villa, 2014) y puede ser
efectivo si se comprende la agroecologia y sus limitaciones (Antoun, 2013; Vazquez, 2017).
Uno de los métodos que se ha estudiado son los compuestos obtenidos de fuentes vegetales,
a principios del siglo XX, en la agricultura se utilizaban polvos y extractos de plantas, como
el tabaco, contra insectos plaga (Rodriguez y Lagunes, 1992; Jacobson y Crosby, 1971;
Montes, 2009). También se ha trabajado con extractos vegetales de diversas plantas como:
Flourensia sp., Allium sativum, Azadirachta indica, Cymbopogon proximus y Datura metel,

entre otras, que han sido probados contra F. oxysporum teniendo altos porcentajes de



inhibicién. Sin embargo, es dificil obtener productos naturales eficientes y estables para

proteger a las plantas, pero se siguen estudiando sus interacciones (Villa, 2014).
2.3. Potencial uso de extractos de L. tridentata contra F. oxysporum

Existen diversos trabajos para conocer los efectos inhibitorios de L. tridentata contra el
crecimiento de hongos fitopatdgenos, la forma més comun en la que es utilizada es por medio
de extractos, los cuales se obtienen con solventes como etanol, metanol, cloroformo,
diclorometano, acetona y agua. Con esto se han observado diferentes resultados sobre el
porcentaje de inhibicion en el crecimiento del hongo y en la obtencion de los fitoestrogenos

de la planta.

Martins et al. (2011) estudiaron el efecto de diferentes solventes organicos los cuales fueron,
metanol, etanol, acetona y agua en diferentes concentraciones, para la extraccion de los
fenoles y flavonoides de L. tridentata. Realizaron un conteo de dichos compuestos, con esto
se observo, en cuanto a fenoles, que se presentan en mayor cantidad con solvente acetona,
seguido por metanol y etanol, en cuanto al solvente agua, la cantidad fue significativamente
mas baja comparada con los demas. En flavonoides el solvente con mejores resultados fue
metanol, seguido por etanol y acetona, para la disolucion en agua los resultados fueron igual
que en el caso de fenoles y esto mismo pudo observarse en el conteo de proteinas. Uno de
los fitoestrogenos del conteo y que mayor interés genera es el NDGA que se presentd en
mayor cantidad utilizando el solvente metanol, seguido por acetona y etanol; en cuanto al
agua como solvente se obtuvo en cantidades muy bajas. Los autores explican que los
fitoestrogenos se presentan en poca cantidad en extractos acuosos debido a su baja

solubilidad en agua.

De los primeros trabajos con pruebas de extractos de L. fridentata para la inhibicion de F.
oxysporum se encuentra el de Fernandez et al. (1979), en el cual se utilizaron extractos de
cloroformo y etanol; estos controlaron el crecimiento en un 76% con extracto etanol y 93%
con extracto cloroférmico (Lira-Saldivar, 2003). Pefiuelas-Rubio et al. (2017) evaluaron la
capacidad antifingica de extractos de L. ftridentata tanto in vitro como in vivo; con los
disolventes etanol, metanol, diclorometano y agua; esto se llevo a cabo en plantas de jitomate

en condiciones bajo invernadero y al mismo tiempo in vitro sobre medio de cultivo PDA para



la inhibicion de F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici. Los extractos fueron obtenidos por
sistema Soxhlet y evaporacion rotatoria. La prueba in vitro se realiz6 por la técnica medio
envenenado y realizaron medidas diarias del didmetro de crecimiento micelial. Para el ensayo
in vivo, prepararon una solucion inoculante en la cual se sumergieron por 30 minutos las
raices de plantulas de jitomate, previamente heridas con bisturi en raices secundarias, se
pasaron a maceta, una vez aqui se les aplico cada 7 dias los extractos obtenidos con ayuda de
un adherente agricola, se hicieron mediciones de clorofila, altura y nimero de hojas, con esto
se calculo el indice de severidad con la formula de Towsend y Heuberguer (1943); obtuvieron
resultados donde las plantulas tratadas con los extractos de L. tridentata presentaron menor
severidad comparada al testigo. En general, observaron que los extractos con mayor
porcentaje de inhibicidon y desarrollo vegetativo fueron los obtenidos con diclorometano y
metanol. Con esto se tiene una apertura hacia los efectos de extractos de la gobernadora sobre

material vegetal y de los diferentes solventes para la extraccion de los mismos.

Gamez et al. (2007) plantean una investigacién en la cual utilizan extractos acuosos de
diferentes plantas, entre ellas L. tridentata, para conocer su efecto en la germinacion de los
siguientes cultivos de importancia econdmica: sandia, melon, calabaza y tomate de cascara;
el objetivo de este trabajo fue conocer los efectos de extractos vegetales en la emergencia de
la plantula. Los resultados demuestran que con extractos de la gobernadora, se obtiene una
disminucion de germinacion para melon y sandia, comparado al control que solo se le agregd
agua destilada; para calabaza el porcentaje de germinacion es similar al control, mientras que
para tomate de cascara hay un aumento, teniendo hasta un 80% de germinacidn con la adicion

de extracto de gobernadora y un 56.6% de germinacion para el control.

Estos trabajos dan lugar a ampliar las investigaciones sobre los efectos de extractos de la
gobernadora utilizados in vitro para la inhibicion del crecimiento de hongos fitopatdogenos y
en material vegetal ya que, como se puede observar, el uso de los diferentes solventes para
la extraccion de los componentes de la resina de L. tridentata, dan cierto grado de efectividad
para la inhibicion en el crecimiento in vitro de agentes fitopatogenos, dejando en primer lugar
extractos obtenidos con metanol, etanol y cloroformo, pero para las extracciones con agua la

inhibicién es baja o similar al control. Ademas de esto, en algunas de las pruebas llevadas



sobre material vegetal se contempld que los extractos de L. tridentata no afectan al desarrollo
de este o se ve beneficiado, en el caso de semillas, no se conoce el efecto de extractos de
gobernadora obtenidos con diferentes solventes como etanol para pruebas de germinacion,
lo cudl se aborda en este ensayo, ademas de una prueba de inhibicidon con la técnica de medio
envenenado y una prueba donde, se realiz6 la inoculacion de un hongo sobre semilla para
demostrar si existe inhibicion del agente fitopatogeno cuando esta presente en la semilla. En
este trabajo se obtuvieron extractos acuosos, por la técnica de infusion y extractos etandlicos
por maceracion en frio, se evaluo su efecto en el crecimiento de F. oxysporum en condiciones
in vitroy su efecto en la germinacion de semillas jitomate para obtener una vision mas amplia

de su potencial.

3. HIPOTESIS
Los extractos de Larrea tridentata tienen actividad antifungica in vitro contra Fusarium
oxysporum, pero inhiben la germinacion de semillas de Solanum lycopersicum en

condiciones in vitro.
4. OBJETIVOS
4.1. General

Evaluar los efectos antifingicos de extractos etanolicos y acuosos de Larrea tridentata contra

Fusarium oxysporum, asi como en la germinacion de semillas de Solanum lycopersicum.
4.2. Especificos

4.2.1. Determinar el potencial antifingico de los extractos etanolico y acuoso de L.

tridentata para el control de F. oxysporum sobre medio de cultivo PDA.

4.2.2. Establecer los porcentajes de germinacion de las semillas de Solanum
lycopersicum para los extractos acuoso y etandlicos y asi examinar si existen

diferencias significativas con el control.

4.2.3. Observar los efectos de los extractos etandlico y acuoso en la inhibicion de F.

oxysporum inoculado en semillas de S. lycopersicum.



5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Material vegetal

La planta de L. tridentata se consiguio6 en el mercado “General Mariano Escobedo” ubicado
en Santiago de Querétaro, Querétaro, la cual ya viene seca y empaquetada en bolsa de
celofan, se seleccionaron solo las hojas eliminando las ramas, para asi realizar el molido de

solo hojas para los extractos.

Las semillas utilizadas se obtuvieron de frutos de jitomate S. lycopersicum var. aquila
proporcionados por la Unidad Viveristica y Hortofruticola Amazcala (UVHA), de la
Universidad Autonoma de Querétaro campus Amazcala. Se extrajeron las semillas para ser
lavadas y quitar la mayor parte de mucilago posible; se dejaron secar sobre papel absorbente
durante 10 dias, después se les aplicd por aspersion cloro comercial diluido en agua (50
ml/L); esto se dejo secar por otros 10 dias, para almacenarlas en un lugar oscuro y seco, hasta

su posterior uso.
5.2. Obtencion del hongo fitopatogeno

El hongo Fusarium oxysporum con el que se trabajé fue obtenido en el laboratorio de Sanidad
Vegetal de la Universidad Autonoma de Querétaro, Facultad de Ciencia Naturales, Campus
Juriquilla. El hongo se identificé mediante claves taxonomicas (Figura 6) y Reaccion en
Cadena de Polimerasa (PCR); para lo cual se realizo aislamiento de ADN por el método
fenol-cloroformo congelando micelio con nitrégeno liquido, se pulverizé en mortero con
pistilo, se agregd solucidon de urea y se dejo reposar por 30 minutos, después paso por la
centrifugadora y en un tubo se aplico la solucion de extraccion de fenol-cloroformo-alcohol
1soamilico, posteriormente se centrifugo, se le agregd isopropanol y se agitd hasta obtener
una pastilla de acidos nucleicos, ésta se lavo con etanol frio al 70%, se secd y se almaceno.
A otra muestra, para obtener ADN genomico a gran escala, se dio tratamiento con buffer de
extraccion, después se le aplicé una solucion de fenol-cloroformo, se incubd, pasd por
centrifugadora y se recupero el sobrenadante para formar una pastilla de acidos nucleicos la
cual se tratd con RNAsa y se almacend. Estas muestras se procesaron por electroforesis y se
determind la concentracion de 4cidos nucleicos en nanodrop; las muestras de ADN se

diluyeron y utilizaron reacciones de PCR, siguiendo indicaciones del proveedor Thermo



Scientific® con cebadores ITSI. La técnica de electroforesis se realizoé en un gel de agarosa
al 1% con bromuro de etidio y las ampliaciones se purificaron por kit QIAquick (QIAGEN);
se procedi6 con la secuenciacion de las reacciones de PCR en el Laboratorio Nacional de
Genomica para la Biodiversidad. Las secuencias obtenidas se exportaron a formato Fasta;
¢éstas se compararon y alinearon con referencias de diferentes especies de Fusarium obtenida
de GenBank; fueron procesadas con los softwares RaxML y PAUP, los arboles generados se

analizaron con el software Dendroscope 3.5.9.
5.3. Preparacion de extractos

Los extractos etanolicos se obtuvieron por maceracion en frio. Las hojas ya secas se molieron
manualmente utilizando mortero y pistilo de porcelana dejando particulas de
aproximadamente 0.5 milimetro, esto se colocd en un frasco color &mbar y se le agreg6 el
solvente en una proporcion 1: 3 (hoja: solvente). Se agité de forma manual durante unos
minutos para asegurar que las hojas molidas de L. tridentata entraran en contacto con el
etanol. Se manejaron tres tiempos de maceracion: 3, 5 y 10 dias; los frascos se colocaron en
un ambiente oscuro y no se movieron hasta que transcurrieron los dias establecidos. Pasado
el tiempo, el extracto se filtr hacia otro frasco color &mbar, con papel Whatman® #1 y
embudo, para eliminar todo el material molido. Ya filtrado, se buscod eliminar el etanol,
dejando el frasco abierto a temperatura ambiente durante 20 dias hasta que se obtuvo una

pasta espesa que fue llevada a refrigeracion hasta su uso.

Los extractos acuosos, por otro lado, se realizaron con la técnica de infusion, donde segun la
Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos consiste en verter agua hirviendo
sobre la droga vegetal, dejandolo de 5 a 15 minutos y tapandolo bien para evitar cualquier
pérdida. Se realizaron 3 concentraciones para la infusion: 50 g/L, 100 g/L y 200 g/L; se utilizd
agua destilada, la cual se hirvié en plancha térmica. En un vaso de precipitado se colocaron
las hojas de L. tridentata molida, para después hacer el vaciado del agua hirviendo, se tapd
con papel aluminio y se dejo reposar durante 20 minutos, con lo cual se pretendié una
extraccion mas completa de los componentes de la gobernadora. Transcurrido este periodo,
se filtré con papel Whatman® #1 y embudo para eliminar las hojas molidas, estos extractos

se utilizaron inmediatamente.



5.4. Pruebas in vitro en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA)

Las pruebas para demostrar la eficiencia de inhibicién de los extractos de L. tridentata
obtenidos sobre F. oxysporum fueron en medio de cultivo PDA con la técnica de medio
envenenado, que se basa en agregar los extractos obtenidos en el medio de cultivo antes de

que solidifique.

Una vez que se hidratd y mezclo el medio de cultivo en agua destilada, éste se esterilizé en
autoclave a 120°C durante 20 minutos y se dejo enfriar de 15 a 20 minutos dentro de la
misma; después se procedié a mezclar los extractos con el PDA y se vaci6 a las cajas de Petri.
Una vez que solidificd, se realizé la siembra del hongo el cual se obtuvo por crecimiento in

vitro.

Se utilizaron diferentes concentraciones para las pruebas de medio envenenado, para los
extractos de etanol: 500 mg, 1000 mg y 2000 mg por litro de PDA (Moreno-Limoén, 2011),
es decir, para cada uno de los tiempos de maceracion (3, 5 y 10 dias), se manejaron 3
concentraciones, obteniendo en total 9 tratamientos, con 12 repeticiones cada uno. De igual
manera para los extractos acuosos, se utilizaron tres concentraciones, 5 ml, 10 ml y 20 ml
por litro de PDA para cada una de las variables de las infusiones (50 g/L, 100 g/L y 200 g/L),
con esto, también se obtienen 9 tratamientos diferentes con 12 repeticiones cada uno.
También se trabajo con un tratamiento control donde no se adicion6 ningun extracto y que
funciond como referencia. Al momento de ser utilizados los extractos acuosos, se pasaron
por un filtro millipore 0.22 pm, con jeringa estéril para disminuir la presencia de
microorganismos que pudieran contaminar el experimento. Los extractos etandlicos se
diluyeron en 1 ml de acetona para obtener una consistencia liquida y una mejor manipulacion.
Después de ocho dias transcurridos de la siembra de F. oxysporum sobre los medios de
cultivo con extractos de L. tridentata, se midio el crecimiento del hongo, tomando dos
medidas cruzadas del didmetro; de esta manera se conoce la inhibicién de los tratamientos

sobre el hongo fitopatdgeno y se seleccion6 los que demostraron mayor eficiencia.
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Figura 6. Dendograma obtenido de la secuenciacion de los resultados de PCR del
hongo fitopatogeno, Fusarium oxysporum.

Clado 3 (Maryanietal.2019)



5.5.Prueba in vitro sobre semillas

Una vez seleccionados los tratamientos que mostraron mejores resultados de inhibicion del
hongo F. oxysporum sobre PDA y con diferencias significativas, se llevaron a pruebas sobre
semillas, con esto se observo los efectos de los extractos de L. tridentata sobre la emergencia
de la plantula y si existe inhibicion en el crecimiento de un hongo fitopatdogeno inoculado

sobre semillas.

Se realizaron un total de ocho tratamientos: un control positivo donde solo se agreg6d agua
corriente estéril, lo cual ayudo a conocer el porcentaje de germinacidn; un control negativo
con solo el patdgeno, con esto se observo los efectos que tiene el patogeno sobre la
germinacion de semillas de S. lycopersicum; tres tratamientos donde se adicionaron a las
semillas los diferentes extractos seleccionados en la prueba de inhibicion y aqui apreciar si
existe efecto de alelopatia por parte de los extractos de L. tridentata. Por ultimo, tres
tratamientos donde las semillas se inocularon con el hongo fitopatdgeno y se les adicion6 los
extractos de gobernadora seleccionados, de tal forma que se simul6 una prueba similar a lo
que se observa en campo y sobre la funcién que se espera que cumpla el extracto de la
gobernadora; se llevaron a cabo 10 repeticiones de cada tratamiento, con 10 semillas en cada
caja de Petri y asi tener una vision mas amplia de los posibles resultados. Las cajas de Petri
fueron selladas con Parafilm® y se colocaron en cdmara bioclimatica modelo CBRF-20 para
su germinacion, a una temperatura de 25° C y una humedad relativa entre 40-45%. Se
trabajaron con un algodon estéril en la base de la caja y se le agregd agua corriente estéril

para humedecerlo, para después colocar las semillas.

Las semillas tratadas con los extractos de L. tridentata seleccionados, fueron sumergidas en
el extracto hasta notar que estaban totalmente cubiertas, después se colocaron sobre el
algodon himedo en la caja de Petri. En los tratamientos de semillas con inoculacion del
hongo y adicion de extractos de la gobernadora, las semillas primero se sumergieron en el
extracto y después se colocaron 20 pl de solucion inoculante, para esto primero se realizé un
conteo de conidios, con ayuda de camara de Neubauer 0,100 mm, a cada semilla se le
colocaron 20 pl de solucion inoculante, con esto se estima que se aplicaron 103,250 conidios

por semilla.



5.6. Analisis estadistico

Se obtuvo el porcentaje de inhibicion de F. oxysporum sobre el medio envenenado; para esto,
las medidas obtenidas del didmetro de crecimiento se promediaron y se les rest6 el tamafio
de siembra para tener el crecimiento absoluto del hongo. Después se calcul6 el porcentaje de

inhibicién mediante las siguientes formulas (Moreno-Limon, 2011):

Pc = b X100
c_Dc
Pi =100 — Pc

Donde:

Pc: Porcentaje de crecimiento

D: Diametro de crecimiento sobre medio envenenado
Dc: Diametro de crecimiento del control

Pi: Porcentaje de inhibicion

Al obtener los resultados en inhibicion de los diferentes tratamientos, se realiz6 una prueba
ANOVA vy con ello una prueba de Tukey, de esta manera, identificar si existe alguna
diferencia significativa entre los tratamientos. También se efectuaron pruebas de Dunette,
para comparar con el tratamiento control y realizar un analisis mas amplio. Otro analisis que
se realiz6 en la prueba de inhibicion sobre PDA fue la Tasa Relativa de Crecimiento (TRC)
que consiste en comparar los promedios de crecimiento con el crecimiento del tratamiento
control, para este andlisis también se utilizaron los promedios de diametro, tomados a los
ocho dias después de la siembra, de esta manera se conoce cuanto crecio el patdgeno sobre
si mismo. En los ensayos sobre semillas los resultados se manejaron en porcentaje de
germinacion, considerando como germinada aquella semilla donde se apreciaron ambos
cotiledones desarrollados, se realizaron estds observaciones a los ocho dias después de la
siembra, se obtuvo el promedio de los porcentajes de germinacion de los diferentes

tratamientos para efectuar las pruebas de Tukey y Dunnett.



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Determinacion del efecto inhibitorio de los extractos etandlicos de L. tridentata

sobre F. oxysporum.

En las pruebas realizadas con extractos etanolicos de gobernadora, se obtuvo un promedio
general del 95.79% =+ 0.67 de inhibicion; los tratamientos con una concentracion de 2000
mg/L de PDA obtuvieron los mejores resultados sin importar los dias de maceracion, con un
promedio de 99.19%; los tratamientos con 1000 mg/L de PDA con 3 y 5 dias de maceracion
se observan dentro del mismo grupo que los tratamientos de 2000 mg/L. de PDA, segun la
prueba de Tukey, pero el tratamiento con 10 dias de maceracién lo encontramos en un
porcentaje de inhibicion mas bajo agrupado con los tratamientos de 500 mg/L de PDA, dentro
de estos ultimos tenemos el tratamiento con el porcentaje mas bajo de inhibicion, con 10 dias
de maceracion, obteniendo un 86.65%. En cuanto a la TRC observamos que todos los
tratamientos fueron significativamente diferentes respecto al control; esto indica que estos
extractos ofrecen una alta inhibicion de crecimiento del hongo. El tratamiento con TRC mas
alta fue de 10 dias de maceracion y 500 mg/L de PDA, lo que significa que este tratamiento
fue donde mas crecimiento hubo sobre si mismo; la TRC mas baja fue de 5 dias de
maceracion con 2000 mg/L de PDA que indica un menor crecimiento de hongo, esto coincide

con los resultados de porcentaje de inhibicion (Tabla 1).

En la Figura 7 observamos los promedios de inhibicion de F. oxysporum sobre medio de
cultivo, para cada tratamiento; cinco de estos tratamientos se mantienen cerca del 100% de
inhibicidn, destacando los de concentracion 2000 ml/L de PDA y dos de concentracion 1000
ml/L. Los tratamientos de concentracion 500 ml/L con 3 y 5 dias de maceracion se posicionan
cerca del 95%, mientras que el tratamiento de 10 dias de maceracion esta por de bajo del
90%. En el grafico para la TRC (Figura 8), que como se explicé antes, se refiere al nimero
de veces que el hongo crecio6 sobre si mismo, observamos que los tratamientos de extraccion
con etanol se mantienen entre 0 y 3, con lo que se interpreta que estos extractos permiten un
crecimiento casi nulo; para confirmar esta idea, el control, representado por un 0, se mantiene
cerca de 15 con lo que se puede apreciar mas claro que la inhibicion en el crecimiento de F.

oxysporum con estos extractos. En general, el promedio de TRC para tratamientos etandlicos



fue de 0.773, mientras que para el control fue 14.833, con lo que se puede observar la

diferencia en el crecimiento que extractos etandlicos ofrecen.

Tabla 1. Porcentaje de inhibicion y tasa relativa de crecimiento (TRC) con el desglose
de las abreviaciones para cada tratamiento en extractos etanolicos.

Abreviacion Tratamiento % inhibicion TRC
3-500 3 dias maceracion — 500 mg/litro de PDA 93.755b 1.050 cd
3-1000 3 dias maceracion — 1000 mg/litro de PDA 98.440 a 0.250 de
3-2000 3 dias maceracion — 2000 mg/litro de PDA 98.909 a 0.236 de
5-500 5 dias maceracion — 500 mg/litro de PDA 93913 b 0.938 cd
5-1000 5 dias maceracion — 1000 mg/litro de PDA 98.594 a 0.317 de
5-2000 5 dias maceracion — 2000 mg/litro de PDA 99.688 a 0.064 e
10-500 10 dias maceracion — 500 mg/litro de PDA 86.645 ¢ 2.512b

10-1000 10 dias maceracion — 1000 mg/litro de PDA 93.207 b 1.380 ¢
10-2000 10 dias maceracion — 2000 mg/litro de PDA 98.986 a 0.210 de

CONTROL 0.0 14.833 a

También se pueden apreciar unas representaciones de la inhibicion de F. oxysporum sobre el
medio envenenado con extractos etanolicos. De forma visual se observa el comportamiento
del hongo y crecimiento de micelio en los diferentes tratamientos (Figuras 9, 10 y 11),
manteniéndose solo en el centro donde sé realizo la siembra del mismo para los tratamientos
con una concentracion de 2000 mg/L, comenzando a verse un poco de crecimiento en el
tratamiento de 3 y 10 dias de maceracion con concentracion 100 mg/L y atin mas para los

tratamientos con la menor concentracion, 500 mg/L de PDA.
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Figura 7. Resultados del porcentaje de inhibicion en extractos etandlicos. Utilizando la media
de los tratamientos y agregando error estandar. *Las letras indican los tratamientos
significativamente diferentes de acuerdo con la prueba post-hoc de Tukey.
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Figura 8. Resultados de la Tasa Relativa de Crecimiento en extractos etanolicos. Utilizando
la media de los tratamientos y agregando error estandar. *Las letras indican los
tratamientos significativamente diferentes de acuerdo con la prueba post-hoc de

Tukey.



Figura 9. Efecto de inhibicion de extractos etandlicos en el crecimiento de F. oxysporum con la técnica
de medio envenenado; tratamientos con 2000 mg/L de PDA. a.3 dias de maceracion. b.5 dias
de maceracion. c.10 dias de maceracion.

Figura 10. Efecto de inhibicion de extractos etandlicos en el crecimiento de F. oxysporum con la técnica
de medio envenenado; tratamientos con 1000 mg/L de PDA. a.3 dias de maceracion. b.5 dias
de maceracion. c.10 dias de maceracion.

Figura 11. Efecto de inhibicion de extractos etandlicos, en el crecimiento de F. oxysporum con la técnica
de medio envenenado; tratamientos con 500 mg/L de PDA. a.3 dias de maceracion. b.5 dias
de maceracion. c.10 dias de maceracion.




6.2. Determinacion del efecto inhibitorio de los extractos acuosos de L. tridentata
sobre F. oxysporum.

Para los tratamientos acuosos se obtuvieron inhibiciones mas bajas, con un promedio de
4.72% + 0.44, donde tratamientos de 50 g/L para la infusién obtuvieron nimeros negativos,
esto quiere decir que hubo un mayor crecimiento que en el mismo control que no recibid
ningun extracto de la gobernadora. Para las infusiones con 100 g/L la inhibicién se mantiene
cerca del 0%, a excepcion del tratamiento con 20 ml/L de PDA el cual se mantuvo cerca del
12%; por ultimo, los tratamientos de 200 g/L para la infusioén, no hay diferencia con otros
tratamientos a excepcion del tratamiento con 20 ml/L PDA el cual es significativamente
diferentes a los demas con un 29.42% de inhibicion. EI TRC correspondiente a cada
tratamiento con una prueba de Tukey muestra resultados cercanos al control o por encima
del control respecto al crecimiento, con un promedio de 14.17, mientras que el control tiene
un 14.83; el tratamiento que se mantiene mas bajo es el de 200-20 con un TRC de 9.69 (Tabla
2). Los extractos acuosos se mantienen cerca del 0% sin importar la concentracion de infusion
o al vaciado en PDA (Figura 12), al igual que en TRC, los tratamientos estan relacionados
con el control, a diferencia del tratamiento 200-20, que coincide con los resultados de

porcentaje de inhibicion (Figura 13).

Se puede concluir que los extractos acuosos no son una fuente eficaz para la inhibicion de F.
oxysporum con la técnica utilizada en este trabajo, de manera més especifica los extractos
acuosos se mantienen dentro de un mismo nivel, en este rango tenemos inhibiciones hasta
por debajo de cero. En las Figuras 14, 15 y 16 se puede apreciar un ejemplo de los diferentes
tratamientos con extractos acuosos, y de forma visual, su crecimiento sobre el medio
envenenado; comenzando con los tratamientos de 20 ml/L de PDA, la concentracion de
infusion, 200 mg/L se muestra con la mayor inhibicion, comparado con todos los demas
tratamientos, después tratamientos con 10 ml/L de PDA donde solo la concentracion de
infusion mas alta muestra menor crecimiento comparado a los demds y terminando con
tratamientos de 5 ml/L de PDA en los diferentes concentraciones para la infusion, en los
cuales el desarrollo del micelio es mas notorio. Con esto se aprecia la diferencia de inhibicion
entre los diferentes tratamientos y visualmente hay mayor crecimiento del micelio

comparado a los tratamientos con extractos etandlicos.



Tabla 2. Porcentaje de inhibicidn y tasa relativa de crecimiento (TRC) con el desglose de las
abreviaciones para cada tratamiento en extractos acuosos.

Abreviacion

50-5

50-10

50-20

100-5

100-10

100-20

200-5

200-10

200-20

% Inhibicion

20

Tratamiento

50 g/L infusion — 5 ml/L de PDA
50 g/L infusion — 10 ml/L de PDA
50 g/L infusion — 20 ml/L de PDA
100 g/L infusion — 5 ml/L de PDA
100 g/L infusién — 10 ml/L de PDA
100 g/L infusién — 20 ml/L de PDA
200 g/L infusion — 5 ml/L de PDA
200 g/L infusion — 10 ml/L de PDA
200 g/L infusion — 20 ml/L de PDA

CONTROL

% inhibicion

-0.161 ¢

-0.552 ¢

-0.782 ¢

0.464 ¢

0.464 ¢

12.327 b

0.855¢

0.467 ¢

29.429 a
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Figura 12. Resultados del porcentaje de inhibicion en extractos acuosos. Utilizando la media
de los tratamientos y agregando error estandar. *Las letras indican los tratamientos
significativamente diferentes de acuerdo con la prueba post-hoc de Tukey.
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Figura 13. Resultados de la Tasa Relativa de Crecimiento en extractos acuosos. Utilizando
la media de los tratamientos y agregando error estandar. *Las letras indican los
tratamientos significativamente diferentes de acuerdo con la prueba post-hoc de
Tukey.

Figura 14. Efecto de inhibicion, extractos acuosos, en el crecimiento de F. oxysporum con la
técnica de medio envenenado; tratamientos con 20 ml/L de PDA: a. infusion 50 g/L. b.
infusion 100 g/L. ¢. infusion 200 g/L.



Figura 15. Efecto de inhibicion, extractos acuosos, en el crecimiento de F. oxysporum con la técnica
de medio envenenado; tratamientos con 10 ml/L de PDA: a. infusion 50 g/L. b. infusién
100 g/L. c. infusion 200 g/L.

Figura 16. Efecto de inhibicion, extractos acuosos, en el crecimiento de F. oxysporum con la
técnica de medio envenenado; tratamientos con 5 ml/L de PDA: a. infusion 50 g/L. b.
infusion 100 g/L. ¢. infusion 200 g/L.

Con estos resultados podemos examinar las diferencias que existen entre los extractos
etanolicos y acuosos (Tabla 3) al momento de hacer pruebas de inhibicion de crecimiento de
un hongo fitopatégeno sobre medio de cultivo, también se observa como los resultados en

porcentaje de inhibiciéon y TRC coinciden y confirmar los resultados obtenidos entre ellos.

Apoyandonos en las Tablas 1 y 2, donde se precian los resultados para cada tratamiento de
extractos etandlicos y acuosos se seleccionaron los tratamientos para la prueba en semillas;
de esta manera, para extractos etanolicos se eligieron dos tratamientos que demuestren una

diferencia en la prueba Tukey y tengan 3 y 5 dias de maceracion, esto debido a que son los



mejores resultados presentados; se tomaron los tratamientos 3-1000 y 5-2000 con la intencién
de que al tener diferentes concentraciones, se pueda observar su influencia en la prueba de
germinacion. En el caso de extractos acuosos, debido a los resultados que se presentan, solo
se eligio el tratamiento 200-20 ya que es el Unico que presenta una diferencia significativa
tanto en porcentaje de inhibiciéon como en TRC, es claro que no se aprecia una inhibicion
como con los extractos etandlicos pero, ya que se va a llevar a prueba de germinacion, es
importante conocer su efecto en este escenario. Gamez et al., (2007) toman solo extractos
acuosos para prueba de germinacidon y presentan porcentajes cercanos al control en

germinacion.

En forma general los resultados de extractos acuosos y etandlicos muestran una amplia
diferencia entre si, con esto se puede observar lo mencionado por Martins et al. (2012), donde
explica que los fitoestrogenos como el NDGA, tienen baja solubilidad en agua y que estos

son los que aportan las propiedades biocidas a la gobernadora.

Tabla 3. Concentrado del promedio de las diferentes pruebas para los extractos de etanol y

agua.
Extractos etanolicos Extractos acuosos
% inhibicion 95.79 4.72
TRC 0.773 14.172

6.3. Determinacion del efecto en la germinacion de semillas con los extractos de L.

tridentata.

Las pruebas del efecto de extractos de gobernadora sobre la germinacion se llevaron sobre
semillas de jitomate (Solanum lycopersicum) y se analiz6 cual es la accion que tiene sobre
ellas, ya que, al tener potencial para evitar el crecimiento de otros organismos, se tiene que
conocer mas de sus efectos y determinar si se puede usar sobre material vegetal sin afectar a
su crecimiento o en este caso, su germinacion. También cumple la funcién de una prueba
mas puntual, sobre la inhibicion de patdégenos que se encuentran sobre plantas o semillas. Es

importante llevar a cabo estas pruebas para tomar decisiones sobre el uso de fungicidas de



origen botanico y que sean eficaces en su funcion, coadyuvando en el mejor manejo de los
recursos. Los resultados se manejaron en porcentaje de germinacion y se obtuvo el promedio

para ejecutar prueba de ANOVA vy posteriormente de Tukey y Dunnett.

Tabla 4. Desglose de los tratamientos para la prueba de germinacion in vitro.

Tratamiento Descripcion tratamiento % germinacion

0 Semillas control 67 a
1 Semillas + F. oxysporum 7c

2 Semillas + Extracto etanol 3-1000 31b
3 Semillas + Extracto etanol 5-2000 19 be
4 Semillas + Extracto acuoso 200-20 75 a
5 Semillas+ Extracto etanol 3-1000 + F. oxysporum 22 be
6 Semillas + Extracto etanol 5-2000+ F. oxysporum 6¢

7 Semillas+ Extracto acuoso 200-20 + F. oxysporum 24 be

Apreciando la Tabla 4, se observa al control (0) con un 67 % de germinacién, el cual no
muestra diferencia significativa con el tratamiento 4, donde solo se le agreg6 extracto acuoso,
el cual refleja un 75% de germinacion, un poco mayor que el control, esto se relaciona con
lo reportado en el trabajo de Gamez et al. (2007) donde, extractos acuosos de la gobernadora
benefician la germinacion; en esta misma Tabla se aprecia que el tratamiento 1, al que se
inocul6 el patdgeno y se esperaba afectacion en la germinacion, no tiene diferencias con los
tratamientos donde se trabajo con extractos de L. tridentata como tratamiento a la inoculacion
de F. oxysporum, ni al tratamiento 3, donde se trabajé con extracto etanodlico a mayor
concentracion; en este ultimo caso, se pude atribuir a la alelopatia generada por L. tridentata
a otros organismos, ya que comparada con el control se obtuvo un 58% menos de
germinacion Con esto se contempla que la germinacion de las semillas se esta viendo
afectada tanto por la inoculacion del patdogeno como por altas concentraciones en extractos
etanolicos, a diferencia del extracto acuoso, con el cual se ve beneficiada un 8% mas. Este

aumento en la germinacion por extractos acuosos puede estar relacionado con lo reportado



por Martins et al. (2012) donde los fitoestrogenos de la gobernadora tienen baja solubilidad

en agua.

En los tratamientos 5, 6 y 7 se busco generar un ambiente similar al esperado en campo y que
un fungicida de origen botdnico diera un tratamiento repelente a patdogenos, pero la
germinacion de la semilla tratada no obtuvo diferencias significativas con el control negativo
(Figura 17), donde solo se inoculd6 el patdégeno, pero se observa que en el caso de las semillas
tratadas hubo un 17% de aumento en la germinacién comparado con este control. En el
tratamiento 0, se observo cotiledones desarrollados en la mayoria de las semillas colocadas
en las cajas de petri. Para los extractos etanolicos, tratamiento con extracto etanol 3-1000,
encontramos semillas geminadas y con los cotiledones desarrollados, pero en menor cantidad
que el control, para el tratamiento 3 (extracto etanol 5-2000) el desarrollo de los cotiledones
es aun mas escaso quedando solo en la emergencia de raiz. En la prueba de semillas
inoculadas con el hongo fitopatdgeno, se observa que la germinacion disminuy6 confirmando
el 7% de germinacién que se obtuvo; para el tratamiento 4 se observa que el agua como
solvente no extrae fitoestrogenos que interfieran con el crecimiento de otros organismos, por
esto se observa una germinacion similar al control (Figura 18)

Media(% germinacion) frente a semillas
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Figura 17. Resultados porcentaje de germinacion para los diferentes tratamientos en pruebas
con semillas. Se utilizo la media de los tratamientos y se agregd error estandar.
*Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.



Figura 18. Pruebas sobre semillas en condiciones in vitro. A. Tratamiento 0: control semilla. B.
Tratamiento 1: control patdégeno. C. Tratamiento 2: semillas+extracto etanol 3-1000.
D. Tratamiento 3: semillas+extracto etanol 5-2000.



Figura 18. Continuacion. E. Tratamiento 4: semillas+extracto acuoso 200-20. F. Tratamiento 5:
semillas+extracto etanol 3-1000+patdgeno. G. Tratamiento 6: semillas+extracto etanol
5-2000+patogeno. H. Tratamiento 7: semillas+extracto acuoso 200-20+patdgeno.



7. CONCLUSIONES

En este estudio sobre la utilidad de un fungicida de origen botanico de gobernadora contra
un hongo fitopatdgeno, se muestra que los extractos etanolicos para la inhibicion en el
crecimiento de F. oxysporum en condiciones in vitro sobre PDA es alta, con porcentajes de
hasta 99.68% de inhibicion y una Tasa Relativa de Crecimiento de 0.064, es decir, casi nulo
el crecimiento sobre si mismo, con estos mismos extractos, se puede apreciar una
disminucion en el porcentaje de germinacion en los tratamientos donde la semilla fue tratada
solo con los extractos, comparado al control, por lo que se puede tratar de un efecto
alelopético por parte de los fitoestrogenos de la gobernadora, obtenidos por los métodos de
extraccion aqui utilizados; en semillas tratadas con extractos etandlicos de L. tridentata e
inoculadas con F. oxysporum, no existe diferencia significativa entre el control inoculado
solo con patogeno y las semillas tratadas con los extractos etanolicos de mayor
concentracion, se puede concluir que no hay una mayor disminucién en la germinacion por
la posible alelopatia de los extractos comparada al dafio por el patdogeno, ademas de esto
visualmente se observa que la semilla no se muere, pero el proceso de germinacidén es mas
lento y da una brecha a seguir buscando la mejor forma de utilizar dichos extractos como

tratamientos a agentes patdgenos.

En caso de los extractos acuosos tampoco demostrd una diferencia entre el tratamiento solo
con la inoculacion en semillas, ni en el caso in vitro se observo una disminucion en el
crecimiento del patogeno, por lo que no se puede recomendar su uso como fungicida botanico
para esta forma de extraccion, pero muestra un potencial de estimulacion en el crecimiento
de los diferentes individuos aqui trabajados, lo cual puede ser un indicador de que las

substancias que afectan del desarrollo de las plantulas, no son extraidas por este método.

En este trabajo se buscé obtener técnicas de extraccion accesibles para personas sin equipo
de laboratorio especializado; debido a los resultados obtenidos, se recomienda llevar los
extractos etanolicos a mas pruebas sobre semillas y que estas tengan una cantidad de in6culo
mas cercano a lo observado en campo, para descartar efecto cruzado en el desarrollo de la
plantula. Debido al potencial de los extractos de Larrea tridentata se recomienda aumentar

los estudios fitoquimicos y demds pruebas mds cercanas a las encontradas en campo y



aplicables en este sentido, ya que lo que se busca es dar alternativas a productores interesados

en un manejo menos agresivo.
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