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RESUMEN

Una gran cantidad de especies botanicas muestran una accion reguladora sobre
plagas y enfermedades, este efecto se atribuye a la presencia de metabolitos
secundarios en diferentes partes de las plantas que le confieren una proteccion
natural. Este trabajo tiene por objetivo evaluar el efecto antifungico in vitro de
extractos de Gobernadora, Eucalipto y Damiana, a partir de los solventes naturales;
agua y etanol, sobre F. oxysporum Snyd Hans. Para la inhibicion del hongo se
utilizaron diferentes concentraciones basadas en el porcentaje (%), con la Técnica
del medio envenenado en placa, utilizando como medio de cultivo PDA. La
extraccion se obtuvo con etanol y agua a una proporcion (1:4) de tejido vegetal:
solvente. La extraccion de fitoquimicos de las plantas se realizo por infusion en los
solventes por 7 h a 60°%Para el andlisis de datos se utilizo un disefio experimental
completamente al azar, utilizando tres tratamientos y cuatro repeticiones. La variable
a evaluar fue el crecimiento micelial, transformandose a por ciento de inhibicion,
considerando el crecimiento del testigo como el 100 %. Los resultados muestran que
el crecimiento micelial de F. oxysporum fue variable dependiendo del extracto: Larrea
tridentata presento el mejor efecto, al inhibir un 81.79 %, seguido de Eucaliptus sp
con una inhibicion de 35.39 %, ambos extractos se obtuvieron a partir de etanol al
2.0 %. Los extractos de L. tridentata con etanolreducen significativamente el

crecimiento en placa de F. oxysporum Snyd Hans.

Palabras clave: Control biolégico, Extractos vegetales, F. oxysporum, Actividad
Antifangica.



INTRODUCCION

Las enfermedades y plagas constituyen la principal limitante de la produccion
agricola en México (Cruz- Alcala et al. 2000). De las enfermedades causadas por
hongos del suelo destaca por su potencial destructivo F. oxysporum Snyd & Hans;
patégeno de distribucion mundial, cuyos sintomas comienzan con clorosis, marchitez
de las hojas superiores, caida de hojas y finalmente puede provocar la muerte de las

plantas (Araujo et al., 2008).

Para el control de F. oxysporum, se ha implementado el uso de agroquimicos
como el Bromuro de metilo, Metan sodio y Metan potasio (Nuez, 1995), debido a su
amplio espectro contra patégenos del suelo, sin embargo estos productos generan
problemas ambientales; dafian la capa de ozono, deterioran la flora microbiana y
eliminan los microorganismos benéficos del suelo. Es por ello que los paises
desarrollados demandan el uso de productos que promuevan una agricultura
sustentable, por lo que se hace necesario buscar nuevas estrategias para el control

de esta enfermedad (Lira et al., 2007).

Como una alternativa al control quimico de las enfermedades de las plantas se
ha implementado el uso del control bioldégico y como parte de esta estrategia se han
usado diferentes microorganismos antagonistas a los fitopatbgenos que provocan
enfermedades, dentro de ellas las de origen del suelo. Los microorganismos
antagonistas han demostrado resultados positivos ademés de gran interés en los

altimos afos (Leroux, 2003).



Dentro de los agentes antagonistas reportados como efectivos, se
encuentran varias especies del género Bacillus, Pseudomonas, Trichoderma,
Aspergillus y Streptomyces (Jaimes et al., 2008). Sin embargo en algunos casos su

control no es total, y por ello se estan alternando con otros métodos de control.

Otra opcion econdmica y efectiva para el control de enfermedades, es el uso
de extractos vegetales, que contienen metabolitos secundarios con propiedades
antimicrobianas, antivirales y repelentes ademas de exhibir un efecto fungicida que
pueden ser empleadas para controlar diferentes hongos y enfermedades (Celis et al.
2008; Hernandez et al. 2007). Trabajos recientes mostraron resultados positivos
como es en el caso de Zapata et al. (2003) quienes evaluaron el efecto de extractos
acuosos y etanolicos de Carbon lefaria (Cereus deficiens) para controlar
Phytophthora infestans, reportando que los extractos etanolicos reducen del 70 al
94% el crecimiento micelial del patégeno. Lopez et al. (2005) evaluaron el efecto
inhibitorio de los extractos acuosos de ajo (Allium sativum) y gobernadora (Larrea
tridentata), sobre el crecimiento micelial de F. oxysporum, observando que los

extractos de ajoinhiben el 100% del crecimiento del hongo.

Considerando la importancia de los extractos vegetales como una alternativa
para el control de hongos fitopatdgenos, este trabajo tuvo como objetivo: Evaluar el
efecto antifungico in vitro de extractos de Gobernadora (Larrea tridentata), Eucalipto
(Eucalipto spp) y Damiana (Turnera diffusa), a partir de los solventes; agua y etanol,

sobre F. oxysporum Snyd Hans.



Hipotesis
Al menos uno de los extractos estudiados de Gobernadora (Larrea tridentata),
Eucalipto (Eucalyptus spp) y Damiana (Turnera diffusa wild), extraidos en solventes

como agua y etanol tendra efecto en la inhibicion del crecimiento micelial de F.

oxysporum Snyd & Hans.



REVISION DE LITERATURA
Caracteristicas Generales de Fusarium oxysporum Snyd & Hans
Distribucion y Presencia en México

De las enfermedades causadas por hongos del suelo destacan por su
potencial destructivo F. oxysporum, que es un patégeno cosmopolita de distribucion
mundial y causante de la enfermedad llamada “Marchitez vascular’. Este patdgeno
ha sido reportado en las principales regiones productoras de jitomate de mas de 32
paises (Cait, et al., 2003). En México el primer reporte de F. oxysporum fue
registrado en el estado de Sinaloa, donde ha afectado sustancialmente la produccién
de jitomate en las principales regiones productoras (Valenzuela et al., 1996). Las
pérdidas ocasionadas por esta enfermedad llegan a ser del 60 % del rendimiento,

ademas de mermar la calidad de los frutos (Ascencio-Alvarez, et al., 2008).

Caracteristicas Morfoldgicas

F. oxysporum produce tres tipos de esporas asexuales. Los microconidias
(conformados por una o dos células) son las mas frecuentes y las Unicas que se
pueden producir en el interior de las haces vasculares de las plantas afectadas
(Garcés et al.,, 2001). Otro tipo de esporas son los macro conidios los cuales son
curvos, de tres a cinco células y formados en esporodoquios en la superficie de las
plantas. Se han observado que la mayoria de los macroconidios de los aislamientos
de esta especie presentan diversos tamafios que varian entre 20.28 y 27.04 um de
ancho, su forma es curva y presenta de 3 a 5 septas transversales (Lugo y Sanabria,
2001). Por otro lado, las clamidosporas tienen una o dos células redondeadas, son

de pared gruesa y se producen en la parte terminal o intercalar en el micelio viejo o



en macro conidios. Este tipo de esporas son estructuras de supervivencia y pueden
sobrevivir en el suelo durante mas de cinco afios dependiendo del clima. Estas
estructuras germinan y penetran a traves de las heridas que se forman al emerger
las raices laterales o penetran al tejido joven en la zona de elongacion (Roncero et
al., 2000). El micelio avanza intercelularmente y alcanza la region del xilema. El
hongo se desarrolla en las traqueidas, vasos y células parenquimatosas. El miceliose
ramifica y produce microconidias, las células se desprenden y son arrastradas hacia
arriba por corriente de savia, vuelven a germinar y producen mas y microconidias

(Haglund y Kraft, 2001).

Ciclo Bioldgico

El ciclo de la enfermedad se inicia con la presencia del inoculo en el suelo o
residuos de cosecha del inoculo constituido por hifas, esporas o clamidosporas que
germinan cuando son activadas por los exudados producidos en las raices fibrosas
del tomate; los tubos germinativos del hongo penetran la epidermis de la raiz
directamente o por las heridas, pasan a la corteza y a la endodermis, y una vez
dentro del hospedante se mueven por colonizacion de los vasos del xilema
produciendo la oclusién del sistema vascular de la planta. Su diseminacion en el
campo se produce a través de material de propagacion infectado, fragmentos de
plantas enfermas y movimientos de suelo infectado con clamidosporas de F.
oxysporum las cuales pueden sobrevivir en este por mas de 10 afios (Navarro y

Park, 1999).



Sintomatologia

Los sintomas de las plantas pueden a aparecer en la etapa de plantula, al
inicio de la floracion o durante la formacion de los primeros frutos, observandose
amarillamiento en las hojas inferiores generalmente unilaterales, o en las hojas
inferiores y superiores de un solo lado de la planta, seguido de un marchitamiento y
finalmente la muerte de la misma (Agrios, 2001). Otro sintoma caracteristico se
observa como necrosis de color marron en los vasos conductores de xilema, la cual
avanza desde el nivel del suelo hasta la parte mas alta de la planta. La necrosis es
también unilateral y coincide con el amarillamiento del follaje. Cuando las raices y
tallos son invadidos por el hongo, los sintomas se muestran como una pudricion
obscura, particularmente sobre las raices laterales mas pequefias (Wayne, 2004).
También puede manifestarse una marchitez cuando las hojas todavia estan verdes,
este sintoma puede ser reversible en los primeros estadios, después se hace
permanente y finalmente la planta muere (Cooke et al.,, 2003). Las plantas
infectadas también pueden manifestar amarillamiento en las hojas inferiores de la
planta y finalmente termina por secar la planta, la que puede morir en dos a cuatro
semanas después de la infeccion (Ploetz et al., 2000). Después que la planta muere,
y bajo condiciones de ambiente hiumedo, el hongo fructifica sobre la superficie del

tallo.

Biologia y Ecologia
La incidencia de la marchitez vascular es severa en cultivos desarrollados bajo

condiciones de invernadero. F. oxysporum es un hongo de temperatura célida; el



desarrollo 6ptimo se presenta a 20 T aunque el rango varia de 12 a 28°C. Esta
temperatura, acompafada de alta humedad relativa, dias cortos de baja intensidad
luminica favorecen el desarrollo de la enfermedad. Otros factores son los suelos
acidos, arenosos, con bajo pH, pobres en nitrégeno y alto suministro de potasio
(Ascencio-Alvarez, 2008).La marchitez del jitomate es una enfermedad muy comun y
destructiva, puede causar pérdidas severas en los cultivos susceptibles. Los dafios
se presentan con mayor severidad cuando la planta es sometida a periodos de estrés
en la etapa de plantula floracion o fructificacion (Valenzuela-Ureta et al., 1996). El
hongo puede ser diseminado a través de semilla, estocones, plantulas infectadas,
maquinaria agricola, herramientas, agua de riego o cualquier medio que facilite el

movimiento del suelo (Carrillo et al., 2003).

Métodos de Control de Fusarium oxysporum
Control Cultural

El control cultural consiste en recurrir a modificaciones o cambios en las
practicas agricolas, desfavoreciendo las fases de la enfermedad, disminuyendo asi el
inoculo viable a la cosecha. Para ello es necesario eliminar o quemar los restos de
cosecha, con la finalidad de disminuir la presencia del micelio; conidios y

clamidosporas del hongo presentes en los restos infectados después de la cosecha.

Terry et al. (2007) mencionan que el uso de préacticas inadecuadas para el
manejo de los suelos y cultivos, entre las cuales se encuentran la aplicacion excesiva
de fertilizantes minerales para mejorar la nutricion vegetal, ha conducido al deterioro

de las caracteristicas quimicas, fisicas y biolégicas de los suelos y a favorecido la



susceptibilidad de las plantas al ataque de plagas, causando grandes problemas en

los cultivos.

Mendoza y Pinto (1983) recomiendan como medida preventiva a la
enfermedad causada por este hongo el tratamiento de la semilla con agua caliente
por 20 min a 50C, lo que elimina al patégeno, adem as, recomiendan fertilizar
adecuadamente y aplicar riegos ligeros frecuentes para tener una buena humedad

en el suelo, y no los riegos pesados.

En los ultimos afios se ésta implementando las siguientes recomendaciones;
Uso semillas sanas o tratadas, esterilizacion de suelos, tratamiento de las plantulas
antes del transplante con un fungicida sistémico (por inmersién de la planta),
disminuir la dosis de nitrdgeno e incrementar la dosis de potasio en la fertilizacion,
aplicar cal hidratada al suelo, rotacion de cultivos por 3 a 4 afios y la eliminacion

plantas enfermadas.

Control Quimico

El uso de agroguimicos como el bromuro de metilo, metan sodico y metan
potasico han sido utilizados como estrategias para el control de fitopatdgenos de
suelo por su amplio espectro (Ohr et al., 1996). Estos productos son empleados en
las principales zonas productoras de jitomate para el control de F.oxysporum, que a
demas de reducir significativamente la incidencia de enfermedades también
favorecen la disminucion del uso de herbicidas, de tal manera que han sido usados

en el control de malezas. Sin embargo el uso de estos fungicidas tiene un profundo



efecto negativo en el ambiente principalmente a la capa de ozono debido a los

residuos de su uso (Ohr et al., 1996; Nelson et al., 1993).

Por lo anterior, se han evaluado diversos productos quimicos alternos y
menos toxicos para el control de enfermedades con origen en el suelo. El tratamiento
de plantulas con Benomyl (Fungicida sistémico) ha sido efectivo en el control de
F.oxysporum; Mihuta-Grimm et al., (1990), lograron un optimo control en produccién

de plantulas de jitomate usando bajas concentraciones de fungicidas (0.090 g a.i/L).

Control Biologico

Una alternativa ambientalmente sana de manejo de las enfermedades es el
control biolégico y como parte de esa estrategia se han usado diferentes organismos
antagonistas a los fitopatbgenos como son varias especies del género Bacillus,
Pseudomonas, Trichoderma, Aspergillus, y Streptomyces (Agrios, 2001; Nuez, 1995

y Jaimes et al., 2008).

Ademas de los organismos benéficos o antagonistas de fitopatdégenos, el uso
de extractos vegetales también es importante en el control o manejo de
enfermedades causadas por hongos en jitomate. Al respecto Rodriguez et al., (2002)
citan que las inmersiones del sistema radical de las plantulas de jitomate en extractos
acuosos de semillas de Citrus paradisi (Citrex), antes del transplante y posteriores
aplicaciones del producto al suelo cada semana logra reducir la marchitez por F.
oxysporum hasta en 85 %. Lo anterior representa una alternativa importante en los

programas de manejo de enfermedades causadas patogenos del suelo.
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Antecedentes Sobre el Uso de Extractos Vegetales Co  mo Fungicidas

Se ha descrito una gran cantidad de trabajos relacionados con el efecto

Antifungico que presentan algunas plantas.

Montes et al. (2000) mencionan que se han estudiado alrededor de 206
especies de plantas contra 26 especies de hongos fitopatégenos, observandose que
algunas de ellas tienen efecto durante la germinacion de esporas, desarrollo del
micelio y esporulacién tanto en pruebas de invernadero como de campo. Asi mismo,
mencionan que se ha logrado formular productos organicos a partir de las plantas en
presentacion de extractos acuosos y hexamicos, polvos, aceites esenciales y
metabolitos secundarios antifungicos. En términos generales, mencionan que, entre
21y 32 % de las plantas probadas interactian con los hongos y las respuestas de

los patégenos varian desde la estimulacion bioldgica hasta su total inhibicion.

Zapata et al. (2003) evaluaron el efecto de los extractos sobre el desarrollo in
vitro de 10 hongos fitopatdégenos creciendo en Papa-Dextrosa-Agar con 0, 25, 50 y
75 % de los extractos de Carbon lefaria (Cereus deficiens Otto & Diert) mediante
extracciones etanolicas desgrasadas (EDD), etanolicas sin desgrasar (EESD), y
acuosas (EA). Los resultados mostraron un efecto significativo de los extractos sobre
la reduccion del crecimiento micelial de todos los hongos ensayados, especialmente
de Phytophthora infestans y Sclerotium rolfsii, donde se obtuvieron reducciones del
70 a 94 % en el crecimiento micelial. EI mayor efecto lo mostraron EDD Y EESD. El
efecto reductor de los extractos fue directamente proporcional a la concentracion

utilizada.
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Los resultados indican el potencial de C. deficiens como controlador de

hongos fitopatdégenos.

Lépez et al. (2005) evaluaron el efecto inhibitorio de los extractos acuosos de
ajo (Allium sativum), gobernadora (Larrea tridentata), hojasen (Flourensia cernua),
clavo (Syzygium aromaticum), canela (Cinnamomum zeylanicum) y mango
(Mangifera indica) sobre el crecimiento micelial de F. oxysporum, Rhizoctonia solani
y Verticillium dahliae. El fungicida tiabendazol a una concentraciéon de 100 ppm,
inhibié por completo el crecimiento de F. oxysporum y R. solani; en V. dahliae la
inhibicion vario de 80.7 % a 90 % con 144 y 72 h de incubacion respectivamente, los
extractos de clavo y ajo en sus dos concentraciones inhibio el 100 % del crecimiento
de los tres hongos después de 72 h de incubacién. Excepto en V. dahliae con 144 h
de incubacion, todos los extractos mostraron la tendencia a incrementar su efecto
inhibitorio con el aumento de las concentraciones dentro del mismo periodo de
incubacion dentro de la misma concentracion. Los extractos con el mayor efecto

inhibitorio sobre las tres especies de hongos fueron los de clavo, ajo y gobernadora.

Gamboa et al. (2003) evaluaron el efecto de inhibicion del crecimiento micelial
de Rhizoctonia solani Kuhn y Phytophthora infestans Mont. (De Bary) con extractos
matanolicos de hojasen (Flourensia cernua D.C.), mejorana (Origanum majorana L.)
y trompetilla (Bouvardia ternifolia), a diferentes dosis (4000, 8000, 12000, 16000 y
20000 ppm). Los resultados indican que los tres extractos mostraron un efecto
inhibitorio en el crecimiento de R. solani desde la dosis de 4,000 ademas, se logro

inhibir hasta en un 86.2 % el crecimiento de P. infestans con el extracto de F. cernua;



12

el extracto de O. majorana mostro el efecto fungicida desde la concentracién de
8,000 ppm; el efecto fungistético sobre este patdgeno se conservo a las 96 h con el
extracto de F. cernua y B. ternifolia a la mayor dosis con un 67.2 % y de un 34.9 %

respectivamente.

Salazar et al. (1990) mostraron que la resina de la planta rastrera conocida
comunmente como alfombrilla (Drimaria arenarioides) al ser aplicada sobre los
hongos Alternaria solani y R. solani inhibié su crecimiento, este extracto fue mas
eficiente contra F. solani, ya que fue inhibido hasta en un 85% a la concentracion de

5000 ppm.

Garza et al. (1996), demostraron que los extractos de la gobernadora a base
de etanol, cloroformo e hidréxido de sodio inhibieron el desarrollo de Rhizoctonia

solani bajo condiciones in vitro con los tres extractos de L. tridentata.

Grupos Quimicos Presentes en los Extractos Vegetale s

La inhibicion del crecimiento micelial exhibida por los extractos vegetales se
debe a la presencia de algunos metabolitos secundarios como; alcaloides, taninos,
flavonoides, quinonas y lactonas, los cuales son un grupo de compuestos de amplio
rango de actividad biologica, que incluye la actividad antimicrobiana, antiviral,
repelente y antioxidante (Montejo et al., 2009; Piacentea et al., 2002; Camargo et al.,

2008, Juarez et al., 2010, Hernandez et al., 2011).

La enorme diversidad de metabolitos secundarios y propiedades biolégicas
presentes en los vegetales, todavia son materia de estudio sumamente amplia. El

conocimiento limitado que se tiene actualmente al respecto, da lugar a comenzar
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ensayos con plantas de casi cualquier tipo (Montes, 1996). Algunas familias de
plantas pueden ser mas viables para su estudio, como es el caso de las Solanaceae
con alto contenido de alcaloides o las Mimosaceae con muchas especies ricas en
taninos, u las Lamiaceae y Meliaceae con amplia diversidad de terpenoides

(Dominguez, 1970).

Para la produccion de principios activos, existen factores que determinan
variabilidad cualitativa y cuantitativa de los metabolitos. Una planta puede tener
diferente concentracién de un quimico en sus diferentes partes; raiz, hojas, flores y
frutos e inclusive puede estar ausente en una o en varias partes, por lo que al
colectar es conveniente tomar muestras integrales (Romero, 1993); asi también,
conociendo el contenido quimico de los vegetales, se les puede dar un amplio uso,

ya sea como insecticida, fungicida, namaticida, entre otros (Cruz, 1993).

Gobernadora ( Larrea tridentata D.C. Coville.)
Descripcion Botanica

La gobernadora es un arbusto muy comun y ampliamente distribuido en el
desierto de Norteamérica, se estima que cubre alrededor de 50 millones de
hectareas (Gonzalez, 1968). Se ha observado que la altura de la gobernadora varia
de 30 a 160 cm, con una cobertura un poco mayor que su altura. Una planta tipica,
en condiciones normales mide 45 cm, con una cobertura de 60 cm. Esta planta
contiene aproximadamente 50 g de hojas y tallos que representa alrededor de 3/10
de su peso total (Botkin, 1949). Su edad puede exceder los 100 afios, aunque unas

plantas pueden sobrevivir cientos o miles de afios a través de la reproduccion
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vegetativa asexual, al producir brotes en las raices que se convierten en nuevas
plantas. No hay tallo principal, pero las ramas gruesas crecen vertical u oblicuamente
desde la corona radicular y se hace dicotomica lateralmente (Ristaino y Thomas,
1997). Las hojas son pequefias Yy bifoliadas con peciolos cortos y crecen opuestas en
las ramas, presentan flores amarillas al final del invierno e inicio de la primavera en
terminaciones de retofio jévenes como capullos solitarios con cinco pétalos. Sus
frutos son pequefios de 4 a 7 mm de diametro, con una cubierta vellosa y contienen

cinco semillas (Botkin, 1949).

Distribucion Geografica

La gobernadora (L. tridentata Cov.) pertenece a la familia de las
Zigophyllaceae , arbusto xerofito de olor fuerte. Es un arbusto muy comun y se
encuentra ampliamente distribuido en el desierto de Norteamérica (Rzedowski y
Calderon, 2002). En México, la gobernadora se encuentra localizada en los estados
del Norte, en partes del desierto sonorense, incluyendo los estados de Baja
California Norte, Baja California Sur, Sonora y en el desierto Chihuahuense
incluyendo los estados de Chihuahua, Nuevo Leon, Zacatecas, San Luis Potosi y
Durango. Se estima que el 25 % del territorio nacional (500, 000 km2) ésta cubierto
con este arbusto, presenta diferentes razas, variables en el numero cromosémico
n=13 (diploide, en el desierto Chihuahuense), n=26 (tetraploide, en el desierto
Sonorense) y n=39 (Hexaploide en el desierto de Mojave) (Hossein y Maldonado,

1982).
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Metabolitos Secundarios

Los principales compuestos en la resina reportados hasta ahora en la literatura
son muy numerosos; lignanos, fenoles, flavonoides, aminoacidos y minerales. El
acido nordihidroguairetico (NDGA), es uno de los antioxidantes mejor conocido
(Tejada, 1983). Presenta propiedades antioxidantes, antinflamatorias, antimicrobiales
y es inhibidor de enzimas, con una concentracion de cerca de 50 % de la resina que

forma parte de un 10 a 15 % del peso seco de las hojas.

Trevifio-Cueto et al., (2006), realizaron caracterizaciones fisico-quimicas de la

planta de gobernadora (Cuadro 1).

Eucalipto ( Eucalyptus spp.)
Descripcion Botanica

Es un arbol que alcanza una altura de hasta de 100 m, un diametro de hasta
de 2.5 m, con un tronco recto y cilindrico, con raiz pivotante que puede penetrar
hasta 10 m, de profundidad. Desarrolla numerosas y robustas raices laterales que
se extienden ampliamente. La corteza externa es de color café plomizo y de
consistencia escamosa. La corteza interna es de color café claro y de consistencia
lisa. Las hojas cuando joven son opuestas y con ramitas angulares, pero adultas son
alternas, lanceoladas, coriaceas y de color verde azulado. Las flores son de color
blanco y amarilloso. El fruto es una capsula que se abre en el 4pice. Crecen en las
formaciones vegetales de bosque humedo bajo, bosque seco montano,

generalmente se encuentra en plantaciones puras (Pulgar, 1955).
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Distribucion Geografica

Especie originaria de Australia y Tasmania. Fuera de su distribucion natural,
ha sido plantado en Espafia, Portugal, California (E.U.), India, Marruecos, Venezuela,
Ecuador, Peru y Bolivia. En Colombia se halla en la sabana de Bogota y en los

departamentos de Boyaca, Antioquia y Caldas (Rzedowski y Calderén, 2002).

En Meéxico se distribuye en los estados de Chiapas, Campeche, Veracruz,
Oaxaca, Distrito Federal, San Luis Potosi, Jalisco, Aguascalientes y Durango (FAO,

2002).

Metabolitos Secundarios

Las hojas y las raices de las especies del género Eucalyptus contienen los
acidos: clorogenico, elagico, cafeinico, ferulico, galico, gentisico. También contienen
aceites esenciales ricos en: pineno, alfa-pineno, alfa-felandreno, beta-pineno,
gamma-terpineno, canfeno, pineol, citriodorol, globulol y linalol. El aceite esencial

esta constituido principalmente por taninos y flavonoides (Celis et al., 2008)

Damiana (Turnera diffusa wild)

Descripcion Botanica

La damiana es un arbusto pequefo de hasta 2 metros de altura, con ramas de
color café, hojas cortas pecioladas, oblongas a rambo-ovaladas, alternas y
estipuladas, 1-2 cm de largo cuneadas de la base, acutadas a obtusas en el apice,
pilosas a tomentosas en el envés verde obscuro y a menudo glabrosa; céliz de 4-5
mm de largo amarillentas, pétalos amarillo brillantes o naranja amarillos, 8 a 12 mm

de largo, capsula de 2.5- 5 mm de largo y flores hermafroditas pequefas y amarillas
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con semillas dentro del fruto (Fuentes, 1997). Planta silvestre, asociada a bosque
tropical caducifolio, matorral xerofilo y bosque de encino. Habita en climas semiseco

y templado, entre los 1000 y los 2100 msnm (Dominguez, 1978).

Distribucion Geografica

Crece en terrenos aridos de América tropical como Antillas, Brasil, Bolivia,
California, Texas y especialmente México, donde se denomina té mexicano (Montejo

et al, 2009).

Metabolitos Secundarios

Los principales compuestos de la Turnera diffusa wild, que destacan por su
mayor contenido son alcaloides, seguido por los taninos, flavonoides, quinonas y
lactonas. (Montejo et al., 2009; Piacente et al., 2002; Camargo et al., 2008, y Juarez

et al., 2010).
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Cuadro 1. Composicion fisico-quimica de la gobernadora (Larrea tridentata).

Componentes %
Humedad 4.6
Solidos totales 85
Azucares reductores 1.3
Azucares no reductores 9
Proteinas 0.01
Grasas 3.1
Fibra crudo 10.1
Ceniza 8.1
Taninos condensados 36.01
Taninos hidrolizables 19.2
Total 100.00

* Valores expresados en porcentaje de materia seca.



MATERIALES Y METODOS
Ubicacion del Experimento

La presente investigacion se desarrollo en el Laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro. Ubicada en el Blvd. Antonio Narro #1923. Buenavista. Saltillo, Coahuila,

México.

Obtencion de Fitopatdgenos.

El material fungoso fue obtenido de plantas enfermas con sintomas de
pudriciones radiculares en tomate. Los aislamientos de F. oxysporum se realizaron
en medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) y se purificaron por aislamientos
monosporicos. Este microorganismo fue identificado morfologicamente con las
descripciones citadas por Nelson et al. (1983) para F. oxysporum. Las cepas se

codificaron y se mantuvieron en conservacion a 4+2<C.

Obtencién de los Extractos

Los extractos se obtuvieron de las hojas de las plantas de Gobernadora
(Larreatridentata), Eucalipto (Eucalyptus sp.) y Damiana (Turnera diffusa), las cuales
fueron secadas a temperatura ambiente y posteriormente se molieron para obtener
un polvo fino, conservandolas en bolsas negras de polietileno, estas fueron
etiquetadas y conservadas en laboratorio. Los solventes empleados fueron Agua y
Etanol a una proporcion 1:4 (Tejido vegetal: Extractante). EI método de extraccion
empleado fue por Infusidn, llevandose a cabo en la facultad de Ciencias Quimicas,

de la Universidad Autbnoma de Coahuila.
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Bioensayos

Como soluciéon base se tom6 el medio de cultivo PDA. Se prepararon medios
en un matraz Erlenmeyer con capacidad para 1L, se agrego 34.1 g del medio PDA y
500 ml de agua destilada, agitando y calentando para evitar la formaciéon de grumos
y obtener una mejor disolucién y consistencia, en seguida se procedié a aforar a
900ml de agua destilada agitando constantemente, se paso a matraces de 250
mldonde se agrego 150 ml del medio a cada uno de estos, los cuales fueron sellados
con algodon y papel aluminio, posteriormente se esterilizaron en la olla de presiéon
por 20 min a 15 libras de presion, una vez esterilizada se dejo reposar, y cuando la
solucion alcanzo una temperatura manipulable, fueron llevadas a la camara de flujo
laminar donde se agregaron los extractos acuosos y etanolicos de Gobernadora
(Larrea tridentata), Eucalipto (Eucalyptus spp) y Damiana (Turnera diffusa wild),
previamente filtrados con un filtro de 2 mm, con las diferentes concentraciones como
se muestra en el cuadro 2. Se procedid a vaciar en las cajas Petri cerca del
mechero, y cuando estas se solidificaron fueron selladas vy etiquetadas con el

tratamiento correspondiente.

La siembra del hongo se realizo en la camara de flujo laminar y cerca de la
flama de un mechero para evitar contaminacion. Para incrementar el hongo, se
extrajeron fragmentos del inoculo de F. oxysporum con medios de cultivo de una
colonia de siete dias de edad con un saca bocado de 5 mm de diametro,
colocandose este disco en el centro de las cajas Petri con medio PDA en seguida las
cajas se sellaron e incubaron a 26 + 2 °C por 4 dias. Posteriormente se sembro el

hongo en las cajas Petri que contenian el medio PDA y los extractos etanolicos y
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acuosos, en seguida las cajas fueron selladas y etiquetadas con la fecha y el nimero
de tratamiento y repeticiones,e incubadas a temperatura ambiente (26 = 2 °C),

durante 15 dias.

La evaluacion se realizo cuando el testigo cubri6 la totalidad de la caja Petri,
midiendo con un Vernier el didmetro de crecimiento de la colonia, en forma de cruz,
obteniendo el promedio del crecimiento.

Cuadro 2. Concentraciones de extractos y solventes utilizados para estudiar su

efecto contra Fusarium oxysporum.

Extracto/solvente Concentracion (%)

Gobernadora/Agua 0.25,0.5,1.0,1.5, 2.0
Gobernadora/Etanol 0.25,05,1.0,1.5,2.0
Eucalipto/Agua 0.25,0.5,1.0,1.5,2.0
Eucalipto/Etanol 0.25,0.5,1.0, 15, 2.0

Damiana/Agua0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0

Damiana/Etanol 0.25,05,1.0,1.5, 2.0

Variables Evaluadas

La variable a medir fue el crecimiento micelial. Transformandose este a por

ciento de inhibicion, considerando el crecimiento del testigo como el 100% de

desarrollo.
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Andlisis Estadistico

Para el analisis de datos se utilizo un disefio experimental completamente al
azar, utilizando tres tratamientos y cuatro repeticiones. Aplicando un analisis de
varianza y determinando diferencias de medias por medio de la prueba de Tukey

(P<0,05).



RESULTADOS Y DISCUSION
Inhibicion Micelial de  Fusarium oxysporum por Efecto de Extractos Vegetales

El andlisis de varianza indica que existen diferencias altamente significativas
entre los tratamientos, por lo tanto podemos indicar que existe un comportamiento
diferente entre los extractos y su respuesta en la inhibicién del crecimiento del hongo.
El efecto de la inhibicion sobre el crecimiento micelial de F. oxysporum, de cada
extracto con sus respectivos solventes fue variable. A continuacion se describen los

resultados obtenidos con los extractos de cada especie vegetal estudiada.

Los datos presentados para el extracto de Gobernadora y Damiana
comprenden los obtenidos con los solventes etanol y agua, mientras que la de
Eucalipto solo se presentan extracciones con etanol, debido a que el Eucalipto con
agua mostro un alto nivel de contaminacion aun y cuando el extracto se pasé por un

sistema de filtracion.

Efecto Antifungico del Extracto Gobernadora (  Larrea tridentata) en el

Desarrollo de Fusarium oxysporum

El por ciento de inhibicién del crecimiento micelial del hongo vario desde 0
(testigo) hasta un 81.79% con el extracto al 2% (cuadro 3). El andlisis de varianza
detecto diferencias significativas entre tratamientos (Cuadro 1 del Apéndice). La
prueba de medias de Tukey (0.05) indica que todos los tratamientos con el extracto
del vegetal presentan una inhibicién estadisticamente diferente a la observada en el
Testigo. Sin embargo, los mejores tratamientos son: el extracto de gobernadora a las
concentraciones de 1, 1.5y 2.0 % con un efecto de 81.37, 81.39 y 81.79 % de

inhibicion micelial de F. oxysporum (Cuadro 3).



24

En la Figura 1 se puede observar el efecto inhibitorio del extracto de
gobernadora al 2% en comparacion al testigo. Resultados similares obtenidos por
Lépez et al., (2005) quienes al aplicar 250 ppm del extracto encontraron un 96.2 %
de inhibicién de F. oxysporum, en relacion al testigo. De la cruz, (2003) encontré una
inhibicion del 68.31 %, a una concentracion del 2.0 % del extracto, en relacion al
testigo.

Cuadro 3. Inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium oxysporum por efecto de

los extractos de gobernadora (Larrea tridentata).

Tratamiento % % Agrupamiento
Concentracion inhibicion Tukey
Larrea tridentata 2.00 81.79 A
Larrea tridentata 1.50 81.39 A
Larrea tridentata 1.00 81.37 A
Larrea tridentata 0.50 78.37 B
Larrea tridentata 0.25 74.66 C
Larrea tridentata 0.10 64.24 D

Testigo 0.00 0.00 E
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Figura 1. Efecto del extracto de Gobernadora, en etanol sobre la inhibicion micelial
de Fusarium oxysporum.

Efecto Antifungico del Extracto de  Eucalipto ( Eucalyptus spp.) en el Desarrollo

de Fusarium oxysporum

En los extractos con etanol el por ciento de inhibicion del crecimiento micelial
del hongo vario de 0 (testigo) a 35.39 % con la concentracion del 2% (cuadro 4). El
analisis de varianza detecto diferencias significativas entre tratamientos (Cuadro 2
del Apéndice). La prueba de medias de Tukey (0.05) indica que aunque todos los
tratamientos con el extracto de Eucalipto presentaron una inhibicion estadisticamente
superior a la observada en el Testigo (Cuadro 4), la inhibicion del crecimiento del
hongo obtenida a la concentracién al 2% es significativamente la mejor. En la figura 2
se puede observar el efecto inhibitorio que presenta el extracto de Eucalipto al 2% en
comparacion al testigo y a las deméas concentraciones. Los resultados también
indican que la inhibicion que se obtiene con los extractos por infusion es

estadisticamente superior a los observados con otros métodos de extraccion
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(Cuadrob). Estos resultados coinciden con los encontrados por Tequida-Meneses et
al. (2002) al encontrar una inhibicion de 42. 6 %, a una concentracion de 2 % del
extracto, en relacion al testigo. Por el contrario Marcos, (1996) encontré una
inhibicion micelial del 25.92 % del hongo, a una concentracion de 200 ppm del

extracto, en relacion al testigo.

Cuadro 4. Inhibicién del crecimiento micelial deFusariumoxysporumpor efecto de los

extractos de Eucalipto (Eucalyptus spp.)

Tratamiento Concentracion % % inhibicion Agrupamiento
Tukey
Eucalyptus sp. 2.00 35.39 A
Eucalyptus sp. 1.50 28.16 B
Eucalyptus sp. 1.00 26.85 B
Eucalyptus sp. 0.50 18.19 C
Eucalyptus sp. 0.25 16.15 C
Testigo 0.00 0.00 D

Cuadro 5. Inhibicién del crecimiento micelial de Fusarium oxysporum por los
extractos de Eucalipto (Eucalyptus spp.) obtenidos con diferentes meétodos de

extraccion.

Método Media Grupo Tukey

Infusion 25.85 A
Reflujo 18.27 B
Ultrasonido 18.24 B
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Testigo

Figura 2. Efecto del extracto de Eucalipto, en etanol sobre la inhibicion micelial de

Fusarium oxysporum.

Efecto Antifungico del Extracto de Damiana (Turnera diffusa wild)en el

Desarrollo de Fusarium oxysporum

El por ciento de inhibicion del crecimiento micelial del hongo vario de 0
(testigo) a 10.54 % con la concentracion del 2% (cuadro 6). Los resultados obtenidos
muestran las diferencias significativas entre tratamientos (Cuadro 3 del Apéndice).
También se puede observar las diferencias que se presentan en los diferentes
solventes empleados (cuadro 7). La prueba de medias de Tukey (0.05) indica que
todos los tratamientos con el extracto de Damiana presentan una inhibicion
estadisticamente superior a la observada en el Testigo, sin embargo, el mejor efecto
se observa en las concentraciones de 2, 1.5 y 1.0% las que son estadisticamente
similares entre si (Cuadro 6). Estos resultados no coinciden con los encontrados por
Rodriguez et al. (2000 y 2002) y Pérez (2010) quienes sefialaron que los extractos

etanolicos inhiben el crecimiento micelial en un 82 a 85 %, al aplicar concentraciones
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de 1.5 %. Mientras que Zapata et al. (2003) demostraron que los extractos

etanolicos 1.0 y 1.5 % inhiben 75.3 % el crecimiento micelial de F. oxysporum.

Cuadro 6. Efecto de los extractos de Damiana a diferentes concentraciones en la

inhibicion del crecimiento micelial deFusariumoxysporum.

Tratamiento Concentracion % % inhibicion Agrupamiento Tukey
Turnera diffusa 2.00 10.54 A

Turnera diffusa 1.50 9.47 AB

Turnera diffusa 1.00 9.32 AB

Turnera diffusa 0.50 8.42 B

Turnera diffusa 0.25 8.17 B

Testigo 0.00 0.00 C

En la figura 3, se observa que el efecto en el crecimiento de F. oxysporum es
diferente de acuerdo a la concentracion empleada, aunque en todos los casos se

observan disminucion del crecimiento con respecto al testigo.

Cuadro 7. Efecto de los extractos de Damiana (Turnera diffusa) obtenidos con

diferentes solventes en la inhibicion del crecimiento micelial deFusariumoxysporum.

Solvente Media Grupo
Tukey
Etanol 2.65 A

Agua 1.14 B




29

Figura 3. Efecto del extracto etanolicos de Damiana, sobre la inhibicion micelial de

Fusarium oxysporum.

Efecto Antifungico Promedio de los  Extractos

La inhibicién del crecimiento micelial de F. oxysporum con los extractos fue
variable (figura 4). En promedio, la inhibicién vario desde 81.79 % obtenido por la

gobernadora hasta 10.54 % con damiana.

Efecto Antifungico Promedio de los Solventes

Al comparar el efecto inhibitorio de F. oxysporum con los dos solventes se
observan diferencias significativas (figura 5). EI mayor porcentaje de inhibicién se
obtuvo con la extraccidbn de etanol con un promedio de 70%, mientras que la

extraccién con agua presento Unicamente el 30% de inhibicion respectivamente.
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Figura 4. Efecto promedio de los extractos obtenido con los dos solventes, en la

inhibicién del crecimiento micelial de Fusarium oxysporum.
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Figura 5. Efecto promedio de los solventes, en la inhibicion del crecimiento micelial

de Fusarium oxysporum.



CONCLUSION

Bajo las condiciones experimentales del laboratorio y el medio de cultivo PDA

se demuestra que:

Fusarium oxysporum Snyd Hans es sensible a los extractos vegetales de

Gobernadora, Eucalipto y Damiana.

Los extractos con una mejor actividad inhibitoria del desarrollo micelial de F.
oxysporum son; Gobernadora (Larrea tridentata) con un 81.79 %, seguido del

Eucalipto (Eucalyptus sp.) con 35.39 %.

En general los extractos etanolicos, mostraron el mayor porcentaje inhibitorio
(70%) del crecimiento micelial de Fusarium oxysporum Snyd Hans en placas de

cultivo desarrolladas en el laboratorio, en comparacion a los extractos acuosos.
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APENDICE

Cuadro 1. Analisis de varianza de la inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium

oxysporum por el extracto de gobernadora (Larrea tridentata).

Fuente Grados Suma de Cuadrados F - Valor Pr>F
libertad cuadrados medios

Tratamientos 6 21238.13670 3539.68945 13281.9 <.0001

Error 21 5.59660 0.26650

Total 27 21243.73330

Coeficiente de variacion: 12.8 %

Cuadro 2. Andlisis de varianza de la inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium
oxysporum por efecto de extractos de Eucalipto (Eucaliptus spp.) con etanol y

método de extraccion.

Grados Suma de Cuadrado
Fuente i de la F-Valor Pr>F

Libertad cuadrados .

media

Método 2 022.452144 461.226072 92.16 <.0001
Concentracion 5 9179.40136 1835.88027 366.85 <.0001
Método*concentracion 10 1283.27402 128.327402 25.64 <.0001
Error 51 255.22499 5.00441

Total correcto 71 11671.5653
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Cuadro 3. Analisis de varianza de la inhibicién del crecimiento micelial de Fusarium

oxysporum por efecto de extractos de Damiana (Turnera diffusa), solvente y método

de extraccion.

Suma de Cuadrado
Fuente DF de la F-Valor Pr>F
cuadrados .
media

Repeticiones 3 4.63 1.54 0.55 0.6518
Solvente 1 81.89 81.89 28.99 <.0001
Método 2 215.80 107.90 38.2 <.0001
Concentracion 5 186.93 37.39 13.24 <.0001
Solvente*Método 2 539.82 269.91 95.56 <.0001
Solvente*Método*Concentracion 10 316.78 31.68 11.22 <.0001
Método*Concentracion 10 162.05 16.21 5.74 <.0001
Solvente*Concentracion 5 60.31 12.06 4.27 0.0014
Error 105 296.57 2.82
Total correcto 143 1864.78




