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Resumen

EVALUACION IN VITRO DE EXTRACTOS VEGETALES DE Proboscidea parviflora
W. (MARTYNIACEAE) y Phaseolus lunatus L. (FABACEAE) SOBRE
FITOPATOGENOS DE AGUACATE.

POR:
ANTONIO OROZCO PLANCARTE
MAESTRO EN CIENCIAS EN PARASITOLOGIA AGRICOLA

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

La tristeza del aguacatero es una enfermedad causada por Phytophthora cinnamomi
Rands, actualmente han asociado a Pythium amazonianum como otro agente causal
de esta enfermedad, el control de esta enfermedad es con funguicidas sintéticos,
eliminando microorganismos benéficos, contaminando el medio ambiente vy
generando problemas de resistencia a estos productos en los fitopatégenos. Por lo
gue la presente investigacion tiene como propadsito el desarrollo de una alternativa de
manejo mediante el uso de extractos vegetales de Proboscidea parviflora W. y
Phaseolus lunatus L. que controlen el desarrollo de micelio de P. amazonianum en
condiciones in vitro. Los extractos crudos fueron elaborados en el Laboratorio de
Toxicologia de la UAAAN, asi mismo se determinaron los porcentajes de inhibicion,
las concentraciones inhibitorias y los tiempos letales de inhibicién, utilizando la
metodologia de medio envenenado donde se evaluaron varias concentraciones de
los extractos. Obteniendo como resultados que los extractos de ambas plantas
presentan control, inhibiendo el desarrollo de micelio, sobresaliendo los extractos de

P. lutatus por inhibir a concentraciones menores que los extractos de P. parviflora.

Palabras clave: Extractos, Pythium amazonianum, Proboscidea parviflora W. y

Phaseolus lunatus L.
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Abstract

EVALUACION IN VITRO DE EXTRACTOS VEGETALES DE Proboscidea parviflora
W. (MARTYNIACEAE) y Phaseolus lunatus L. (FABACEAE) SOBRE
FITOPATOGENOS DE AGUACATE.

BY:
ANTONIO OROZCO PLANCARTE
MASTER IN SCIENCE IN AGRICULTURAL PARASITOLOGY

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

Avocado 'Tristeza” is a disease caused by Phytophthora cinnamomi Rands. Recently
this disease has been associated to Pythium amazonianum, considered another
causal agent. Avocado “Tristeza” is being currently controlled with synthetic
fungicides that kill beneficial microorganisms, pollute the environment and lead to
resistance problems in plant pathogens. The current research work is aiming to
provide a management alternative using extracts from Proboscidea parviflora W. and
Phaseolus lunatus L. to control the development of mycelia in P. amazonianum in
vitro. Raw extracts were prepared at UAAAN’s Toxicology Laboratory determining the
inhibition percentages, inhibition concentrations and inhibition lethal times. The
poisoned food techniqgue methodology was used to assess several concentrations of
hereinabove mentioned plant extracts, showing that both extracts control and inhibit
mycelial development, in particular P. lutatus, which inhibits mycelial growth at lower

concentrations than P. parviflora extracts.

Key words: Extracts, Pythium amazonianum, Proboscidea parviflora (W.) and

Phaseolus lunatus (L.)



INTRODUCCION

México es el principal productor y consumidor de aguacate (Persea americana Mill.),
a nivel nacional cuenta con una superficie sembrada de 203,732 ha con una
produccién anual de 1, 878,599 ton. Los estados con mayor produccion son:
Michoacén, Jalisco, Estado de México y Nayarit (SIAP, 2016). Dentro de las
enfermedades del cultivo, la tristeza del aguacatero provocada por Phythopthora
cinnamomi Rands es la principal enfermedad a nivel mundial (Téliz y Mora, 2007).
Ademas de tener mas de mil especies de plantas hospederas (Hardhman, 2005).

Hernandez et al. (2016), reportan por primera vez a Pythium amazonianum =
Phytophytium sp. amazonianum como agente causal de la tristeza del aguacate en
Periban, Michoacan, México. Sin embargo De Cock et al. (2015), describen a
Phytopytium mirpurense como una entidad separada filogenéticamente de Pythium y
Phythopthora, caracterizandola por pruebas moleculares y morfologicas por ser el
anico en tener oogonios papilados, internamente proliferados, cilindricos o anteridios

lobulados, asociandolo a la enfermedad.

La necesidad de los productores por manejar esta problematica, los ha conducido a
la busqueda de alternativas de manejo, debido al bajo control que presenta el uso
de productos fungicidas sintéticos, acudiendo a multiples aplicaciones que pueden
acarrear diferentes problemas, entre los que destacan la toxicidad en humanos
(Whalen et al., 2003; Paulitz y Bélanger, 2001), detenciones de exportaciones por
residuos en productos, dafios al medio ambiente (Ramirez y Jacobo, 2002) y efecto

en fauna benéfica (Anderson et al., 2003).

Asi mismo, los fitopatdgenos podrian desarrollar resistencia a ingredientes activos de
fungicidas sintéticos, ocasionando problemas de eficiencia (Chapagain et al. 2007),
haciendo uso de altas dosis y buscando nuevos agroquimicos para sustituir los que
han mostrado resistencia en hongos (Bajwa et al., 2003). Debido a los problemas
gue presenta el uso indiscriminado de los fungicidas sintéticos, es necesario

desarrollar alternativas naturales para el control de enfermedades; una de estas



estrategias es el uso de extractos vegetales; ya que por ser de origen organico, son
biodegradables sin perjudicar la salud humana y el ambiente (Bravo et al., 2000).
Por su parte Maselli et al. (2006), mencionan que el uso de los extractos es una
alternativa para el manejo integrado de los cultivos, debido a su bajo costo, sefialan
gue pueden ser utilizados exitosamente en el control o inhibicion de bacterias y
hongos fitopatdgenos.

Por otra parte Tequida et al. (2002), menciona que los extractos etanolicos y
metanolicos de Proboscidea parviflora W., poseen efectos fungicida inhibiendo el
crecimiento de Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium chrysogenum,
Penicillium expansus, Fusarium poae y Fusarium moniliforme, hasta el momento no
se sabe que metabolitos estan presentes para esta especie. Mientras tanto Asai et al.
(2011), menciona que Proboscidea lousiana contiene un 47% de triterpenos y 38%

de glucosiloxi-acidos grasos.

En la especie de frijol Phaseolus vulgaris L. Torres (2010), menciona que en esta
especie se han encontrado fitoalexinas que son metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana, de bajo peso molecular de naturaleza quimica diversa;
terpenoides, alcaloides, glucésidos y flavonoides entre otros, su funcion radica en la
proteccion frente al ataque de patdgenos, contribuyendo directamente en el control

de bacterias y hongos fitopatégenos.

De tal manera, que en la presente investigacion se consideraron aspectos para
buscar una alternativa de manejo utilizando insumos de menor impacto ambiental,
pero con alta efectividad, para integrarla a las practicas del manejo de Pythium

amazonianum, Phytophythium vexans y Phytophthora cinnamomi R.



Objetivo general

La presente investigacion tiene como objetivo elaborar y evaluar extractos vegetales

para el control de fitopatdgenos de aguacate.

Objetivos especificos

Elaborar y concentrar extractos (acuosos, hexanicos y etandlicos) de P. parviflora y

P. lunatus.

Evaluar los extractos crudos sobre P. cinnamomi, P. amazonianum y P. vexans en

condiciones in vitro.

Hipotesis

Los extractos de P. lunatus y P. parviflora, mostraran efecto inhibitorio superior al

65% en los diferentes fitopatdgenos causantes de la tristeza del aguacatero.



REVISION DE LITERATURA

Historiay origen del aguacate

El aguacate Persea americana Mill., que proviene del nahuatl (Ahuacatl) que significa
“testiculos del arbol”, es un arbol originario de Ameérica, teniendo como lugar de
origen la parte centro de México y en algunas partes altas de Guatemala en donde
se cultivaba desde antes de la llegada de los espafoles (SFA-SAGARPA, 2011).
Evidencias arqueologicas indican que el aguacate era consumido por los pueblos
nativos hace 10,000 afos y su cultivo se habria iniciado hace 6,000 afios (Sanchez,
1999).

Actualmente se identifican tres razas de aguacate: la Mexicana, la Guatemalteca y la
Antillana (SFA-SAGARPA, 2011), mientras que otros investigadores como Berghy
Ellstrand, (1986) realizaron una clasificacion de las variedades botanicas, ubicando la
raza Mexicana como Persea americana var. drymifolia, la raza Antillana como P.

americana y la raza Guatemalteca como P. americana var. guatemalensis.

Clasificacion taxondmica

Clase: Dicotiled6neas
Subclase: Diapétales
Orden: Ranales
Familia: Lauraceae
Género: Persea

Especie: P. americana Mill.



Valor nutricional

La amplia aceptacién y preferencia del aguacate puede deberse a sus cualidades
gustativas, su amplio uso en estado fresco o elaborado en multiples formas y su
relativo aporte de vitaminas y minerales. Por cada 100 g de pulpa contienen: calorias
(150 a 300 cal), hidratos de carbono (2.9 a 7.6 g), proteinas (1.2 a 2.1 g), grasa (6.1
a 21.2 g), agua (68 a 86%) y fibra (0.7 a 2.1 g). Es importante mencionar que la pulpa
y el aceite son reducidos en acidos grasos saturados y ricos en monoinsaturados,
aproximadamente 96% de ellos es acido oleico. Posee vitaminas A, D, E, K, B1, B2,
B6, niacina, acido pantoténico, biotina, acido félico y vitamina C. Minerales como
calcio, hierro, fosforo, sodio, potasio, magnesio, manganeso, cobre, azufre y cloro
(Bergh, 1992; Frias, 1994; Maldonado et al., 2007), por lo que se puede afirmar que

se ubica entre las frutas mas completas.

Importancia econémicay social del aguacate

La produccion de aguacate a nivel nacional, cuenta con una superficie sembrada de
203,732 ha con una produccion anual de 1, 878,599 ton las cuales se exportan a
diferentes paises como Estados Unidos, Canada, Europa y Japon obteniendo
ingresos de 1,270 millones de dolares anuales, lo que genera mas de 300 mil
empleos, los estados con mayor produccién son: Michoacan, Jalisco, Estado de
México y Nayarit (SAGARPA, 2015; SIAP, 2016).

En México hay varias clases de aguacate como Hass siendo la mas popular en el
mercado internacional y con gran aceptacion por los consumidores debido a su sabor
peculiar a nuez y avellana, le sigue la clase Fuerte, Criollo, Bacon, Pinkerton, Gwen y
Reed. Debido al consumo existen varios procesos para la conservaciéon de la pulpa
del fruto de aguacate por lo que el método que ha dado mejores resultados es el
congelamiento (-18 °C) de la pulpa, mediante el cual se elaboran productos como

salsas, condimentos para alimentos como papas y galletas saladas sin olvidar el



guacamole que tiene la mayor aceptacion por los consumidores a nivel mundial
(SFA-SAGARPA, 2011).

El consumo nacional de aguacate es sensible a cambios en el precio, por lo que se
ha visto afectado por variaciones importantes. De la produccion nacional, 69% se
destina al consumo en fresco, 19% para la industria y 12% a exportacion. Se reporta
un consumo per capita anual de 10 kg, que lo ubica como el pais donde se presenta
el mayor consumo de esta fruta (BANCOMEXT, 2010 citado por Arriaga, 2013).

Produccion mundial de aguacate

Hasta el afio 2014, la superficie sembrada a nivel mundial fue 547,849 ha con una
produccion total de 5,028,756 ton, siendo América el que presenta mayor porcentaje
(68.8 %) seguido de Africa con un 15.9 %, por otra parte 10 paises concentraron el
100 % de la produccion mundial; la posicion lider la ocupa México con una
produccion de 1,335,182.4 ton, seguido por Republica Dominicana con 337,924.6
ton, Peru con 278,331.6 ton, posteriormente Indonesia, Colombia, Estados unidos,
Kenia, Chile, Brazil y Rwanda (FAOSTAT, 2014).

Produccion nacional de aguacate

De acuerdo con el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera México es el
principal productor y consumidor de aguacate contando con una superficie sembrada
de 203,732 ha con una produccion anual de 1, 878,599 ton. Los estados con mayor
produccion son: Michoacan, Jalisco, Estado de México y Nayarit (SIAP, 2016). Los
principales estados productores de aguacate en México son: Michoacan (147,720
ha), Jalisco (17,812 ha), Estado de México (9,434 ha), Nayarit (5,446 ha), Guerrero
(4,468 ha), Morelos (4,233 ha) Chiapas (3,294 ha), Puebla (3,286 ha) y Oaxaca
(2,599 ha), (SIAP, 2016).



Principales enfermedades presentes en el aguacate

Las enfermedades principales que atacan al cultivo son la tristeza del aguacatero
causada por Phytophthora cinnamomi R. (Téliz y Mora, 2007), antracnosis
(Colletotrichum gloeosporoides) (Oliveira et al., 2005) y rofia del fruto (Sphaceloma
perseae Jenkins) (Coria, 2009).

Tristeza del aguacatero (Phytophthora cinnamomi R.)

Es una enfermedad causada por Phytophthora cinnamomi R., descubierta por Rands
en 1922 en Sumatra aislandola de arboles de canela Cinnamomun burmanii, siendo
el patbgeno mas importante en arboles forestales, pero también es destructivo en
plantas ornamentales lefiosas (Rododendros y otras Ericaceas) y en huertos de
cultivo de aguacate (Robin et al., 2012). Esta enfermedad es una de las mas
destructivas del arbol de aguacate (Zentmyer, 1980). Por su parte Alexopoulos
(1996), menciona que este fitopatégeno tiene compatibilidad sexual con dos grupos
Al y A2. El grupo A2 es mas patogénico, presentando mayor agresividad en cultivos

agricolas (Zentmyer, 1980).

Los sintomas que presenta esta enfermedad en el arbol son: muerte descendente,
clorosis en el follaje, defoliacion de ramas, pudricibn de raices, las raices
guebradizas y de color café oscuro (SFA-SAGARPA, 2011 y Ochoa, 2006). Por su
parte Coria (2009), menciona que la enfermedad puede atacar arboles en cualquier
edad, observando decaimiento general de la parte aérea, clorosis progresiva en toda
el area foliar, el arbol produce una gran cantidad de frutos pequefios que son
abortados antes de llegar a su madurez y con el avance de la enfermedad ocurre la

defoliacion y el arbol muere.



Figura 1. Arbol con sintomas de la tristeza del aguacatero
Fuente: Ochoa (2006) y Coria (2009).

En México, se ha encontrado en zonas productoras de aguacate de Michoacan
Puebla, Chiapas, Veracruz, Nayarit y Morelos (Téliz et al., 1992). Por otro lado
Ochoa et al. (2009), detectaron a P. cinnamomi R., en cinco municipios del estado de
Michoacan (Periban, Tancitaro, San Juan Nuevo, Salvador Escalante y Uruapan)
demostrando que P. cinnamomi presenta variabilidad genética en esa region

productora.

Antracnosis (Colletotrichum gloeosporoides)

Es una enfermedad causada por el hongo Colletotrichum gloesporoides Penz en el
fruto de aguacate, esta enfermedad es de mayor importancia ya que ocasiona
pérdidas economicas cercanas al 20% de la produccion (Rodriguez et al., 2009)
durante el almacenaje y comercializacion (Freeman et al., 1995), manifestandose con
la aparicibn de manchas circulares color café oscuro en el pericarpio lo que ocasiona
ablandamientos y pudricion de la pulpa o mesocarpo (Prusky et al., 2001 y Yakoby et
al., 2000).

La antracnosis se presenta en diversas partes del aguacatero (Agrios, 1988); cuando
infecta frutos en desarrollo se le denomina como “viruela” presentando al inicio
manchas circulares translicidas redondas, que posteriormente cambian a café

oscuro y pueden ser numerosas; cuando se presenta en frutos maduros se le



denomina “clavo”, observando lesiones negras hundidas, circulares o irregulares
(Zamora et al., 2001) (Figura 2, A, By C), en las hojas se manifiesta como manchas
de color café con un halo clorético y puede provocar defoliacion si la incidencia es
alta (Figura 2, E); en las flores aparece como tizon y provoca la caida o aborto de
fruto (Figura 2, D); en las ramas se observan manchas circulares color café o purpura

que rapidamente se necrosan (Morales y Angel, 2007; Téliz y Mora, 2007).

Figura 2. Diferentes partes de plantas de aguacate con sintomas de antracnosis
Fuente: Barocio (2016).

En cultivo in vitro el patégeno presenta colonias con abundante micelio blanco al
principio en el medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar), cambiando a grisaceas u
oscuras conforme transcurre el tiempo, con masas de esporas o conidios color
rosado a salmén en el centro de la colonia, conidios cilindricos, con extremos
obtusos a redondeados, hialinos, sin septos y uninucleados (Sutton, 1992; Freeman
et al., 1998; Afanador et al., 2003; Oliveira et al., 2005). Las condiciones para que
ocurra infeccién por el hongo varia entre los 20 y 28°C, pero su temperatura 6ptima de
crecimiento es de 27 £ 1°C (Freeman et al., 1995) y con humedad relativa de 80 a 100%
(Prusky et al., 2001; Talhinhas et al., 2005; Yakoby et al., 2002). Con un pH Optimo de
crecimiento del hongo de 5.5 a 7 (Drori et al., 2003; Prusky et al., 2001; Villanueva et al.,
2004).
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Rofia del fruto (Sphaceloma perseae Jenkins)

Es una enfermedad de gran importancia debido al dafio que ocasiona en fruto en
postcosecha ya que hace que el precio de la fruta cosechada se reduzca hasta un
50%, ademéas de ser endémica por estar presente en las zonas productoras de
aguacate manifestandose afio tras afio, por lo que si no se realiza un control
adecuado, la enfermedad se disemina rapidamente, estimandose que en algunas
huertas presentan incidencias de 30 a un 40% y en casos extremos hasta mas del
70% (Coria, 2009). Afectando a todas las variedades de aguacate establecidas en
México, reportando que las variedades mas susceptibles son la “Fuerte” y “Hass”
(Vidales, 1994).

Por otra parte, a nivel mundial la enfermedad esta presente en México, Estados
Unidos, Argentina, Brasil, Haiti, Peru, Cuba, Guatemala, Jamaica, Puerto Rico,
Colombia y Africa, por lo que en México ha sido registrada en zonas aguacateras de
los estados de Michoacan, Guanajuato, Puebla, Querétaro, Estado de México,
Morelos, Nayarit, Tamaulipas y Jalisco (Coria, 2009; Ochoa et al., 2009; Tamayo,
2007).

Las condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad son alta humedad
relativa (80-100%) en el ambiente con precipitaciones abundantes y temperaturas de
22 a 26°C, por otra parte el atague de especies de insectos como los trips
(Thysanoptera) se relacionan de forma directa ya que al alimentarse ocasionan
heridas en las hojas y frutos lo cual son puntos de entrada del patégeno (Tamayo,
2007; Téliz, 2000; Coria, 2009).

Por lo que Ploetz et al. (1994), menciona que los frutos jovenes y hojas tiernas son
mas susceptibles mientras que los maduros son mas resistentes. Los sintomas que
presenta; en fruto son lesiones irregulares de color café rojizo y de apariencia
corchosa (SFA-SAGARPA, 2011), las hojas y ramas pueden presentar
agrietamientos, en las hojas atacadas se observan pequefias manchas individuales

de color café oscuro de menos de 3 mm de diametro, cuando el ataque es severo se



11

distorsionan las nervaduras y se deforman las hojas (Vidales y Anguiano, 1994; Téliz,
2000).

Figura 3. Frutos de aguacate dafiados por rofia
Fuente: Barocio (2016).

Generalidades de los Oomicetos

Los oomicetos conocidos como “mohos acuaticos” comprenden un grupo de cientos
de organismos incluyendo patdégenos muy devastadores de cultivos de importancia
economica agricola (William y Niklaus, 2010). Las principales enfermedades que
causan este grupo de organismos son el tizén tardio de la papa, mildiu velloso en vid,
damping-off, pudriciones de raices, la tristeza del aguacatero, muerte subita del roble
y la pudricion de la raiz y tallo de la soya entre otras, sin embargo este grupo de
organismos no esta relacionado con los hongos verdaderos, existiendo muchas
caracteristicas que diferencian a los oomicetos de los hongos por ejemplo; no
presentan septos en las hifas resultado de una condicion multinucleada (llamada
cenositica), los nucleos de las células vegetativas son diploides, la pared celular se
compone de [B-1,3 y B-1,6 glucanos y no de quitina (el polimero de N-acetil
glucosamina, que se encuentra en las paredes de los hongos verdaderos). Muchas
especies producen esporas acuaticas (zoosporas) carentes de pared celular,
biflageladas contenidas en estructuras llamadas esporangios (William y Niklaus,
2010).
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Pythium sp.

Este género presenta mas de 120 especies, que se encuentran ampliamente
distribuidas en todo el mundo, viviendo como saprofitos sobre restos de plantas asi
como patégenos en plantas de importancia agricola (Dick, 1990). Este género se
conoce mejor por causar enfermedades como danping-off y la pudricion de semillas
en emergencia y postemergencia, también causan pudricion de raices en plantas

maduras y pudriciones blandas en frutos carnosos (William y Niklaus, 2010).

Por otro lado también lo asocian con una reduccion en la vigorosidad de plantas a
adultas por provocar dafios en raices pero por lo regular las plantas no mueren
(Martin, 2009). Dado a la importancia que tiene el género Pythium se han realizado
diversos estudios de identificacion de las especies causando dafios entre las cuales
se encuentran: P. aphanidermatum, P. cylindrosporum, P. intermedium, P. irregulare,
P. pachycaule, P. paroecandrum, P. spinosum, P. splendens, P. sylvaticum, P.
ultimum var. ultimum y P. vexans (Duff, 1993; Tello et al., 1995; Al-Sa’di et al., 2007),
en agua de riego se ha identificado P. dissotocum, P. porphyrae, P. sulcatum y P.

torulosum, (Kong et al., 2004).

Actualmente Hernandez et al. (2016), asocian a P. sp. amazonianum como agente
causal de la enfermedad “Tristeza del aguacatero” aislando el patégeno de arboles
enfermos en zonas productoras de Michoacan México y realizando pruebas de

patogenicidad en plantas de aguacate.

Phytophthora sp.

Este género proviene del griego Phyton: planta; phthora: destructor, fue creado por
de Bary en 1876 con P. infestans de Bary como especie tipo, también reconocié a
dicho patégeno como agente causal del “Tizon tardio de la papa”, en Europa (1840),
previamente identificado como Botrytis infestans Montagne y luego como

Peronospora infestans (Montagne) (Ho, 1990).
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Las especies de Phytophthora causan varias enfermedades en plantas. La mayoria
generan pudriciones de la raiz, ahogamiento de plantulas y pudriciones de
tubérculos, otras causan pudriciones de yema o de frutos y algunos tizones foliares.
Algunas especies son especificas al hospedero, pero otras tienen un amplio rango de
éstos y pueden producir sintomas similares o distintos en muchos tipos de plantas
hospederas. Un hallazgo importante de P. infestans causo la hambruna irlandesa de
la papa a mediados del siglo 19, debido a su devastador impacto y a las pérdidas
economicas que causo (William y Niklaus, 2010).

Actualmente existen varias especies de este género atacando a diferentes tipos de
cultivos agronémicos como: Papa (Phytophthora infestans “Tizéon tardio”), Aguacate
(Phytophthora cinnamomi “Tristeza del aguacatero”, Chile (Phythophthora capsici
“Pudricion basal del tallo”) entre otras (William y Niklaus, 2010; Ochoa, 2009; Uribe et
al., 2014).

Phytopythium sp.

Este género surge de una combinacion entre Pythium sp. y Phytophthora sp., ya que
en estudios de maxima verosimilitud y analisis filogenético Bayesiano del ADN
nuclear ribosomal (LSU y SSU) y citocromo oxidasa mitocondrial subunidad (COI)
propuestas por De Cock et al. (2014), mencionan que asi como las pruebas
moleculares como los andlisis estadisticos de las distancias por pares que apoyan
firmemente el estado de Phytopythium como una entidad filogenéticamente separada
de Pythium y Phytophthora y morfolégicamente es el Unico que posee 0ogonios

papilados internamente proliferados, cilindricos y anteridios lobulados.

Actualmente Hernandez (2016), reporta a Phytopythium vexans como agente causal
de la tristeza del aguacatero en municipios productores de aguacate en Michoacan,
México, comprobando su patogenicidad en plantulas de aguacate con seis hojas
verdaderas expresando la sintomatologia de la enfermedad similar a Phytophthora
cinnamomi R., ademas de reportar mayor tasa de crecimiento por este patégeno y de

Pythium sp. amazonianum que P. cinnamomi R.



14

Manejo de enfermedades en el cultivo de aguacate

Las enfermedades del cultivo del aguacate merman la produccién en un 14% vy
reducen la calidad en un 10%, por lo que esta limitante es de gran importancia por el
namero, intensidad y como un factor que incrementan los costos de produccion
(Coria, 2009).

En la actualidad el manejo de las enfermedades que mas se ha utilizado es mediante
el control quimico usando diferentes formulaciones sintéticas o fungicidas ya que
integrado con practicas culturales ha dado mejores resultados (Coria 2009 y Barocio,
2016), sin embargo han ocasionado dafios severos a organismos de control biologico
(Anderson et al., 2003), generando problemas de resistencia debido a las multiples
aplicaciones (Chapagain et al., 2007), contaminaciones al medio ambiente y por
consecuencia dafios a la salud humana (Ramirez y Jacobo, 2002; Whalen et al.,
2003; Paulitz y Bélanger, 2001).

La necesidad de los productores por manejar esta problematica, los ha conducido a
la busqueda de alternativas de manejo, que sean de bajo costo, menor impacto, sin
gue dafen el cultivo y el medio ambiente para el control de enfermedades; una de
estas estrategias es el uso de extractos vegetales. En la actualidad no se ha
trabajado con el uso de estas sustancias para controlar enfermedades en el cultivo

del aguacatero, pero presentan una importante oportunidad para su manejo.

Extractos vegetales

Son sustancias de origen vegetal, realizadas con solventes organicos, son
biodegradables, no perjudican la salud humana y el medio ambiente (Bravo et al.,
2000). Maselli et al. (2006), mencionan que el uso de extractos es una alternativa
para el manejo integrado de enfermedades en los cultivos, debido a su bajo costo,
sefialan que pueden ser utilizados exitosamente en el control o inhibicion de

bacterias y hongos fitopatégenos.
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Como evidencia de control con estas sustancias varios investigadores han realizado
extractos de diferentes plantas y los han probado contra organismos fitopatégenos
como bacterias y hongos; por lo que Brisefio et al. (2012), elaboraron extractos
etanolicos de ruda (Ruta graveolens L.) y neem (Azadirachta indica Adr. Juss),
evaluandolos en el control de bacterias fitopatogenas del genero Erwinia sp.

Rangel et al. (2001) realizaron y evaluaron la actividad antimicrobiana de extractos
etanolicos, acetdnicos y acuosos de Baccharis nitida sobre Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida
albicans. Mientras que Tequida et al. (2002), menciona que los extractos etanolicos y
metanolicos de Proboscidea parviflora W., poseen efectos fungicida inhibiendo el
crecimiento de Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium chrysogenum,

Penicillium expansus, Fusarium poae y Fusarium moniliforme.

Tipos de extractos

Los tipos de extractos estan muy relacionados al solvente utilizado. La elecciéon del
disolvente depende de recursos econdémicos, parametros técnicos de los solventes
asi como la selectividad, estabilidad, inercia quimica, temperatura de ebullicion y
seguridad de manipulacion, los solventes mas usados etanol, hexano, acetona,
metanol y agua (Ramirez et al., 2009; Rangel et al., 2001; Nava et al., 2010). De
estos solventes se derivan los nombres denominados como extractos: acuosos,

etandlicos, acetonicos, hexanicos y metandlicos entre otros.
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Generalidades de Proboscidea parviflora W

Es una planta herbacea conocida como ufia de gato o garra del diablo, considerada
como maleza perteneciente a la familia Martyniaceae (Bretting y Nabhan, 1986).
Ortega et al. (2003), describen el fruto de la ufia de gato; mide 2 cm de diametroy 15
cm de longitud, posee dos cuernos que doblan la longitud de su cuerpo y una cresta
angulada de color negro opaco fuertemente tuberculada y verrugosa, el tamafio y
forma de la semilla varia dependiendo el acomodo dentro del fruto, también
comentan que en los ultimos afios la planta adquiri6 mas importancia debido a que

tiene propiedades alimenticias y medicinales.

Las semillas han sido utilizadas desde hace tiempo por grupos étnicos como
alimento y parte del fruto como ornamento de cesteria (Sherve and Wiggins, 1964;
Felger y Nabhan, 1979). Otros investigadores como Bayles (1979), comento que las
semillas poseen un porcentaje de aceite de 40 % y proteinas en 27% con respecto a
los aceites comerciales como la soja, maiz, cartamo, olivo, colza y girasol. Mientras
gue la composicion en acidos grasos es de 52% de acido linoleico, 34% de oleico y

0.43% de linolénico segun (Ortega et al, 1993).

Recientemente la planta de P. parviflora se ha utlizado para la obtencion de
extractos para el control de hongos fitopatdogenos y bacterias fitopatdogenas. Tequida
et al. (2002), menciona que los extractos etanolicos y metanolicos de P. parviflora,
poseen efectos fungicida inhibiendo el crecimiento de Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, Penicillium chrysogenum, Penicillium expansus, Fusarium poae y Fusarium
moniliforme, mientras que Sharief y Ali Albala (2015), reportan que los extractos
alcohdlicos de tallo de P. parviflora inhiben el crecimiento de Fusarium oxysporum

y Alternaria spp.
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Generalidades de Phaseolus lunatus L

Es una planta cultivada conocida como frijol lima, Ib, comba, pallar, haba pallar o frijol
mantequilla, es uno de los cinco especies del género Phaseolus mas domesticada,
cultivada y es la segunda especie que presenta mayor distribucion, superficie
cultivada y consumo en el mundo (Gutiérrez et al., 1995; Delgado et al., 1999). Hay
evidencias que se basan en estudios arqueoldgicos, morfolégico-agrondémicos,
bioquimicos y moleculares, donde indican que el frijol tiene su centro de origen en la
region de Mesoamérica, particularmente en el occidente y sur de México (desde
Jalisco hasta Oaxaca) y que hubo dos centros de domesticacion: uno primario
(Mesoameérica) y otro secundario (Sur Andino). (Hernandez et al., 2013).

Por lo que se encuentra en areas tropicales y subtropicales, cultivada en varios
paises de América, asi como en algunas regiones de Europa, Asia y Africa. Esta
especie contiene una rica fuente de proteinas, carbohidratos, hierro, calcio, fibra, y se

distingue por tener bajo contenido de grasas (Martinez, 2015).

En la especie de frijol Phaseolus vulgaris L. Torres (2010), comenta que en esta se
han encontrado fitoalexinas que son metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana, de bajo peso molecular y de naturaleza quimica diversa; terpenoides,
alcaloides, glucésidos y flavonoides entre otros, su funcion radica en la proteccion
frente al ataque de patdgenos, contribuyendo directamente en el control de bacterias

y hongos fitopatdégenos.

Las faseolinas son fitoalexinas producidas por el frijol, las cuales son de gran
importancia ya que tienen efectos inhibitorios de diferentes fitopatégenos, y se
presentan con mayor abundancia en las semillas (Garcia, 2003). Duke's (2017),
menciona que P. lunatus tiene compuestos como Coumestrol, Daidzein y Genisteina

con efecto antimicrobial.



18

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion de la investigacion

La presente investigacion se realizé en la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro, en el Departamento de Parasitologia en el Laboratorio de Toxicologia.

Recolecta de las muestras de plantas

La planta Proboscidea parviflora W., fue recolectada en los municipios de Calera y
Villa de Cos, Zacatecas, México, en el mes de Diciembre de 2015. Las muestras
fueron trasladadas al laboratorio de Toxicologia del Departamento de Parasitologia
de la UAAAN para su procesamiento. En el caso de Phaseolus lunatus L., la semilla
fue adquirida en zonas productoras del municipio de San Miguel Tototolapan,
Guerrero, y trasladada al laboratorio de Toxicologia de la UAAAN, para ser cultivada

en el invernadero de parasitologia en el periodo de Enero-Junio 2016.

Establecimiento y cultivo de Phaseolus lunatus L. en invernadero

Se procedio a la preparacion de dos camas germinadoras de piso, colocando como
sustrato tierra de consistencia arcillosa e incorporando residuos de plantas secas
como materia organica y Peat moss para mejorar la consistencia del sustrato y
posteriormente sembrar las semillas de P. lunatus, distribuidas de manera lineal a lo
largo de la cama germinadora como se muestra en (Figura 4 A y B) posteriormente

se aplico un riego tipo rodado en toda la cama germinadora.

Una vez que germinaron las semillas, se les dio seguimiento con riegos periddicos
de tipo rodado cada cinco dias asegurando una buena humedad, conforme
avanzaba el crecimiento y desarrollo de las plantas se realizaron practicas culturales
como deshierbes y tutoreo para que se desarrollaran lo mejor posible, hasta lograr

el tamafio deseado para la elaboracién de los extractos (Figura4 C y D).
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Figura 4. Establecimiento y cultivo de Phaseolus lunatus en invernadero

Fitopatdogenos evaluados

Se utilizaron cepas de Phytophthora cinnamomi R., Pythium amazonianum vy

Phytopythium vexans aisladas, purificadas e identificadas en el laboratorio de

Toxicologia y proporcionadas por Hernandez et al. (2016).

Pythium amazonianum Phytopythium vexans Phytophthora cinnamomi R.

Figura 5. Cepas puras de fitopatdgenos evaluados
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Etapa experimental 1: Elaboraciéon de extractos vegetales crudos
Material vegetal

Para la elaboracién de los extractos se utilizaron las partes de ambas plantas como

se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Partes de plantas utilizadas para la elaboracién de los extractos

Planta Parte de la planta

_ _ Raiz, Tallo, Hojas, Flores y
Proboscidea parviflora W. _
Vainas verdes.

Phaseolus lunatus L. Raiz, Tallo, Hojas y Semillas.

Desinfeccion del material vegetal

Las muestras frescas de cada planta fueron llevadas al laboratorio se procedio a
separar por partes por ejemplo para P. parviflora W?., se separaron las partes de
raiz?, tallo®, hojas*, flores® y vainas verdes® (Figura 6), enseguida se cortaron en
pequefios trozos, posteriormente se lavd cada muestra con agua de la llave,
asimismo se desinfectaron con una solucién de cloro al 2% preparando la cantidad
de un litro (333.33 mL de cloro en 666.67 mL de agua destilada) por 10 minutos,
enseguida se lavaron las muestras con agua destilada dejando escurrir por 5
minutos para finalmente quitar el exceso de agua colocando las muestras sobre
papel estraza (Figura 6), lo mismo se realizd para las muestras de plantas de P.

lunatus L.
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Figura 6. Muestras de partes de P. parviflora W. separadas y desinfectadas

Preparacién de los extractos vegetales

Una vez eliminado el exceso de agua de las muestras, se procedid a la elaboracion
de los extractos empleando partes de plantas como:(raiz, tallo, hojas, flores, vainas
verdes y semillas)!, utilizando como solvente: Agua destilada estéril, Hexano vy
Etanol al 96%, pesando 200 g de material vegetal fresco, maceradolo con 200 mL de
agua destilada estéril en una licuadora convencional? para el caso de la semilla se
pulverizo con un molino de mano, las muestras se suspendieron en 800 mL del
solvente obteniendo un volumen final de 1000 mL de preparado?, todos preparados
se almacenaron en oscuridad a temperatura ambiente?, asi mismo, fueron agitados
una vez al dia durante 30 dias, transcurrido el tiempo las muestras fueron filtradas
para separar los residuos de la planta utilizando matraces kitasato de 1000 mL,
papel filtro normal, embudos buchner y una bomba de vacio®, como se muestra en la
Figura 7, mismo procedimiento realizado para las muestras de plantas de P. lunatus
L.
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Figura 7. Preparacion de extractos de P. parviflora W.

Concentracioén, obtencion y almacenamiento de extractos crudos

Después de haber filtrado cada preparado se procedié a concentrar el extracto en un
rotavapor (BUCHI R-200 Heathing Bath B-490) (Figura 8, A-B), utilizando las
siguientes temperaturas: extractos Acuosos a 90°C, Etanolicos a 70°C y Hexanicos a
60°C, para el caso de los extractos “macerados acuosos” y “filtrados acuosos” solo
se molieron las muestras y se filtraron, cada extracto crudo se depositd en un
contenedor de vidrio de 30 mL de color ambar (Figura 8, C) y se almacenaron a una
temperatura de 4°C en refrigerador para su conservacion.

Figura 8. Concentracion y obtencion de extractos crudos
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Etapa experimental 2: Evaluacion de los extractos crudos
Determinacion de concentraciones inhibitorias

Todos los extractos obtenidos fueron evaluados, realizando una ventana biolégica
por cada extracto (0.05, 0.1, 1, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 400, 800, 1000, 2000, 6000 y
10000 ppm) como prueba preliminar para determinar las concentraciones inhibitorias
(Ci) en ppm la Cigq, Ci;g Y Cigy, SObre Pythium amazonianum, para la obtencion de
las dosis se consideré el extracto crudo a 100%, utilizando la técnica de bioensayos

in vitro (medios envenenados).

Procediendo primeramente a preparar los medios de cultivo Papa Dextrosa Agar
(PDA), pesando 3.9 g de PDA (BIOXON®), disueltos en 100 mL de agua destilada en
matraces Erlenmeyer de 250 mL, posteriormente se esterilizaron, una vez que el
PDA alcanzara temperatura entre 35 a 40°C, se procedio a afadir la cantidad de
extracto de acuerdo a la concentracion deseada para posteriormente vaciar en cajas
Petri de plastico. Consecutivamente se colocaron explantes de 0.5 cm de diametro
del fitopatdogeno a evaluar, se incubaron a 25+2°C en oscuridad hasta que el
crecimiento de micelio en la caja Petri del testigo (PDA sin extracto) alcanzara las
medidas de la placa. El crecimiento se midio diariamente con un vernier digital, los
cuales fueron usados para calcular los porcentajes de inhibicion mediante la formula
utilizada por (Ochoa et al., 2012):

Crecimiento micelial del testigo - Crecimiento micelial del tratamiento X 100

% inhibicion=
Crecimiento micelial del testigo

Una vez obtenidos los porcentajes de inhibicion se eligieron los extractos que
presentaron mejor efecto inhibitorio y se descartaron los que no presentaron efecto
sobre Pythium amazonianum, para posteriormente cal cular las concentraciones
inhibitorias en las cuales va estar oscilando la Cis,, Ci;q Y Cig, pOr cada extracto

analizadas por analisis Probit.
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Pruebas de efectividad bioldgica

De los extractos que tuvieron efecto inhibitorio se les realiz6 una prueba de
efectividad bioldgica donde las dosis utilizadas fueron las propuestas por el andlisis
Probit para inhibir un 50, 70 y 90% del patdégeno, asi sucesivamente con cada uno
de los extractos, esto para corroborar que las dosis en ppm calculadas estén
controlando al patégeno asi mismo observar el comportamiento del patégeno y los
extractos a esas dosis. Por lo que se utilizé la misma técnica de Bioensayos in vitro

(medios envenenados).

Célculo de los tiempos letales de inhibicion

Para la realizacion del caculo de los tiempos letales de inhibicion; se tomé de
referencia el método realizado por Gonzalez et al. (1993), donde determinaron el
TLso en que Beauveria bassiana logra una mortalidad del 50% en insectos de
adultos de la broca de café, por lo que se hizo una traspolacion del método
utilizando los porcentajes inhibitorios de los extractos causados en el patégeno
segun sea el caso basandose en una dosis utilizada para calcular el TLso por
regresion Probit tomando la concentracidn mas alta de inhibicién de crecimiento de
micelio. Esto se realiz6 en base los datos obtenidos de las pruebas realizadas a los
extractos, con la finalidad de complementar el comportamiento de los extractos
sobre los patégenos en estudio y ver en qué tiempo en horas alcanzan a inhibir un
50y 95%.

Determinacion de compuestos de extractos

Para la determinacion de compuestos se eligi6 un extracto por planta, los que
presentaron mejor efecto inhibitorio en los tres fitopatégenos evaluados los cuales se
enviaron analizar al Laboratorio de Metabolomica y Espectrometria de Masas
LANGEBIO-CINVESTAYV, donde se les realizaron las pruebas de Cromatografia y

espectrometria de masas.
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Anédlisis estadisticos

Los datos de porcentaje de inhibicion en las pruebas preliminares para la
determinacién de las concentraciones inhibitorias Cisy, Ci;oYy Cigy S€ analizaron
mediante el sistema estadistico R versidén 3.3.2 por regresion Probit. Por otro lado de
los datos de porcentajes de inhibicion de crecimiento se utilizd la concentracion en
ppm mas alta por extracto donde se analizaron por regresion Probit en el sistema
estadistico R version 3.3.2 para la determinacion del tiempo letal medio. En lo que
respecta a las pruebas de efectividad biol6gica se analizaron mediante un disefio
completamente al azar con ocho tratamientos y cuatro repeticiones presentando
como variable al tiempo en horas, utilizando el sistema estadistico SAS System
version 9.0 Tukey (p=0.05) asi mismo se graficaron en el sistema estadistico R

version 3.3.2.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa experimental 1: Elaboracion de los extractos vegetales crudos

Se elaboré un total de 63 extractos de diferentes partes de la planta con el solvente
utilizado, tiempo de reposo, agitacion y temperatura utilizada para su concentracion
en el rotavapor (Tabla 2), denominando a cada tipo de extracto como se muestra en

el anexo (Tabla 15).

Tabla 2. Elaboraciéon de extractos vegetales de P. parviflora W. y P. lunatus L

Parte de la Tiempo de
Planta Solvente reposoy Temperatura
planta S
agitacion
Agua 30 dias 90°C
Etanol 30 dias 70°C
. Raiz, Tallo, Hexano 30 dias 60°C
P;?\E)i?lztr:;d\?\? Hojas, Flores 'y Filtrado Acuoso 30 dias 0°C
P ’ Vainas verdes. Filtrado Etanolico 30 dias 0°C
Filtrado Hexanolico 30 dias 0°C
Macerado acuoso 0 dias 0°C
Agua 30 dias 90°C
Etanol 30 dias 70°C
Raiz, Tallo, Hexano 30 dias 60°C
Iruhna;izl Llis Hoja_ls y Filtrado Acuoso 30 dias 0°C
' Semillas. Filtrado Etanolico 30 dias 0°C
Filtrado Hexanolico 30 dias 0°C
Macerado acuoso 0 dias 0°C

Etapa experimental 2: Evaluacion de extractos crudos

Determinacién de concentraciones inhibitorias

De los 63 extractos vegetales de ambas plantas Unicamente ocho extractos
presentaron efecto inhibitorio sobre P. amazonianum y dos sobre P. vexans y P.
cinnamomi R. a diferentes concentraciones y con su porcentaje de inhibicién

resultado de la aplicacién de la férmula de % de inhibicion (Tabla 3).



Tabla 3. Efecto inhibitorio (%) de crecimiento de micelio de P. amazonianum, P.
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vexans y P. cinnamomi R. por extractos vegetales de P. parviflora W. y P. lunatus L

Fitopatédeno Extracto Concentracion  Inhibicién
patog ppm %
2000 4.43
E.F.P.p 2104.75 92.60
2265.76 92.60
211.59 15.93
E.R.P.p 691.6 48.93
1000 93.75
1 25.68
F.AV.V.P.p 2 67.5
4 70.06
264.62 13.65
H.V.v.P.p 725.67 54.31
. . 2935 93.75
Pythium amazonianum 0.05 11.15
F.AH.P.I 0.5 59.87
1 73.43
0.05 10.56
F.AS.P. 0.1 24.09
1 70.34
10 75.65
FATP. 20 78.21
60 87.46
0.1 12.84
M.A.S.P.l 1 44.09
2 93.75
0.5 0
FAS.P. 10 69.28
) 60 81.92
Phytopythium vexans 200 7.18
H.V.v.P.p 800 59.71
1000 93.75
2000 47.56
FASP. 6000 50.56
i : 10000 59.80
Phytophthora cinnamomi R. 2000 18.8
H.V.v.P.p 6000 47.54
10000 85.78

Los extractos de P. lunatus: F.AH.P.I, FAS.P.I, FAT.Ply MAS.P.I (Tabla 3)

mostraron mejor inhibicion ya que al utilizar concentraciones de 0.05 ppm (F.A.H.P.I

y F.A.S.P.l) inhiben 11.15 y 10.56 % del crecimiento micelial de P. amazonianumy al

utilizar concentraciones de 2 ppm (M.A.S.P.l) alcanza un 93.75 % de inhibicién solo

en el caso de F.A.T.P.l se requiere utilizar concentraciones de 60 ppm para inhibir

87.46 % de crecimiento del patégeno por lo que estos extractos no rebasan la

concentracion de 100 ppm, mientras que los extractos de P. parviflora (F.A.V.v.P.p)

tuvo un comportamiento similar a los extractos de P. lunatus por inhibir a

concentraciones bajas (1, 2 y 4 ppm) controlando: 25.68, 67.5y 70.06 % en cambio
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E.R.P.p a concentraciones de 1000 ppm alcanza un 93.75 % de control, por otra
parte E.F.P.p y H.V.v.P.p requieren concentraciones superiores a 2000 ppm para
inhibir 93.75 % de crecimiento micelial del patégeno.

En lo que respecta a P. vexans y P. cinnamomi R., dos extractos fueron los que
presentaron mejor inhibicion de crecimiento micelial; el extracto de P.lunatus
(F.AS.P.l) a 60 ppm inhibe 81.92% a P. vexans mientras que a P. cinnamomi
necesita una concentracion de 10000 ppm para lograr inhibir un 59.80% de este
patégeno. Por lo que el extracto de P. parviflora (H.V.v.P.p) para inhibir un 93.75% el
desarrollo de P. vexans necesita una dosis de 1000 ppm mientras que para inhibir a
P. cinnamomi en un 85.78% necesita una concentracion de 10000 ppm, comparando
estos dos extractos contra los porcentajes de inhibicion obtenidos en el patégeno P.
amazonianum, observamos que en el caso del extracto F.A.S.P.l a concentraciones
de 1 ppm logra inhibir un 70.34% mientras que H.V.v.P.p a 2935 ppm inhibe en un
93.75%; lo cual podemos deducir que F.A.S.P.l controla a los tres fitopatogenos a
concentraciones mas bajas que H.V.v.P.p ya que de este extracto se requieren dosis
mas altas, pudiéndose deber a las caracteristicas genéticas de los patdégenos sin
olvidar el posible nivel de resistencia que poseen. Por lo que los resultados
anteriores difieren por lo reportado por Tequida et al. (2002), donde reportan
porcentajes de inhibicién de crecimiento (86.6%) de Fusarium poae bajo los efectos
de extractos etanolicos de P. parviflora, elaborados a una concentracion de 6%, lo
cual explica los requerimientos de dosis bajas, sin olvidar que F. poae pertenece a la
clase deuteromicetos hongos verdaderos ya que en su pared celular estd compuesta
por quitina (el polimero de N-acetil glucosamina) y en oomicetes se compone por (3-
1,3 y B-1,6 glucanos (William y Niklaus, 2010). Por su parte Asait et al. (2010),
mencionan que en un analisis de exudados de tricomas glandulares de Proboscidea
louisiana contiene un 47% de triterpenos y 38% de glucosiloxi-acidos grasos; ya que

los triterpenos poseen efectos fungicidas (Rodriguez et al., 2000).

Con los datos anteriores de inhibicion se procedié a realizar el calculo de las
concentraciones inhibitorias Cig,, Ci,oy Cisy, Mediante el sistema estadistico R

versidn 3.3.2 por regresion Probit (Tabla 4).



Tabla 4. Concentraciones inhibitorias (Cis, , Ci;o Y Cigg) de los extractos de P.
parviflora W. y P. lunatus L. sobre el crecimiento de micelio de P. amazonianum, P.

vexans y P. cinnamomi R

Fitopatégeno

EXTRACTO

Ci

Concentracion

Limites

Limites

ppm fiduciales 95% fiduciales 95%
Cisg 2075.19 2034.05338 2117.33454
E.F.P.p Cisg 2114.29 2076.48878 2172.06758
Cigg 2172.05 2126.83579 2266.83317
Ciso 391.65 231.32232 766.67231
E.R.P.p Ciy 1062 575.68839 3074
Cigg 4483 1819 26939
Cis, 2.16 0.38285 3.89368
F.AV.v.P.p Cisg 12.14 5.89028 909.51818
Cigg 146.32 26.82887 27165148
Cisg 622.12 516.39237 734.22010
H.V.v.P.p Cisg 948.19 803.43676 1142
Pythium Cigg 1742 1411 2330
amazonianum Ciso 0.32 0.28456 0.36183
F.AH.P. Cisg 0.79 0.68432 0.95366
Cigg 2.98 2.32070 4.04530
Cisg 0.34 0.30661 0.38703
F.AS.P.I Ci;g 0.82 0.70816 0.97405
Cigg 2.89 2.27718 3.84548
Cisg 1.13 0.21646 2.56495
FAT.P. Ci;g 6.33 293911 9.46511
Cigg 75.75 52.53243 150.75531
Cis, 0.73 0.50927 1.10830
M.AS.P.l Ci;g 1.47 0.99869 2.81357
Cigg 3.97 2.23108 12.78343
Cisg 8.0 55 10.8
F.AS.P.I Ci;g 24.6 19.0 317
Phytopythium Ciqgg 123.9 90.4 184.0
vexans Cisy 692.2 559.7 820.0
H.V.v.P.p Ci;g 884.8 746.9 1094
Cigg 1261 1033 1817
Cisg 5828 2382 7114
F.AS.P.I Ci;g 18220 12288 224772
Phytophthora Cigg 94463 32168 134180231
cinnamomi R. Cisg 4921 3557 6677
H.V.v.P.p Cig 7856 5888 12939
Cigg 15435 10186 40260
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En base a la Cigy , Ci;gYy Cigy para inhibir a P. amazonianum, los extractos de P.

parviflora: E.F.P.p mostro efecto inhibitorio dentro de las concentraciones propuestas

por el analisis Probit (Tabla 4) ya que coinciden con los % de inhibicion (Tabla 3) y

observando el desplazamiento de la curva regresion Probit (Figura 9) efecto que no

supera las 2200 ppm para inhibir el crecimiento micelial del patdgeno a un 90%,

observando cierta similitud en H.V.v.P.p sin superar estas concentraciones, sin

embargo, E.R.P.p y F.AV.v.P.p en el analisis Probit (Tabla 4) propone que se

utilicen dosis un poco mas altas para lograr dicho efecto inhibitorio. Por otro lado en
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los extractos de P. lunatus (F.A.H.P.l, F.A.S.P.l, FAT.P.l y M.A.S.P.l) coinciden con
los de P. parviflora (E.R.P.py F.A.V.v.P.p) donde el andlisis Probit (Tabla 4) sugiere
utilizar concentraciones un poco mas altas pero sin rebasar las 100 ppm para el caso
de los extractos de P. lunatus.

Extractos

—e— E.FPp

—e— E.R.Pp

—e— H.V.v.Pp
FANVV.Pp
FATPI

—e— FAH.PI

—e— FASPI

* MAS.PI

Inhibicion
:

1e-02 1e+00 1e+02 1e+04

Concentracion

Figura 9. Regresion Probit de inhibicion de crecimiento de micelio de P.
amazonianum bajo los efectos de extractos de P. parviflora W. y P. lunatus L.

En lo que respecta a las dosis propuestas para inhibir a P. vexans vemos que el
extracto de F.A.S.P.l requiere utilizas dosis un poco mas altas ya que para inhibir el
90% del patégeno se requieren 123.9 ppm, mientras que para inhibir a P. cinnamomi
en un 90% se requiere una dosis de 94463 ppm (Tabla 4), por otro lado el extracto
de H.V.v.P.p se necesitan dosis mas bajas para controlar a P. vexans en un 90% se
requieren 1261 ppm y en P. cinnamomi para lograr el mismo porcentaje de inhibicion
se necesitan 15435 ppm (Tabla 4), pudiendo deducir que H.V.v.P.p y F.A.S.P.l

controla mejor a los tres fitopatdégenos (Figura 10).

Los resultados coinciden con lo propuesto por Milagrosa et al. (2007), donde
mencionan que utilizando un subproducto agroindustrial (vinaza de vino) a

concentraciones de 50 y 70 ppm inhiben el crecimiento de Pythium aphanidermatum
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y Phytophthora parasitica en 100%, por su parte Gamboa et al. (2003) evaluaron un
extracto metanolico de Origanum mejorana L. donde utilizaron concentraciones de
8,000 ppm y un producto sintético (Metalaxil a 750 ppm) para inhibir hasta un 100%

a Phytophthora infestans.
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Figura 10. Regresion Probit de inhibicion de crecimiento de micelio de P.
amazonianum, P. cinnamomi R. y P. vexans bajo los efectos de extractos de P.
parviflora W. y P. lunatus L.

Pruebas de efectividad biolégica

Una vez conocidas las concentraciones inhibitorias Cis, , Ci,oy Cigy €n ppm
propuestas por el analisis Probit, para cada extracto se procedid a realizar las
pruebas de efectividad biol6gica sobre los tres fitopatégenos en estudio utilizando las
dosis en ppm correspondientes a la Cig, , Ci;gYy Cigy, reportando porcentajes de
inhibicién de los extractos sobre los fitopatdgenos evaluados como se muestra en las
Tablas 5,6y 7.



Tabla 5. Efecto inhibitorio (%) de P. amazonianum por extractos de P. parviflora W.

y P. lunatus L. a 120 h

MediatSD Tukey (p=0.05)

EXTRACTO
C,50 C,70 ;90

F.A.S.P. 45.02+1.55 AB 61.21+1.63 A 76.47+1.00 A
F.A.H.P.I 40.21+£1.73 BC 56.77+4.65 A 68.05+3.08 A
H.V.v.P.p 49.11+£3.22 A 62.00+32.60 A 75.82+17.89 A
F.AV.v.P.p 49.40+£2.73 A 61.51+3.45 A 77.68+1.26 A
M.A.S.P.I 45.02+0.47 AB 67.19+1.75 A 78.99+1.52 A
E.F.P.p 36.95+6.77 C 54.43+8.66 A 75.27+0.67 A
E.R.P.p 47.46+5.55 AB 61.87+4.65 A 71.80+3.08 A
F.AT.P.I 40.05+1.89 BC 72.06+10.33 A 79.67+0.87 A

En la tabla anterior se puede observar que ocho extractos presentaron efecto
inhibitorio sobre P. amazonianum los extractos de P. parviflora (F.A.V.v.P.p,
H.V.v.P.p y E.R.P.p) presentaron porcentajes muy cercanos al 50% de inhibicion,
mientras que E.F.P.p obtuvo 36.95% lo que representa un 13.05% menos del valor
esperado pero en el caso de las concentraciones Ci,oy Ciy, €l porcentaje de
inhibicion estuvo dentro del rango esperado notando que F.A.T.P.l presentd 72% y
79.67% de inhibicién, mencionando que estos resultados estan bajos debido a que
para poder hacer el andlisis estadistico el porcentaje real se transformé a arcoseno y
luego fue multiplicado por el 100%. Por otra parte en la Figura 11, se puede observar
gue los dos extractos H.V.v.P.p y F.A.S.P.I al utilizar concentraciones para inhibir un
70 y 90% presentan un comportamiento ascendente de inhibicion conforme pasa el
tiempo en donde el extracto H.V.v.P.p en las primeras 24 h logra inhibir cerca de
65%, a las 48 h hasta un 78%, a 72 y 96 h mantiene un 80% y a 120 h inhibe 85%,
mientras que el extracto F.A.S.P.l presenta un efecto similar solo que este extracto
en las primeras 24 h inhibe 25% pero conforme pasa el tiempo la inhibicion aumenta
de modo que a 72 a 96 h mantiene un 100% y a 120 h la inhibicion baja a un 85%,
observando que este efecto pudo deberse a que los metabolitos que estan presentes
en el extracto se degradaron o el patégeno logré adaptarse a las condiciones para
desarrollarse. A modo que para ambos extractos es preferible utilizar

concentraciones que inhiban mas del 70% para lograr un buen control.
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Nuestros resultados coinciden por lo propuesto por Santiago et al. (2007), donde
obtuvieron hasta un 100% de inhibicion utilizando aceite esencial de tomillo a 500
ppm evaluandolo sobre Pythium aphanidermatum por lo que en el experimento los
extractos: H.V.v.P.p para inhibir Cis,, Ci;y y Cig, Se utilizaron 622, 948 y 1742 ppmy
en F.AS.P.I se usaron 0.34, 0.82 y 2.89 ppm para inhibir a P. amazonianum,
coincidiendo con Milagrosa et al. (2007) donde utilizaron dosis bajas 50 y 70 ppm del

extracto vinaza de vino para inhibir a P. aphanidermatum.
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Figura 11. Comportamiento inhibitorio (%) de P. amazonianum por extractos de P.
parviflora W. y P. lunatus L. cada 24 h hasta 120 h

En lo que respecta a Phytopythium vexans dos extractos mostraron efecto inhibitorio
siendo F.A.S.P.I y H.V.v.P.p los extractos; F.A.S.P.l a concentraciones inhibitorias
Ci;o Y Cigy alcanza un 55y 77% de inhibicion mientras que H.V.v.P.p logra un 77%
de inhibicion en ambas concentraciones (Tabla 6), nuestros resultados concuerdan
con lo reportado por Benfadj et al. (2016), donde reportan hasta un 100% de
inhibicién de Phytopythium spp., utilizando productos funguicidas. Asi mismo se
observo que las dosis utilizadas para controlar a P. vexans son mas elevadas con

respecto a las usadas para P. amazonianum en este experimento (Tabla 4).
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Tabla 6. Efecto inhibitorio (%) de P. vexans por extractos de P. parviflora W. y P.
lunatus L. a 120 h

EXTRACTO Media+SD
C,50 C,70 ;90
F.A.S.P. 57.85+3.13 A 55.30+1.64 B 77.72+0.00 A
H.V.v.P.p 24.12+4.06 B 77.72+0.00 A 77.72+0.00 A

En la Figura 12, se puede observar que los dos extractos H.V.v.P.p y F.A.S.P.l al
utilizar concentraciones para inhibir a P. vexans en un 70 y 90% presentan un mismo
comportamiento ascendente de inhibicion conforme pasa el tiempo algo similar
observado en el patdgeno P. amazonianum ya que como se menciono este efecto
pudo deberse a que los metabolitos que estan presentes en el extracto se van
degradando conforme pasa el tiempo y el patdégeno logra adaptarse a las
condiciones para desarrollarse. A modo que para ambos extractos no es preferible
utilizar concentraciones que inhiban un 50% ya que a estas concentraciones

favorecen la tolerancia del fitopatdégeno.
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Figura 12. Comportamiento inhibitorio (%) de P. vexans por extractos de P. parviflora
W.y P. lunatus L. cada 24 h hasta 120 h
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En Phytophthora cinnamomi (Tabla 7), se muestra que los extractos que mostraron
mejor efecto inhibitorio fueron los mismo que controlaron a P. vexans pero a
concentraciones mucho mas altas (Tabla 4) por lo que en la Tabla 7, los resultados
del andlisis estadistico comparando los porcentajes de inhibicién a 216 h arroja
como resultados que es preferible utilizar dosis que inhiban un 70 y 90% de los
extractos H.V.v.P.p y F.A.S.P.l ya que en este tiempo logra hasta un 77.72% de
inhibicidn, los resultados anteriores se asemejan con lo reportado por Rodriguez et
al. (2000) donde reportan hasta un 100% de inhibicion de crecimiento de micelio de
Phytophthora parasitica var. nicotianae, bajo el efecto de los extractos de aroma,

escoba amarga y salvia.

Tabla 7. Efecto inhibitorio (%) de P. cinnamomi R. por extractos de P. parviflora W.y
P.lunatus L. a 216 h

MediaxSD
EXTRACTO
C,50 c,70 Cc,90
F.AS.P. 57.85+3.13 A 55.30+1.64 B 77.72+0.00 A
HV.v.P.p 24.12+4.06 B 77.72+0.00 A 77.72+0.00 A

Por lo anterior en la Figura 13, observamos que al aplicar concentraciones
inhibitorias  Ci,, y Ciy, €n el extracto de H.V.v.P.p siguen el mismo patron de
inhibicion en forma ascendente con forme pasa el tiempo e incluso ambas dosis
provocan los mismo porcentajes de inhibicion mientras que al utilizar una Cig, el
patdogeno tiende a desarrollarse por lo que se manifiesta una disminucion de
inhibicion de forma decreciente conforme pasa el tiempo, lo que no ocurrié con el
extracto de F.A.S.P.I ya que la Cis, y Ci,, en las primeras 48 h activa el crecimiento
hasta en un 22% y conforme pasa el tiempo logra un 50% de inhibicién a 216 h y al
utilizar una dosis para controlar un 90% tiene un comportamiento similar a las dosis

utilizadas en el extracto H.V.v.P.p.



36

o
f=
=
=] =2
= el
@
£ 8 -
@
| -
O
® o |
o 3
c
=]
=] o
o o™ T -
= Extrac
= Extractos
< 1 e Dis0-F.ASP.
z o » DiS0-HV.v.F.p
o DiTO-F.ASP.
3= DiTO-H.V.v.P
o ) iTO-H.V.v.Pp
T oed —+— DE0-F.ASP.
—&— DEO-HV.v.Pp

T T T T
50 100 150 200

Tiempo (h)

Figura 13. Comportamiento inhibitorio (%) de P. cinnamomi R. por extractos de P.
parviflora W. y P. lunatus L. cada 24 h hasta 216 h

Célculo de los tiempos letales de inhibicion

Los extractos de P. parviflora (E.F.P.p, E.R.P.p y H.V.v.P.p) mostraron un tiempo
letal del 50% de inhibicién de crecimiento de P. amazonianum en las primeras 19.57
h e inhiben un 95% a las 116.10 h en el caso de F.A.V.v.P.p inhibe el 50% a 95.37 h
y el 95% a 258.86 h para el caso de los extractos de P. lunatus (F.A.T.P.l, F.AH.P.|
y F.A.S.P.lI) presentan un efecto similar a F.A.V.v.P.p requiriendo mas tiempo para
lograr un 50 % de inhibicion a diferencia de M.A.S.P.l quien presenta similitud con
E.F.P.p, E.RR.P.p y H.V.v.P.p necesitando menos tiempo para controlar un 50 %,
observando que aplicando dosis en ppm altas (E.F.P.p, E.R.P.p y H.V.v.P.p) superan
un 50% de inhibicién de crecimiento del patégeno en las primeras 24 h excepto
M.A.S.P.l que a concentraciones bajas logra el efecto y aplicando dosis bajas
(F.AV.V.P.p, FAT.Pl, FAH.P.ly F.AS.P.l) se requiere de mas tiempo para lograr

un 50 % de inhibicién de crecimiento de P. amazonianum (Tabla 8).
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Tabla 8. Tiempo letal medio (TLso) de inhibicion de P. amazonianum bajo la
influencia de los extractos de P. parviflora W. y P. lunatus L

EXTRACTO DF TLsp LTL  UTL  TLos TLos INTERACION PENDIENTE PVALOR

EF.P.p 19 19.578 17.875 21.205 3.301 116.106 -2.748 2.127 2.022729e-145
E.R.P.p 19 19.578 17.875 21.205 3.301 116.106 -2.748 2.127 2.022729e-145
F.AV.v.P.p 19 95.373 91.507 99.763 35.138 258.866 -7.508 3.793 7.318107e-84
H.V.v.P.p 19 19.578 17.875 21.205 3.301 116.106 -2.748 2.127 2.022729e-145
F.A.H.P.1 19 62.941 59.707 66.312 11.575 342.225 -4.023 2.236 7.662162e-90
F.A.S.P.1 19 72.631 69.896 75.534 15.799 333.888 -4.621 2.482 2.538485e-152
F.A.T.P.1 19 28.290 26.575 29.934 3.885 205.976 -2.769 1.907 8.503689e-194
M.A.S.P.1 19 19.578 17.875 21.205 3.301 116.106 -2.748 2.127 2.022729e-145

DF: Grados de libertad, TL: Tiempo letal, LTL: Limite de tiempo inferior y UTL: Limite de tiempo
superior

En el caso de P. vexans el extracto F.A.S.P.l requiere 32.8 h para inhibir un 50% y
125.7 h para inhibir el 95% de este patdgeno, mientras que H.V.v.P.p en 23.7 h
controla un 50% y a 115.7 h controla el 95%, observando un comportamiento similar

con los extractos de P.parviflora y P. lunatus utilizados en P. amazonianum (Tabla 9).

Tabla 9. Tiempo letal medio (TLso) de inhibicion (h) de Phytopythium vexans bajo la
influencia de los extractos de Proboscidea parviflora W. y Phaseolus lunatus L

EXTRACTO DF TLso LTL UTL TLos TLes INTERCEPTO PENDIENTE PVALOR
F.AS.PI 19 328 30.0 354 8.5 125.7 -4.2 2.8 3.2236€e-69

H.V.v.P.p 19 237 218 255 4.8 115.7 -3.2 2.3 4.4852e-13

DF: Grados de libertad, TL: Tiempo letal, LTL: Limite de tiempo inferior y UTL: Limite de tiempo
superior

Para P. cinnamomi R., el extracto de F.A.S.P.I requiere 166.4 h para inhibir el 50% y
para inhibir el 95% ocupa 494 h mientras que el extracto H.V.v.P.p controla un 50% a
52.6 h y un 95% a 391.3 h efecto similar a los extractos anteriores en P. vexans ya

gue para P. cinnamomi R., se necesita mas tiempo para ambos extractos (Tabla 10).
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Tabla 10. Tiempo letal medio (TL50) de inhibicién (h) de P. cihnnamomi R. bajo la
influencia de los extractos de P. parviflora W. y P. lunatus L

EXTRACTO DF TLso LTL UTL TLos TLes [INTERCEPTO PENDIENTE PVALOR

F.A.S.PI 35 1664 1573 1774 56.0 4941 -1.7 3.4 4.825e-50
H.V.v.P.p 35 52.6 50.9 54.2 7.0 391.3 -3.2 1.8 0.000

DF: Grados de libertad, TL: Tiempo letal, LTL: Limite de tiempo inferior y UTL: Limite de tiempo superior

Por lo anterior podemos mencionar que en patégeno P. cinnamomi R., P. vexans y
P. amazonianum los extractos requieren de diferente tiempo para inhibir dichos
porcentajes pudiéndose deber a que los patdgenos poseen una tasa de crecimiento
diferente segun sea el caso, por otro lado una explicacion es que las dosis de los
extractos de P. lunatus son mas bajas en P. amazonianum y P.vexans que en P.

cinnamomi razon por la cual se requiere mas tiempo.

Determinacion de compuestos de extractos vegetales

En el extracto H.V.v.P.p, los cromatogramas indican la presencia de 14 compuestos
(Figuras 14 y 15) mas representativos categorizandolos en orden alfabético por lo

gue se enlistan en las Tablas 11y 12.
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Figura 14. Cromatograma de muestra de extracto H.V.v.P.p a modo positivo
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Tabla 11. Compuestos presentes en muestra analizada del extracto H.V.v.P.p a
modo positivo

COMPUESTOS FORMULA QUIMICA

A Dimethindene C20H24N2

B 1-Hydroxyacorenone C15H2203

C Geranylacetone C13H220

D Dehydroisochalciporone C16H19NO

E 2-Methylphenyl 2-methylpropanoate C11H1402

F Valyl-Hydroxyproline C10H18N204

G Unknown C12H16N204

H Unknown C10H1705-

En lo que respecta a la tabla anterior los compuestos con carga positiva:
Geranylacetone, 1-Hydroxyacorenone, pertenecen a la familia de los monoterpenos y
2-Methylphenyl 2-methylpropanoate quien pertenece a los compuestos esteres
fendlicos (TMIC, 2017), por lo que Santiago et al. (2007), mencionan que los
monoterpenos como el cineol y eugenol inhiben completamente el crecimiento de
Pythium spp. Por otra parte Miko, (2004) menciona que el Dimethindene posee
efectos antihistaminicos y se utiliza principalmente para el tratamiento de los
sintomas asociados con las enfermedades alérgicas (urticaria, picazén y fiebre del
heno). Antkowiak et al. (1991), mencionan que la Dehydroisochalciporone posee una
fuerte actividad antimicrobiana. Kern et al. (1989), mencionan que Valyl-

Hydroxyproline es un dipéptido con propiedades antimicrobianas.
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Figura 15. Cromatograma de muestra de extracto H.V.v.P.p a modo negativo
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Tabla 12. Compuestos presentes en muestra analizada del extracto H.V.v.P.p a
modo negativo
COMPUESTOS FORMULA QUIMICA

A Cyclocurcumin C21H2006

B (S)-Reticuline C19H23NO4

C Austdiol C12H1205

D 2-Isopropyl-1,4-hexadiene C9H16

E 9S,10S,11R-trihydroxy-12Z-octadecenoic acid C21H34NO3+

F N-Methylschinifoline C16H17NO2

Los compuestos encontrados en el extracto H.V.v.P.p con carga negativa (Tabla 12 y
Figura 15),

antivasoconstructor

algunos de ellos como la Cyclocurcumin tiene usos como
con efecto inhibitorio de la contraccion del musculo liso en
humanos (Kim et al., 2016), el Austdiol es un metabolito toxico considerado como

micotoxina (Pussa, 2014).

de 14

compuestos (Figuras 16 y 17) mas representativos categorizandolos afabeticamente

En el extracto F.A.S.P.I, los cromatogramas muestran la presencia

por lo que se enlistan en las Tablas 13 y 14.
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Figura 16. Cromatograma de muestra de extracto F.A.S.P.l a modo positivo
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Tabla 13. Compuestos presentes en muestra analizada del extracto F.A.S.P.| a modo

positivo
COMPUESTOS FORMULA QUIMICA

A Cycasin C8H16N207

B Asparaginyl-Glycine C6H11N304

C Avocadene 2-acetate C19H3604

D Unknown C9H17NO2

E Pentadecanoylglycine C17H33NO3

F Phosphoglycolic acid C2H506P

G Biphenyl C12H10

H (S)-Isosclerone C10H1003

En el extracto F.A.S.P.l, los compuestos con carga positiva como la Cycasin, es un
compuesto carcindgeno y neurotoxico (Laqueur y Spatz, 1968), la Asparaginyl-
Glycine tiene efectos de degradacion de proteinas (Boles et al., 2016), el Biphenyl
inhibe el crecimiento de los hongos y mohos y es utilizado como conservador
(TMIC, 2017). En lo que respecta a los compuestos con carga negativa no hay

reporte como antimicrobianos.
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Figura 17. Cromatograma de muestra de extracto F.A.S.P.l a modo negativo
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Tabla 14. Compuestos presentes en muestra analizada del extracto F.A.S.P.l a modo

positivo
COMPUESTOS FORMULA QUIMICA
1-[(5-Amino-5-carboxypentyl)amino]-1-
A K ypenty) ) C12H24N207
deoxyfructose

B Glutamyl-Asparagine C9H14N306-
C 1,3-Octadiene C8H14

D Estriol-3-glucuronide C24H3209
E Nebularine C10H12N404
F Imidazolelactic acid C6H8N203

CONCLUSIONES

Se obtuvieron porcentajes de inhibicion superiores a 70 por ciento en los tres

fitopatdgenos evaluados.

Los extractos que mostraron mejor efecto inhibitorio fueron H.V.v.P.p y F.A.S.P.l en

ambos patdgenos.

El TLso estimado para los extractos de P. parviflora inhiben en menos tiempo

mientras que los extractos de P. lunatus requieren mas tiempo.

Se detectaron cinco compuestos en el extracto H.V.v.P.p con propiedades
antifangicas y antimicrobianas, en F.A.S.P.I solo un compuesto tiene efecto

antifangico atribuyendo a estos dicho efecto inhibitorio.
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Tabla 15. Denominaciones para los extractos de acuerdo al solvente utilizado

ANEXOS

NUMERO | DENOMINACION NOMBRE

1 AR.P.p Acuoso Raiz Proboscidea parviflora

2 AT.Pp Acuoso Tallo Proboscidea parviflora

3 AH.Pp Acuoso Hoja Proboscidea parviflora

4 AF.Pp Acuoso Flor Proboscidea parviflora

5 AV.v.P.p Acuoso Vaina verde Proboscidea parviflora
6 E.R.P.p Etanolico Raiz Proboscidea parviflora

7 ET.P.p Etanolico Tallo Proboscidea parviflora

8 E.H.P.p Etanolico Hoja Proboscidea parviflora

9 E.F.P.p Etanolico Flor Proboscidea parviflora

10 E.V.v.P.p Etanolico Vaina verde Proboscidea parviflora
11 H.R.P.p Hexanico Raiz Proboscidea parviflora

12 H.T.P.p Hexanico Tallo Proboscidea parviflora

13 H.H.P.p Hexanico Hoja Proboscidea parviflora

14 H.F.P.p Hexanico Flor Proboscidea parviflora

15 H.V.v.P.p Hexanico Vaina verde Proboscidea parviflora
16 F.AR.P.p Filtrado Acuoso Raiz Proboscidea parviflora
17 F.AT.P.p Filtrado Acuoso Tallo Proboscidea parviflora
18 F.AH.P.p Filtrado Acuoso Hoja Proboscidea parviflora
19 F.A.F.P.p Filtrado Acuoso Flor Proboscidea parviflora
20 F.AV.v.P.p Filtrado Acuoso Vaina verde Proboscidea parviflora
21 F.E.R.P.p Filtrado Etanolico Raiz Proboscidea parviflora
22 F.ET.Pp Filtrado Etanolico Tallo Proboscidea parviflora
23 F.E.H.P.p Filtrado Etanolico Hoja Proboscidea parviflora
24 F.E.F.P.p Filtrado Etanolico Flor Proboscidea parviflora
25 F.EV.v.P.p Filtrado Etanolico Vaina verde Proboscidea parviflora
26 F.H.R.P.p Filtrado Hexanico Raiz Proboscidea parviflora
27 F.HT.P.p Filtrado Hexanico Tallo Proboscidea parviflora
28 F.HH.P.p Filtrado Hexanico Hoja Proboscidea parviflora
29 F.H.F.P.p Filtrado Hexanico Flor Proboscidea parviflora
30 F.H.V.v.P.p Filtrado Hexanico Vaina verde Proboscidea parviflora
31 M.A.R.P.p Macerado Acuoso Raiz Proboscidea parviflora
32 M.A.T.P.p Macerado Acuoso Tallo Proboscidea parviflora
33 M.A.H.P.p Macerado Acuoso Hoja Proboscidea parviflora
34 M.A.F.P.p Macerado Acuoso Flor Proboscidea parviflora
35 M.A.V.v.P.p Macerado Acuoso Vaina verde Proboscidea parviflora
36 ARP. Acuoso Raiz Phaseolus lunatus

37 AT.PI Acuoso Tallo Phaseolus lunatus
38 AH.P.I Acuoso Hoja Phaseolus lunatus
39 AS.PI Acuoso Semilla Phaseolus lunatus
40 E.R.P.I Etanolico Raiz Phaseolus lunatus
41 ET.P.I Etanolico Tallo Phaseolus lunatus
42 E.H.P.l Etanolico Hoja Phaseolus lunatus
43 E.S.P. Etanolico Semilla Phaseolus lunatus
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44 H.R.P. Hexanico Raiz Phaseolus lunatus

45 H.T.P.I Hexéanico Tallo Phaseolus lunatus

46 H.H.P.l Hexanico Hoja Phaseolus lunatus

47 H.S.P. Hexanico Semilla Phaseolus lunatus

48 F.AR.P. Filtrado Acuoso Raiz Phaseolus lunatus
49 FAT.P. Filtrado Acuoso Tallo Phaseolus lunatus
50 F.AH.P. Filtrado Acuoso Hoja Phaseolus lunatus
51 F.AS.P.I Filtrado Acuoso Semilla Phaseolus lunatus
52 F.ER.P.I Filtrado Etanolico Raiz Phaseolus lunatus
53 FET.P.I Filtrado Etanolico Tallo Phaseolus lunatus
54 F.E.H.P.I Filtrado Etanolico Hoja Phaseolus lunatus
55 F.ES.P.I Filtrado Etanolico Semilla Phaseolus lunatus
56 F.HR.P.I Filtrado Hexanico Raiz Phaseolus lunatus
57 FHT.PI Filtrado Hexanico Tallo Phaseolus lunatus
58 F.HH.P.I Filtrado Hexanico Hoja Phaseolus lunatus
59 F.H.S.P. Filtrado Hexanico Semilla Phaseolus lunatus
60 M.AR.P.l Macerado Acuoso Raiz Phaseolus lunatus
61 M.AT.P. Macerado Acuoso Tallo Phaseolus lunatus
62 M.AH.P.I Macerado Acuoso Hoja Phaseolus lunatus
63 M.A.S.P.I Macerado Acuoso Semilla Phaseolus lunatus
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