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RESUMEN 

Macrophomina phaseolina causa la pudrición carbonosa del frijol, una enfermedad 

que reduce considerablemente el rendimiento y la producción del cultivo. Debido a 

lo anterior mencionado, en la actualidad se desarrollan alternativas ecológicas como 

los extractos vegetales y el uso de microrganismos antagonistas. El objetivo del 

presente estudio fue la caracterización fitoquímica de un extracto cetónico de 

Euphorbia antisyphilitica, y de los extractos etanólicos de Helianthus annuus y 

Thymus vulgaris, además de la evaluación de la actividad antifúngica in vitro de los 

extractos vegetales y de una cepa de Bacillus subtilis sobre M. phaseolina. La 

caracterización fitoquímica se realizó mediante cromatografía líquida de alta 

resolución acoplada a espectrometría de masas (HPLC-MS), y la determinación de 

la actividad antifúngica de los extractos vegetales se llevó a cabo por el método de 

medio envenenado utilizando concentraciones del 1 al 80 %, en tanto que la 

efectividad de la cepa de B. subtilis se determinó mediante la técnica de cultivo dual, 

posteriormente se calculó la Concentración Inhibitoria al 50 % (CI50) mediante un 

análisis Probit, y con estos resultados se probaron las CI50 de los extractos y filtrados 

de B. subtilis (FBS) mediante la técnica de hoja desprendida (THD) en la que se 

calculó el área bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC).Se 

identificaron fitoquímicos como como el ácido cafeico, diosmina, apigenina y 

patuletina, los cuales han mostrado poseer propiedades antifúngicas. En relación a 

la actividad antifúngica, se observó inhibición del 100% de M. phaseolina a dosis 

del 20% con H. annuus y T. vulgaris, y del 80% con E. antisyphilitica, mientras que 

B. subtilis presentó inhibición del 51.7%. En cuanto a los datos obtenidos en la THD, 

los FBS y los extractos de T. vulgaris y H. annuus resultaron altamente efectivos, 

limitando el crecimiento de M. phaseolina a un 7.14%, 12.57% y 13.86%, 

respectivamente. Los resultados muestran que B. subtilis, así como los extractos de 

T. vulgaris y H. annuus fueron altamente efectivos para controlar M. phaseolina. 

 

Palabras clave: Frijol (Phaseolus vulgaris), Macrophomina phaseolina, Euphorbia 

antisyphilitica, Helianthus annuus y Thymus vulgaris, Bacillus subtilis. 
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INTRODUCCIÓN 

 

En México, el cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) es uno de los más importantes 

tanto en consumo como en comercialización. En 2024, la producción nacional 

alcanzó 584,645 t, con una superficie cultivada de 1,018,769 ha, destacando los 

estados de Zacatecas, Durango, Chiapas, Guanajuato y San Luis Potosí como los 

principales productores (SIAP, 2025). Sin embargo, el cultivo de frijol enfrenta 

diversas enfermedades que afectan su rendimiento y calidad, siendo una de las más 

devastadoras la “pudricion carbonosa”, causada por el hongo fitopatógeno 

Macrophomina phaseolina, el cual, si no es controlado puede ocasionar pérdidas de 

rendimiento de hasta el 100 % (Mayek-Pérez et al., 2009; Mayek-Pérez y 

Hernández-Delgado, 2010).  

 

M. phaseolina es un hongo capaz de infectar una amplia variedad de hospederos, 

manifestándose con la producción de micelio, microesclerocios y picnidios en los 

tejidos afectados (Mayek-Pérez y Hernández-Delgado, 2010). Su control ha sido 

principalmente mediante fungicidas sintéticos; sin embargo, estos han mostrado 

baja eficacia debido la rápida propagación del patógeno. Además, su uso excesivo 

genera impactos ambientales negativos y genera resistencia de los microrganismos 

fitopatógenos hacia los ingredientes activos (Hernández-Pérez et al., 2017; Méndez 

et al., 2019).  

Por lo anterior mencionado, en la actualidad se exploran alternativas biorracionales 

dentro de un manejo integrado de enfermedades. Entre estas opciones, los 

extractos vegetales y los agentes de control biológico como las bacterias benéficas 

han demostrado ser una opción viable para el control de enfermedades causadas 

por hongos fitopatógenos (Ribera & Zuñiga, 2012).   

En este sentido, diversos estudios han demostrado, que extractos de las especies 

vegetales Euphorbia antisyphilitica, Helianthus annuus y Thymus vulgaris, asi como 
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poseen actividad antifúngica contra diversos hongos fitopatógenos (Ascacio-Valdés 

et al., 2013; Lawson et al., 2019; Aksit et al., 2022; Khaledi et al., 2015; Moghaddam 

& Mehdizadeh, 2020), en tanto que Bacillus subtilis (Singh et al., 2008; Hernández-

Pérez et al., 2017). El objetivo de este estudio fue identificar los compuestos 

fitoquímicos presentes en los extractos de E. antisyphilitica, H. annuus y T. vulgaris, 

así como evaluar su actividad antifúngica in vitro, junto con una cepa de B. subtilis, 

contra M. phaseolina. 
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Justificación 

 

La resistencia de Macrophomina phaseolina a los fungicidas químicos, junto con la 

dificultad de su manejo en el cultivo de frijol, hace indispensable el desarrollo de 

alternativas de control más efectivas y que se puedan aplicar en el contexto de una 

agricultura sostenible. Por lo que, el empleo de extractos vegetales y agentes de bio 

control, como Bacillus subtilis, surgen como alternativas viables y sostenibles, 

capaces de reducir la dependencia de productos químicos y contribuir a un manejo 

integrado de enfermedades más seguro y respetuoso con el ambiente. 

 

Objetivo general  

 

Evaluar la actividad antifúngica in vitro de extractos de Euphorbia antisyphilitica, 

Helianthus annuus y Thymus vulgaris, y una cepa de Bacillus subtilis, contra 

Macrophomina phaseolina. 

 

Objetivos específicos 

 

• Identificar fitoquímicos presentes en los extractos de Euphorbia 

antisyphilitica, Helianthus annuus, y Thymus vulgaris. 

 

• Evaluar la actividad antifúngica in vitro de los extractos de Euphorbia 

antisyphilitica, Helianthus annuus y Thymus vulgaris, así como de una cepa 

de Bacillus subtilis, sobre Macrophomina phaseolina mediante medio 

envenenado y cultivo dual respectivamente. 
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• Determinar la efectividad biológica en hojas de frijol de extractos de 

Euphorbia antisyphilitica, Helianthus annuus y Thymus vulgaris, y de filtrados 

de Bacillus subtilis, sobre el desarrollo de Macrophomina phaseolina en. 

 
 

Hipótesis 

 

Los extractos de Euphorbia antisyphilitica, Helianthus annuus y Thymus vulgaris, 

así como Bacillus subtilis, contienen compuestos bioactivos con propiedades 

antifúngicas capaces de inhibir el crecimiento de Macrophomina phaseolina, agente 

causal de la pudrición carbonosa del frijol. 
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REVISIÓN DE LITERATURA 

 
 

Importancia económica del cultivo de frijol en México 

 

El frijol ha sido cultivado durante miles de años, con su domesticación originada en 

Mesoamérica y los Andes. Su cultivo se expandió globalmente tras el intercambio 

colombiano (Myers & Kmiecik, 2017; Badar-Ul, 2022). Su alto valor nutricional y su 

importancia en la alimentación, especialmente en América Latina, lo han convertido 

en un cultivo de gran valor en la región (Pérez-Veyna et al., 2008). La diversidad 

genética del frijol ha sido fundamental para mejorar su adaptación y resistencia a 

condiciones adversas.  

 

México ocupa el cuarto lugar en la producción global de frijol, consolidándose como 

un actor clave en la producción de este cultivo. Esta información subraya la 

relevancia de México en la cadena global de producción de frijol, un cultivo esencial 

para la soberanía alimentaria y la economía agrícola del país (FAOSTAT, 2024). En 

este sentido, Zacatecas se posiciona como el estado con mayor producción de frijol, 

seguido de Sinaloa, Nayarit, Chiapas y Durango. A nivel nacional, se tiene 

registrada una producción aproximada de 996,392.77 t, con un valor aproximado de 

19,432,232.52 miles de pesos (SIAP, 2025) Su producción es fundamental en 

regiones con alto potencial productivo (Guzmán-Soria et al., 2019) y desempeña un 

papel clave en la soberanía alimentaria, al ser una fuente esencial de proteínas y 

nutrientes para las poblaciones de bajos ingresos (Ulloa et al., 2011; Cid-Gallegos 

et al., 2023).  

 

 

 

 

 

 



 

6 
 

Cuadro 1. Principales estados productores de frijol en México 

 

Entidad 

 
Producción (Toneladas) 

Rendimiento 

(udm/ha) 

Valor producción 

(miles de pesos) 

Zacatecas 342,452.16 0.56 6,405,084.52 

Sinaloa 172,238.91 1.97 3,985,499.54 

Nayarit 70,050.60 1.12 1,553,568.20 

Chiapas 69,711.88 0.61 1,024,949.63 

Durango 58,574.82 0.43 1,576,357.48 

Guanajuato 40,347.02 0.86 664,455.05 

S. L. P. 38,466.82 0.60 795,182.03 

Puebla 37,907.34 0.88 589,086.01 

Nacional 996,392.77 0.73 19,432,232.52 

 

 

Taxonomía del frijol 

 

Linneo en el año 1753 le asignó el nombre completo a Phaseolus vulgaris L. Según 

Ulloa (2011), el frijol corresponde taxonómicamente a la especie del género 

Phaseolus, a la tribu Phaseoleae, subfamilia Papilionaideae, familia Leguminosae y 

al orden Rosales. 

Orden               Rosales 

     División         Angiospermas  

         Clase           Dicotoledóenas 

             Familia           Leguminosae 

                  Subfamilia         Papilionaideae 

                       Tribu                     Phaseoleae 

                            Género                 Phaseolus 

 

 

 



 

7 
 

Descripción botánica del frijol 

 

El frijol es una leguminosa que presenta una morfología única, caracterizada por 

sus raíces pivotantes que le permiten absorber nutrientes y agua del suelo, tallos 

herbáceos que puedan ser erectos o trepadores, y hojas compuestas que realizan 

la fotosíntesis y regulan la transpiración. Esta estructura morfológica permite al frijol 

adaptarse a diferentes ambientes y condiciones de crecimiento, lo que lo convierte 

en una planta versátil y productiva. 

 

Tallo 

 

Herbáceo cuando es joven y semileñoso al final del ciclo. De color verde, rosa o 

morado, largo o pubescente. Es soporte para la planta, en donde se insertan las 

hojas y diversos complejos axilares (López, 2014). 

 

Raíz 

 

Eje principal, pivotante y fibroso. Puede alcanzar hasta 1.2m de profundidad, 

generalmente se encuentran entre los primeros 20-25cm y en un diámetro de 5cm. 

Conforme la planta crece, desarrolla raíces laterales que aumentan la capacidad de 

absorción de nutrientes y proporcionan la estabilidad a la planta del frijol (Barreto, 

2001). 

 

Hojas 

 

Estructuras planas y verdes, desarrollados en los nudos del tallo. Se dividen en 

pequeñas. El frijol tiene hojas trifoliadas, es decir, cada hoja se compone de tres 

foliolos distintos. 
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Flores 

 

Las flores del frijol crecen en racimos terminales y están compuestos por pétalos, 

sépalos, estambres y carpelos (Camacho, 2024). 

 

Fruto 

 

Es una vaina con dos valvas. Las vainas son generalmente delgados, angostos y 

comprimidos, pueden tener de 4 a 10 semillas por vaina. 

 

Semilla 

 

Extensa variación de color (blanco, rojo, crema, negro, etc.), de forma y brillo. Puede 

tener varias formas, cilíndricas, de riñón, esféricas u otras (Olivas, 1999). 

 

Enfermedades fúngicas asociadas al cultivo del frijol 

 

A pesar de su importancia a nivel nacional, el cultivo de frijol se ve afectado por 

diversos problemas fitosanitarios, siendo las enfermedades causadas por 

microrganismos fitopatógenos, un problema que disminuye la producción de 

manera considerable. En este contexto, las enfermedades por hongos fitopatógenos 

que afectan al frijol son una preocupación importante para la productividad agrícola 

debido a su impacto en el rendimiento y la calidad. Existen diferentes hongos 

fitopatógenos que afectan a este cultivo, cada uno con características distintas y 

desafíos de manejo (Usmael et al., 2023).  

 

Entre ellas se encuentran la Roya común del frijol (Uromyces appendiculatus) la 

cual es una de las más destructivas, reduciendo el rendimiento hasta en 100% en 

algunas regiones (Tsegaye et al., 2024). La podredumbre de la raíz (Rhizoctonia 

solani, Fusarium spp., Pythium catenulatum y Ceratobasidium sp.) es otra 

enfermedad que puede causar pérdidas de hasta el 50% en campos infectados 
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(Rabago-Zavala et al., 2023; Helmy & Abu-Hussien, 2024). La mancha angular de 

la hoja (Pseudocercospora griseola), es otro hongo fitopatógeno que afecta al frijol 

este presenta alta variabilidad patógena, especialmente en África (Aytenfsu & 

Terefe, 2023). La antracnosis causada por Colletotrichum lindemuthianum afecta 

tanto el rendimiento como la calidad del frijol (Gupta & Singh, 2020), y finalmente 

Macrophomina phaseolina el cual es un hongo fitopatógeno causante de la pudrición 

carbonosa, es uno de los principales problemas donde se cultiva frijol, y si no se 

controla puede causar pérdidas en el rendimiento de hasta el 100 %. 

 

Macrophomina phaseolina 

 

M. phaseolina, un hongo fitopatógeno de la familia Botryosphaeriaceae, afecta a 

más de 500 especies vegetales, incluyendo cultivos económicamente importantes. 

Se encuentra principalmente en suelos cálidos, invadiendo tejidos inmaduros o 

dañados bajo condiciones secas. En México, se ha reportado en cultivos como 

maíz, sorgo, soja, caña de azúcar y frijol (Leyva-Mir et al., 2015). Este hongo 

fitopatógeno presenta colonias con crecimiento micelial denso y velloso, 

inicialmente gris oscuro y luego negro. Desarrolla microesclerocios negros, 

esféricos a irregulares, de 85-130 µm. En los tejidos infectados, se observan 

picnidios globosos, negros, de 165-260 µm, con ostiolo truncado. Los conidios 

inmaduros son hialinos, cilíndricos a elipsoidales, mientras que los maduros son 

café claro con apéndices mucoides (Leyva-Mir et al., 2015). Su amplia diversidad 

genética y capacidad de adaptación dificultan el manejo, ya que exhibe múltiples 

cepas con niveles variables de patogenicidad (Khan & Javaid, 2023; Kumar & 

Sandhu, 2024). Su clasificación taxonómica es la siguiente:  
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Reino: Fungi 

  División: Ascomycota 

    Clase: Dothideomycetes 

      Orden: Botryosphaeriales 

        Familia: Botryosphaeriaceae 

          Género: Macrophomina 

            Especie: Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. 

 

Importancia de Macrophomina phaseolina en el cultivo de frijol 

 

En el cultivo de frijol provoca síntomas como marchitez y clorosis, afectando todas 

las etapas del cultivo, tanto en la etapa de plántula como en la adulta. Además, su 

habilidad para formar esclerocios le permite persistir en el suelo, lo que complica el 

control (Vázquez et al., 2024; Abdelmagid & Kim, 2024). Por lo anterior mencionado, 

M. phaseolina representa una de las principales amenazas en el cultivo de frijol, 

causando pérdidas sustanciales en la producción al reducir la población de plantas 

en el campo, ya que una vez establecido y con las condiciones ambientales 

favorables, se desarrolla de manera eficiente y rápida, y de no realizar un correcto 

manejo de la enfermedad, puede causar pérdidas de hasta el 100 % en la 

producción (Leyva et al., 2015).  

 

Medidas de control de Macrophomina phaseolina en el cultivo de frijol 

 

Existen diversas estrategias para el manejo de la enfermedad, incluyendo el uso de 

genotipos resistentes, tratamientos químicos y prácticas culturales. Sin embargo, 

debido a la adaptabilidad del patógeno, es necesario un enfoque de manejo 

integrado, por lo que el control de esta enfermedad se recomienda mediante 

diversos métodos de control (Gupta et al., 2023; Khaire et al., 2023).  
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Control químico 

 

Este se realiza mediante fungicidas de síntesis química, los cuales presentan una 

eficacia relativamente rápida, entre estos se encuentran fungicidas como el 

azoxistrobina y difenoconazol, u hormonas sintéticas como el ácido salicílico el cual 

puede inducir resistencia en plantas contra el fitopatógeno. Sin embargo, el uso 

excesivo e indiscriminado de este método de control ha generado daños en el 

ambiente, en la salud humana, además de propiciar la aparición de cepas 

resistentes a los ingredientes activos (Meena et al., 2021; Gupta et al., 2023). 

 

Control cultural 

 

El control culturas se refiere a la aplicación de prácticas agrícolas adecuadas para 

reducir las condiciones favorables al desarrollo de microrganismos fitopatógenos, y 

al mismo tiempo, favorecer el crecimiento saludable del cultivo. En el cultivo de frijol, 

las prácticas culturales, como la selección de cultivares resistentes y la 

implementación de rotación de cultivos y labranza adecuada, ayudan a reducir la 

humedad en el suelo y el estrés en las plantas, minimizando la incidencia de la 

podredumbre carbonosa provocada por M. phaseolina (Singh et al., 2023). 

 

 

Control biológico y natural 

 

El control biológico y natural de enfermedades en plantas se basa en el uso de 

organismos vivos y compuestos de origen natural que limitan el desarrollo de los 

microorganismos fitopatógenos, constituyendo una alternativa sostenible al uso de 

fungicidas quimicos. En este tipo de control, diversos microorganismos como 

Trichoderma spp., Bacillus subtilis y Pseudomonas fluorescens han demostrado 

eficacia mediante diversos modos de acción como la competencia por nutrientes, 

antibiosis, micoparasitismo e inducción de resistencia (Thakur et al., 2022). Por otro 

lado, los extractos vegetales y aceites esenciales han cobrado relevancia como 
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biofungicidas debido a que contienen compuestos fitoquimicos con propiedades 

antifúngicas, como fenoles, flavonoides, terpenoides y alcaloides, capaces de inhibir 

el desarrollo de hongos fitopatógenos. Estos métodos ofrecen una alternativa 

ecológica a los productos químicos, promoviendo un control natural de la 

enfermedad (Joshi et al., 2023). 

 

Extractos vegetales para control de Macrophomina phaseolina 

 

Los extractos vegetales han demostrado ser una alternativa eficaz y ecológica para 

el control de M. phaseolina (Khaire et al., 2018; Lakhran & Ahir, 2020). Entre ellos, 

los extractos acuosos de Moringa oleifera, Morinda citrifolia, Azadirachta indica y 

Melia azedarach, fueron efectivos para el control de M. phaseolina en semillas de 

habichuela (González García et al., 2016). Sin embargo, los extractos alcohólicos 

han mostrado una alta capacidad de inhibición contra M. phaseolina, siendo algunas 

de las especies de plantas que han demostrado estas propiedades como Sesamum 

indicum (Mendoza & Laurentin, 2012), Cuminum cyminum, Zingiber officinale y 

Citrullus colocynthis (Abdul-Hassan, 2020).  

 

Los extractos vegetales pueden inhibir a los fitopatógenos debido a la presencia de 

compuestos bioactivos, como alcaloides, flavonoides y terpenos, que afectan el 

crecimiento y desarrollo de los hongos. Estos compuestos actúan alterando 

procesos fisiológicos del patógeno, como la germinación de esporas, la formación 

de micelio y la producción de esporas, lo que contribuye a la protección de las 

plantas contra enfermedades (Ramírez-Méndez et al., 2024). Aunque estos 

extractos ofrecen alternativas prometedoras a los fungicidas químicos, su eficacia 

varía según las condiciones ambientales, por lo que su integración con otras 

prácticas agrícolas sustentables podría optimizar su efectividad a largo plazo. 
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Bacillus subtilis para control de Macrophomina phaseolina 

 

El biocontrol con la bacteria B. subtilis es una alternativa efectiva para el manejo de 

M. phaseolina, aprovechando sus propiedades antagónicas y promotoras del 

crecimiento vegetal. B. subtilis actúa contra M. phaseolina mediante la producción 

de enzimas como proteasas, celulasas y pectinasas, que degradan la pared celular 

del patógeno (Nascimento et al., 2025), además de péptidos antimicrobianos como 

iturina y surfactina, los cuales afectan sus membranas celulares (Dhanabalan et al., 

2024). Asimismo, genera compuestos volátiles que inhiben significativamente su 

crecimiento (Bojórquez-Armenta et al., 2021).  

 

Ensayos in vitro e in vivo han demostrado tasas de inhibición de hasta un 85% y 

una reducción considerable de la enfermedad en invernadero (Dhanabalan et al., 

2024), mientras que, en campo, formulaciones de B. subtilis han reducido la 

mortalidad vegetal y la gravedad de la enfermedad (Viejobueno et al., 2021). 

Además de su capacidad antifúngica, este microorganismo mejora la disponibilidad 

de nutrientes mediante sideróforos y estimula el desarrollo de las plantas al producir 

ácido indol-3-acético (Dhanabalan et al., 2024). Comparado con otros agentes de 

biocontrol como Trichoderma, B. subtilis ha mostrado una eficacia similar o superior 

en la inhibición de M. phaseolina (Ahmad & Khan, 2024). No obstante, debido a la 

variabilidad en su eficacia según las condiciones ambientales y las cepas utilizadas, 

se requiere más investigación y su integración con estrategias del MIP para 

optimizar su impacto en la agricultura sostenible. 

 

Perspectivas futuras para el control de Macrophomina phaseolina 

 

Estas se centran en un enfoque integrado que combine estrategias biológicas, 

químicas y culturales para mitigar su impacto en los cultivos. El control biológico ha 

mostrado resultados prometedores con el uso de Bacillus spp., que producen 

enzimas (proteasas, celulasas y pectinasas) para inhibir el crecimiento del patógeno 

(Nascimento et al., 2025). Asimismo, Trichoderma spp. han demostrado eficacia 
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mediante parasitismo y antibiosis, además de inducir resistencia en las plantas 

(Silva-Sarzi et al., 2024). Otros microorganismos, como Pseudomonas, Serratia y 

hongos micorrízicos arbusculares, también han sido identificados como agentes de 

biocontrol efectivos (Thakur et al., 2022).  

 

El uso de nanopartículas metálicas, como las de plata, cobre y zinc, ha emergido 

como una estrategia novedosa que reduce la incidencia de la enfermedad en 

laboratorio e invernadero (Choudhary et al., 2023). En cuanto a las prácticas 

culturales, la implementación de técnicas como la siembra oportuna, el cultivo mixto 

y la labranza contribuyen a reducir la incidencia de M. phaseolina al mejorar la 

sanidad del suelo y la resistencia de las plantas (Singh, 2023). Además, el desarrollo 

de cultivares resistentes representa una estrategia sostenible a largo plazo, donde 

la evaluación del genotipo permite identificar variedades con mayor tolerancia al 

patógeno (Gupta et al., 2023). En el ámbito químico, compuestos como el ácido 

salicílico y la riboflavina han demostrado inducir resistencia sistémica adquirida en 

las plantas, reduciendo la gravedad de la enfermedad (Gupta et al., 2023).  

 

De manera complementaria, diversos fitoextractos han mostrado capacidad 

antifúngica, posicionándose como alternativas naturales a los fungicidas sintéticos 

(Joshi, 2023). Si bien estas estrategias ofrecen soluciones innovadoras y 

sustentables, la variabilidad genética del patógeno y su adaptabilidad ambiental 

requieren investigación continua. La integración de estas herramientas en un plan 

de manejo integral es clave para mejorar su eficacia a largo plazo y minimizar las 

pérdidas agrícolas causadas por M. phaseolina. 

 

 

 

 

 

 



 

15 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Obtención de microorganismos 

 

El hongo fitopatógeno M. phaseolina (MPF1) y la bacteria B. subtilis (BAN2) se 

obtuvieron de la colección microbiológica del laboratorio de Micología y 

Biotecnología del departamento de Parasitología de la Universidad Autónoma 

Agraria Antonio Narro (UAAAN). Estos fueron reactivados para su investigación, en 

el caso de M. phaseolina, se reactivó en medio Papa Dextrosa Agar (PDA). Por su 

parte, la cepa de B. subtilis fue reactivada en Agar Nutritivo (AN). 

 

Obtención de extractos vegetales 

 

Los extractos vegetales fueron proporcionados por la empresa GreenCorp 

Biorganiks de México S.A. de C.V., ubicada en la ciudad de Saltillo, Coahuila, 

México. Los productos suministrados incluyen extracto cetónico de Euphorbia 

antisyphilitica, y los extractos etanólicos de Humulus annuus y Thymus vulgaris 

 

Caracterización de fitoquímicos presentes en los extractos vegetales 

mediante Cromatografía Líquida de Alta Resolución Acoplada a 

Espectrometría de Masas (HPLC-MS) 

 

El análisis cromatográfico de alta resolución en fase inversa se llevó a cabo 

siguiendo el protocolo descrito por Ascacio et al., (2016). Se utilizó un sistema de 

cromatografía líquida de alta presión (HPLC) Varian, equipado con un inyector 

automático, una bomba ternaria y un detector de matriz de fotodiodos (PDA). 

Asimismo, se empleó un espectrómetro de masas con trampa de iones equipado 

con una fuente de iones por electropulverización 

Se inyectaron 5 μL en una columna de fase inversa Denali. La temperatura de la 

columna se mantuvo constante a 30 °C. Los eluyentes utilizados fueron ácido 
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fórmico (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B). Se aplicó un gradiente de elución 

programado de la siguiente manera: 3 % B inicial, aumento lineal a 9 % B en 5 min, 

aumento lineal a 16 % B en 15 min y aumento lineal a 50 % B en 45 min. Después 

de la elución, se realizó el lavado y reacondicionamiento de la columna.  

 

El caudal se mantuvo constante a 0.2 ml/min y la elución se monitoreó a longitudes 

de onda de 245, 280, 320 y 550 nm. Todo el efluente (0.2ml/min) se inyectó en la 

fuente del espectrómetro de masas sin división. Nitrógeno se utilizó como gas 

nebulizador y helio como gas de arrastre. Los parámetros de la fuente de iones 

fueron los siguientes: voltaje de pulverización de 5.0 kV, voltaje capilar de 90.0 V y 

temperatura de 350 °C. Los datos obtenidos se procesaron utilizando el Software 

MS Workstation (V 6.9).  

 

Actividad antifúngica de extractos vegetales sobre Macrophomina phaseolina 

por el método de medio envenenado. 

 

Se determinó la actividad antifúngica de los extractos vegetales por el método de 

medio envenenado propuesto por Ramírez-Méndez et al. (2024); los tratamientos 

utilizados fueron el extracto cetónico de E. antisyphilitica, y los extractos etanolicos 

de H. annuus y T. vulgaris, utilizando concentraciones de 1 a 80 %, además se 

utilizó un testigo positivo el cual consistió en el hongo sin ningún tratamiento. Se 

utilizó medio PDA, al que se agregaron los extractos vegetales. Posteriormente, se 

colocaron discos de 0.5 mm con micelio activo de M. phaseolina y se incubaron a 

28 ± 2 °C, midiendo el crecimiento radial del patógeno hasta que el testigo positivo 

cubrió la placa por completo. El porcentaje de inhibición se determinó mediante la 

siguiente fórmula:  

 

Porcentaje de Inhibición= (DC-DT/DC) *100.  

 

Donde DC es el diámetro del tratamiento testigo, y DT es el diámetro de las 

diferentes concentraciones. 
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Actividad antagónica de Bacillus subtilis sobre Macrophomina phaseolina 

mediante la técnica de cultivo dual 

 

La actividad antifúngica de la cepa de B. subtilis se determinó mediante la técnica 

de cultivo dual, siguiendo la metodología descrita por Rios-Velasco et al. (2016). 

Para ello, se colocó un disco de 0.5 mm con micelio de M. phaseolina en el centro 

de una caja Petri con medio PDA, inoculando la cepa de B. subtilis en los cuatro 

puntos cardinales de la caja. Se utilizó un testigo positivo y las cajas se incubaron a 

28 ± 2 °C. El crecimiento radial se midió diariamente, finalizando cuando el testigo 

positivo cubrió toda la caja. Se calculó el porcentaje de inhibición del crecimiento 

radial mediante la fórmula:   

 

Porcentaje de inhibición del crecimiento radial mediante = [((R1-R2) / R1) *100]. 

 

Dónde: R1= crecimiento radial del patógeno (diámetro en centímetros) R2= 

Diámetro de la colonia en la placa tratada (porcentaje). 

 

Preparación de los filtrados de Bacillus subtilis 

 

Los filtrados de B. subtilis (FBS) se prepararon siguiendo el protocolo de 

Abdelmoteleb et al. (2017), con algunas modificaciones. Se inoculó B. subtilis en 

250 mL de caldo Luria-Bertani (LB) y se incubó en un agitador orbital a 150 rpm y 

30 °C durante 36 horas. Posteriormente, la suspensión bacteriana se centrifugó a 

10,000 rpm por 10 minutos a 4°C, y el sobrenadante resultante se filtró utilizando 

filtros de nylon de 0,22 μm. 
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Actividad antifúngica de Euphorbia antisyphilitica, Helianthus annuus, y 

Thymus vulgaris y filtrados de Bacillus subtilis sobre Macrophomina 

phaseolina en hojas de frijol 

 

La efectividad biológica del extracto cetónico de E. antisyphilitica, y los extractos 

etanolicos de H. annuus y T. vulgaris, asi como de los FBS, se determinó siguiendo 

la metodología descrita por Bañuelos-Balandrán y Mayek-Pérez (2010), con 

algunas modificaciones. Se utilizaron semillas de frijol variedad Pinto Saltillo, con 30 

días de desarrollo, se recolectaron sus hojas completamente expandidas con un 

tamaño aproximado de 7 cm de longitud y 3 cm de ancho.  Las hojas se 

desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2% durante 2 min, y se enjuagaron con 

agua destilada estéril y se secaron en papel secante estéril, posteriormente se 

colocaron sobre papel filtro estéril en una caja Petri, manteniéndola húmeda. Los 

tratamientos utilizados fueron la CI90 de los extractos vegetales obtenida en el 

experimento envenenado y los FBS. Quedando distribuidos de la siguiente manera: 

T1: E. antisyphilitica (84.18%), T2: H. annuus (50.20%), T3: T. vulgaris (62.08%), 

T4: FBS (100%), T5: testigo químico (Tiabendazol, 1l/Ha), T6: testigo positivo, y T7: 

testigo negativo.  

 

La inoculación de las hojas se realizó colocando dos discos de 0.5 cm de diámetro 

con micelio activo de M. phaseolina en el haz de cada hoja, en ambos extremos a 

partir de la nervadura central. La evaluación se realizó midiendo diariamente el área 

foliar necrosada en las hojas hasta que la hoja correspondiente al testigo positivo 

presentó necrosis completa. Los datos obtenidos se usaron para calcular la 

severidad del crecimiento a lo largo del tiempo utilizando el Área Bajo la Curva del 

Progreso de la Enfermedad (AUDPC). La curva de severidad del crecimiento del 

hongo se determinó mediante la fórmula siguiente formula (Finney, 1977):  
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Dónde: n= número de evaluaciones; y= porcentaje de follaje afectado; t= número de 

días evaluados 

 

Análisis Estadístico 

 

Se realizó un análisis Probit para determinar las Concentraciones Inhibitorias al 50 

y 90% (CI50-90) de los extractos. Para el estudio en hojas de frijol, se utilizó un diseño 

completamente al azar con 6 repeticiones por tratamiento. Tanto las CI50 y CI90 

obtenidas, así como los datos obtenidos del bioensayo en hojas, se sometieron a 

un análisis de varianza y prueba de Tukey (p≤0.05), usando el programa Statistical 

AnalysisSys, versión 9.0. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Caracterización de fitoquímicos presentes en Euphorbia antisyphilitica, 

Helianthus annuus, y Thymus vulgaris mediante HPLC-MS 

 

El análisis mediante HPLC-MS detecto diversos fitoquímicos (Tabla 2). El extracto 

de E. antisyphilitica presentó compuestos de las familias de los ácidos 

hidroxibenzoicos (ácido gálico 4-O-glucósido y ácido gálico 3-O-galato), ácidos 

hidroxicinámicos (ácido cafeico 4-O-glucósido) y metoxiflavonoles (patuletina 3-O-

glucosil-(1->6)- [apoiosil(1->2)]-glucósido. Por su parte, el extracto de H. annuus 

presentó compuestos de las familias de ácidos hidroxicinámicos (ácido q,3-

dicafeoilquínico, ácido 1-cafeoilquínico y ácido 1,5-dicafeoilquínico), tirosoles 

(hidroxitirosol 4-O-glucósido, 3,4-DHPEA-EA), ácidos hidroxibenzoicos (ácido 

protocatequiico 4-O-glucósido), flavonas (apigenina 7-O-glucósido), metoxiflavinas 

(5,6-dihidroxi-7,8,3,4-tetrametoxiflavona) y dihydrochalconas (floretina). 

Finalmente, en el extracto de T. vulgaris se identificaron compuestos de las familias 

de los ácidos hidroxicinámicos (ácido cafeico 4-O-glucósido), metoxiflavonoles 

(isorhamnetina 3-O-glucósido 7-O-ramnósido), metoxiflavonas (diosmina) y 

terpenos fenólicos (rosmanol).  

 

Los compuestos fenólicos son compuestos producidos en las plantas, los cuales 

desempeñan diversas funciones, tales como resistencia al estrés, estructura y 

soporte, atracción de polinizadores, y defensa contra fitopatógenos (Schöneberg et 

al., 2018).  En este sentido, la patuletina el cual se encontró en E. antisyphilitica, es 

un compuesto fenólico producido por las plantas, el cual tiene la capacidad de 

disrumpir las membranas celulares de hongos fitopatógenos (Ruiz-Quiroz, 2013). 

Por otro lado, se ha demostrado que el ácido cafeico, presente en E. antisyphilitica 

y T. vulgaris, posee actividad antifúngica al inhibir el desarrollo de diversas especies 

de hongos. Su mecanismo de acción implica el debilitamiento de la pared celular y 

la alteración del sistema de defensas antioxidantes (Ma y Ma, 2015), incluyendo 

Candida albicans (Joya et al., 2017), además, este compuesto puede actuar como 



 

21 
 

precursor de otros bioactivos más complejos como las cumarinas, ligninas, taninos, 

flavonoides e isoflavonoides (Ávalos García y Pérez-Urria, 2009).  

 

Otros compuestos como la diosmina y la apigenina 7-O-glucósido, clasificados 

como flavonoides, y el rosmanol, un terpeno fenólico, también presentan 

propiedades antifúngicas relevantes (Singh et al., 2014; Gervasi et al., 2023; Aamer 

et al., 2023). Los flavonoides actúan inhibiendo enzimas que los hongos necesitan 

para el metabolismo celular, lo cual afecta su desarrollo y resistencia. En el caso del 

rosmanol, su actividad antioxidante contribuye a aumentar el estrés oxidativo en los 

hongos, generando daños irreversibles en sus componentes internos. La acción 

conjunta de estos fitoquímicos, con distintos mecanismos de ataque celular, ofrece 

un enfoque multifacético y efectivo para combatir infecciones fúngicas. Por ejemplo, 

se ha demostrado que el propóleo inhibe el crecimiento de C. albicans mediante 

compuestos como ácido cafeico, flavonoides y ésteres fenólicos, que alteran el tubo 

germinativo y la pared celular, generando deformaciones en los sitios de gemación 

(Londoño et al., 2008). 
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Cuadro 2.Compuestos fitoquímicos identificados en extractos de Euphorbia antisyphilitica, 

Helianthus annuus y Thymus vulgaris por HPLC-MS. 

Species Retention time Mass Phytochemical Family 

E
u

p
h

o
rb

ia
 

a
n
ti
s
y
p

h
ili

ti
c
a

 5.565 341.1 Ácido cafeico 4-O-glucósido Ácidos hidroxicinámicos 

18.346 330.9 Ácido gálico 4-O-glucósido Ácidos hidroxibenzoicos 

37.602 786.7 

Patuletina 3-O-glucosil-(1-
>6)-[apoiosil(1->2)]-
glucósido 

Metoxiflavonoles 

39.802 321 Ácido gálico 3-O-galato Ácidos hidroxibenzoicos 

H
e

lia
n
th

u
s
 a

n
n
u
u
s
 

4.992 316.8 Hidroxitirosol 4-O-glucósido Tirosoles 

5.535 376.8 3,4-DHPEA-EA Tirosoles 

18.157 314.9 
Ácido protocatequiico 4-O-
glucósido 

Ácidos hidroxibenzoicos 

22.02 372.9 
5,6-dihidroxi-7,8,3,4-
tetrametoxiflavona 

Metoxiflavinas 

34.1 420.9 Apigenina 7-O-glucósido Flavonas 

34.754 514.8 Acido 1,3- dicafeoilquínico  Ácidos hidroxicinámicos  

35.35 352.8 Ácido 1-cafeoilquínico Ácidos hidroxicinámicos 

35.36 514.8 Acido 1,5-dicafeoilquínico  Ácidos hidroxicinámicos 

44.121 272.8 Floretina Dihidrochalconas 

T
h
y
m

u
s
 v

u
lg

a
ri
s
 37.411 341 Ácido cafeico 4-O-glucósido Ácidos hidroxicinámicos 

38.964 623 
Isorhamnetina 3-O-glucósido 7-
O-ramnósido 

Metoxiflavonoles 

41.295 607 Diosmina Metoxiflavonas 

44.886 345 Rosmanol Terpenos fenólicos 
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Actividad antifúngica de extractos vegetales sobre Macrophomina phaseolina 

por el método del medio envenenado.  

 

Los resultados obtenidos de la actividad antifúngica de los extractos vegetales 

muestran que los extractos de H. annuus y T. vulgaris inhibieron el crecimiento de 

M. phaseolina por completo desde el 20%, por su parte el extracto de E. 

antisyphilitica lo hizo desde el 80% (Figura 1).  En relación con la CI50-90, se 

observaron diferencias estadísticas entre los extractos de H. annuus y T. vulgaris, 

en relación con el de E. antisyphilitica, observándose una CI50 de 17.79 % en el caso 

de T. vulgaris, y de 19.38 % para H. annuus. Por su parte, las CI90 observadas 

fueron de 62.08 y 50.20 % para T. vulgaris y H. annuus respectivamente (Tabla 3).  

 

 

Figura 1.Porcentaje de inhibición de Euphorbia antisyphilitica, Helianthus annuus y 

Thymus vulgaris sobre Macrophomina phaseolina por el método de medio 

envenenado. 
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Algunos fitoquímicos identificados en especies como E. antisyphilitica, H. annuus y 

T. vulgaris han mostrado propiedades antifúngicas significativas, principalmente 

debido a su capacidad para interferir en la estructura y función celular de hongos 

patógenos. Actualmente, los extractos vegetales, se están considerando como una 

alternativa para el manejo de M. phaseolina, ya que diversos estudios han 

demostrado, la capacidad de estos para inhibir el desarrollo de este hongo 

fitopatógeno. Por ejemplo, Vogt et al. (2013) utilizando extracto de Larrea divaricata 

inhibió M. phaseolina con una CIM de 250 µg/mL.  

 

En este sentido, se ha reportado que extractos de Moringa oleífera, Morinda 

citrifolia, Eucalyptus, Ricinus communis, Melia azedarach y Azadirachta indica, han 

presentado actividad antifúngica sobre M. phaseolina, inhibiendo el desarrollo hasta 

un 60 % deteniendo así, su crecimiento (Flores y Terán, 2014; Abreu et al., 2015). 

Por su parte, Gálvez-Mendoza et al., (2020), reportaron inhibiciones del 45 a 100 % 

sobre M. phaseolina utilizando extractos de Azadirachta indica, Cinnamomum 

zeylanicum, Reynoutria sachalinensis y Larrea tridentata.  

 

Sin embargo, actualmente existen informes sobre la inhibición de aceites ecenciales 

de T. vulgaris sobre M phaseolina. Khaledi et al. (2015) reportaron que el AE de T. 

Cuadro 3.Concentración inhibitoria al 50 y 90 % de extractos de Euphorbia 

antisyphilitica, Helianthus annuus, y Thymus vulgaris sobre Macrophomina phaseolina. 

 

Tratamientos CI50 CI90 

 Euphorbia antisyphilitica 28.05a 84.18a 

Helianthus annuus 19.38b 50.20b 

Thymus vulgaris 17.78b 62.08b 

*Valores con la misma letra son estadísticamente similares (Tukey, p<0.05). 
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vulgaris mostró alta actividad antifúngica contra M. phaseolina, con una CIM de 

1150 ppm. Las hifas expuestas presentaron alteraciones estructurales y se redujo 

la actividad de las enzimas celulasa y pectinasa, esenciales para la patogenicidad. 

Por su parte Moghaddam & Mehdizadeh, (2020) determinaron que el AE de T. 

vulgaris inhibió completamente el crecimiento de M. phaseolina a una concentración 

de 1600 μL/L-1. 

 

Actividad antagónica de Bacillus subtilis sobre Macrophomina phaseolina 

por el método de cultivo dual  

 

La actividad antagónica de B. subtilis mostró inhibición del 51.7% del crecimiento 

micelial del hongo. El género Bacillus es capaz de producir compuestos de bajo 

peso molecular con actividades antibióticas, así como enzimas líticas, entre las que 

destacan las proteasas, quitinasas, celulasas y amilasas; enzimas capaces de 

degradar la pared celular de algunos microorganismos (Shoda, 2000; Compant et 

al., 2005). En una investigación de Singh et al. (2008), se demostró que B. subtilis 

tuvo una inhibición del 74% contra M. phaseolina, en el ensayo de cultivo dual. 

Además, el filtrado de cultivo de B. subtilis detuvo completamente el crecimiento del 

hongo a una concentración del 60%, provocando vacuolación, compresión de hifas, 

hinchazón, ramificación anormal y lisis de micelios. Por su parte Hernández-Pérez 

et al. (2017) encontraron que B. subtilis, P. fluorescens y B. cepacia inhibieron el 

crecimiento de M. phaseolina hasta en un 78.30%, 71.42% y 70.27%, 

respectivamente. 

 

Actividad antifúngica de extractos vegetales y filtrados de Bacillus subtilis 

sobre el crecimiento de Macrophomina phaseolina en hojas de frijol. 

 

Los resultados demostraron que tanto los extractos vegetales como los FBS 

inhibieron el desarrollo de M. phaseolina en las hojas de frijol. En este sentido, se 

observaron diferencias estadísticas entre los tratamientos a lo largo del tiempo en 

que duro el experimento. Al primer día se observaron diferencias estadísticas entre 



 

26 
 

todos tratamientos en relación al testigo positivo, siendo los tratamientos 

correspondientes a FBS, T. vulgaris y H. annuus los que presentaron mejor control 

del patógeno con área necrosada de 1.43, 1.43 y 0 % respectivamente, esta 

tendencia continuo durante todos los días en que duro el experimento, y finalmente 

en el quinto día se observó de nueva cuenta diferencia estadística entre los 

tratamientos en relación al testigo positivo, siendo los tratamientos correspondientes 

a FBS, T. vulgaris y H. annuus los que presentaron mejor control de la necrosis en 

hojas, con áreas necrosadas de 7.14, 12.57 y 13.86% respectivamente. La curva de 

severidad del crecimiento del hongo reflejó una mayor capacidad por parte de FBS, 

T. vulgaris y H. annuus para inhibir el desarrollo del patógeno (Figura 3). 

 

 

 

Figura 2.Área bajo la curva de progreso de la enfermedad de extractos de 

Euphorbia antisyphilitica, Helianthus annuus, Thymus vulgaris y filtrados de Bacillus 

subtilis sobre Macrophomina phaseolina. 

 

La THD ofrece una alternativa para evaluar enfermedades fúngicas, permitiendo 

realizar un diagnóstico controlado en condiciones controladas de temperatura y 

humedad, que favorecen el desarrollo del fitopatógeno. Esta técnica también facilita 

diversas investigaciones, tanto para el control de las enfermedades como para 
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estudiar la susceptibilidad de diferentes cultivos. En una investigación realizada por 

Han et al. (2017) evaluaron la actividad antifúngica in vivo de fracciones purificadas 

de Curcuma zedoaria en plantas inoculadas con cinco hongos fitopatógenos 

(Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Phytophthora infestans, Puccinia triticina y 

Blumeria graminis).  

 

Las plantas fueron expuestas mediante aspersión o aplicación directa del inóculo y 

luego incubadas en una cámara humidificada a temperaturas entre 20°C y 25°C 

durante 1 a 7 días, dependiendo del patógeno. Los extractos de n-hexano y cloruro 

de metileno fueron altamente efectivos (80-100%) contra la roya de la hoja del trigo, 

similar al fungicida flusilazole, mientras que su actividad contra el tizón de la vaina 

del arroz y el tizón tardío del tomate fue moderada y nula contra el moho gris del 

tomate y el mildiú polvoriento de la cebada. Además, se identificó una cetolactona 

sesquiterpénica con eficacia parcial (50-65%) contra tres enfermedades y sin 

efectos fitotóxicos en los cultivos evaluados.  

 

Por su parte, Lee et al. (2022) realizaron un ensayo de patogenicidad en plantas de 

arroz inoculadas con una suspensión de esporas de Magnaporthe oryzae. Después 

de 24 horas en condiciones de humedad, las plantas fueron incubadas a 25°C 

durante 7 días. El extracto de butanol de Actinostemma lobatum suprimió 

eficazmente los síntomas de la enfermedad en las hojas de arroz. A 

concentraciones altas (300 μg/ml y 150 μg/ml), su actividad fue comparable al 

fungicida benomilo, sin causar efectos negativos significativos en las plantas.  
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CONCLUSIONES 

 

Las plantas, a través de su metabolismo, sintetizan una amplia variedad de 

compuestos fitoquímicos con actividad antifúngica, los cuales pueden ser extraídos 

y utilizados en forma de extractos vegetales. En este estudio, la caracterización 

fitoquímica de los extractos permitió identificar diversos compuestos activos en E. 

antisyphilitica, H. annuus y T. vulgaris, tales como ácido cafeico, diosmina, 

apigenina y patuletina, los cuales poseen propiedades antifúngicas. Estos 

compuestos probablemente contribuyeron a la actividad antifúngica observada, 

siendo los extractos de H. annuus y T. vulgaris los más efectivos al inhibir el 

crecimiento de M. phaseolina a partir de concentraciones del 20%. En el ensayo con 

la THD, se verificó que estos mismos extractos, junto con los FBS, mostraron una 

alta eficacia en la reducción del daño causado por M. phaseolina en las hojas de 

frijol. Estos resultados refuerzan el uso de extractos vegetales y filtrados celulares 

de microorganismos antagonistas como opciones sostenibles para el control de M. 

phaseolina. Sin embargo, es necesario continuar con investigaciones adicionales 

para optimizar las formulaciones y evaluarlas en condiciones de invernadero y 

campo. 
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ANEXOS 

  

 

 

 

Anexo 1. Crecimiento de Macrophomina phaseolina MPF1 en PDA (A) y formación 

de esclerocios (B), así como crecimiento de Bacillus subtilis BAN2 (C). 

 

Anexo 2. Actividad antifúngica de Euphorbia antisyphilitica sobre el crecimiento 

micelial de Macrophomina phaseolina por el método de medio envenenado.  
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Anexo 3. Actividad antifúngica de Helianthus annuus sobre el crecimiento micelial 

de Macrophomina phaseolina por el método de medio envenenado.  

 

Anexo 4. Actividad antifúngica de Thymus vulgaris sobre el crecimiento micelial de 

Macrophomina phaseolina por el método de medio envenenado.  
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Anexo 5. Actividad antifúngica de Bacillus subtilis sobre el crecimiento micelial de 

Macrophomina phaseolina por la técnica de cultivo dual.  

 

Anexo 6. Actividad antifúngica de extractos vegetales de Euphorbia 

antisyphilitica, Helianthus annuus, Thymus vulgaris y filtrados de Bacillus 

subtilis sobre el desarrollo de Macrophomina phaseolina en hojas de frijol por 

la Técnica de Hoja Desprendida 

 

 


