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RESUMEN

El tomate es una de las hortalizas mas importantes a nivel mundial, sin embargo, durante la
etapa de poscosecha esta se ve afectada por el ataque de hongos fitopatdgenos, en los que
destaca principalmente Alternaria alternata, sin en cambio el manejo de la enfermedad
depende en su mayoria del control quimico y durante su almacenamiento se aplican técnicas
costosas que sélo aumentan los costos de produccion, es por ello que este trabajo tiene como
objetivo probar el efecto antifungico de los extractos vegetales acuosos y concentrados a base
de Hamelia patens tanto in vitro como in vivo sobre el desarrollo de una biopelicula
protectora contra el hongo Alternaria alternata en frutos de tomate. Se prepararon extractos
crudos y concentrados a base de agua, etanol y metanol a diferentes concentraciones
evaluados sobre la técnica de difusion en placa, realizando toma del crecimiento micelial
cada 24 horas hasta el llenado de la placa por parte del testigo, los resultados obtenidos fueron
convertidos a porcentaje de inhibicion para ser procesados por analisis de varianza y prueba
de separacion de medias por Duncan al 0.05 de significancia, para el testigo in vivo se evaluo
una biopelicula de gel de Aloe vera con el extracto etandlico crudo mediante aspersion,
contando con una duracion de diez dias en incubacion, en donde se determind la incidencia

y severidad del patdégeno en los frutos.

Todas las concentraciones de los extractos crudos y concentrados etanélicos y metandlicos
presentaron una inhibicion de crecimiento del fitopatdgeno a diferentes grados, destacando
el extracto crudo etandlico, en cuanto al acuoso no presenté resultados favorables. El testigo
in vivo mostro una baja incidencia y severidad del patogeno en el fruto en comparacién con

los que se inocularon con el hongo.

Palabras clave: Extractos vegetales, biopelicula protectora, incidencia, severidad,
Alternaria alternata



1.INTRODUCCION

El cultivo de tomate (Solanum lycopersicum) es una de las hortalizas de mayor importancia
a nivel mundial, posicionando a Meéxico dentro de los principales paises productores
(Martinez-Ruiz et al., 2016). Siendo que es considerado como centro de domesticacion de
esta especie y cuenta con amplia diversidad morfoldgica de frutos, como los tipos rifion,
cereza, ojo de venado, chino criollo, pera, bola y saladette (Pérez-Diaz et al., 2020). Ubicando
a nivel nacional a Sinaloa, San Luis Potosi y Michoacan como los principales estados con
mayor superficie de siembra (SIAP, 2021). Debido a su gran consumo y a sus propiedades
nutricionales y alimenticias, tanto en crudo, cocido como en procesado la ubica en una de las
hortalizas mas extensamente cultivadas (Plata, 2018).

Sin embargo, dentro de los problemas fitosanitarios el cultivo de tomate se ve afectado por
diversas enfermedades causadas por hongos, bacterias y virus, entre los patdégenos de origen
fungoso que causan mayor dafio econdémico en el cultivo del tomate destaca Alternariosis
Alternaria alternata (Flores-Araneda et al., 2019). Este fitopatdgeno es causante la mancha
negra en muchas frutas y verduras en el mundo siendo un hongo latente que se desarrolla
durante el almacenamiento en frio de los frutos, haciéndose visible durante el periodo de
comercializacion, provocando grandes pérdidas poscosecha (Troncoso-Rojas y Tiznado-
Hernandez, 2014).

Actualmente se hace uso de fungicidas para el control de enfermedades producidas por
hongos, no obstante, estos aumentan los costos de produccion y representan un riesgo para
la salud y el medio ambiente (Cervantes, 2020). Otro problema que conlleva el uso de
agroquimicos es la resistencia la cual reduce la disponibilidad de ingredientes activos con
diferente modo de accién disponibles en la lucha contra los hongos fitopatogenos,
dificultando el manejo agrondémico de las enfermedades (Carmona y Sautua, 2017).

Los extractos vegetales han sido reconocidos como agentes antimicrobianos desde la
antigiiedad y recientemente han aumentado el interés cientifico para distintos fines
terapéuticos tanto en la salud humana, animal o vegetal puesto que presentan una importante
fuente de metabolitos secundarios que eventualmente podrian poseer efectos fungicidas (Di

Liberto, 2021). Es por ello que los biofungicidas elaborados a base de extractos vegetales son
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unas de las alternativas promisoras para el control de fitopatdégenos (Soto et al., 2022). Dado
que son considerados como sistemas ecoldgicos seguros y econdmicos que protegen contra
los agentes causales, aumentan la vida util y conservan la calidad de los frutos (Rodriguez-
Guzman et al., 2022).

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general

Determinar el efecto protector de una pelicula de un extracto de Hamelia patens para evitar

el establecimiento de la pudricion del tomate por Alternaria alternata.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Aislamiento e identificacion el agente causal de la mancha negra en tomate.

2. Realizar pruebas de inhibicion a través de la técnica de medio envenenado, para
determinar el control de Alternaria alternata con extractos crudos y concentrados de
Hamelia patens.

3. Determinar el efecto de los extractos en la produccién de los conidios del
fitopatogeno.

4. Evaluacion de una biopelicula protectora con el extracto de Hamelia patens que
resulte con mejores potencialidades en las pruebas de inhibicién; utilizando como

base Aloe vera, frente a Alternaria alternata.
1.2 Hipotesis
Se espera que la biopelicula protectora a base de un extracto de Hamelia patens alargue la

vida de anaquel del tomate y evite el crecimiento y desarrollo de Alternaria alternata

causante de la mancha negra.



2.REVISION DE LITERATURA

2.1 Origen del cultivo

La especie Solanum lycopersicum destaca su origen en la region Andina que va desde el sur
de Colombia hasta el norte de Chile. Posiblemente desde alli fue trasladada a América Central
y México, donde inicié su domesticacion (Monardes, 2009).

2.2 Produccién de tomate a nivel Mundial

El tomate se encuentra dentro de las hortalizas mas importantes a nivel mundial, ocupando
el segundo lugar de productos agricolas de exportacion, en el afio 2021 los principales paises
con mayor produccion fueron, China como principal productor con un total de 1,040,126 ha
con una produccion de 61,631,581 ton, seguida de India con una superficie de siembra de
786,000 ha con una produccién de 19,37,000 ton, posicionando a Estados Unidos en tercer
lugar con una superficie de 130,280 ha el cual conto con una produccion de 12,612,139 ton
;asi mismo encontrandose a México en el 9° lugar con una superficie de siembra de 90,323
ha, contando con una produccion de 4,559,375 ton (Atlas, 2021).

2.3 Produccién de tomate a nivel Nacional

Esta hortaliza se cultiva en los 32 estados de la Republica Mexicana, de los cuales los
principales productores son: Sinaloa con una produccion de 677,612.23 ton, San Luis Potosi
con 440,875.72 ton y Michoacan con 283,259.11 ton, anual. Asi mismo se cuenta con varios
sistemas de produccion, siendo uno de ellos a cielo abierto donde se tiene un total de
32,282.82 ha con una produccion de 1,114,327.62 ton, en cuanto a agricultura protegida
como son invernaderos, maya sombra y macro tunel se tienen una superficie de siembra de
15,759.06 con una produccion de 2,209,935.47 anual, dado que estos sistemas de produccion

permiten la cosecha durante todo el afio (SIAP, 2021).



2.4 Morfologia de Solanum lycopersicum L

Planta perenne o anual de porte arbustivo; tiende a desarrollarse de forma rastrera, semierecta
o erecta (Baudoin, 2017). Dependiendo del tipo de crecimiento puede clasificarse como tipo
determinado e indeterminado (Torres, 2017). La raiz es pivotante que puede alcanzar 60cm
de profundidad, produciendo también raices adventicias, el tallo es erguido de forma
angulosa provista de tricomas y glandulas secretoras aromaticas, las hojas son compuestas
insertandose en los nudos en forma alterna, el limbo puede contar con 7-11 foliolos. Las
flores se encuentran distribuidas en inflorescencias de tipo racimo simple, cima unipara, cima
bipara y cima multipara pudiendo llegar a contar hasta con 50 flores, estas son perfectas
cuentan con 5 o mas sépalos e igual nimero de pétalos de color amarillo y dispuestos
helicoidalmente, la semilla es de forma oval aplastada de color grisaceo que varia de 3-5 mm

en su tamafio (Saavedra et al., 2019).

2.4.1 Crecimiento determinado

Segun la variedad este tipo de plantas detiene su crecimiento de tallo principal y lateral
después de un determinado nimero de inflorescencias, con la terminacion de un Gltimo
racimo apical, son de porte bajo y compacto la produccién de frutos se da en lapso
relativamente corto, y la cosecha puede realizarse de una o tres veces durante el ciclo del
cultivo (Ldpez, 2017).

2.4.2 Crecimiento indeterminado

Generalmente son cultivadas en invernaderos o casas sombra, donde son tutoradas, en este
tipo de plantas el tallo principal y lateral crecen en un patron continuo siendo la yema terminal
del tallo la que desarrolla el siguiente tallo, la floracion, fructificacion y cosecha se extienden
por periodos largos; la aparicion de las flores en los racimos se desarrolla de manera
escalonada, el periodo de cosecha se puede durar un periodo de tres a cuatro meses (Lopez,
2017).



2.5 Clasificacion taxondmica del tomate

Segun ITIS (2023) describe la taxonomia del cultivo de tomate de la siguiente forma.

Reino Plantae
Division Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum

Especie lycopersicum L.

2.6 Condiciones edafoclimaticas
2.6.1 Suelo

Debe disponer de suelos bien aireados con la capacidad de almacenar agua, prefiriendo suelos
sueltos con textura franca y alto contenido de materia organica, un pH que oscila entre 6-7 y

una conductividad eléctrica optima de entre 1.5 y 20 Ds/m (Avila, 2015).

2.6.2 Clima

Diversas variedades se desarrollan bajo condiciones adversas, dada la rusticidad de este
cultivo, sin embargo, el tomate es una especie de estacién célida y su temperatura optima va
de los 18-30°C y una humedad relativa que oscila entre los 60-80%, temperaturas superiores
o inferiores pueden ser factor de diversos trastornos en el desarrollo de la planta (Guzmén,

2017). En el Cuadro 1 se muestran las temperaturas optimas y criticas del cultivo de tomate.



Cuadro 1. Temperatura optima y critica en el cultivo de tomate (Guzman, 2017).

Se hiela la planta -2°C

Detiene su desarrollo 10-12°C
Desarrollo normal de la planta 18-25°C
Mayor desarrollo de la planta 21-24°C
Germinacion optima 25-30°C

Temperaturas optimas

Desarrollo Diurna 23-26°C
Nocturna 13-16°C
Floracion Diurna 23-26°C
Nocturna 15-18°C
Maduracion 15-22°C

2.7 Variedades mas importantes

Las empresas comercializadoras de semillas clasifican a estos tipos de tomate por tamafio,
caracterizando al tomate cherry como fruto de forma redondeada o redondo alargada con un
peso menor o igual a 22 g; uva tiendo una forma elipsoide o cilindrica con un peso menor o
igual a 22 g; cocktail los cuales son de forma redondeada o elipsoides teniendo un peso de
entre 22.1 y 59.9 g y el tomate gordo: cuenta con frutos redondeados o ligeramente achatados
o redondos alargados con un peso igual o mayor a 60 g (Pérez y Coto, 2019).

2.8 Problemas fitopatoldgicos en el cultivo de tomate

Las enfermedades en el cultivo se presentan como alteraciones en el funcionamiento de las
plantas, causadas por organismo que se manifiestan por sintomas como son, pudriciones,
manchas y deformaciones producidas por agentes como hongos, virus y/o bacterias (Avila,
2015). Suelen ser las principales limitantes del cultivo de tomate en todas las areas donde se
cultiva, destacando a los patdgenos fangicos puesto que causan perdidas de la fruta de



importancia comercial, dado que suelen presentarse previos o posteriores a la cosecha
(Pétriacq y Luna, 2018).

2.8.1 Bacterias

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Conocido como cancer bacteriano, puede causar pérdidas de hasta el cien por ciento de la
produccién, afecta plantulas y la planta en general, se caracteriza por causar
achaparramientos, necrosis, marchitez, roturas de tallo, decoloracién de tejidos vasculares,
amarillamiento y manchas pequefias en los frutos de color café con caracteristico halo blanco,
esta enfermedad bacteriana se desarrolla en condiciones tibias y himedas que van de 24-
32°C, puede durar hasta dos afios en residuos de cosecha (CESAVEM, 2014).

Ralstonia solanacearum

Marchitez bacteriana o marchitez de las solandceas se caracteriza por causar flacidez de
hojas, aparicion de raices adventicias en tallos, epinastia foliar, afecta el sistema vascular el
cual se torna oscuro, cuando la invasion es masiva se pude observar del cortex lesiones de
apariencia acuosa en la superficie del tallo, la planta muere completamente, se desarrolla a
temperaturas humedades altas que van de entre 30-35°C, se disemina por medio de agua,

suelo y trasplantes (Gomez, et al., 2011).

Pectobacterium carotovorum

Comunmente conocida como podredumbre blanda, presentdndose sobre tallos manchas
alargadas y himedas de color verde oscuro, se dispersa muy rapidamente sobre la planta
provocando marchitamiento y posteriormente la muerte, sobre los frutos se aprecian manchas

hundidas, oscuras, acuosas, que causan la desintegracion interna del fruto (Sosa, 2013).



2.8.2 Virus

Virus rugoso del tomate (TOBRFV)

Se trata de un virus emergente que supera todas las resistencias genéticas, produce sintomas
en hojas presentando clorosis, deformaciones como abullonados, sobre el céliz forma
necrosis de las venas en una etapa temprana al fruto, posteriormente el sacado de las puntas
de los sépalos, en fruto se presenta un menor tamario, deformacién, maduracion irregular o
presenta manchas amarillas o marrones sobre la superficie adquiriendo un aspecto rugoso, se

disemina a travées de forma mecanica y por semilla (Seccion Sanidad vegetal, 2020).

Virus del mosaico del tomate (ToMV)

Se encuentra distribuido por todo el mundo, causa dafios al cultivo protegido como al aire
libre, se caracteriza por crear alteraciones de forma y color en los foliolos (mosaicos), sobre
plantas precoces reduce su crecimiento, el tamafio y el nimero de frutos, sobre ellos se pude
apreciar manchas decoloradas amarillas irregulares o en forma de anillo y en ocasiones
presenta alteraciones necroticas externas o internas su transmision es a través de herramientas

infectadas y por semilla (Aguado-Martinez et al., 2014).

Virus bronceado del tomate (TSWV)

Los sintomas estan asociados a una disminucion del crecimiento de la planta, necrosis en
hojas y frutos, pudiendo llegar a ocasionar la muerte de la planta, sobre hojas se presentan
manchas necraéticas de una coloracién marrdn rojiza, mientras que sobre el fruto se aparecian
manchas verde- amarillentas y anillos cloréticos o necrdticos en relieve, es transmitido

mecénicamente, por semilla e insecto de la familia Thripidae (Rubio et al., 2018).

2.8.3 Hongos

Género Botrytis
Comunmente conocidos como moho gris, este género esta integrado por especies saprofitas
las cuales también pueden actuar como patdgenos facultativos (INECOL, 2021). En el cultivo

de tomate los sintomas pueden localizarse en cualquier parte aérea de la planta, sobre los



cuales se presentan en tallos cancros hundidos de color castafio claro y secos, en los
peddnculos florales se forman lesiones deprimidas y himedas de color gris, sobre hojas se
desarrollan manchas grandes circulares de color castafio con aspecto humedo y
reblandecimiento de los tejidos, en frutos se presentan podredumbres acuosas de color gris
(Sosa, 2013). Su desarrollo de se ve favorecido por condiciones de alta humedad relativa y
temperaturas optimas entre los 18-23°C (Obregdn, 2018).

Género Penicillium

El sintoma en las plantas ocurre cuando se realizan heridas como la poda, empezando con un
color café acompafiada de un moho caracteristico color gris-azul, en hojas superiores se
puede apreciar un crecimiento irregular acompafiado de un color amarilloso, cuando la
enfermedad llega a etapas avanzadas el tallo puede secarse completamente causando la
muerte de la planta, en el caso de frutos estos suelen empezar por desarrollar una coloracion
color café en el sito de la lesion ademas de un moho gris-azulado, produciendo una pudricion
acuosa la cual avanza formando un circulo a partir del sitio de la infeccion inicial. (Allende-
Molar et al., 2013).

Género Colletotrichum

Conocidos por producir enfermedades como canceres, pudriciones y principalmente
antracnosis, cuenta con una gran diversidad de hospederos, afectando principalmente la
calidad y cantidad del cultivo (Rojo-Béez, et al., 2017). Los sintomas se ven reflejados en
los frutos maduros como manchas de color marrén claro, a medida que la enfermedad
progresa las lesiones crecen y se observa un hundimiento, este hongo entra a través de
aberturas naturales. Aunque también en frutos verdes puede estar presente de forma inactiva,
asi mismo puede infectar raices tallos y hojas, vive en residuos de cosecha o suelo incluso
por mas de cinco afios, siendo una fuente de indculo (Nieto-Angel et al., 2019). La ocurrencia
y severidad de la enfermedad aumenta cuando las condiciones ambientales son favorables

como en épocas de lluvia, alta humedad relativa, y temperaturas bajas (SIPSA, 2014).



Género Rhizopus

Conocido por afectar gran variedad de frutas y verduras en post cosecha, causa la pudricion
blanda en frutos, tiene un desarrollo muy rapido y es propagado muy facilmente (Alvarado
et al, 2011). Sobreviven en el suelo, las esporas que libera pueden tolerar periodos secos y
altas temperaturas, generalmente este patdgeno no causa dafio directo al tejido sano, puesto
que necesita de aperturas superficiales para que la espora entre y germine, desarrollando un

micelio espeso el cual genera enzimas que degradan las células (Garcia, 2020).

2.9 Genero Alternaria

Alternaria es un hongo cosmopolita que se encuentra presente en suelo y materia organica,
dentro de €l se encuentran especies saprofitas, endofitas y patdégenas (Lou et al., 2013).

Este género comprende 276 especies, varias de las cuales sintetizan mas de 70 metabolitos
secundarios tdxicos para las plantas (fitotoxinas) algunos de los cuales también llegan a
afectar a personas y animales por lo que se consideran micotoxinas (Pavon et al., 2012) estos
pertenecen principalmente a tres grupos estructurales diferentes: los derivados de
dibenzopirona, alternariol (AOH), alternariol monometil éter (AME) y altenueno (ALT); (2)
las altertoxinas derivadas del perileno (ATX-I, ATX-1l y ATX I1); y (3) el derivado del acido
tetramico, &cido tenuazoénico (TeA). Siendo que los alimentos vegetales infectados por
Alternaria podrian introducir grandes cantidades de toxinas en la dieta humana, aunque adn
hacen falta investigaciones en donde se mida el potencial toxico de este hongo (Pinto y
patriarca, 2017).

2.9.1 Signos y sintomas sobre Solanum lycopersicum L.

Las enfermedades causadas por el hongo del género Alternaria se desarrollan principalmente
en hojas, tallos, flores y frutos, aparecen en forma de manchas y tizones foliares que pueden
llegar a ocasionar también el ahogamiento de plantulas si la semilla llega a estar infectada
con el hongo, ademas de la pudricion del cuello, asi como también la pudricion de frutos,
Alternaria inverna como micelio en los restos de plantas infectadas y en forma de esporas o

micelios en las semillas (Agrios, 2005), también se hospeda en diversos especies de malezas
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las cuales suelen no manifestar sintomas por lo que pasan a ser un importante foco de
infeccion (Reyes, 2016).

Algunas de las especies fungicas de Alternaria reportadas que estan asociadas como
principales agentes patogenos en el deterioro poscosecha de frutos de tomate son A.
tenuissima, A. arborencens, A. longipes, siendo A. alternata como la dominate (Rozo et al.,
2014).

2.10 Alternaria alternata

Conocida comUnmente como podredumbre negra 0 mancha negra de las frutas, es un hongo
latente que se desarrolla durante el almacenamiento en frio haciéndose visible durante el
periodo de comercializacion (Troncoso-Rojas y Tizado-Hernandez, 2014). Es la principal
causa de descuentos y rechazos de tomate en las plantas procesadoras, las perdidas por
rendimiento a causa de este patdgeno pueden alcanzar un 15% (CONICYT, 2013).

2.10.1 Dario en frutos por Alternaria alternata

El dafo se presenta en forma de lesiones hundidas que principalmente se encuentran cerca
de la punta de la flor o pedunculo del fruto (Rizwana et al., 2021) formando manchas de
color negro con un margen claro sobre la superficie, que finalmente conducen al deterioro
de la fruta (Kaur, 2020).

2.10.2 Morfologia de Alternaria alternata (Fr.) Keissl

Se distingue por presentar conidioforos de tamafio medio que pueden alcanzar de 3-6 pum de
grosor y un promedio de 50 um de largo, encontrandose también de forma secundaria, los
cuales son cortos, ovoides y con un pico corto cilindrico de van desde los 7-25 um de largo
y de 5-12 um de ancho, generalmente son de color olivo y cuentan con tres septos
transversales y dos longitudinales, los conidios son cortos que por lo general van en cadenas
donde se encuentran de 3-5 (Montiel-Salero., et al 2022). Macroscopicamente las colonias
del hongo se pueden desarrollar de forma plana o algodonosa, la cual toma una coloracién
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grisaceo blanquecino al principio, mientras el crecimiento avanza se puede notar una
coloracion café a verde oliva oscuro, mientras que sobre el reverso se puede apreciar una

coloracion café oscuro a negra (Rivas y Mihlhauser, 2014).

2.10.3 Taxonomia de Alternaria alternata

Segun Global Biodiversity Information Facility (2023) la clasificacion taxondmica del hongo

Alternaria alternata corresponde a la siguiente.

Reino: Ascomicota
Filo: Dothideomycetes
Clase: Pleosporales
Orden: Pleosporales
Familia: Pleosporaceae
Género: Alternaria

Especie: alternata

2.10.4 Desarrollo de la enfermedad causada por Alternaria

Inverna en forma de micelio o esporas en restos de plantas infectadas, sobre o dentro de
semillas, cuando se presentan fuertes rocios o lluvias frecuentes la produccion de esporas
aumenta, estas son diseminadas desde cultivos infectados, para que luego estas esporas en
germinacién penetren directamente sobre tejido sensible o heridas que pronto produciran
nuevos conidios, los cuales se propagan aun mas con el viento o salpicaduras de lluvia
(Agrios, 2005)

12



Early lesions
A onleaf, stem,
| and fruit

o . A~
{ ) &K .
v 3 AR

Direct penetration

Invasion of leaf

& prod acad

Penetration through wound Invasion of stem or fruit B € oninfected g B

Conidium

Con dia or mycelium
overwinter in infected
plant debris, on seeds,
tubers, etc

Lesions on Fruit rot lesions Lesions on Lesions on stem Collar rot and
potato tuber on tomato tomato leaf damping off

. —— AR

Conidium reinfects plants

Fig. 1. Ciclo de la enfermedad causada por Alternaria tomado de Agrios (2005).

2.10.5 Factores predisponentes para el desarrollo de Alternaria alternata

Dado que es un hongo saprofito se encuentra sobre tejidos vegetales muertos o que estan en
proceso de descomposicion, siendo que las temperaturas en que mejor se desarrolla son entre
22°C-28°C teniendo su optimo en 25°C para su esporulacion y humedades relativas del 90%
Sin embargo se pude desarrollar bajo condiciones menores a -3°C hasta los 35°C (Pavon et
al., 2015). Las plantas con deferencias nutricionales, de crecimiento lento y las que se
someten bajo condiciones de estrés ambiental son mas susceptibles a ser infectadas por dicho

patogeno (Reyes, 2016).

2.11 Control de la enfermedad

El control de las enfermedades es fundamental para proteger los cultivos, pues busca reducir
las poblaciones del patogeno a fin de mantenerlas en un nivel bajo, dentro de estos controles
se utilizan técnicas que entrafien menores riesgos de toxicidad y reduzcan el impacto
ambiental, dentro de estos métodos podemos destacar al cultural, quimico y bioldgico,
mencionando que el uso simultaneo o combinado de estos es mejor que por si solos, lo que

conlleva a un control integrado (Lopez y Melero, 2020).
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2.11.1 Control cultural

Estas practicas tienen como objetivo reducir el inoculo inicial o reducir la tasa de progreso
de la enfermedad, haciendo uso de la modificacidn del ambiente del cultivo (Cotes y Elad,
2018).

Dentro de los controles culturales para Alternaria podemos destacar el tener un buen manejo
durante el proceso de recoleccion, lavado y empacado del fruto pues es de gran importancia
para la prevencion de la enfermedad, ya que las lesiones abren el camino a la infeccion,
ademas de tener un buen control de las temperaturas durante el almacenamiento del fruto
(Troncoso-Rojas y Tiznado-Hernandez, 2014).

Al respecto, Baudoin (2017) menciona que el manejo del patdgeno se lleva a cabo
principalmente seleccionando plantulas libres de patogenos, usando material vegetal con
resistencia o tolerancia genética, la eliminacion de los restos posteriores a las diferentes

labores culturales realizadas y el rastrojo al finalizar el cultivo.

2.11.2 Control quimico

Se puede definir como el uso y accion de sustancias quimicas para reducir o inhibir las
poblaciones de patogenos en los que se encuentran principalmente por aplicaciones a la

planta, suelo y tratamiento de semilla (Gémez et al., 2011).

Los productos utilizados en el control preventivo a partir de ingredientes activos como lo es
el clorotalonil, mancozep, folpan, hidroxido de cobre, folped, captan; de uso sistémico se
reporta la utilizacion de sustancias activas como azoxystrobin, benomilo, cyprodinil-
fludoxonil, difenoconazol y propiconazol, por lo que la correcta utilizacion de estos

productos quimicos ha demostrado un control sobre este patdgeno (Salas et al., 2022).

2.11.2.1 Alternativas al uso de plaguicidas quimicos

El uso irracional de agroquimicos en la agricultura para combatir diversas plagas y

enfermedades ha ocasionado dafios al medio ambiente, salud del suelo, biodiversidad, y la
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salud humana, y con ello la resistencia a diferentes plaguicidas, es por ello que en la
actualidad se desarrollan bioinsumos como bioinsecticidas, bioherbicidas, bioacaricidas,
biofungicidas, los cuales brindan a las plantas estimulantes de defensa (Mesa et al., 2019).
Formulados principalmente a base de extractos vegetales, bacterias virus y hongos que
ayudan a la reduccion de poblaciones de patogenos foliares y al desarrollo de las
enfermedades, contando con un potencial como una alternativa ambientalmente segura
(Whelan et al., 2022).

2.11.3 Control biol6gico

El control biolégico hace referencia al uso de diversos organismos, ya sea a los compuestos
0 extractos obtenidos de ellos, que juntos o combinados son capaces de disminuir los efectos
deletéreos que causa un patdgeno sobre el crecimiento de un cultivo, este tipo de control
depende gran medida de las interacciones entre, planta, patégeno, organismo biocontrolador,
y ambiente en cual se desarrolla dicha interaccion (Vinchira-Villarraga y Moreno-Sarmiento,
2019).

Dentro de las investigaciones tanto a nivel laboratorio como en invernadero se ha demostrado
gue hay respuesta del biocontrol de Alternaria alternata en tomate por el hongo Trichoderma
koningii Vp siendo que funciona como inductor de crecimiento e inductor de resistencia
contra este patdgeno (Alcedo y Reyes, 2018). La aplicacion foliar de cistatina de amaranto,
ha demostrado ser un excelente preventivo y controlador de este hongo, en diferentes
variedades de tomate bajo invernadero, mostrando un control de las enfermedades producidas

por hongos (Cervantes et al., 2020)

2.12 Extractos vegetales

Los extractos vegetales se han empleado desde tiempo atras, principalmente para el uso
medicinal, aungue en la actualidad se han destinado también al sector agricola para el control
de algunos microorganismos fitopatdgenos, pues se ha demostrado que existen gran

diversidad de especies vegetales con importante actividad anti-fangica (Celis et al., 2009).
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Dado que tienen la capacidad de sintetizar metabolitos secundarios los cuales estan
relacionados con diversos mecanismos de defensa, dentro de estos compuestos quimicos se
encuentran los fenoles, nitrogenados como alcaloides, y compuestos azufrados, muchos de
estos con propiedades antimicrobianas, estos se caracterizan principalmente por la proteccion
que brindan ante los depredadores, microorganismos patdégenos y herbivoros, asi como a

diversos tipos de estrés abidticos (Mesa et al., 2019).

Estos extractos vegetales se pueden extraer a partir de diferentes métodos como son por
agitacion magnética, extraccion estatica, extraccion por soxhlet, extraccion asistida por
ultrasonido entre otros (Linares-Rivero et al., 2018). La eficacia va a depender de algunos
factores como son la especie vegetal, el método de extraccion utilizado, la calidad del

material vegetal, las concentraciones utilizadas, entre otros (SADER, 2022).

2.12.1 Ventajas

Dado que son derivados de vegetales, no producen residuos peligrosos que pudieran afectar
la salud de los suelos, al medio ambiente y la salud de las personas, tienden a ser féciles de
preparar y aplicar, ademéas de no afectar la fauna benéfica (organismos que naturalmente
acttan controlando plagas y enfermedades), no generan resistencia en las plagas de interés,
y son 100% biodegradables (SADER, 2022). En el Cuadro 2 se muestran las especies

vegetales que se han reportado con alguna actividad biol6gica sobre los fitopatdgenos.

Cuadro 2. Especies vegetales reportadas con actividad antifingica.

Especie Extracto Pat6geno Referencia
Acalypha gaumeri | Etanol y acuoso | Alternaria Vargas et al. (2014 )
chrysanthemi
Larrea tridentata | Etanol Alternaria tenuissima | Pefiuelas-Rubio et al.
Diclorometano | Aspergillus niger (2015)
Etanol Rhizopus oryzae
Diclorometano Penicillium polonicum
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Flourensia cernua | Metanol: Alternaria alternata Guerrero-Rodriguez
cloroformo C. gloesporioides et al. (2007)
Etanol Penicilluim digitatum
Capsicum annum | Metanol Alternaria alternata Rodriguez-Maturino
var. glabriusculum Fusarium oxysporum et al. (2015)
Eucaliptus Etanol Alternaria spp Cazar et al. (2014)
globulus

Pimenta dioica

Tradescantia

Hydrodestilacion

Alternaria alternata
C. gloesporioides

Phytophthora spp

Nufiez. (2018)

spathacea C. gloesporioides
Phytophthora spp
Capsicum annuum | Etanol Alternaria solani Terrones. (2013)
var. annuum Fusarium oxysporum
Aspergillus niger
Eugenia ACuU0s0s Fusarium oxysporum Caceres et al. (2013)
caryophyllata Aspergillus niger
Cinnamomun Alternaria alternata
zeylanicum Geotrichum candidum
Lippia berlandieri Penicillum digitatum
Trichoderma spp
Helianthus annuus | Etanol Alternaria tenuis Cabrera. (2019)
L
Tagetes erecta Etanol Alternaria porri Pupo et al. (2007)
Alternaria solani
Cercospora beticola
Cladosporium fulvum
Citrus aurantifolia | Etanol Passalora fulva Ojito-Ramos et al.
Citrus latifolia Metanol Alternaria solani (2020)
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Citrus reticulata Stemphylium solani
Citrus aurantium

Citrus aurantium

var sinensis

Flourensia Etanol Alternaria spp. De Rodriguez et al.
microphylla Rhizoctonia solani (2007)

Flourensia cernua Fusarium oxysporum

Flourensia

retinophylla

Annona muricata | Acuoso Alternaria alternata Rizwana et al. (2021)

Metanol

2.13 Hamelia patens

Hamelia Patens comunmente conocida como coralillo, bayetillo, botellita, hierba tinta, hoja
de coyolillo, pie de pajaro, hierba del negro, cacahuapoztle, entre otros (INECOL, 2021). Es
cultivado generalmente como ornamental, se caracteriza por ser un arbusto o arbol pequefio,
el cual puede ser propagado por semillas o esquejes (Brown et al., 2014). Ha sido estudiada
principalmente dentro de la medicina herbal por las grandes propiedades que esta planta
posee, dado que ha demostrado no ser nociva para el humano (Noor et al., 2020)

2.13.1 Origen y distribucion

Hamelia patens es nativa de América tropical, crece en climas tropicales y subtropicales,
encontrandose desde Florida, México hasta Paraguay (Kaushik y Singh, 2020). En México
se encuentra distribuida en los estados de Campeche, Chiapas, Hidalgo, Jalisco, Morelos,
Nayarit, Oaxaca, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Tabasco, Tamaulipas,
Veracruz, y Yucatan (Arredondo et al., 2012).
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2.13.2 Descripcion morfoldgica de Hamelia patens

Arbol o arbusto de porte bajo que también puede llegar a alcanzar hasta los 7 m de altura, se
conforma de uno o mas tallos de color grisaceo, las ramas son de color naranja a purpura, las
hojas en su mayoria son ovado-elipticas se encuentran agrupadas de 3-4, cuenta con venas
medias de color rojo o rosa, los peciolos van de 1-3.5 cm de largo, la inflorescencia es
terminal que se conforma de flores tubulares de 12-22 mm de largo de color naranja a rojo,
el fruto es una baya de forma esférica o eliptica que va de 7-10 mm de largo la cual se torna
rojo y posteriormente negro durante la madurez, las semillas miden de 0.6-0.9 mm de largo

contando con un color marrén anaranjado (Ahmad et al., 2012).

2.13.3 Clasificacion taxonomica de Hamelia patens

(Florence et al., 2014) clasifica a H. patens de la siguiente manera

Reino: Plantae
Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Gentianales
Familia: Rubiaceae
Género: Hamelia

Especie: patens Jacq.
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Cuadro 3. Fitoquimicos presentes en H. patens con diferentes solventes (Noor et al., 2020).

Extracto acuoso Extracto etandlico Extracto metandlico
Alcaloides Alcaloides Alcaloides
Carbohidratos Taninos Taninos
Flavonoides Glucosidos Glucésidos
Glucosidos Saponinas Saponinas
Fenoles Esteroides Esteroides
Proteinas Terpenoides Terpenoides
Quinonas Flavonoides Flavonoides
Saponinas Flobataninos Flobataninos
Esteroides Fitoesteroles

Terpenoides Cumarinas

Fitoesteroles Quinonas

Flobataninos

2.13.4 Usos de Hamelia patens

Hamelia patens es utilizada cominmente en la medicina tradicional, dado que cuenta con
componentes bioactivos importantes como los alcaloides oxindol, flavonoides y contenido
fenolico, teniendo varios efectos terapéuticos como antiinflamatorio, analgésico,
antidiarreico, antihelmintico, antidepresivo, hepatoprotector, antiurolitico, diurético,
cicatrizante y muchos otros (Noor et al., 2020) siendo que las partes mas usadas de la planta
son hojas, corteza, flores y frutos (INECOL 2021) el uso se pude dar tanto en crudo como en

infusiones (Dominguez-Barradas et al., 2015).

2.13.5 Usos etnomédicos de Hamelia patens

Varios paises y lugares de origen étnico hacen uso de esta planta la cual asocian a diferentes

tipos de padecimientos (Taylor, 2005).
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Cuadro 4. Usos etnomédicos de H. patens en diferentes paises

Lugar Uso y preparacion Sintomatologia a tratar

Cuba Hojas frescas y en decoccion | Dolores de cabeza, llagas y
reumatismo.

México Hojas frescas Detener flujo de sangre y

cicatrizante

Brasil Raiz Diurético
Hojas Sarna y dolores de cabeza
Belice Hojas, tallos y flores en | Quemaduras, heridas,
decoccion infecciones fangicas,

picaduras de insectos,

cllicos menstruales, llagas.

Peru Hojas en infusion Limpieza  de sangre,
parasitos estomacales,
heridas, estrefiimiento,
fiebre

2.13.6 Hamelia patens como antiflngico en plantas y humanos

Abubacker et al. (2013) realizaron un experimento in vitro en el cual se llevo a cabo la
evaluacion del extracto acuoso de H. patens a partir de hojas flores y frutos para probar su
efecto antifungico contra Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani hongos causantes de
enfermedades de la pudricidn de raiz en plantas, y en hongos patdgenos humanos producidos
por Aspergillus fumigatus y Candida albicans. Donde se obtuvieron resultados de inhibicion
para A. fumigatus y C. albicans del 100% a partir del extracto de hoja y frutos de H. patens
a una concentracion del 10%; las hojas flores y frutos a la misma concentracién inhibieron
el 100% del fitopatégeno F. oxysporumy R. solani, el uso del extracto a partir de frutos a una
concentracion del 5% inhibio el 100% de F. oxysporum siendo también que a la misma

concentracion el extracto de hoja tuvo efecto inhibitorio del 100% sobre R. solani.
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2.14 Uso de biopeliculas protectoras en frutos

Las pérdidas poscosecha se deben al deterioro microbiologico, fisico, al proceso de
recoleccion inadecuado, al empleo de empaques no adecuados, y a vias para la transportacion
insuficientes (De Ancos et al., 2020). Es por ello que se emplean diferentes tecnologias para
su conservacion, como son almacenamiento a bajas temperaturas, aplicacion de radiaciones
gama, Yy ultravioleta, control bioldgico, conservacion de la atmosfera controlada, el uso de
peliculas, y recubrimientos biodegradables (Fernandez-Valdés et al., 2015). Siendo que estos
ultimos generalmente estan compuestos por polisacaridos, proteinas, y lipidos los cuales se
pueden emplear de forma individual o combinada (Mederos-Torres et al., 2020). Sirviendo
de barrera selectiva a los gases (02, CO2 vy etileno) a la reduccion de perdida de agua, a los

procesos oxidativos y a el crecimiento microbioldgico (De Ancos et al., 2015).

2.14.1 Aloe vera como biopelicula protectora

El gel de aloe vera estd compuesto de 95% agua, 0.5% de material solido que incluye
vitaminas, minerales, polisacaridos y compuestos fendlicos, por lo cual se ha sido estudiado
como potencial en el tratamiento para preservar la calidad poscosecha en los frutos, ayudando
a reducir las pérdidas de humedad y firmeza, asi como controlar la tasa de respiracion

(Garcia-Figueroa et al., 2019).

2.15 Investigaciones de biopeliculas protectoras aplicado a frutas y hortalizas.

Diversas investigaciones se han centrado en evaluar diferentes compuestos de origen natural,
para ser aplicados como recubrimientos en diversas frutas y hortalizas, dado que son

amigables con el medio ambiente y tienden a ser prometedoras para incrementar la vida de

anaquel (Palma et al., 2021).
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Cuadro 5. Investigaciones de recubrimientos comestibles en frutas y hortalizas.

lycopersicum

Producto Recubrimiento Efecto Referencia
Tomate Alginato y glicerol | Ralentizar la tasa de respiracion | Zapata et al.
Solanum Zeinay acido oleico | y la produccion de | (2008)

etilePalmano.
Disminuir la pérdida de peso.
Disminuir el cambio de color y

la perdida de firmeza

Lichi Aloe vera Reducir pardeamiento | Ali et al. (2019)
Litchi enzimatico.
chinensis Disminuir pérdida de peso.
Pimiento Almidén de yuca y | Aminorar la pérdida de peso, | Ordofiez-
Capsicum aceite de tomillo firmeza y cambio de color. Bolafios et al.
annuum (2014)
Fresa Quitosano + | Capacidad antioxidante. Lopez-Mata et
Fragaria almidén con aceite | Retrasar el desarrollo | al. (2012)
de canela microbiano.
Aloe vera+Alginato | Reducir la pérdida de peso. Garcia-Figueroa
de sodio Mayor firmeza y retencion de | etal. (2019)
color.
Papa A.vera+Quitosano | Reduccion del pardeamiento. Chalapud et al.
Solanum Retrasa la pérdida de peso. (2016)
phureja
Guayaba Aloe vera +glicerol | Alargamiento sobre la vida de | Garcia-Mera et
Psidium anaquel. al. (2017)
guajava Conservacion del peso

Menor incidencia de

microrganismos
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3.MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del experimento

Los bioensayos se realizaron en el laboratorio de Fitopatologia del departamento de

Parasitologia de la Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) Sede Saltillo.

3.2 Colecta de material vegetal y biologico

La especie H. patens es procedente de la localidad de Chapopote, Chalma Veracruz, México,
del cual se colectaron hojas y ramas adultas que estuvieran libres de agentes patégenos, se
depositaron en bolsas de papel, se rotularon para posteriormente ser resguardadas y
trasladadas a la UAAAN.

Para la obtencién del fitopatdgeno se seleccionaron frutos de jitomate que presentaran signos
pertenecientes a la mancha negra causada por Alternaria alternata, los cuales se adquirieron
en supermercados de la zona sur de Saltillo, para después ser trasladados al laboratorio de
Parasitologia.

3.3 Aislamiento del fitopatdégeno

La obtencidn de la cepa del hongo se llevo a cabo por siembra directa de punta de hifa bajo
condiciones asépticas. En donde se tomaron conidios del hongo y se sembraron en una caja
Petri con medio PDA (Agar papa dextrosa).

3.3.1 Purificacion del fitopatogeno

La purificacion se llevo a cabo con la misma técnica en que se realiz6 el aislamiento del

fitopatdgeno, para posteriormente incubarse a 26 + 2 °C hasta su utilizacion.
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3.3.2 Identificacién morfoldgica del fitopatdgeno

La identificacion del fitopatdgeno se obtuvo mediante montas de las estructuras, las cuales
se colocaron en el portaobjetos acompafiada de una solucion de lactofenol para
posteriormente ser visualizadas en el microscopio en los objetivos de 4X, 10X y 40X, la
caracterizacion morfoldgica se llevé a cabo con el apoyo de claves taxondémicas donde se
observaron las caracteristicas fenotipicas descritas por Barnett & Hunter (1998) para género

y a nivel especie las de Simmons (2007).

3.4 Obtencion del extracto vegetal

Las hojas secas de la planta de H. patens fueron trasladadas al laboratorio de fitopatologia
donde se procedio a su pulverizacion con el uso de una licuadora, el polvo vegetal obtenido
se guardo en frascos de vidrio ambar, evitando el contacto directo con la luz, resguardados

para su posterior utilizacion.

3.4.1 Preparacion del extracto vegetal

Los extractos se prepararon a base de etanol, metanol y agua (crudos), etanol y metanol
(concentrados), en matraces Erlenmeyer de 1000 mL cada uno, para los cuales se pesaron 70
g del material vegetal pulverizado y se agregé 700 mL del solvente, se colocd un tapon de
algodon y cubrieron con papel estraza, evitando asi el contacto con la luz, posteriormente se

mantuvieron en una placa termoagitadora durante 7 dias.

Terminado el tiempo de agitacidn cada uno de los solventes con el extracto se filtro con ayuda
de papel filtro Whatman no.1 hasta obtener un extracto libre de impurezas, colectandose en
matraces Erlenmeyer forrados con papel estraza, los cuales se guardaron en el refrigerador a

4 °C, hasta su utilizacion.

Para los extractos concentrados se llevd a cabo la misma metodologia anterior, con la

excepcion de que una vez que se filtraron los extractos Etanol (EtOH) y Metanol (MetOH),
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cada uno de estos se vaciaron en un matraz bola para proceder a llevarlos a un evaporador
rotatorio, utilizando una temperatura de 82 °C para EtOH y una temperatura de 64° para
MetOH.

3.4.2 Actividad inhibitoria del extracto

Inhibicion in vitro de A. alternata con extractos crudos de H. patens.

La actividad inhibitoria se evalud por la técnica de difusion en placa en el cual se utilizaron
extractos a base de agua etanol y metanol (crudos); etanol y metanol (concentrados). Para los
extractos crudos se evaluaron 7 concentraciones de 2,857.14 ppm, 7,142.85 ppm, 11,428.57
ppm, 14,285.71 ppm, 21,428.57 ppm, 35,714.28 ppm, y 50,000 ppm, el experimento constd
de tres repeticiones por concentracion. En el caso de los extractos concentrados se evaluaron
5 concentraciones de 14,285.71 ppm, 21,428.57 ppm, 28,571.42 ppm, 35,714.28, 50,000

ppm.

Discos de agar con crecimiento micelial activo del fitopatdgeno se colocaron en el centro de
la caja Petri con medio de cultivo PDA mezclado con el extracto. Las cajas inoculadas con
el fitopatdgeno se incubaron a 26 + °C, hasta que la caja testigo (sin extracto) llend la placa
Petri.

La toma de datos del crecimiento radial del fitopatdgeno se realiz6 cada 24 h, con la ayuda

de una regla y tomando como referencia cuatro puntos de la caja con el hongo.

Los resultados obtenidos del crecimiento radial del hogo se transformaron a porcentaje de

inhibicidn, basandose en la siguiente formula descrita por (Thomidis y Filotheou, 2016).

e pepe es crecimiento micelial del testigo—crecimiento del tratamiento
% inhibicion = £ £ x100

crecimiento micelial del testigo
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3.5 Conteo de conidios

Se realizd un raspado de las cajas con el hongo de cada uno de los extractos concentrados,
donde se vacio cada muestra en tubos de ensayo con 10 mL de agua destilada estéril
agregando 0.02g de azul tripano, para determinar la produccion de conidios del hongo,
después se llevd al vortex, y por ltimo se procedié a llevar el conteo en la camara de

Neubauer.

3.6 Analisis estadistico

El experimento se distribuyd en un disefio completamente al azar, con tres repeticiones por
cada tratamiento, la separacidn de las medias se realizdé mediante la prueba de Duncan al 0.05

de significancia en el programa SAS version 9.0 para Windows.

3.7 Evaluacion del extracto con mejores potencialidades en el biocontrol.

Se utilizaron frutos de tomate libres de agentes patdgenos y calidad uniforme. Primeramente,
se lavaron con agua y jabdn neutro posteriormente se desinfectaron en hipoclorito de sodio
al 1% durante tres minutos seguido del triple lavado en agua destilada estéril con un promedio

de un minuto entre cada lavado y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Con la ayuda de un pincel se aplico el recubrimiento de una capa fina a base de Aloe vera
sobre cada uno de los tomates para después aplicar mediante aspersion el extracto crudo de
H. patens EtOH (1,428.57 ppm, 2142.85 ppm, 2857.14 ppm, 3571.42 ppm, 50000 ppm.)
correspondiente a cada tratamiento, mediante el cual se cubri6 por completo el area del fruto.
Una vez que los tomates no presentaban humedad, se procedié a aplicar una segunda capa y
una segunda aspersion del extracto. Se dej6 secar y después se inoculd el fitopatdgeno por
aspersion a una concentracion de 1x10° en cada una de los tomates acondicionados en el

experimento.

El experimento se establecid en un disefio completamente al azar bajo camara bioclimética a

31°C, fotoperiodo (12:12) y 100% de humedad relativa, la cual se acondiciond con el uso de
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bolsas de pléstico. Se utilizaron dos tomates por cada repeticion contando con tres
repeticiones por cada tratamiento. Asi mismo contando con seis testigos positivos (inoculado

con el patdgeno) y uno 6 negativos (sin inocular).

A partir de las 24 h se comenz6 la evaluacion determinando el ndmero de tomates

colonizados y se mantuvo en observacion durante 10 dias después de la inoculacion.

3.7.1 Variables evaluadas

Las variables que se evaluaron fueron la incidencia y severidad de la enfermedad. La

incidencia fue determinada en porcentaje de frutos con signos y/o sintomas del fitopatdgeno.

La severidad se determind cuantitativamente utilizando el software FI1JI-Image J, los valores
obtenidos se expresaron en cmz?, los cuales se utilizaron para determinar la efectividad de
cada una de las concentraciones del extracto haciendo uso de la siguiente formula (Abbott,
1925).

%E= IT-1t/IT*(100)

Donde %E: porcentaje de efectividad; IT: infeccion en el testigo; It= infeccion en el

tratamiento.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento e identificacion de la mancha negra en tomate

Las cepas fueron aisladas de tomate con signos pertenecientes a la mancha negra, siendo
identificadas por caracteristicas morfologicas. Los aislados con rasgos distintivitos
considerados para la identificacion de A. alternata fueron que las colonias en medio PDA
inicialmente aparecieron de color blanco grisaceo, luego se tornaron marrén oscuro a negro,
y sobre el reverso también present6 un color negro, asi como conidios en cadenas de color
olivaceo a marrén oscuro con pico cénico corto contando con 2-5 septos transversales y 1-3
longitudinales u oblicuos, caracteristicas correspondientes a las reportadas por (Simmons,
2007; Montiel-Salero et al., 2022; Alam et al., 2021).
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Fig. 2. Identificacion morfoldgica del aislamiento de A. alternata

4.2 Pruebas de crecimiento e inhibicion in vitro, para el control de A. alternata con
extractos crudos y concentrados de H. patens.

4.2.1 Actividad antifungica del extracto crudo acuoso de H. patens sobre el crecimiento de
A. alternata

En la Fig. 3 se reporta el crecimiento de A. alternata con el extracto acuoso a base de H.

patens donde se puede observar su crecimiento maximo a los 9 dias, percibiéndose un mayor
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desarrollo micelial entre las diferentes concentraciones inferiores a 35,714.28 ppm,
comportandose como un inductor de crecimiento, sin embargo, en el dia 7 se presenté menor
crecimiento micelial en la concentracion mas alta de 50,000 ppm, también pudiéndose
reportar que a partir de 21,428.57 ppm se presento la deformacion del borde del micelio del
hongo, atribuyéndosele a los diferentes metabolitos secundarios que se han encontrado en
plantas, especificamente de hojas de H. patens como son flavonoides taninos, esteroides,
cumarinas y polifenoles los cuales se relacionan con diferentes actividades biologicas. Cabe
mencionar que Okoye y Ezeogo (2016) utilizaron el extracto acuoso de hojas, flores y tallo
de H. patens contra las bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteusmirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, y el hongo Candida albicans donde obtuvo
respuestas favorables sobre su crecimiento, sin embargo, para el hongo Aspergillus niger no
hubo respuesta de inhibicion, demostrando mas su efecto antimicrobiano, dado a los

diferentes metabolitos encontrados en el extracto.

2,857.14 ppm 7,142.85 ppm 11,428.57 ppm

Hp H20 Hp ¥20
14,285%.71 ppm 35,714.28 ppm

CRECIMIENTO EN CM

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9
TIEMPO EN DIAS
Testigo — 2857 14 ppm - 7142 85 ppm
11428 57 ppm — 1428571 ppm — 21428 .57 ppm
— 3571428 ppm 50000 ppm

Fig. 3. Crecimiento micelial in vitro de A. alternata sobre extracto crudo acuso de H. patens.
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4.2.1.1 Porcentaje de inhibicion del extracto crudo acuoso de H. patens sobre el
crecimiento de A. alternata

Sobre la Fig. 4 se reporta el porcentaje de inhibicion de H. patens sobre A. alternata donde
en los analisis de varianza se muestran diferencias de P > F = <0.0001. Detectando que la
mayor inhibicion se encuentra a una concentracion de 50,000 ppm con el 17.3%, y 35,714.28
ppm con el 12.3%, mostrando diferencia del 5% entre los grupos A y B, mientras que en la
concentracion igual o menor a 21,428.57 ppm no hubo diferencias significativas entre los
diferentes tratamiento evaluados, comparandolo con el trabajo de Gomez et al. (2023) quien
evalud concentraciones de 11,428.57 hasta 71,428.57 del extracto acuso de H. patens sobre
Rhizoctonia solani menciona que presento inhibicion casi nula entre tratamientos, mientras
que el promedio general de inhibicion fue del 4.5%, siendo que el extracto no contd con un
efecto antifingico. Otro trabajo realizado por Tenorio et al. (2017) indic6 que sobre la
bacteria Porphyromonas gingivalis el extracto acuoso a una solucién de hasta el 50% arrojo
resultados positivos para su inhibicion, siendo que entre mayor es la concentracién mejor es

la respuesta, justificando sus propiedades antimicrobianas.
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Fig. 4. Porcentaje de inhibicion del extracto acuoso de H. patens sobre A. alternata.
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4.2.2 Actividad antifungica del extracto crudo etanolico de H. patens sobre el crecimiento
de A. alternata

En la Fig. 5 se muestra el crecimiento micelial diario de A. alternata sobre el extracto crudo
etanolico de H. patens, donde se puede apreciar que las concentraciones iguales 0 mayores a
11,428.57 ppm muestran un menor crecimiento, mientras que la de 7,142.85 ppmy 2,857.14
ppm presentan un crecimiento mayor o igual al testigo, destacando la concentracion més alta
como la mejor, con un crecimiento radial de 0.5 cm durante los 9 dias, mostrando un efecto
fungicida. Una investigacion realizada por Fontanills et al. (2018) sobre bacterias
Staphylococcus aureus, y Staphylococcus epidermidis destacd que el extracto etandlico de
hojas, habia actuado como antimicrobiano, dado a la gran cantidad y concentracion de
polifenoles, asi como a los diferentes metabolitos secundarios que se habian encontrados

asociados a ellas.
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— T ESTIGO w— 2857 14 ppm 7142 85 ppm 1142857 ppm
—14285.71 ppm 21428.57 ppm e 35714.28 ppm e S0000 ppm

Fig. 5. Crecimiento de A. alternata bajo el efecto del extracto crudo etandlico a base de
H. patens.
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4.2.2.1 Porcentaje de inhibicion del extracto crudo acuoso de H. patens sobre el
crecimiento de A. alternata

La fig. 6 permite visualizar la inhibicién del hongo A. alternata que oscila entre el 3.3% -
97% a diversas concentraciones del extracto, pudiendo obtener una significanciade P > f =
< 0.0001, donde se muestran las diferencias entre los siete tratamientos, a partir de la
concentracion de 11428.57 ppm hasta las més alta el extracto; obtuvo una inhibicion del
desarrollo del hongo superior al 50% bajo condiciones in vitro mientras que entre 2,857.14
ppmy 7,142.85 ppm mostraron una inhibicion casi nula. Reportes pertenecientes a Caballero
et al. (2022) obtuvieron que los extractos hidroalcohdlicos de hojas de H. patens tienen un
efecto antimicatico a una concentracion del 10% - 20 % ejerciendo un efecto inhibitorio sobre
el hongo Candida albicans debido a la gran cantidad de alcaloides, antocianinas, saponinas

y compuestos fenolicos.
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Fig. 6. Porcentaje de inhibicion in vitro de A. alternata sobre extracto crudo etanélico de H.
patens

4.2.3 Actividad antifingica del extracto crudo metanolico de H. patens sobre el crecimiento
de A. alternata.

Analizando la fig. 7 del hongo en evaluacion, se puede apreciar que las concentraciones del
extracto superiores a 14,285.71 ppm redujeron el crecimiento de A. alternata, mientras que
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la concentracion mas baja presento una nula respuesta en comparacion con el testigo,
pudiendo destacar el efecto antifungico del extracto de H. patens a la concentracién de 50,000
ppm, cabe mencionar que bajo el efecto metandlico el hongo produjo mayor volumen de
micelio no pudiéndose apreciar la coloracion del hongo, por la falta de estructuras (conidios).
Pafiuelas-Rubio et al. (2015) evalud extractos de etanol, metanol, diclorometano a base de
Larrea tridentata a diferentes concentraciones de 0, 250, 500 y 750 ppm para Alternaria spp,
mencionando que la concentracion mas alta para todos los casos inhibio el crecimiento
micelial a diferentes grados, sin en cambio el extracto etandlico a 750 ppm tuvo un
crecimiento nulo del hongo, mientras que el extracto metanélico mostro una minimo control
sobre el crecimiento, atribuyéndosele que el extracto etandlico contiene &cido
nordihidroguayarético (NDGA) y otros fitoestrogenos que no se encuentran en el metandlico,

lo que le otorgan esa capacidad antifdngica, mencionando que también se debe a las

condiciones ambientales en que la planta se desarrolla, y a la metodologia de extraccion.
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Fig. 7. Crecimiento in vitro de A. alternata en extracto crudo metandlico de H. patens.
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4.2.3.1 Porcentaje de inhibicion del extracto crudo metandlico de H. patens sobre el
crecimiento de A. alternata

De acuerdo a los datos estadisticos se muestra un Pr > F = < 0.0001, de tal forma que al
observar las concentraciones evaluadas Fig. 8 se puede apreciar un porcentaje de diferencia
de inhibicion del 69.8% entre la concentracion de 2,857.14 ppm y 50,000 ppm; mientras que
a partir de 7,142.85 ppm hasta 14,285.71 se presentaron resultados similares, sin observarse
diferencias significativas entre ellos, concentrandose un porcentaje de inhibicion promedio
de 18.04%. Por otro lado, un estudio obtenido por Rugerio (2013) demostré que el extracto
metanolico a base de hojas de H. patens a una concentracién de 20000 ppm inhibi6 el
crecimiento de F. oxysporum a un 57% y Fusarium spp a 63% destacando que cuanto mayor
sea la concentracion del extracto mejor es la respuesta contra el hongo, mencionando que los
metabolitos presentes son capaces de retardar y alterar la ultraestructura de los conidios,

debido al alto contenido de compuestos fenolicos.
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Fig. 8. Porcentaje de inhibicion del extracto crudo metanodlico de H. patens sobre
A. alternata

4.2.4 Actividad antifingica del extracto concentrado etandlico a base de H. patens a 82°C
sobre el crecimiento de A. alternata

El desarrollo maximo del hongo se present6 a los 11 dias, Fig. 9 apreciandose a todas las

concentraciones del extracto por debajo del testigo, sin embargo, se observa que las
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concentraciones de 21,428.57, 28,571.42 y 35,714.28 tuvieron similitud de crecimiento
micelial, mientras que la concentracion mas alta fue la que present6 control favorable sobre
A. alternata. Asi mismo, a partir de 28,571.42 ppm hasta 50,000 ppm se visualiza un
crecimiento de micelio abundante hacia arriba del explane y no en expansion como se puede
apreciar en el testigo; {Terrones (2015) realizo una evaluacion para probar el efecto
inhibitorio del extracto etanolico de frutos secos, rotoevaporado a una temperatura de 42°C
de Capsicum annuum var. annuum sobre el crecimiento de Alternaria solani, Fusarium
oxysporum, y Aspergillus niger, en donde se mostré un control del crecimiento micelial sobre
Alternaria a una concentracion del 1% y 5% durante los 12 dias de su evaluacion, obteniendo
un efecto antifangico del extracto, debido al a los diferentes compuestos encontrados como

son la capsicina, capsidol, capsicodendrina y capsidina.
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Fig. 9. Crecimiento de A. alternata sobre extracto etandlico concentrado a 82°C a base
de H. patens
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4.2.5 Actividad antifungica del extracto concentrado metandlico a base de H. patens a 64°C
sobre el crecimiento de A. alternata

El extracto metanolico concentrado a una temperatura de 64° C Fig. 10 muestra diferencias
de crecimiento micelial comparando la concentracion de 14,285.71 ppm contra 50,000 ppm,
sin en cambio a partir de la concentracion de 21,428.57 ppm a 50,000 ppm se presento un
desarrollo similar pues s6lo oscil6 entre los 2.6-3.1 cm de crecimiento radial, asi mismo con
ello se apreci6é una mayor produccion de micelio algodonoso en las diferentes evaluaciones.
Behiry et al. (2022) utilizé extractos metandlicos a una temperatura de 45° a base de hojas
de Urtica dioica y Dadonaea viscosa contra Alternaria alternata donde report6 un efecto
moderado del extracto sobre el crecimiento del hongo de ambos tratamientos a una dosis de
2000 pg/mL, asi mismo se encontraron compuestos polifendlicos como el &cido cumarico,
acido cafeico, 4cido ferulico, a-tocoferol de los cuales destaca su actividad fungicida in vitro,

ya sea solos o combinados, recalcando que los flavonoides y compuestos fendlicos suprimen

el hongo al inhibir la germinacion de esporas.
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Fig. 10. Crecimiento in vitro de A. alternata sobre extracto metanélico concentrado
a 64°C a base de H. patens
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4.2.6 Porcentaje de inhibicidn del extracto Hamelia patens concentrado etanolico a 82°C y
metandlico a 64°C sobre el crecimiento de Alternaria alternata

En la Fig.11 se concentran los datos del porcentaje de inhibicion del extracto etandlico (lado
izquierdo) y metanolico (lado derecho) a las mismas concentraciones, pudiéndose apreciar
que la concentracion de 28,571.42 ppm, 35,714.28 ppm y 50,000 ppm etandlico tuvieron mas
del 50% de inhibicion, alcanzando un porcentaje promedio general del 52.96% mientras que
el extracto metanolico presentd resultados similares entre tratamientos, obteniendo un
porcentaje promedio de 28.84 % lo cual es mucho menor comparando ambos tratamientos.

Rodriguez et al. (2022) evalu6 extractos etanolicos y metandlicos crudos y concentrados,
estos ultimos a diferentes temperaturas a base de H patens, donde destacd que los extractos
crudos tienen més efectividad antifungica sobre Rhizoctonia solani, sin embargo, la
temperatura ideal para ambos casos fue igual o menor a 82°C, mencionando que la diferencia
entre ambos tratamientos se debe a la degradacion de los compuestos fitoquimicos que se
encuentran normalmente en la planta, teniendo como consecuencia un menor control sobre

el crecimiento y desarrollo del fitopatdgeno.

Otra evaluacién realizada por Rodriguez - Maturino et al. (2015) reportaron que el empleo
del extracto metandlico concentrado a una temperatura de 70° C a base de Capsicum annuum
L. var. Glabriusculum inhibieron el crecimiento micelial de Alternaria alternata en un
41.28% y 38.46%, durante el quinto dia de su evaluacion, asi mismo se redujo la germinacién
de conidios, atribuyéndosele a la interaccion que existe en los compuestos fenolicos y
flavonoides que se encuentran en el chile con la pared celular del hongo, inhibiendo enzimas

fangicas.
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Fig. 11. Porcentaje de inhibicion del extracto concentrado etandlico y metanolico de H.
patens sobre A. alternata

4.2.7 Efecto de los extractos concentrados etanolicos y metandlicos de H. patens sobre la
produccion de conidios de A. alternata

Sobre el cuadro 6 se muestra el conteo de conidios del A. alternata a las diferentes
concentraciones de los extractos a las que se sometid, pudiéndose observar que MetOH a
partir de 21,428.57 hacia la concentracion mas baja presentd menor nimero de conidios
mientras que EtOH presenté menor nimero a partir de 28,571.42 hasta la concentracion méas
alta, destacando entre todos los extractos EtOH a 50,000 ppm como principal inhibidor de
estas estructuras del hongo. Sin embargo, el nimero total de conidios en todas las
concentraciones se mantuvieron por debajo del testigo. Ramirez et al. (2016) reporto que, los
extractos de frutos secos de Pimienta dioica, corteza seca de Cinnamomum zeylanicum Nees
y botones florales secos de Syzygium aromaticum por hidrodestilacion, hidrodestilacion
asistida por microondas a una concentracion del 30%, y aceites al 1%, contra el hongo
Alternaria solani, mostré un efecto favorable tanto en crecimiento micelial como en
reduccion de conidios para el extracto de clavo, sin embargo, aunque el extracto de canela 'y
pimienta permitieron el desarrollo de micelio todas se mantuvieron por debajo del testigo y
presentaron una inhibicion conidial de 28.31% -58.6 %, argumentando que se debe a la
técnica de extraccidon ya que la hidrodestilacion asistida por microondas permite extraer
mayor cantidad de metabolitos activos, también atribuyéndosele al tipo de especies y parte

de las plantas en uso.
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Cuadro 6. Conteo de conidios de A. alternata bajo el efecto del extracto concentrado
etandlico y metandlico de H. patens.

Tratamiento Conidios/mL Agrupamiento
Testigo 158 333 A
EtOH 14285.71 ppm 108 333 B
MetOH 14285.71 ppm 66 667 C
EtOH 21428.57 ppm 50 000 CD
MetOH 21428.57 ppm 41 667 CD
EtOH 28571.42 ppm 25 000 DEF
MetOH 28571.42 ppm 33333 DE
EtOH 35714.28 ppm 8333 EF
MetOH 35714.28 ppm 8333 EF
EtOH 50000 ppm 0 F
MetOH 50000 ppm 8333 EF

4.3 Evaluacion in vivo de la incidencia de A. alternata sobre frutos de tomate recubiertos de

una biopelicula de Aloe vera y extracto etandlico crudo de H. patens

En el bioensayo in vivo se determiné la incidencia del patégeno sobre frutos de tomate, en
donde se utiliz6 el extracto crudo etandlico de H. patens, el cual mostré mejores
potencialidades in vitro. Dando como resultado un 83.3% sobre tomates inoculados con el
patdgeno, seguido del extracto concentrado a 21,428.57 ppm y 28,571.42 ppm donde se
presentd un 50% de frutos dafiados con pequefios crecimientos de micelio sobre el pedinculo,
el tratamiento de 14,285.71 obtuvo el 33.3%, por Gltimo, los extractos a una concentracion
de 35,714.28, y 50,000 ppm presentaron una incidencia del 16.6%, mientras que el testigo
absoluto se mantuvo libre de afectaciones, en su mayoria cada una de las concentraciones del
extracto mostraron frutos afectados en diferentes grados; sin embargo, todas las
concentraciones evaluadas mantuvieron una incidencia por debajo del testigo inoculado al

cual no se le aplico el Aloe vera mas el extracto Hp- Et-OH.
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Fig. 12. Ensayo in vivo sobre la incidencia en frutos de tomates recubiertos de A. vera +
extracto etanolico crudo de H. patens + A. alternata

4.3.1 Evaluacion de la severidad de A. alternata sobre frutos de tomate recubiertos de una
biopelicula de A. vera y extracto etandlico crudo de H. patens

La severidad mas alta se presento6 sobre los tomates inoculados con el patdgeno A. alternata
sin extracto, ya que mas del 50% de las unidades experimentales (tomates) presentaron
lesiones con micelio que generalmente invadié el pedunculo, el extracto Hp-EtOH a
14,285.71 ppm demostro efectividad de un 60.7%, Hp-EtOH a 21,428.57 ppm presenté un
42.7% sobre la invasion de la mancha negra, Hp-EtOH a 28,571.42 ppm mostro6 un resultado
de 60.5%, Hp-EtOH a una concentracién de 35,714.28 ppm obtuvo un 70.7% de efectividad,
mientras que el extracto a 50,000 ppm manifestd un 75.8% del control in vivo del

fitopatdgeno sobre la fruta.

Las evaluaciones in vivo realizadas por Rizwana, (2021) demostraron que el extracto
metanolico a una concentracion del 6% a base de semillas de Annona muricata sobre frutos
de tomate presentaron una baja incidencia y severidad sobre la enfermedad causada por
Alternaria alternata, mencionando que el dafio se redujo hasta un 84%, destacando que en
las lesiones se obtuvo un menor didmetro de la lesion en comparacion con el inoculado solo

con el patégeno.
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Cuadro 7. Porcentaje de efectividad del extracto crudo etanolico de H. patens sobre la

severidad de A. alternata en frutos de tomate.

Concentracion Tratamiento

% de efectividad

14,285.71 ppm A. vera+Hp-EtOH+A. alternata
21,428.57 ppm A. vera+Hp-EtOH+ A. alternata
28,571.42 ppm A. vera+Hp-EtOH+ A, alternata
35,714.28 ppm A. vera+Hp-EtOH+ A, alternata

50,000 ppm A. vera+Hp-EtOH+ A, alternata

60.7

42.7

60.5

70.7

75.8

Fig. 13. Ensayo in vivo: frutos inoculados con A. alternata: 1 Patdgeno, 2. A. vera+Hp-
EtOH 14,285.71 ppm, 3. A.vera+Hp-EtOH 14,285.71 ppm, 4. A. vera+Hp-EtOH

21,428.57 ppm, 5. A. vera+Hp-EtOH 35,714.28 ppm, 6. A. vera+Hp-EtOH 50,000 ppm.
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5.CONCLUSIONES

A. alternata causante de la mancha negra en tomate, se logro identificar morfolégicamente.

Se puede concluir que tanto los extractos etandlicos como metandlicos de H. patens, tienen
un efecto significativo sobre el control del crecimiento del hongo poscosecha A. alternata, a

diferentes grados sobre condiciones in vitro.

Asi mismo los extractos concentrados etanolicos mostraron un efecto significativo, en cuanto

a la baja produccion de conidios del hongo.

El uso de Aloe vera mas el extracto H. patens mostraron una eficiencia significativa en cuanto

a la baja incidencia y severidad sobre el desarrollo de la enfermedad in vivo.
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ANEXQOS

Cuadro 8. Varianza del extracto crudo acuoso de H. patens contra el crecimiento micelial

de A. alternata.

Suma de Cuadrado de
Fuente DF  cuadrados la media F-Valor Pr>F
Tratamiento 6 704.7991071 117.4665179
Modelo 6 704.7991071 117.4665179 18.74 <.0001
Error 14 87.7604167 6.2686012
Total correcto 20  792.5595238

Coeficiente de variacion: 39.86962

R-cuadrada: 0.889270

Cuadro 9. Varianza del extracto crudo etandlico de H. patens contra el crecimiento micelial

de A. alternata

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Tratamiento 6 27486.45833 4581.07639 709.74 <.0001
Modelo 6 27486.45833 4581.07639 709.74 <.0001
Error 14 90.36458 6.45461
Total correcto 20 27576.82292

Coeficiente de variacion: 6.318573

R-cuadrada: 0.996723
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Cuadro 10. Varianza del extracto crudo metanolico de H. patens contra el crecimiento

micelial de A. alternata

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Tratamiento 6 10981.17560 1830.19593 57.27 <.0001
Modelo 6 10981.17560 1830.19593 57.27 <.0001
Error 14 447.39583 31.95685
Total correcto 20 11428.57143

Coeficiente de variacion: 24.73204
R-cuadrada: 0.960853

Cuadro 11. Varianza del extracto concentrado etandlico a 82°C de H. patens contra el

crecimiento micelial de A. alternata

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Tratamiento 4 5005.833333 1251.458333 69.95 <.0001
Modelo 4 5005.833333 1251.458333 69.95 <.0001
Error 10 178.906250 17.890625
Total correcto 14 5184.739583

Coeficiente de variacion: 7.986904
R-cuadrada: 0.965494
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Cuadro 12. Varianza del extracto concentrado metandlico a 64°C de H. patens contra el

crecimiento micelial de A. alternata

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Tratamiento 4 345.2083333 86.3020833 25.69 <.0001
Modelo 4 345.2083333 86.3020833 25.69 <.0001
Error 10 33.5937500 3.3593750
Total correcto 14 378.8020833

Coeficiente de variacion: 6.356739
R-cuadrada: 0.911316

Cuadro 13. Varianza del conteo de conidios de A. alternata bajo los extractos etandlicos y

metanolicos concentrados de H. patens.

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Tratamiento 10 71818181818 7181818182 34.47 <.0001
Modelo 10 71818181818 7181818182 34.47 <.0001
Error 22 4583333333 208333333
Total correcto 32 76401515152

Coeficiente de variacion: 31.23370
R-cuadrada: 0.940010
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