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RESUMEN

ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE EXTRACTOS DE Juglans spp. Y Carya sp.
CONTRA HONGOS FITOPATOGENOS DE TOMATE (Solanum lycopersicum
L.) invitro Y EN INVERNADERO.

POR

NUBIA ARELI GAYTAN SANCHEZ
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En México el tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las principales
hortalizas cultivadas, debido a la superficie sembrada y los niveles de
produccion, sin embargo es susceptible al atague de hongos como Fusarium
oxysporum y Alternaria alternata, los cuales son patdégenos importantes que
causan enfermedades destructivas en el cultivo, como la marchitez vascular y
moho negro, disminuyendo hasta en un 60% la produccion. Por mucho tiempo
estas enfermedades han sido tratadas con agroquimicos sintéticos logrando el
control, sin embargo, existen nuevas alternativas como fungicidas a base de
extractos vegetales que no causan dafios al ambiente ni aumentan la
resistencia de los patdégenos, como son los extractos provenientes de
plantas.Las especies de la familia Juglandaceae han sido usadas para inhibir el
crecimiento de hongos, bacterias y nematodos debido a los compuestos
fendlicos que contienen. Los objetivos de esta investigacion fueron: evaluar la
actividad antifungica de extractos de etanol y acuosos: de hojas y ramas de
Juglans mollis Engelm, Juglans microcarpa Berl y Carya ovata Mill; y de los
frutos de J. mollis contra F. oxysporum y A. alternata in vitro, y en invernadero
contra F. oxysporum, y obtener informacién sobre la composicion quimica de
los extractos. El efecto inhibitorio de los extractos de etanol y acuosos de hojas,
ramas y frutos se llevd a cabo por el método de dilucion de agar y se
prepararon concentraciones de 50 a 5000 mg/L. La composicion quimica se
determiné por Cromatografia de Gases acoplado a Masas (GC-MS). Para el
bioensayo en invernadero se seleccionaron los extractos de etanol que
presentaron mayor inhibicidon in vitro, los cuales se aplicaron en el cultivo de
tomate (Solanum lycopersicum L.) var. Rio Grande contra el ataque de F.
oxysporum. Se evaluaron las variables de incidencia, severidad, crecimiento de
planta, rendimiento y calidad de fruto, y peso de raiz. Los extractos de etanol de
J. mollis, J. microcarpa y C. ovata, mostraron en general, mayor efectividad que
los extractos acusos en la inhibicion in vitro de F. oxysporum y A. alternata.
Ademas, los extractos de etanol de las tres especies presentaron un mayor
efecto de inhibicion micelial sobre A. alternata que en F. oxysporum. Los
extractos de etanol de los frutos de J. mollis presentaron los valores de MIC 50
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y 90 mas bajos (1963 mg/L y 8229 mg/L, respectivamente), para inhibir a F.
oxysporum. Por otra parte, los extractos de etanol de las hojas de C. ovata
presentaron los valores de MICyo mas bajos (2935 mg/L) para inhibir a A.
alternata. Los compuestos quimicos identificados en los extractos de etanol de
hojas y ramas fueron: 11 y 13 compuestos en J. mollis, respectivamente; 12 y 9
compuestos en J. microcarpa, respectivamente; y 9 y 6 compuestos en C.
ovata, respectivamente. Los resultados de los analisis de varianza incidencia y
severidad en invernadero, mostraron diferencia estadistica entre tratamientos.
Los extractos de J. mollis y J. microcarpa a 5000 mg/L protegieron a las plantas
de tomate del ataque de F. oxysporum, disminuyendo la enfermedad a 37.5%.
Los extractos de etanol de J. mollis y J. microcarpa presentaron actividad
antifingica contra F. oxysporum Yy A. alternata, in vitro y en invernadero. El
efecto de inhibicion producido por los extractos se puede atribuir a los
compuestos quimicos identificados, de los cuales los compuestos mayoritarios
se han reportado que poseen actividad antifingica y antioxidante,
principalmente. Por lo anterior, estas especies pueden ser la base para elaborar

productos biofungicidas.

Palabras clave: Juglans mollis; Juglans microcarpa; Carya ovata; Fusarium
oxysporum; Alternaria alternata; Actividad antifingica in vitro y en invernadero;
Composicion quimica; Contenido de Fenoles Totales; Actividad Antioxidante;
Incidencia; Severidad.
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ABSTRACT

ANTIFUNGAL ACTIVITY OF EXTRACTS OF JUGLANS spp. AND CARYA sp.
AGAINST TOMATO FITOPATHOGENS (Solanum lycopersicum L.) IN VITRO
AND GREENHOUSE.

BY

NUBIA ARELI GAYTAN SANCHEZ

MASTER OF SCIENCE IN AGRICULTURAL PARASITOLOGY
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In Mexico, tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the main vegetables
cropped, due to the sown area and the production levels, however, this crop is
susceptible to fungi attack, such as Fusarium oxysporum and Alternaria
alternata, which are important pathogens that cause destructive diseases in the
crops, such as vascular wilt and black mold, decreasing until 60% the
production. For a long time, these diseases have been treated with synthetic
agrochemicals, achieving the control of the disease, however, there are new
alternative, such as plant-based fungicides that do not cause damage to the
environment, nor increase the resistance of the pathogens. The Juglandaceae
species have been used to inhibit the fungi, bacteria and nematodes grow, due
to the phenolic compounds that the plants contain. The aims of this research
were: to evaluate the antifungal activity of the ethanol and aqueous extracts of
leaves and branches of Juglans mollis Engelm, Juglans microcarpa Berl and
Carya ovata Mill; and the fruits extracts of J. mollis against F. oxysporum and A.
alternata, in vitro, and in greenhouse against F. oxysporum, as well as to obtain
information about the chemical composition of the extracts. The inhibitory effect
of the ethanol and aqueous extracts of leaves, branches and fruits was carried
out by the agar dilution method, and concentration from 50 to 5000 mg/L were
prepared. The chemical composition was determined by Gas Chromatography
coupled to mass (GC-MS). For the bioassay in greenhouse, were selected the
ethanol extracts that presented the highest inhibition in vitro, which were applied
to the tomato var. Rio Grande crop, against F. oxysporum. The variables
incidence, severity, plant grow, yield and fruit quality, and root weight were
evaluated. The J. mollis, J. microcarpa and C. ovata ethanol extracts, showed in
general, higher effectiveness than the aqueous extracts, in the F. oxysporum
and A. alternata inhibition. Besides, the ethanol extracts of the three species,
presented a higher effect of the mycelial inhibition on A. alternata than on F.
oxysporum. The ethanol extracts of the J. mollis fruits, presented lower values of
MIC 50 and 90 (1963 mg/L and 8229 mg/L, respectively), to inhibit F.
oxysporum. On the other hand, the ethanol extracts of C. ovata leaves, showed
the lowest MICq, values (2935 mg/L) to inhibit A. alternata. The chemical
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compounds identified in the leaves and branches ethanol extracts were: 11 and
13 compounds in J. mollis, respectively; 12 and 9 compounds in J. microcarpa,
respectively; and 9 and 6 compounds in C. ovata, respectively. The analysis of
variance results of incidence and severity, showed statistical differences
between treatments. The J. mollis and J. microcarpa extracts at 5000 mg/L
protected the tomato plants from F. oxysporum attack, decreasing the disease to
37%. The ethanol extracts of J. mollis and J. microcarpa presented antifungal
activity against F. oxysporum and A. alternata, in vtiro and in greenhouse. The
inhibition effect produced by the extracts can be attributed to the chemical
compounds identified, from which the majoritarian compounds has been
reported with antifungal and antioxidant activities, mainly. By the above, these

species can be the base to elaborate biofungicides products.

Keywords: Extracts from Juglans mollis, Juglans microcarpa and Carya ovata; In
vitro and in vivo antifungal activity; Total Content of Phenols, Antioxidant
Activity, Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Incidence and Severity,

Vascular wilt

XVii



INTRODUCCION

El tomate es una de las principales hortalizas producidas en México, ya que es
ampliamente consumido y ocupa el primer lugar en exportacion, principalmente
hacia los Estados Unidos de América. México produce aproximadamente tres
millones de toneladas anuales (SIAP, 2016). Sin embargo, en este cultivo se
producen pérdidas hasta del 60 por ciento (Martinez et al., 2016; Gonzalez et
al., 2012), por enfermedades ocasionadas por Fusarium oxysporum y Alternaria
alternata, como marchitez vascular, cancer de tallos y pudricion de frutos
(Burketové et al., 2015; El-Khallal, 2007; Martinez et al., 2016). Las esporas de
estos hongos se pueden encontrar en restos de cultivo, suelo, semillas, aire y
herramientas de trabajo, las cuales pueden llegar a dispersarse por medio del
agua de riego, viento y lluvia (Blancard et al., 2011; Martinez et al., 2016) y asi,
bajo condiciones climéticas favorables, desarrollar la infecciéon. Para controlar
enfermedades ocasionadas por estos hongos, se han usado productos
guimicos sintéticos que logran controlar a estos patdgenos, sin embargo, se ha
hecho un uso excesivo e indiscriminado que ha ocasionado dafios al medio
ambiente (Yavuz y Arslan, 2013), acumulacion de residuos téxicos en productos
agricolas (Silva et al., 2002), ademas de la resistencia que han desarrollado los
microorganismos a los quimicos sintéticos (Schillberg et al., 2001). En la
busqueda de nuevas alternativas amigables con el medio ambiente, se ha
realizado investigacibn con extractos vegetales (Migliori et al., 2017,
Schinzoumka et al., 2016; Wianowska et al., 2016; Yavuz y Arslan, 2013;
Muthuraman et al.,, 2012), los cuales han presentado actividad antifingica,
siendo un importante area de oportunidad ya que son biodegradables y su uso
evita la contaminacion del medio ambiente. Especies de la familia Juglandaceae
(nogalillos) han reportado actividades antifungicas, antibacterial, nematicida e
insecticida (Garrido et al., 2014; Cruz et al., 2008; Harun y Labosky, 1985), lo
cual se atribuye al contenido de polifenoles y a los metabolitos secundarios que
contienen. En los estados de Coahuila y Nuevo Ledn, crecen de forma silvestre
plantas de nogalillos: Juglans mollis, J. microcarpa y Carya ovata. De J. mollis

se ha reportado informacion de que las hojas se han utilizado de manera



tradicional para aliviar los malestares de reumatismo y cicatrizacion de heridas
(Casas et al., 1994). Sin embargo, existe escasa informacion acerca de la
composicidon quimica y actividad biolégica de las especies mencionadas
anteriormente. Por lo anterior y en la basqueda de la identificacion y evaluacién
de extractos de las zonas &ridas y semiaridas que presenten actividad bioldgica
contra los hongos fitopatdgenos que merman la produccién de los cultivos de

importancia econdmica, es que se propone la presente investigacion.

Objetivo General

Evaluar la actividad antifungica de extractos de etanol y agua: de hojas y ramas
de Juglans mollis Engelm, Juglans microcarpa Berl y Carya ovata Mill; y de los
frutos de J. mollis contra Fusarium oxysporum y Alternaria alternata, in vitro, y
en invernadero en plantas de tomate var. Rio Grande contra F. oxysporum, asi

como obtener informacion sobre la composicién quimica de los extractos.

Objetivos Especificos
Cuantificar el contenido de polifenoles y actividad antioxidante de los extractos
de nogalillos.
Determinar la composicion quimica de los extractos.

Evaluar in vitro la actividad antifingica de los extractos de hojas, ramas y frutos
en etanol y agua de Juglans mollis, Juglans microcarpa y Carya ovata contra

Fusarium oxysporum y Alternaria alternata.

Determinar el efecto antifungico en invernadero de los extractos de etanol de J.

mollis, J. microcarpa y C. ovata contra F. oxysporum en plantas de tomate.



Hipotesis

Los extractos de Juglans mollis, Juglans microcarpa y Carya ovata poseen
compuestos bioactivos que inhiben el desarrollo micelial de Fusarium

oxysporum y Alternaria alternata, in vitro y en invernadero en plantas de tomate.



REVISION DE LITERATURA

Origen del Tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L.) tiene origen en América del sur y fue
domesticado en México, aproximadamente en el afio 500 a. C. y cultivado por
los Aztecas, su nombre proviene de “tomatl” en lengua nahuatl (Blancard et al.,
2011; Morris y Taylor, 2017). El tomate pertenece a la familia de las

Solanaceas, siendo una especie diploide autogama (Morris y Taylor, 2017).

El tomate es la segunda hortaliza mas consumida a nivel mundial (McGovern,
2015), en fresco por ser fuente de compuestos antioxidantes, vitamina C,
licopeno y minerales, o procesados a base del fruto (Nuez, 2001; Morris y
Taylor, 2017). Genera importantes entradas de divisas, por la creaciéon de
empleos, consumo de materia prima para la produccion, mano de obra y

comercializacion (Sandoval, 2004).
Produccién de Tomate en México

En México la produccién de tomate mas importante se presenta en los meses
de Febrero, Marzo y Noviembre con una cosecha promedio de 11.2 t/ha (SIAP,
2016). Entre el 2006 al 2016 la produccion crecié una tasa promedio anual de
4.8 por ciento, resultando una cosecha de 3.3 millones de toneladas, siendo
Sinaloa, San Luis Potosi, Michoacan y Baja California, los principales estados
con mayor produccién (FIRA, 2017). México es el décimo productor de esta
hortaliza a nivel mundial y el principal proveedor de Estados Unidos con el 90.7
por ciento de las exportaciones, generando asi $1,939.1 millones de ddlares en
el afio 2015-2016 (SIAP, 2016).

Enfermedades del Tomate

El cultivo de tomate se ve afectado por diferentes enfermedades que ocasionan
una baja calidad en los frutos, ademas de pérdidas econdmicas importantes
(Burketova et al., 2015; El-Khallal, 2007). En México la produccion de tomate se

ve afectada principalmente por enfermedades y plagas causadas por hongos,



bacterias, fitoplasmas, virus, insectos y nematodos, que disminuyen el
rendimiento hasta un 60 por ciento (Martinez et al., 2016; Gonzéalez et al.,
2012). Entre los principales hongos que causan enfermedades en el cultivo de
tomate, se encuentran Fusarium oxysporum y Alterrnaria alternata (Blancard et
al., 2011; Gonzalez et al., 2012; Martinez et al., 2016), los cuales ocasionan
marchitez vascular, cancer de tallos y pudricion de frutos en variedades
susceptibles y bajo condiciones climaticas favorables, en sistema abierto o
invernadero (Ramaiah y Garampalli, 2015; Ascencio et al., 2008; Catrrillo et al.,
2003; Pane et al., 2016).

Marchitez causada por Fusarium oxysporum

En el tomate, el agente causal de la marchitez vascular es F. oxysporum f. sp.
lycopersici (Sacc.) Snyder y Hansen, anamorfo de Giberella, hongo que se
encuentra distribuido en todo el mundo en climas célidos, sobrevive en suelos y
restos de cultivos hasta 80 centimetros de profundidad de un ciclo a otro,
durante mas de 10 afios a través de esporas de resistencia de paredes gruesas
llamadas clamidosporas (Blancard et al., 2011; Cai et al., 2003). Los dafios que
ocasiona se asocian a la raza y la variedad cultivada, y hasta el momento se
conocen tres razas (Blancard et al.,, 2011; Gonzalez et al., 2011; Ma et al.,
2013).

Caracteristicas morfologicas
Es un ascomiceto filamentoso con micelio bien desarrollado septado y

conidiéforos caracteristicos (Garcia et al., 2007). Produce tres tipos de esporas
asexuales (Figura 1) en el cultivo como: microconidias que son rectas o
curvadas, hialinas, unicelulares, de forma oval a elipsoidal, miden de 5-12 u por
2.2-3.5 p y son producidas en fidlidas; macroconidias son hialinas de 3 a 5
septos en forma curvada (“canoa”), miden aproximadamente entre 27-60 pu por
3-5 y; clamidiosporas son estructuras de sobrevivencia en forma redonda y de
pared delgada, se producen solas o en pares de forma intercalada o ramificada
(Martinez et al., 2016; Leslie y Summerell, 2006).



Figura 1. Fialides, microconidias y macroconidias de Fusarium oxysporum

Infeccion y sintomas
Las especies de Fusarium que causan marchitamiento siguen una forma similar

de infeccion, comienza por el contacto con la superficie del hospedero a través
de heridas en las raices (Blancard et al.,2011; Gonzalez et al.,, 2012),
descomposicion de las barreras fisicas por enzimas hidroliticas como
quitinasas, celulasas y proteasas, que actlian sobre celulosa y pectina que son
fuente de alimento para poder crecer y reproducirse, combate a los
componentes antifingicos del anfitrion y segregacion de micotoxinas que
inactivan y matan las células del huésped para llegar hasta los vasos del xilema
e invadirlo, como el &cido fusarico, acido deshidrofusarico, licomarasmina y
vasinfuscarina (Singh et al., 2017; Villa et al., 2015; Agrios, 2005), los cuales
son los responsables de los sintomas de la enfermedad como el amarillamiento
y la necrosis. La colonizacion se restringe a la region de entrada inicial, ya que
geles y exudados formados en los vasos bloquean y/o atrapan a las conidias y
asi evita que se invada a la célula. Esto puede ocurrir en cultivos resistentes y
susceptibles (Gonzélez et al 2012; Villa et al., 2015), sin embargo, este proceso
contribuye a hacer que se marchite la planta. En plantulas se manifiesta escaso
desarrollo, las hojas pierden turgencia y presentan flacidez y epinastia,
torndndose amarillas debido a que las toxinas producidas por el hongo
sintetizan una reduccién de clorofila a lo largo de las venas y esto a su vez
reduce la fotosintesis y alteran la permeabilidad de las membranas de las
células foliares y su capacidad de controlar el agua pérdida a través de la
transpiracion (Singh et al., 2017; Gomez et al., 2011). En plantas adultas el

amarillamiento es unilateral en momentos mas calurosos del dia, las hojas se



terminan de secar pero no se caen (Blancard et al., 2011). La marchitez avanza
conforme al nimero y distribucién de los vasos taponados, ya que el agua se
distribuye a los vasos adyacentes produciendo un estrés hidrico. El tejido
vascular se torna café oscuro y se ensancha la base del tallo originando la
marchitez y por consecuencia, la muerte de la planta (Zhang et al., 2011;
GOmez et al., 2011; Martinez et al., 2016). También se pueden formar raices
adventicias y en los frutos se pueden ver sintomas como podredumbres a

causa de este hongo (Blancard et al., 2011).

Se pude diseminar por medio de semillas, plantulas infectadas, sustratos, agua
y magquinaria, asi como tutores y herramientas. Corrientes de aire y
salpicaduras de agua diseminan las clamidosporas del suelo contaminado. Las
condiciones ideales para su desarrollo son temperaturas elevadas (6ptima de
28 °C), suelos arenosos con pH acidos (este pH aumenta la virulencia), poca
humedad del suelo e intensidad luminosa y huéspedes carentes de nitrdgeno,
fésforo y calcio asi como alto en potasio (Martinez et al., 2016; Blancard et al.,
2011).

Céancer de tallo y moho negro causado por Alternaria alternata

El género Alternaria se encuentra en un extenso numero de cultivos agricolas,
causando dafos significativos en todo el mundo, ya sea en campo o en la
cosecha. Es un organismo cosmopolita y la mayoria de las especies son
saprofitas (Andersen et al., 2001), produce toxinas, acidos organicos y enzimas
de maceracion celular o pectoliticas que degradan y disuelven sustancias
pécticas de la lamina media de las células que constituyen la pared celular del

hospedero (Andersen et al., 2001).

Caracteristicas morfolégicas
Alternaria alternata es un hongo Deuteromiceto, pertenece a la clase

Hifomocetos, orden Moniliales, familia Dematiaceae (Barnett y Hunter 1998),
produce conidios color café oscuro en largas cadenas de seis a catorce
conidios de longitud (Pitt y Hocking, 2009), desarrolla abundantes cadenas



secundarias y en ocasiones terciarias de dos a ocho conidias de longitud. Los
conidios miden entre 20-60 um de largo por 9-18 pm de ancho, en forma
ovalada, tienen picos cortos y pueden ser lisos o finamente ornamentados con
septos transversales y longitudinales (Troncoso y Tiznado, 2014; Pryor y
Michailides, 2002; Andersen et al., 2001; Rotem, 1998)

Infeccién y sintomas
Se encuentra en el aire y suelo, sobrevive en residuos de plantas hospederas o

cultivos susceptibles por mas de un afo, se desarrolla en ambientes con exceso
de humedad y agua libre sobre los tejidos, ya que esto potencializa la
penetracion a través de las hojas, heridas en el follaje y salpicaduras de los
suelos (Andersen et al., 2001). La temperatura Optima de crecimiento oscila
entre los 28 °C, pero también se puede desarrollar a temperaturas de
almacenamiento en frio (10-14 °C), dependiendo de la madurez de los frutos.
En los frutos los sintomas empiezan en la base del tomate y también las flores,
con manchas pequefias de color gris que se vuelven oscuras, se presenta una
pudricion seca y hundida de color café a negro con anillos concéntricos, con la
humedad presente en la superficie de las lesiones existe abundante produccién
de esporas. (Pane et al., 2016; Snowdon, 1991). En los tallos se forman
cancros de color café oscuro con anillos concéntricos, se desarrolla una
podredumbre café y seca (Sanchez, 2001), en este sitio produce una toxina que
se traslada a la parte superior de la planta y causa muerte del tejido intravenoso
de las hojas (Sanchez, 2001).

Figura 2. Conidias con septos de Alternaria alternata



Control de Enfermedades del Tomate por Extractos Vegetales

Para el control y eliminacion de enfermedades a cusa de estos hongos se han
utilizado una gran variedad de agroquimicos sintéticos, los cuales tienen buen
efecto, sin embargo, aumenta los costos de produccion y afectan al medio
ambiente (Yavuz y Arslan, 2013). Ademés el uso desmedido e indiscriminado
de fungicidas sintéticos ha creado la resistencia de ciertos patdgenos
(Schillberg et al., 2001), por lo que se ha incrementado la dosis y la sobredosis
aumenta los residuos toxicos en alimentos, y la aparicion de plagas secundarias
(Silva et al., 2002). Una de las alternativas a los productos sintéticos para el
control de hongos fitopatdgenos es el empleo de extractos provenientes de
plantas, ya que sintetizan una gran variedad de compuestos primarios y
secundarios (Montes et al., 2000), como fenoles totales, que dependen de la
localizacion de crecimiento y el tipo de planta para obtener altos contenidos
(Blomhoff et al., 2006). Diversas investigaciones han estudiado mas de 200
especies de plantas contra diferentes especies de hongos fitopatdbgenos
demostrando que las plantas interactian con los hongos, teniendo como
respuesta una total inhibicion o estimulacion biologica, gracias a los
compuestos de defensa como: las inhibitinas que conforman a la planta para
detener la llegada de hongos vy fitoalexinas las cuales son en respuesta a la

infeccion (Montes et al., 2000).

Para el estudio y extraccion de biocompuestos de las plantas, es necesario el
uso de solventes como etanol, metanol, hexano, cloroformo, etc., para extraer la
mayor cantidad de algunas sustancias quimicas organicas como: acidos grasos,
esteroles, alcaloides, flavonoides, glucésidos, saponinas, taninos y terpenos
(Rodriguez et al, 2012), ya que se han reportado que la mezcla de metabolitos
secundarios han inhibido a hongos fitopatégenos. Jasso de Rodriguez et al.
(2015), mostraron la eficacia del extracto de etanol de Rhus muelleri contra F.
oxysporum, in vitro, logrando inhibir el crecimiento micelial desde 28.2-71.4 %

con concentraciones de 2000 y 6000 ppm respectivamente. Sharma et al.



10

(2016), inhibieron con 99% el crecimiento micelial de F. oxysporum con aceite

de clavo de olor Syzygium aromaticum a 500 ppm.
Extractos de Nogalillos con Actividad Biol6gica

Extractos de la familia Juglandaceae se han usado en la medicina tradicional
para tratar enfermedades respiratorias. Ademas se ha reportado actividad
antimicrobiana de extractos crudos de corteza y hojas en hexano y etanol de J.
mollis, J. regia y C. illinoensis contra Mycobacterium tuberculosis con valores de
concentracion minima inhibitoria (CMI) de 35, 50 y 100 pug/mL (Cruz et al.,
2008). Yang et al. (2009), obtuvieron Juglona a partir de la J. mandshurica
usando GC-MS, este compuesto se considerada como un pigmento natural que
ha presentado actividad antifungica contra Aspergillus niger, Paecilomyces
variotii, Trametes versicolor, Gloeo- phyllum trabeum a concentraciones de 500
ppm hasta 8000 ppm. Harun y Labosky (1985) reportaron la actividad
antifangica y anti termita usando extractos de agua, acetona y hexano de C.
ovata a una concentracion de 10-100 mg/mL contra Lenzites trabea y 70 mg/mL
contra Reculitermes flavipes. Se ha reportado actividad antifingica de extractos
de hojas en etanol de J. regia contra F. culmorum, F. solani, Botrytis cinerea,
Macrophomina phaseolina y Rhizoctonia solani, con una inhibicion del 38.8%,
25.2%, 41.3%, 40.2% y 60.6%, respectivamente, a una concentraciéon de 10 %

w/v con extractos en etanol (Yavuz y Arslan, 2013).

Ara et al. (2013), identificaron 11 compuestos en extractos de J. regia, los
cuales fueron; cyclobutanol (91.7%), 4h-pyran-4-one,2,3-dihydro-3,-dihydroxy-6-
methyl (89.8%), 1,3-dioxolane-4-methanol,2,2 dimethyl (88.6%), 1,6,3,4-
dianhydro-2-deoxy-beta-d-lyxo-hexopyranose (87.5), cyclopropyl carbinol
(84.5%), 2-heptanamine,5-methyl-(82.1%), pyrimidine-2,4(1h,3h)-dione,5-
amino-6-nitroso (81.5%), alanine (80.9), butanenitrile,2,3-dioxo-,dioxime,0,0-
diacetyl (80.7%), (r)-(-)-2-amino-1-propanol (80.5%) y benzaldehyde,4-ethoxy
(80.3%).
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Figura 3. Especies de A) J. mollis, B) J. microcarpa, C) C. ovata, in situ

Juglans spp. y Carya sp.

La familia Juglandaceae consta de siete géneros y alrededor de 60 especies de
arboles deciduos y monoicos con hojas alternas, pinnadas compuestas
(MaGranahan y Leslie, 2012). Los géneros Carya y Juglans presentan una
concentracion de crecimiento en las zonas templadas del Norte de América y
Asia; el género Carya se extiende hasta el sur del Estado de Veracruz en
México; en cuanto al género Juglans, se presenta del Sur de Canada hasta
Argentina (Stone, 1997). Especies como J. regia y C. illinoensis son de
importancia comercial y J. nigra, J. mollis, J. californica, C. cordiformis, C.
glabra, C. laciniosa y C. ovata no se distribuyen para el consumo humano
(Wang et al., 2014; Brezna y Kuchta, 2008).

Los miembros del género Juglans son arboles o grandes arbustos que poseen
ramas cortas, grandes hojas compuestas aromaticas y amentos solitarios. La
fruta sin ruezno es una drupa falsa que contiene una nuez grande con cascara
lefiosa. Este género consta de 21 especies nativas aproximadamente
(MaGranahan y Leslie, 2012). En México, se encuentran en forma silvestre las
especies J. mollis Engelm, J. microcarpa Berl y C. ovata Mill (Figura 3), también
llamados nogalillos, las cuales son una fuente importante de polifenoles
(Salazar et al., 2008; Perez, 2001; Senter et al., 1983). J. mollis Engelm (Figura
4) comunmente llamado nogal encarcelado, crece en forma silvestre cerca de

rios y arroyos, llega a medir 18 metros de altura, sus hojas compuestas de 5 a 9
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hojuelas afelpadas y nueces de 3 a 4 cm en forma de limon, no comestibles
(Manning, 1957) y J. microcarpa Berl comunmente llamado nogal negro de
Texas (Tirmenstein, 1990). Es un arbol pequefio a mediano con troncos simples
o multiples y ramas bajas, las hojas pueden medir de 9 a 23 cm de largo,
florece en Mayo y el fruto aparece en Octubre de 2 a 3 piezas en la misma rama
con forma globular 2.8 a 3.2 cm de diametro con una delgada céscara color
marron. Crece en barrancas y laderas secas y rocosas (Stephens, 1973),
adyacentes a rios o fondos de arroyos (USDA, NRCS, 2008). C. ovata Mill
(Figura 5) también llamado nogal peludo, es un arbol de 6 a 12 metros de alto,
hojas ligeramente ovaladas, florece de marzo a mayo, con frutos de color café
rojizo, esféricos y envoltura aspera, nuez ovoide a elipsoide, cascara dura, de
color café claro (Manning, 1949). Se encuentran en estado silvestre al noreste y
este de México en Nuevo Lebn, Tamaulipas, San Luis Potosi, Guanajuato,

Querétaro, Hidalgo, Puebla y Veracruz (Narave, 1983).
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Figura 4. Juglans mollis Engelm. A. rama con hojas e inflorescencias
masculinas y femeninas; B. flor masculina, vista lateral; C. inflorescencia
femenina; D. infrutescencia; E. nuez; F. detalle del haz de la hoja. llustrado por
Rogelio Cardenas Soriano y reproducido del fasciculo 96 de la Flora del Bajio y
de Regiones Adyacentes por Pérez (2001).
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Figura 5. Carya Ovata Mill. A. rama con hojas e inflorescencias masculinas y
femeninas; B. margen del foliolo; C. flor masculina, vista adaxial; D.
inflorescencia femenina: E. fruto; F. fruto de C. illinoiensis; G. fruto de C.
palmeri. llustrado por Manuel Escamilla y reproducido del fasciculo 31 de la
Flora de Veracruz por Narave (1983).
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MATERIALES Y METODOS

Colecta de Plantas
Ramas con hojas y frutos de J. mollis, y ramas con hojas de J. microcarpa y C.

ovata fueron colectadas al azar de 15 arboles por especie, en diferentes sitios
silvestres al sur del estado de Coahuila en el verano del 2015. Las muestras
fueron identificadas in situ por el Dr. José Angel Villarreal Quintanilla, y fueron
colocados en el Herbario ANSM de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro (UAAAN). Las muestras fueron transportadas en bolsas de plastico al
Laboratorio de Fitoquimica (UAAAN). Inmediatamente se separaron las hojas
de ramas y se colocaron en una estufa Mapsa a 60 °C por 48 horas. A
continuacion las hojas y ramas se molieron por separado en un molino de
cuchillas marca Thomas Wiley, con un tamiz de 2 mm de diametro y se

conservaron en un sitio seco hasta su uso en la obtencion de extractos.
Elaboraciéon de Extractos de Etanol y Acuosos

Los extractos de hojas y ramas se elaboraron en extractor Soxhlet usando
como solventes etanol grado reactivo al 100% y agua destilada. En un papel
fitro Watman #1 se colocaron 14 gr de muestra molida (hojas y ramas
separadamente) y se pusieron en extraccion con 200 mL de los solventes
durante 72 horas. Al final de la extraccion los solventes fueron evaporados en
un rotaevaporador (Buchii R-200) hasta sequedad. En seguida los matraces se
colocaron en estufa de secado a 50 °C por 24 horas. Los extractos se colocaron
en frascos color &mbar perfectamente cubierto y colocados en un desecador

hasta su uso en los bioensayos.
Cuantificacion de Fenoles Totales y Actividad Antioxidante

Los solventes fueron grado reactivo analitico. 2,2-2,2-difenil-1-picrilhidracil
(DPPH), carbonato de sodio (Na,CO3), etanol, acido acético glacial, trolox (6-
Hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico), TPTZ (2, 4,6-tri (2-
piridil)-s-triazina) y Folin-Ciocalteau, adquiridos en Sigma (USA).
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Para la cuantificacion total de fenoles y la capacidad antioxidante se
hidrolizaron 20 mg de tejido vegetal seco y molido de hojas, ramas y frutos de J.
mollis, y hojas y ramas de J. microcarpa y C. ovata, con 2 mL de acido sulftrico
concentrado previamente enfriado, durante 3 horas en agitacion constante y al
final se aforé a 25 mL con agua destilada. Los extractos se solubilizaron con 15
mL del solvente extraido para poder ser aforados a 25 mL con agua destilada.

Contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales del tejido vegetal de los nogalillos y los extractos
acuosos y de etanol de hojas y ramas se evalud con el reactivo Folin-Ciocalteu
siguiendo la metodologia descrita por Wong y colaboradores (2015). Se
colocaron 20 pL de muestra en los pocillos de la microplaca y se mezclé con 20
uL del reactivo Folin-Ciocalteu, dejando reposar por 5 minutos, después se le
adicionaron 120 pL de la solucion de carbonato de sodio y se dejé reaccionar
por 5 minutos a 50 °C. Finalmente se adicion6 125 pL de agua destilada y se
ley6 a una absorbancia de 790 nm usando un espectrofotometro (Epoch,
BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EE.UU). Se prepar6 una curva de
calibracion usando acido galico a diferentes concentraciones (100, 200, 400,
600, 800 mg/L, R*= 0.9919). La prueba se realizé por triplicado. Los resultados
se expresaron como miligramos equivalentes de acido gélico por gramo de

muestra (mg EAG/g muestra).

Actividad antioxidante
DPPH

La actividad antioxidante del tejido vegetal y los extractos se evalué por medio
de la capacidad de la muestra para captar el radical DPPH (2,2-Difenil-1-
picrilhidracil), siguiendo el método de Rodriguez-Jasso, (2014). Se preparé el
radical DPPH a una concentracion de 60 mM en etanol. Se colocaron en
microplaca por triplicado 7 pL de muestra y 193 pL de la solucion DPPH
dejando reaccionar por 30 minutos a temperatura ambiente y protegido de la
luz. Para el blanco se us6 el solvente empleado en las muestras sin la solucion

DPPH, finalmente se ley6 a una absorbancia de 517 nm. La curva de
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calibracion se realizé con Trolox. Los valores fueron reportados como

porcentaje de inhibicién, calculado con la siguiente ecuacion:

1 'Absmuestra

x100
1 'Abscontrol

% Inhibiciéon=

FRAP
La capacidad de reduccion de tejidos, extractos de etanol y acuosos fueron

determinados por el ensayo FRAP, como lo describe Li (2006), usando 10 mM
TPTZ en 40 mM de HCI, y 20 mM FeCl3 en una relacion 10:1:1 (v/v/v) a pH de
3.6. Se tomaron 10 pL de muestra y se colocaron en una microplaca con 290 uL
del reactivo FRAP, incubando a 37 °C por 15 minutos. La absorbancia se ley6 a
593 nm. La curva de -calibracion se prepar6 con Trolox a diferentes
concentraciones desde 250 mg/L a 1000 mg/L y se usé agua destilada como
blanco. La capacidad antioxidante se reportd6 como microgramo de Fierro Il por

100 miligramos de muestra (ugFell/100 mg muestra).

Analisis de Composicion Quimica de Juglans spp. y Carya sp. por
Cromatografia de Gases—Espectrometria de Masas (GC-MS)

El analisis de GC-MS fue llevado a cabo en un equipo Agilent Technologies
6580 GC unido a un 5975 B MSD usando una columna HP-5MS (30 x 0,25 mm
1D X 0,25) y un sistema de ionizacién con energia de 70 eV. Se utiliz6 un flujo
constante a 1.1 mL/ min y un volumen de inyeccién de 1 pL, la temperatura de
inyeccion fue de 250 °C. El programa de calentamiento del horno fue isotérmico
durante 5 min a 60°C seguido de un calentamiento de 5°C/min hasta 100°C/min
(2 min) y de 10°C/min hasta 250°C/min (5 min). La interpretacion de los
espectros de masas de los compuestos se realiz6 utilizando la biblioteca del

NIST (National Institute of Standard and Technology).
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Evaluacion de extractos contra Fusarium oxysporum y Alternaria alternata
In vitro

Aislamiento de hongos fitopatégenos

Los hongos fitopatdégenos usados en el presente estudio se obtuvieron de frutos
y raices de plantas de tomate con sintomas de enfermedades causadas por
Alternaria alternata y Fusarium oxysporum, tomando tejido sano y enfermo, los
cuales se desinfectaron siguiendo la metodologia de Ascencio et al. (2008). El
tejido fue puesto en una solucion de hipoclorito al 1 % por 3 minutos y se
enjuago con agua destilada estéril por 5 minutos, se seco en papel estéril y se
sembré en cajas Petri con medio agar papa dextrosa (PDA).Las cajas se
incubaron a 28 = 2 °C. Para obtener cepas puras se uso la técnica de cultivo
monosporico descrita por Anguiz (1989) y los patdgenos se identificaron a nivel
morfolégico con la ayuda de claves taxondmicas de Leslie y Summerell (2006)
para Fusarium; y de Barnett y Hunter (1998) para Alternaria.

Identificacién de Fusarium oxysporum y Alternaria alternata por PCR

Para la identificacion molecular, se seleccionaron hongos aislados, purificados e
identificados morfol6gicamente, posteriormente se extrajo ADN de las cepas y
se realizaron pruebas moleculares con la técnica de PCR en tiempo final
siguiendo el método de Gonzalez et al. (2011). Se utilizaron los primers CNL12
(5'-C TGAACGC CTCTAAGTCAG- 3) y CNS 1 (5'-
GAGACAAGCATATGACTACTG-3') que codifican para un fragmento de la
region intergénica ribosomal (IGS) ubicada entre la subunidad pequefa y la
subunidad grande. La temperatura de desnaturalizacion fue de 94°C por 1 min,
seguida de la temperatura de anillamiento de 54 °C por 1 min y la temperatura
de extension a 72 °C por 2 min (Hyun et al.,, 2001). Los productos de PCR
obtenidos (2.6 kb) fueron visualizados en un gel de agarosa al 2%. Se enviaron
a secuenciar a Macrogen (USA) y por medio del GenBank se identificd a nivel

de especie.
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Bioensayo de actividad antifungica de extractos de nogalillos

Los bioensayos con los dos patdgenos se realizaron mediante la técnica de
dilucion en agar siguiendo el método de Zabka et al. (2011). A partir de una
solucion madre a 10,000 mg/L. Los extractos de etanol se diluyeron con 10% de
etanol y se filtraron con filtros Whatman No. 1 y se esterilizaron bajo un sistema
de vacio para retener bacterias. Se usaron concentraciones 50, 250, 500, 1000,
2000, 3000, 4000 y 5000 mg/L de extractos de etanol y acuosos de hojas,
ramas y frutos de Juglans mollis, y hojas y ramas de Juglans microcarpa y

Carya ovata. Se us6 un control absoluto (solo PDA) para ambos hongos.

Se preparé medio PDA y se le adicionaron los extractos a las diferentes
concentraciones y una vez solidificado se inoculé un disco de 4mm de diametro
con el hongo a una temperatura de 28 +2 °C, por cuadruplicado. Se midié la
cinética de crecimiento cada 24 horas a siete tiempos con vernier digital
Stainless Hardened (mm) midiendo en forma de cruz dos puntos hasta que el
control absoluto llenara la caja por completo. El porcentaje de inhibicién del
hongo con los extractos se calculd con la siguiente formula tomando como

referencia el control absoluto:

DC-DT
% Inhibicion=|—55—[x 100

Donde DC es el diametro del control y DT es el diametro del tratamiento de las

diferentes concentraciones evaluadas.
Andlisis estadisticos del bioensayo in vitro

El experimento se establecié bajo un disefio completamente al azar con 4
repeticiones. Los resultados se evaluaron con analisis de varianza (ANVA) y
con pruebas de comparacion de medias por Tukey (p=0.05). El analisis Probit
se aplicé para calcular la concentracion minima inhibitoria 50 y 90 de extractos,

resultando una inhibicién del 50 % y 90 % del crecimiento del patdgeno en
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comparaciéon con el control absoluto (CMlso y CMlg). Los datos se analizaron
usando el software SAS version 9.0.

Evaluacion de extractos contra Fusarium oxysporum en Invernadero

El experimento se llevé a cabo en el invernadero del departamento de Forestal
ubicado en la UAAAN, localizada al sur de la ciudad de Saltillo, Coahuila, con
latitud de 25°21°9.73"N, longitud 101°1°37.72°0 vy altitud de 1,781 msnm,
durante el ciclo de Primavera-Verano del 2017.

Se prepar6 una mezcla de peat moss, perlita y zeolita en una relacion 5:5:1 y se
llenaron macetas con capacidad de cuatro galones. Se emplearon plantulas de
tomate Saladette var. Rio Grande, ciclo determinado con cinco o seis hojas

verdaderas.
Preparacion de solucion madre de extractos e inéculo

Se pesaron 40 g de extractos de Juglans microcarpa, Juglans mollis y Carya
ovata y se les agrego 10% etanol. Los extractos se colocaron en un
homogeneizador ultrasénico (Branson 3510) durante 30 minutos y finalmente se
aforaron 2000 mL para obtener una solucion madre de 10,000 mg/L de
extractos de etanol de hojas y ramas para preparar las concentraciones a usar

en el bioensayo en el invernadero.

El in6culo se obtuvo mediante arrastre de esporas de cultivos de Fusarium
oxysporum de 12 dias de crecimiento a 27 + 2°C en medio de cultivo PDA, se
afiadieron 10 mL de agua estéril a cada caja y con ayuda de una varilla de
vidrio se froté para obtener las esporas. Posteriormente se realizé un conteo de
esporas por medio de una Camara de Neubauer (hematocimetro) para obtener
una concentracion de 6.2 x10” esporas en 3000 mL de agua estéril.

Disefio experimental en invernadero

El experimento se establecié bajo un disefio completamente al azar con 9

tratamientos (6 extractos de etanol y 3 testigos): T1, Testigo Absoluto; T2,
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Testigo Quimico (Benomilo); T3, Testigo Inoculado; T4, J. microcarpa hojas
5000 mg/L; T5, J. microcarpa hojas 4000 mg/L; T6, J. microcarpa tallos 5000
mg/L; T7, C. ovata tallos 5000 mg/L; T8, J. mollis hojas 5000 mg/L; T9, J. mollis
hojas 4000 mg/L).

Inoculacion de plantas y trasplante

Se utilizaron plantas de tomate de cinco semanas de edad, se sacaron del
almacigo, se les hicieron heridas en las raices por medio de un despunte con
tijeras estéril y se inocularon por inmersion de raices (Figura 6) a una
concentracién de esporas de 6.2 x10’ esporas/3L, durante 20 minutos y se

trasplantaron en macetas con sustrato himedo el dia 29 de Marzo del 2017.

Figura 6. Inoculaciéon de raices de plantas de tomate con F. oxysporum

Efectuado el trasplante, se aplicaron 100 mL de los extractos, directo al tallo de
la planta (Figura 7) para que penetrara en las raices. Después se realizaron tres
aplicaciones mas a los 10, 20 y 40 dias después del trasplante (DDT);
empleando 100, 300 y 300 mL de extracto, respectivamente. Las plantas de
tomate se mantuvieron 125 dias en invernadero a una temperatura promedio de

25°C, con una maxima de 35°C y una minima de 20°C.
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Figura 7. Aplicacion de extractos vegetales a plantas de tomate

Variables evaluadas durante el experimento en invernadero

Severidad
Se definié de acuerdo a la escala propuesta por Diener y Ausubel (2005), donde
se establece una escala de 0 a 5, relacionada con sintomas de clorosis
vascular, necrosis en hojas, dafios en peciolos, hojas mal desarrolladas y
muerte de las plantas.

Incidencia
De acuerdo a la presencia de los sintomas de la enfermedad, la incidencia se

estima evaluando las plantas por tratamiento con criterio visual y dando un valor
numerico, de acuerdo con la severidad que se presenta por planta. En seguida

se aplica la siguiente férmula:

. . No. plantas enfermas
Incidencia= x 100
Total plantas

Altura de planta y didmetro de tallo
Las lecturas fueron tomadas del total de las repeticiones de los nueve

tratamientos a partir de los 13 DDT y cada siete dias durante el ciclo del cultivo.
La altura se midié con cinta métrica, en centimetros, desde la base del tallo al
brote principal y el didmetro se midié en milimetros con Vernier digital en la

base del tallo.

Variables evaluadas a la cosecha

Peso fresco
Se evaluaron variables al final del ciclo del cultivo (125 DDT) como: peso fresco

de hojas, tallos y raices. Se cortaron las hojas de los tallos y se pesaron por
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separado, asi como también los tallos (se cortaron en trozos de cinco cm). Se
usé una balanza semianalitica Scout pro SP con capacidad de 6000 g
(OHAUS).

Peso seco
El tejido vegetal que anteriormente se pesoé en fresco, se introdujo en bolsa de

papel con orificios y se colocd en una estufa de secado (MAPSA, HDT-18) a
una temperatura de 60°C aproximadamente por 48 horas, transcurrido el tiempo
se sacO de la estufa y a temperatura ambiente se midié el peso seco en

gramos.

Variables de calidad externas e internas evaluadas en los frutos
Peso fresco, didmetro polar y ecuatorial de frutos

Los frutos se obtuvieron del primer racimo y con coloracién roja (Figura 8), con
cortes manuales. Se contabilizé el nUmero de frutos por planta y se pesaron los
furtos de forma individual y planta, en una bascula Scout Pro de capacidad de
6000 g (OHAUS) para determinar el rendimiento total por planta y tratamiento.
Diametro Polar se midié la distancia entre el peddnculo y el &pice con vernier
digital (mm). Para el Diametro Ecuatorial, los frutos se midieron tomando la

distancia central (longitud transversal en mm).

Figura 8. Corte de frutos maduros del primer racimo
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Firmeza de frutos
Se tomo6 una muestra de 5 tomates por tratamiento cortados del primer racimo y

se perforo la corteza del tomate hasta llegar a la pulpa sosteniendo firmemente

con la ayuda de un penetrédmetro con puntilla de 8 mm, los resultados se

expresaron en kilogramo ¢ Fuerza (kg F).

Potencial de hidrégeno (pH) y Conductividad eléctrica
El pH mide la cantidad de iones hidrogeno presentes en una solucion, usando

una escala de 1-14 con la ayuda de un potenciometro marca pHep HANNA,
calibrado y la Conductividad eléctrica esta relacionada a la calidad del fruto; los
resultados se expresaron en pS/cm. Para tomar las lecturas de pH y
conductividad eléctrica se molié la muestra de tomate en licuadora (Oster) por
un minuto y el producto se vacio a un frasco y a una temperatura de 27°C se

tomaron las lecturas con un conductivimetro (YSI model 32).

Sdlidos solubles totales (SST)
Los solidos solubles totales se midieron con un refractémetro (ATAGO), en el

cual se coloc6 una muestra de tomate y se tomé la lectura para determinar el

cociente total de sacarosa, se expresaron como grados Brix (°Brix).

Determinacion de Vitamina C y licopeno
Se tomo una muestra de tomate molido para su cuantificacion en cromatografo

de liquidos (HPLC). Para Vitamina C se preparé una solucion de acido fosférico
al 0.05 N y se le adicionaron 25 mL a 6 g de tomate, se homogenizé y se agitd
por 30 minutos, después se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos y se filtré
por medio de un acrodisco de 0.22 um y se mantuvo en viales a 4 °C hasta su
analisis en HPLC. Los resultados se expresaron en miligramos de Vitamina C
por 100 gramos de tomate (mg Vitamina C/100 g tomate). Para licopeno se
tomd una muestra de tomate molido (0.25g), homogenizado con 15 mL de una
mezcla de hexano-acetona 3:2, se agitd durante 30 minutos para la extraccion
(Figura 9). Posteriormente se agregd agua destilada para separar los
compuestos polares de la extraccion, se mezclo, filtro y se tomd una alicuota de
la parte organica para el analisis en HPLC. Este andlisis se realiz6 a
temperatura ambiente haciendo inyecciones de 5uL en un equipo HPLC, marca
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Agilent 1200 de bomba cuaternaria, automuestreador y columna analitica
Zorbax Eclipse XDB-C18, 4.6 X 150mm, 5. La deteccion se hizo con luz visible
a una longitud de onda de 472 nm, la fase movil fue isocratica, 30% de etanol y
70% de metanol, a una velocidad de flujo de 1mL/min. Los resultados se
expresaron en miligramos de licopeno por gramo de tomate (mg licopeno/g
tomate).

Figura 9. Extraccion de licopeno

Analisis estadistico

El analisis de los datos de las variables: incidencia, peso fresco y seco de raiz,
altura de planta y diametro de tallo, peso y rendimiento de frutos, diametro
polar, diametro ecuatorial, firmeza, sélidos solubles totales, pH, conductividad
eléctrica, licopeno y vitamina C, se llevaron a cabo por ANVAs y pruebas de
comparacion de medias por el método de DMS (p=0.05), usando el programa
SAS-PC System Version 9.1.3 para Windows. Para el analisis de los resultados
de severidad se realizaron por la via no paramétrica utilizando la prueba de
Kruskal-Wallis (p<0.05).
RESULTADOS Y DISCUSION

Contenido Total de Fenoles

Los resultados del analisis estadistico de contenido fenoles totales (CFT)
obtenidos de tejidos y extractos de nogalillos se muestran en el Cuadro 1. Se
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presentaron diferencias significativas entre los extractos (p<0.05). Los extractos
de etanol presentaron los valores méas elevados de CFT en relacién a los
extractos acuosos. Ademas los extractos presentaron mayor contenido de
fenoles que los tejidos de las plantas. Los extractos de etanol de las ramas de
Juglans mollis y Juglans microcarpa y de los frutos de J. microcarpa
presentaron los valores mas elevados con 359.7 mg EAG/g, 321.2 mg EAG/g y
308.5 mg EAG/g muestra, respectivamente. Las diferencias en concentraciones
de los compuestos polifendlicos entre los dos solventes de extraccion utilizados
(etanol y agua), puede ser debido a que siendo el extracto una mezcla de
diferentes clases de fenoles, estos pueden ser solubles selectivamente en los
solventes (Koffi et al., 2010). En esta investigacion, los componentes de las
especies tuvieron mayor afinidad por el etanol. Salazar et al. (2008)
determinaron CFT en extractos de metanol de hojas, fruto y corteza de J. mollis
con contenidos de 223 mg catecol/g muestra, 68 £3.6 mg catecol/g muestra y
230 mg catecol/g muestra, respectivamente. En nuestra investigacion, las
ramas presentaron mayor contenido de fenoles que la corteza analizada por los
autores mencionados, en cuanto a las hojas, los resultados de Salazar et al.
(2008) son superiores. Almeida et al. (2008) determinaron el CFT de extractos
hidroalcohdlicos de hojas de J. regia, obteniendo como resultado 270 mg EAG/g
extracto. En el presente estudio, el extracto de etanol de las hojas de J.
microcarpa presentd mayor contenido de fenoles (286.9 mg EAG/g muestra).
De la Rosa et al. (2014), mostraron las diferencias obtenidas de fenoles totales
en extractos acetonicos provenientes de la cascara dura de la nuez C.
illinoensis de diferentes areas geograficas; norte, centro y sur del estado de
Chihuahua; 27.73 mg EAG/g muestra, 34.50 mg EAG/g muestra y 54.29 mg
EAG/g, respectivamente. En el presente estudio, los extractos de frutos de J.
microcarpa en etanol y acuoso, asi como el tejido del fruto, presentan valores
muy elevados en relacién a los reportados por los autores, para el fruto de C.
illinoensis de Chihuahua. Li et al. (2006) reportaron el contenido de acidos

fendlicos libres de J. regia y J. ailanthifolia con resultados de 10.42 y 2.48 mg



27

EAG/g de muestra, respectivamente, los cuales en general, son inferiores a los
reportados en este estudio para las tres especies.

Cuadro 1. Contenido total de fenoles y capacidad antioxidante

CTF Actividad antioxidante
Muestra (mg EAG/g DPPH FRAP(pgFell/
muestra) (%) 100 mq)
JmiEHE  286.9 +£3.78c 89.67 +1.05a 69.43 +5.67a
JmIEFE 308.5 +7.88b 87.03 +6.16ab 67.37 18.28a
JmERE  321.2 +4.88b 77.74 +6.97abc 43.7 +4.43c
JmiEHA  216.37 15.33e 75.13 +2.05bcd 59.88 +0.51b

JmoEHE 136.1 +5.41gh 74.35 +£3.86bcd 36.09 +2.30de
CoEHE 233.7 +3.98de 65.84 +2.04cde 31.41 =+1.46ef
CoERE 2475 +11.92d 64.47 +3.59de 31.02 =+1.31ef

JMOEHA 2247 +6.89% 57.49 +0.56ef 28.6  +0.38ef
JMERA  191.4  +9.32f 56.1 +13.87ef  16.79 +0.56g
COERA  134.43 +1.64ghi  54.66 +3.04ef 11.81 +0.39gh
COEHA  185.38 6.01f 53.26 +5.79efg  26.48 +1.26f
JMOERE 359.7 +7.8a 50.11 +4.39fgh  42.70 +5.78cd
JmiH 228.8 +8.04de  49.93 +2.35fgh  8.67 +0.38hi
JmoH 181.4  +5.42f 4856 +1.15fgh  5.94  +1.26hi
JMEFA 2728  £5.62C 48.17 +5.28fgh  42.33 +2.60cd
JmiF 152.8 +1.18g 46.82 +351fghi  3.31  +0.12i
JmoR 121.9  +5.4hij 4531 +7.22fghi  1.37  +0.47i
JmiR 131.2 +3.48hij  40.63 0.63ghij  2.07 *0.17i
CoH 114 +1.74j 37.38  +3.79hij 1.73  +0.17i
CoR 114.2  +1.43jj 34.68 +0.71jj 1.32  £0.12]
JMOERA 230.1 +#13.17de  29.27 +6.57i 2757 +0.31f

Jmo: J. mollis; Jmi: J. microcarpa; Co: C. ovata; H: hojas; R: ramas; F: frutos; EHE: extracto
hojas etanol; EHA: extracto hojas agua; ERE: extracto ramas etanol; ERA: extracto ramas agua;
EFE: extracto fruto etanol; EFA: extracto fruto agua. Los datos representan los promedios + SD
de tres determinaciones. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias estadisticas
entre las especies de nogalillos (p <0.05).

Actividad Antioxidante

Los resultados del ANVA de la capacidad antioxidante de los extractos y tejidos
de nogalillos se muestran también en el Cuadro 1. Se presentaron diferencias
significativas (p< 0.05) entre extractos y tejidos. Los extractos de etanol de
hojas, frutos y ramas de Juglans microcarpa presentaron la mas alta inhibicién
de DPPH, con valores de 89.67%, 87.03% y 77.74%, respectivamente; y en el
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ensayo por el método de FRAP se determinaron valores de actividad
antioxidante de 69.43, 67.37 y 43.7 pgFell/100 mg, respectivamente. En cuanto
a los tejidos de las tres especies los resultados de actividad antioxidante, por
los dos métodos, fueron inferiores a los de los extractos: para DPPH inferiores

al 50% y para FRAP inferiores a 10 pgFell/100 mg.

El resultado de actividad antioxidante por el método DPPH (Cuadro 1) obtenido
en esta investigacion para el fruto de J. microcarpa es similar al reportado por
Gu et al. (2015) en harina de nogal desengrasada proveniente de la extraccion
de aceite de nuez de J. sigillata (87.79%). Salazar et al. (2008) reportaron
actividad antioxidante por DPPH del extracto de metanol de hojas de J. mollis
obteniendo un porcentaje de inhibicion de 77.6%, resultado similar al obtenido
en la presente investigacion en el extracto de etanol de las hojas de J. mollis.
Robbins et al. (2015) reportaron resultados por el método FRAP para cultivo de
C. illinoinensis cv Georgia, en un rango de 14.7 EqFell/100g nuez a 20.7 Eq
Fell/100g nuez, los valores son similares a los reportados en el presente trabajo
por el mismo método, para los extractos acuosos de: ramas y hojas de C. ovata,
asi como para las ramas de J. microcarpa y hojas de J. mollis, cuyos valores se

encuentran en el rango de 11.81 a 28.6 pugFell/100 mg muestra.

Las diferencias de los resultados obtenidos en las mismas especie y en
especies diferentes de nogalillos, podria atribuirse a los diferentes sitios en los
cuales se desarrollaron, asi como a la época de colecta de las plantas y a los
solventes utilizados en la extraccion (Kang et al., 2003; Robbins et al., 2015;
Mehrabian et al., 2000).

Composicion Quimica de Extractos

Los resultados de la composicién quimica de extractos de nogalillos analizados
por GC-MS se presentan en los cuadros del 2 al 7. Se muestra informacion de
tiempo de retencion (RT), nombre del compuesto, férmula molecular, peso

molecular (MW) y concentracion (% area).
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Juglans mollis

Para los extractos de etanol de J. mollis, se identificaron 11 y 13 compuestos en
hojas y ramas, respectivamente (Cuadro 2). En las hojas, los tres compuestos
mayoritarios y en orden de abundancia fueron: hexilenglicol (Figura 10), un
poliol con actividad antifungica (Kinnunen y Koskela, 1991); 4cido hexanedioico,
éster dioctilico y acido hexanedioico, éster etilico, ambos de naturaleza éster de
acido graso, con actividades antifangica, antioxidante, nematicida y antibacterial
(Agoramoorthy et al., 2007; Rajeswari et al., 2012). En el extracto de ramas en
etanol (Cuadro 2), los compuestos mayoritarios fueron: D-Glucosa, 4-O-a-D-
glucopiranosilo- (Figura 11) de naturaleza carbazona reportado como
antioxidante (Thanh y Hoai, 2012), seguido del hexilenglicol y juglona,
compuesto derivado de la naftalina, reportado como antimicrobial y antioxidante
(Clark et al., 1990; Chobot y Hadacek, 2009)

Cuadro 2. Compuestos quimicos identificados en extracto de hojas y ramas en
etanol de Juglans mollis

No T Compuestos Formula Area
(min) molecular (%)
Hojas
1 6.02 Hexilen glicol CsH140, 118 25.80
2 8.31 2-hydroxi-Propanamida C;H;NO, 89 2.22
3 12.20 2-Nonanol CoH50 144 1.55
4 16.97 Acido hidrastininico C11HgNOg 251 0.97




30

© 00 N O O

10

A O WDN PR

o 01

9
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11
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13

20.90
21.90
22.29
23.43
23.81

24.08

25.86

6.01
8.30
15.53

16.04

16.45
17.29

18.35

21.90

22.23
23.79
25.81
26.16

26.93

1-Metoxi-3-(2-hidroietil)nonano

2,4-Bis(hidroxilamino)-5-nitropirimidina

Acido hexanedioico, éster etilico

Pterin-6-acido carboxilico

Metilo(Z)-5,11,14,17-eicosatetraenoato

Bencenoetanamina, 2,5-difluoro-.$3.,3,4-

trihidroxi-N-metil-

Acido hexanedioico, éster dioctilico
Ramas

Hexilenglicol

2-hidroxi-Propanamida

4-0O-.a.-D-glucopiranosilo- D-Glucosa

4-0O-.B.-D-galactopiranosilo-.B.-D-

Glucopiranosa

Juglona

3H-1,4-Benzodiazepin-2,5(1H,4H)-diona

Bencenometanol, 2-(2-aminopropoxi)-3-

metil-

Bencenoetanamina, 2,5-difluoro-.j3.,3,4-

trihidroxi-N-metil-

Acido hexadecanoico, éster etilico

Acido linoleico, éster etilico

Pterin-6-acido carboxilico

2-Hexadecanol

Fenol, 2,2'-metilenobis[6-(1,1-dimetil etilo)-

4-etil-

C12H260;
C4HsN50,
Ci1sH360;
C7HsNs03
C21H340;
CoH11F2NO;

022H4204

CsH140;
C;H/NO,
C12H2,01;1
C12H22011

C10HsO5
CoHsN2O;
C11H17N()2

CoH11F2NO3

Ci18H3602
Ca20H3602
C;HsNsO3
Ci16H340
Ca25H3sN50;

202
187
284
207
318

219

370

118
89
342

342

174
176

195

219

284
308
207
242

368

3.21
2.66
11.19
3.95
7.55

4.48

16.46

14.76
0.99
18.15

7.24

9.50
4.84

1.17

0.78

1.97
2.85
4.93
3.90

7.91

RT: Tiempo de retencion; MW: Peso molecular
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Figura 10. GC-MS. Cromatografia de extracto de hojas en etanol de Juglans
mollis y estructura de Hexilenglicol.

Abundance TIC: 22SRE P Dhdata. ms
Aasocaa
ERLTE ]
B2O000
EGTTT

Zaooaa

ZEOD0a

240000

BRODGO

Zaooaa

1E0Da0 1

160000,

.

Time—= &.00 .00 10000 1zlo0 1200 1500 18’00 20 D0 zzlo0 P 2600 =a o0

Figura 11. GC-MS. Cromatografia de extracto de ramas en etanol de Juglans
mollis y estructura de 4-O-.a.-D-glucopiranosilo- D-Glucosa

En los extractos acuosos de hojas y ramas de J. mollis, se identificaron 2 y 4

compuestos, respectivamente (Cuadro 3). Para el extracto de las hojas, los
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compuestos mayoritarios fueron: bencenoetanamina, 2-fluoro, de naturaleza
benzamina, y con actividad anticancerigena (Muthuraman et al., 2012) y metoxi-
fenil- oxima-, de naturaleza oxima, reportado como antioxidante y antimicrobial
(Al-Tameme et al., 2015). En el extracto de las ramas, los compuestos
identificados fueron: n-hexilmetilamina (Figura 12) de naturaleza trialimida, del
cual no se ha reportado actividad biologica, 2- propanamina de clase amina, sin
actividad biolégica reportada, y 2-Amino-1-(o-hidroxifenil) propano, de
naturaleza benzamina, reportado como antibacterial y antifingico (Mabkhot et
al., 2014).

Cuadro 3. Compuestos quimicos identificados en extracto de hojas y ramas en
agua de Juglans mollis

RT Férmula Area
No (min) Compuestos molecular MW (%)
Hojas
1 4.31 Bencenoetanamina, 2-fluoro CoH{,FNO, 185
2 6.08  Metoxi-fenil-oxima CgHgNO, 151
Ramas
1 5.87  2-Amino-1-(o-hidroxifenil) propano CoHi13sNO 151 9.40
2 11.85 2- propanamina CsHgN 59 11.87
3 14.82 N-Metiltaurina C3HgNO3S 139 4.80
4 25.01 N- Hexilmetilamina C,H.7N 115 64.10
RT: Tiempo de retencion; MW: Peso molecular
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Figura 12. GC-MS. Cromatografia de extracto de ramas en agua de Juglans
mollis y estructura de N-Hexilmetilamina
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Juglans microcarpa

Los compuestos identificados en los extractos de etanol de las hojas y ramas de
J. microcarpa fueron 9 y 12, respectivamente (Cuadro 4). En el extracto de las
hojas, los compuestos mayoritarios fueron: hexilenglicol, acetato de vitamina E
(Figura 13), un polifenol con actividad antioxidante (Berton et al., 1998) y el
Fitol, un diterpeno reportado con actividad antibacterial (Inoue et al., 2005). En
el extracto de ramas, los compuestos mayoritarios fueron: hexilenglicol; 2,2,4-
Trimetil-3-(3,8,12,16-tetrametil-heptadeca-3,7,11,15-tetraenil)-ciclohexanol
(Figural4) un poliol, del cual no se ha reportado actividad y Linoleato de etilo de
naturaleza éster de acido graso reportado como antibacterial y antifingico
(Agoramoorthy et al., 2007; Rajeswari et al., 2012).
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Figura 13. GC-MS. Cromatografia de extracto de hojas en etanol de Juglans
microcarpa y estructura de Vitamina E acetato.
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Cuadro 4. Compuestos quimicos identificados en extracto de hojas en etanol
de Juglans microcarpa

No (:j;) Compuestos r:glrer?:E:Zr MW A(;/f;‘
Hojas
1 5.99 Hexilenglicol CsH140, 118 49.98
2 8.27  2-hidroxi-Propanamida C;H,NO, 89 2.37
3 12.21 2-Formilhistamina CeHoN3zO 139 1.67
4  16.96 Acido hidrastininico C11HgNOg 251 1.25
5 20.90 Sii?;rir)'(‘i’_iltﬁgmna’ 2-fluoro-.,3- CoHiFoNO; 219 2.04
6 2249 Z?f;‘?j:ﬁﬁ::p&?g;;ﬁ_d'ﬂuoro CoHuFoNO; 219 1.77
7  23.40 Fitol C20H400 296 4.71
8 2693 Zier:st'i’l :t’iﬁ_rstti':_eno bis{8-(1.1 CaHacO, 368 3.25
9 29.03 Acetato de Vitamina E C31H5,04 472 13.55
Ramas
1 5.99 Hexilenglicol CeH1402 118 63.57
2 16.40 Juglona C10HeO3 174 1.04
3 18.06 Viridiflorol CisH260 222 1.55
4 18.38 Spathulenol Ci5H2.0 220 0.46
s a7 JEPTeoame M cuvor @s on
6 20.86 14-Octadecenal C.gH3,0 266 0.45
7 21.85 n-Acido hexadecanoico Ci16H3,02 256 1.06
8 22.25 Acido hexadecanoico, éster etilico C1sH360> 284 3.01
9 23.43 13-Heptadecyn-1-ol C,7H3,0 252 1.24
10 23.75 Linoleato de etilo C,0H360, 308 4.31
2,2,4-Trimetil-3-(3,8,12,16-tetrametil-
11 25.72 heptadeca-3,7,11,15-tetraenil)- C3oHs5,0 426 4.45
ciclohexanol
12 26.52 Estigmastan-3-ol, 5-cloro-, acetato, CatHesCIO, 492 573

(3.8, 5.0.)-

RT: Tiempo de retencién; MW: Peso molecular
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Figura 14. GC-MS. Cromatografia de extracto de ramas en etanol de Juglans
microcarpa y estructura de 2,2,4-Trimetil-3-(3,8,12,16-tetrametil-heptadeca-
3,7,11,15-tetraenil)-ciclohexanol

En los extractos de hojas y ramas de J. microcarpa en agua se identificaron 7 y
4 compuestos, respectivamente (Cuadro 5). En el extracto de las hojas, los
compuestos mayoritarios fueron: metoxi-fenil-oxima-, compuesto también
identificado en ramas; 2-Butanol, 3-metil-, de naturaleza alcohol reportado con
actividad antimicrobial (Mitchell et al., 2010) y el Isoproturén, sustituto de urea
reportado como herbicida (Badr y Elkington, 1982). Los compuestos
mayoritarios identificados en el extracto de las ramas fueron: metoxi-fenil-
oxima- (Figura 15); Bencenoetanamina, 2-fluoro-.B.,3-dihidroxi-N-metil- y el 5-
(2-Aminopropil)-2-metilo fenol (Figura 16), de naturaleza benzamina, reportado

con actividad antibacterial y antifingica (Vaishnavi et al., 2015).
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Cuadro 5. Compuestos quimicos identificados en extracto de hojas y ramas en
agua de Juglans microcarpa

RT Férmula Area

No (min) Compuestos molecular MW (%)
Hojas
1 4.16 Propano, 2-cloro-2-nitro- C;HsCINO, 123 8.97
2 4.98 2,3-Butanodiol C,H100- 90 9.47
3 5.09 2-Butanol, 3-metil- CsH1,0 88 27.25
4 6.81 Oxima-, metoxi-fenil- CgHgNO, 151  39.50
5 9.84  Isoproturdon CioHigNO 206 10.33
6 11.74  3-(3-Carboxi-4-hidroxifenil)-D-alanina ~ CioH11NOs 225 1.78
7 12.10  4-Acido etilbenzoico, 2-pentil etil éster C14H200, 220 2.69
Ramas

6.01 Oxima-, metoxi-fenil- CgHgNO, 151 37.72
2 1433 _oreerovananing 2fuoro-B.3- N0, 185 17.19
3 14.90 Octodrina CgH1oN 129 7.07
4 18.26  5-(2-Aminopropil)-2-metilo fenol C10H1sNO 165 11.38

RT: Tiempo de retencion; MW: Peso molecular
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Figura 15. GC-MS. Cromatografia de extracto de hojas en agua de Juglans
microcarpa y estructura de Oxima-, metoxi-fenil-.
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Figura 16. GC-MS. Cromatografia de extracto de ramas en agua de Juglans
microcarpa y estructura de 5-(2-Aminopropil)-2-metilo fenol

Carya ovata

Los compuestos identificados en los extractos de etanol de hojas y ramas de C.
ovata fueron 9 y 6, respectivamente (Cuadro 6). Los compuestos mayoritarios
en el extracto de hojas fueron: Acido linolénico, éster etilico (Figura 17), de
naturaleza éster acido graso, reportados como antibacterial y antifungico
(Agoramoorthy et al., 2007; Rajeswari et al., 2012); hexilenglicol y el acetato de
Vitamina E. Para el extracto de las ramas, los compuestos identificados fueron:
acido 9,12-octadecadienoico, éster etilico (figura 18) de naturaleza éster de
acido graso; hexilenglicol y Oletato de etilo, acido graso con actividad

antibacterial y antifangica (Agoramoorthy et al., 2007; Rajeswari et al., 2012).
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Cuadro 6. Compuestos quimicos identificados en extracto de hojas y ramas en

etanol de Carya ovata

No (::i-l;l) Compuestos r:;)Ir::E::r MW A(;/f;‘
Hojas
1 6.02 Hexilenglicol CeH140, 118 17.72
2 20.87 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadeceno-1-ol C,oH400 296 8.74
3 21.09 Imidazol, 2-amino-5-[(2-carboxi)vinilo]- CsH7N3O, 153 2.19
o om JRS ETE a2
5 21.86 N- Acido hexadecanoico C16H3,0- 256 3.21
6 22.25 Acido hexadecanoico, éster etilico C15H360- 284 9.24
7  23.39 Fitol C20H100 296 6.28
8 23.79 Acido linolénico, éster etilico C20H3402 306 18.84
9 28.89 Acetato de Vitamina E Cs1H5,03 473 15.97
Ramas
1 6.02 Hexilenglicol CeH1405 118 30.62
2 16.39 Juglona C10HeO3 174  2.79
3 16.45 2-Trifluoro aceto dodecano Ci7H3:F50, 324 4.24
4 22.25 Acido hexadecanoico, éster etilico C1H360- 284 10.33
5 23.75 Acido 9,12-Octadecadienoico, éster etilico CyoH360- 308 31.86
6 23.83 Oleato de etilo CooH3502 310 11.32
RT: Tiempo de retencion; MW: Peso molecular
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Figura 17. GC-MS. Cromatografia de extracto de hojas en etanol de Carya
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Figura 18. GC-MS. Cromatografia de extracto de ramas en etanol de Carya

ovata y estructura de Acido 9,12-Octadecadienoico, éster etilico.
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En los extractos de hojas y ramas de C. ovata en agua se identificaron 4 y 7,

respectivamente (Cuadro 7). Los compuestos mayoritarios identificados en el

extracto de hojas fueron: [R,R]-2,3-butanodiol (Figura 19), de naturaleza

alcohol, con actividad antimicrobial (Mitchell et al., 2010); metoxi-fenil-Oxima-, y

propano, 2-cloro-2-nitro-, actividad no reportada. En el extracto de las ramas,

los compuestos mayoritarios fueron: 2,3- Butanodiol, de naturaleza alcohol con

actividad antimicrobiana (Mitchell et al., 2010), isoproturon (Figura 20) y la

imipramina, una dibenzazepina con actividades antioxidante (Réus et al., 2010).

Cuadro 7. Compuestos quimicos identificados en extractos de hojas y ramas en

agua de Carya ovata

RT Férmula Area

(min) compuestos molecular MW (%)
Hojas

1 4.51 Propano, 2-cloro-2-nitro- C3HgCINO, 123 12.44

2 5.38 [R,R]-2,3-Butanaodiol C4H100, 90 42.91

3 6.96 Oxima-, metoxi-fenil- CgHgNO, 151 24.86

4 12.13  3-(3-Carboxi-4-hidroxifenil)-D-alanina C10H11NO5 225 3.59
Ramas

1 4.64 2,3-Butanodiol CsH60, 90 49.29

2 6.13 2-propoxi-etilamina CsHi3NO 103 3.72

3 6.61 Oxima-, metoxi-fenil- CgHgNO, 151 6.90

4 6.67 4-Cloro-N-metilpiridina hidrocloruro CeH12CIN 133 6.01

5 9.76 Isoproturén C12H1sN>O 206 22.47

6 14.35 2,6-dimethoxi-fenol CsH1003 154 1.85

7 14.43  Imipramina CigH24N, 280 7.79

RT: Tiempo de retencién; MW: Peso molecular



41

Abundance TIG: 230.Didata.ms

1800000
1600000 ’ N
1400000 OH
1200000
1000000
800000
£00000

400000

200000 4

\\“\ML L -

LI B B B LB R B N B B L LN B Irlrl1‘IIII[rll“IIII[Illl‘lIIII'rIII'IIIII
Timg--= 6.00 a.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22,00 24.00 26.00 28.00

Figura 19. GC-MS. Cromatografia de extracto de hojas en agua de Carya ovata
y estructura de [R,R]-2,3-Butanodiol.
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Figura 20. GC-MS. Cromatografia de extracto de ramas en agua de Carya
ovata y estructura de Isoproturon.
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Actividad Antifungica de Extractos
Identificacién de patdégenos
Los resultados de la identificacion por medio de amplificacion por PCR,
mostraron que hubo homologia del 97% con F. oxysporum (1029 pb) con clave
MF663655.1; y con A. alternata la homologia fue del 95% (786 pb) con clave
MG551266.1, de acuerdo al Genbank (Figura 21).

Fusarium

/

!

Alternaria

Figura 21. Identificacion de Fusarium oxysporum y Alternaria alternata,
mediante PCR en gel de agarosa al 2%.

Efecto antifungico de los extractos de nogalillos contra Fusarium
oxysporum

El ANOVA mostré que los extractos de etanol de Juglans mollis, Juglans
microcarpa y Carya ovata presentaron actividad biologica altamente significativa
(p<0.05) contra Fusarium oxysporum (Figuras 22, 23 y 24, respectivamente), en
comparacion con los extractos acuosos. J. mollis: Los extractos de frutos y
ramas a 5000 mg/L de J. mollis presentaron las mas altas (p<0.05) inhibiciones
con 86.45% y 85.65%, respectivamente; seguidos del extracto de las hojas de
J. mollis a 5000 mg/L, con 76.38 % de inhibicion micelial (Cuadro 8). J.
microcarpa: El extracto de etanol de las ramas de J. microcarpa a 5000 mg/L
presentd la mas alta (p<0.05) inhibicidbn con 87.19%, seguido de los extractos
de etanol de hojas a 5000 mg/L y ramas a 4000 mg/L con 72.61% y 71.65%,
respectivamente (Cuadro 9). C. ovata: El extracto de etanol de las ramas de C.
ovata a 5000 mg/L presentd la més alta inhibicion (p<0.05) de F. oxysporum a

las 168 h de incubacion, con 85.38%, seguido de los extractos de etanol de las
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ramas a 4000 mg/L y de las hojas a 5000 mg/L, con 68.76% y 67.13%,
respectivamente (Cuadro 10). Es importante mencionar que en esta
investigacion se obtuvieron dentro de las mas altas inhibiciones las de los
extractos de las ramas en etanol (similares a las de las hojas) en J. mollis y en
J. microcarpa y C. ovata, las ramas presentaron la mas alta inhibicion,
estadisticamente mas alta que la de las hojas contra F. oxysporum. Este
resultado es muy interesante por la aplicacion que se haga de los extractos de
nogalillos.

Se observa que los mayores porcentajes de inhibicién son dependientes de las
mas altas concentraciones (Jasso de Rodriguez et al., 2017). Los efectos de
inhibicidbn que los extractos de etanol de los nogalillos ejercen sobre F.
oxysporum pueden ser atribuidos a los compuestos quimicos mayoritarios,
identificados en los extractos de etanol, principalmente el hexilenglicol, que se
presentdé tanto en hojas como en ramas de las tres especies, ademas se
pueden atribuir a los elevados contenidos de fenoles cuantificados, asi como a
la actividad antioxidante. Estos resultados concuerdan con los reportados por
Oliveira et al. (2008); Salazar et al. (2008); Osorio et al. (2010) y Castillo et al.
(2010), quienes atribuyeron la actividad antifungica de los géneros Juglans y
Carya a la presencia de flavonoides y polifenoles.

También tomando en cuenta que se trata de un extracto crudo con una elevada
cantidad de compuestos en su composicion, podemos atribuir los efectos
totales de los extractos a la sinergia promovida por el conjunto de compuestos

gue integran los extractos (Jasso de Rodriguez et al., 2015).
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Cuadro 8. Valores medios de porcentaje de inhibicion de Fusarium oxysporum,
evaluado con extractos de Juglans mollis.

Tiempo (h)

Tratfnrg'/el_“tos 24 72 120 168
JMoEFE5000 98.68 a 64.37 b 87.25a 86.45 a
JMoERE5000 99.81 a 88.13 a 84.41 ab 85.65 a
JmoEHE5S000 91.48 ab 73.01b 79.28 b 76.38 b
JMoEFE4000 76.47 bc 65.65 b 77.35b 75.21 bc
JMoERE4000 74.23 bcd 72.37b 67.06 c 66.75 cd
JmoEFE3000 65.44 cde 49.08d 65.05c 61.59d
JmoEHE4000 74.86 bcd 62.13 bc 66.43 c 61.4d
JMoERE3000 48.25 e 51.8 cd 4542 d 46.71 e
JMoEFE2000 17.12 fg 50.97 cd 41.72 de 42.25 ef
JMoEHE3000 54.54 de 46.28 de 36.04 ef 35.13fg
JMoERE2000 24.37 f 36.51 ef 30.16 fg 26.9 gh
JMoEFA5000 -18.49 hij 28.32 fghi 24.73 ghi 24.27 hi
JMoEFE1000 -8.88 hij 29.65 fgh 24.81 ghi 24.2 hi
JMoEFA2000 -7.81 hij 14.61 jk 21.57 hij 23.71 hi
JMoEFA4000 -24.98 ij 26.57 fghi 25.87 gh 23.48 hij
JMoEFA3000 -4.65 ghi 19.82 hijk 21.89 hij 23.16 hijk

Jmo: J. mollis; EHE: extracto hojas etanol; ERE: extracto ramas etanol; EFE: extracto frutos
etanol; EFA: extracto frutos agua. Los valores con la misma letra en la columna son
estadisticamente iguales (p <0.05). Los valores menores a 20% no se incluyeron.

Figura 22. Efecto de extractos de Juglans mollis sobre el crecimiento de
Fusarium oxysporum a 168 horas. A: Testigo absoluto; B: Frutos agua 5000
mg/L; C: Hojas etanol 3000 mg/L; D: Ramas etanol 4000 mg/L; E: Ramas etanol
5000 mg/L; F: Frutos etanol 5000 mg/L.
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Cuadro 9. Valores medios de porcentaje de inhibicion de Fusarium oxysporum,
evaluado con extractos de Juglans microcarpa

Tiempo (h)

Tratfnrg'/el_”tos 24 72 120 168
JMIERE5000 91.87 a 92.96 a 89.92 a 87.19 a
JMIEHES5000 76.53 ab 72.5bc 74.23 b 7261b
JMIERE4000 88.82 ab 79.63 ab 73.74 b 71.65b
JMIEHE4000 60.37 bc 57.82 cd 59.37 ¢ 53.51c¢c
JMIERE3000 69 ab 64.73 bc 52.37 cd 45.82 cd
JMIEHA5000 -12.19 fgh 39.92 de 4153 e 42.56 cde
JmIiEHA4000 3.34 ef 37.8e 42.9 de 42.27 cde
JMIEHA3000 -19.75 fgh 33.12e¢ 34.37 e 33.48 de
JMIEHA2000 7.15 def 39.97 de 36.34 ¢ 33.32 de
JMIEHE3000 37.18 cd 39.39e 40.52 e 3253 e
JMIERE2000 26.28 de 42.02 de 37.48 e 3227 e

Jmi: J. microcarpa; EHE: extracto hojas etanol; ERE: extracto ramas etanol; EHA: extracto hojas
agua. Los valores con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (p <0.05). Los
valores menores a 20% no se incluyeron.

Sram—— —

Figura 23. Efecto de extractos de Juglans microcarpa sobre el crecimiento de
F. oxysporum a 168 horas. A: Testigo absoluto; B: Hojas agua 2000 mg/L; C:
Hojas agua 5000 mg/L; D: Ramas etanol 3000 mg/L; E: Hojas etanol 5000
mg/L; F: Ramas etanol 5000 mg/L.
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Cuadro 10. Valores medios de porcentaje de inhibiciébn de Fusarium
oxysporum, evaluado con extractos de Carya ovata.

Tiempo (h)

Tratfnrg'/eL”tos 24 72 120 168
CoERES5000 92.88 a 85.48 a 86.37 a 85.38 a
CoERE4000 80.69 ab 66.2 b 69.32 b 68.76 b
CoEHES5000 69.98 abc 66.98 b 68.53 b 67.13 b
CoEHA5000 44.66 abcdef 56.41 b 54.67 c 46.56 c
CoEHA4000 49.47 abcde 57.98 b 5471 c 45,97 c
CoEHE4000 70.25 abc 53.67 bc 48.43 c 44.33 cd
CoERE3000 47.87 abcdef 41.04 cd 38.74 d 35.96 de
CoEHE1000 12.67 cdefgh 10.95 fghi 24.61 ef 33.2 ef
CoEHA3000 1.64 defghi 37.71d 38.27 d 33.04 ef
CoEHA2000 20.32 cdefgh 40.02 cd 35.87 d 31.14 efg
CoERE2000 28.59 bcdefg 22.34 ef 25.77 e 22.11 ghi

Co: C. ovata; EHE: extracto hojas etanol; ERE: extracto ramas etanol; EHA: extracto hojas
agua. Los valores con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (p <0.05). Los
valores menores de 20% no se incluyeron.

Figura 24. Efecto de extractos de Carya ovata sobre el crecimiento de
Fusarium oxysporum a 168 horas. A: Testigo absoluto; B: Ramas etanol 2000
mg/L; C: Hojas agua 3000 mg/L; D: Hojas agua 5000 mg/L; E: Hojas etanol

5000 mg/L; F: Ramas etanol 5000 mg/L.

Se observd que el efecto de los diferentes extractos de etanol de nogalillos
contra F. oxysporum fue fungistatico. La inhibicion no alcanz6 el 100% ya que

ésta disminuy6 al aumentar el tiempo de incubacion del patégeno (Upadhyay et
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al.,, 2010). Esto puede atribuirse a la volatilidad de algunos compuestos
fendlicos (Sumalan et al., 2013).

Anélisis Probit

Los resultados de la actividad antifingica de los extractos de etanol de los
nogalillos fueron reflejados en los valores obtenidos de las concentraciones
minimas requeridas para lograr inhibir al patégeno al 50% y 90% (CMlsp y
CMilgp). Al final de ensayo (168 h) la CMIsq y CMlgo del extracto de etanol de las
hojas fueron: 3434 y 10794 mg/L para J. mollis; 3565 y 9094 mg/L para J.
microcarpa; y 5374 y 97789 mg/L para C. ovata, respectivamente. En las ramas
en etanol la CMIsp y CMlIgp fueron: 2612 y 10904 mg/L para J. mollis; 2811 y
6131 mg/L para J. microcarpa; y 2929 y 9625 mg/L para C. ovata,
respectivamente. En frutos en etanol de J. mollis la CMlIso y CMlgg fue: 1963 y
8229 mg/L (Cuadro 11).

Cuadro 11. Concentracion MICsg y MICqo, de extractos para inhibir el
crecimiento micelial de Fusarium oxysporum a las 168 horas

2y de Fu
95% Fiducial 95% Fiducial limits

limits
Extracto mf/i‘) Lower Upper '::IS;:/QLO Lower Upper  Chi®
JMOEHE 3434 2836 4381 10794 7461 20967 11.8
JMOERE 2612 2224 3115 10904 7894 17783 6.13
JmoEFE 1963 1793 2144 8229 6952 10132 1.85
JMoEFA 54082 25696 204884 7034345 1135164 192251883 1.96
JMIEHE 3565 3270 3926 9094 7588 11676 3.19
JmERE 2811 2607 3026 6131 5421 7203 3.24
JmIEHA 5376 4576 6700 31489 20490 59896 2.03
JmERA  103.714 1.41E7 421.08 3.71 3.84E™ 69.63 1.96
CoEHE 5374 3546 13160 97789 28578 2520464 7.64
CoERE 2929 2515 3476 9625 7200 15008 7.31
CoEHA 5094 4554 5842 33723 24594 50934 1.96
CoERA 110630459 1.26E" 3.15

Jmo: J. mollis; Jmi: J. microcarpa; Co: Carya ovata; EHE: extracto hojas etanol; ERE: extracto
ramas etanol; EFE: extracto frutos etanol; EHA: extracto hojas agua; ERA: extracto ramas agua;
EFA: extracto frutos agua *Chi-cuadrado significancia p <0.05.
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Jasso de Rodriguez et al. (2015) reportaron la inhibicion de F. oxysporum con
extractos de hojas en etanol de Rhus muelleri con una concentracion CMisg
3363 ppm y CMIgp 11793 ppm a las 168 horas. En la presente investigacion, los
extractos de etanol de las ramas de las tres especies presentaron CMlsg
menores que las de R. muelleri, y las CMIlgy también tuvieron valores inferiores
en los extractos de etanol de las ramas, hojas y frutos de J. mollis y para las
hojas y ramas de J. microcarpa y ramas de C. ovata, mostrando mayor
efectividad que R. muelleri.

Efecto antifUngico de los extractos de nogalillos contra Alternaria
alternata

ElI ANOVA mostré que los extractos de etanol de J. mollis, J. microcarpa y C.
ovata presentaron actividad biologica altamente significativa (p<0.05) contra A.
alternata (Figuras 25, 26 y 27, respectivamente), en comparacion con los
extractos acuosos. Los extractos de frutos, ramas y hojas a 5000 mg/L y los de
frutos y ramas a 4000 mg/L de J. mollis presentaron estadisticamente las mas
altas (p<0.05) inhibiciones en un rango de 96.94% al 100%; seguidos del
extracto de los frutos de J. mollis a 3000 mg/L, con 90.04% de inhibicion
micelial (Cuadro 12). Los extractos de etanol de hojas y ramas de J. microcarpa
a 5000 mg/L y 4000 mg/L presentaron estadisticamente la mas alta (p<0.05)
inhibicion en un rango de 95.55% al 100%, seguido del extracto de etanol de
hojas a 3000 mg/L con 83.67% de inhibicibn (Cuadro 13), resultado que
estadisticamente es similar a la inhibicién total que se alcanzé. Los extractos de
etanol de hojas y ramas de C. ovata a 5000 mg/L y 4000 mg/L, presentaron
estadisticamente la mas alta inhibicion (p<0.05) de A. alternata en un 100%, a
las 168 h de incubacion. El extracto de las hojas a 3000 mg/L presentd 88.18%
de inhibicion sobre A. alternata, la cual estadisticamente es igual a las de los
extractos a 4000 y 5000 mg/L (Cuadro 14). Es importante mencionar que en
esta investigacion se obtuvieron dentro de las mas altas inhibiciones las de los
extractos de etanol de las ramas y las hojas de las tres especies contra A.
alternata. Estos resultados son muy importantes por la utilizacion que se haga

de los extractos de los nogalillos evaluados en esta investigacion.
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Se observo que el efecto de los extractos en la inhibicion de A. alternata es
mayor que la que se presentd en F. oxysporum. También se constaté que los
mayores porcentajes de inhibicion son dependientes de las mas altas
concentraciones (Jasso de Rodriguez et al., 2017). Los efectos de inhibicion
gue los extractos de etanol de los nogalillos ejercen sobre A. alternata pueden
ser atribuidos a los compuestos quimicos mayoritarios, identificados en los
extractos de etanol, principalmente el hexilenglicol, que se presentd tanto en
hojas como en ramas de las tres especies, ademas se pueden atribuir a los
elevados contenidos de fenoles cuantificados, asi como a la actividad
antioxidante. Estos resultados concuerdan con los reportados por Oliveira et al.
(2008); Salazar et al. (2008); Osorio et al. (2010) y Castillo et al. (2010), quienes
atribuyen la actividad antifingica de los géneros Juglans y Carya a la presencia
de flavonoides y polifenoles.

También el que sea un extracto crudo con una elevada cantidad de
compuestos, se le puede atribuir los efectos totales de los extractos a la
sinergia promovida por el conjunto de metabolitos que lo integran (Jasso de
Rodriguez et al., 2015).

Se observd que el efecto de los diferentes extractos de etanol de nogalillos
contra A. alternata fue fungicida, ya que se alcanz6 el 100% de inhibicién

durante el desarrollo de la incubacion y hasta las 168 h.
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Cuadro 12. Valores medios de porcentaje de inhibicion de Alternaria alternata,
evaluado con extractos de Juglans mollis.

Tiempo (h)
Tratamientos 24 h 72 h 120 h 168 h
mg/L

JMOEFE5000 100 a 100 a 100a  100a
JMOEFE4000 100 a 100 a 100a  100a
JMOERE5000 100 a 100 a 100a  100a
JMOEHE5000 100 a 100 a 100a  98.14a
JMOERE4000 100 a 97.76a 97.5ab 96.94a
JMOEFE3000 100 a 87.33ab 88.96bc 90.04 ab
JMOEHE4000 100 a 93.15a  88.28bc 83.38 bc
JMOERE3000 96.73 a 7897 bc  80.16¢ 74.77¢
JMOEFE2000 33.53 bc 4828d 50.36d 54.24d
JMOEHE3000 100 a 66.32¢c 56.4d  50.51d
JMOERE2000 19.45 cd 4556d  47.55d 47.34d

Jmo: J. mollis; EFE: extracto frutos etanol; EHE: extracto hojas etanol; ERE: extracto ramas
etanol. Los valores con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (p <0.05).los
valores menores a 20% no se incluyeron.

En la figura 27 se observa el crecimiento de Aa con diferentes extractos a
diferentes concentraciones y el crecimiento del testigo absoluto (sin extracto).

Figura 25. Efecto de extractos de Juglans mollis sobre el crecimiento de
Alternaria alternata a 168 horas. A: Testigo absoluto; B: Ramas etanol 2000
mg/L; C: Frutos etanol 2000 mg/L; D: Hojas etanol 5000 mg/L; E: Frutos etanol
5000 mg/L; F: Ramas etanol 5000 mg/L.
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Cuadro 13. Valores medios de porcentaje de inhibicion de Alternaria alternata,
evaluado con extractos de Juglans microcarpa.

Tiempo (h)

Trat‘:‘n”;'/i”tos 24 h 72 h 120h  168h
JMIEHE5000 100 a 100a  100a  100a
JMIERE5000 100 a 100a  100a  100a
JMEHE4000  100a 100a  100a  100a
JMERE4000 100 a 100a  100a  9555a
JMIEHE3000 100 a 93.13ab 91.38ab 83.67 ab
JMIERE3000  96.15a 86.75b 80.21b 719b
JMEHE2000  71.98b  53.82c 39.33¢c 27.13¢
JMERE2000  6327b  5239c 36.89c 25.07c

Jmi: J. microcarpa; EHE: extracto hojas etanol; ERE: extracto ramas etanol. Los valores con la
misma letra en la columna son estadisticamente iguales (p <0.05). Los valores menores de 20

% no se incluyeron.

Figura 26. Efecto de extractos de Juglans microcarpa sobre el crecimiento de
Alternaria alternata a 168 horas. A: Testigo absoluto; B: Ramas etanol 3000
mg/L; C: Hojas etanol 3000 mg/L; D: Ramas etanol 4000 mg/L; E: Ramas etanol

5000 mg/L; F: Hojas etanol 5000 mg/L.
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Cuadro 14. Valores medios de porcentaje de inhibicion de Alternaria alternata,
evaluado con extractos de Carya ovata.

Tiempo (h)
Tratamientos 72h 120h  168h
mg/L

CoEHE5000 100 a 100 a 100 a 100 a
CoERE5000 100 a 100 a 100 a 100 a
CoEHE4000 100 a 100 a 100 a 100 a
CoERE4000 100 a 100 a 100 a 100 a
CoEHE3000 88.1ab 89.1a 89.19 a 88.18 a
CoERE3000 81.99 abc 79.8 ab 79 ab 80.3 ab
CoEHE2000 58.56 bcde  57.6 bc 61.62 bc 61.87 bc

CoERE2000 46.04 cdefg 49.84 cd 51.62cd 55.13cd
CoEHA5000 73.84 abcd  34.61 def 33 def 36.92 de

CoERA5000 43.71 defg 38.51 cdef 35.53de 31.05¢€f
Co: C. ovata; EHE: extracto hojas etanol; ERE: extracto ramas etanol; EHA: extracto hojas
agua; ERA: extracto ramas agua. Los valores con la misma letra en la columna son
estadisticamente iguales (p <0.05). Los valores menaores a 20% no se incluyeron.

Figura 27. Efecto de extractos de Carya ovata sobre el crecimiento de
Alternaria alternata a 168 horas. A: Testigo absoluto; B: Ramas agua 5000
mg/L; C: Ramas etanol 2000 mg/L; D: Hojas etanol 3000 mg/L; E: Ramas

etanol 5000 mg/L; F: Hojas etanol 5000 mg/L.

Existen reportes de la inhibicibn de A. alternata por medio de extractos
vegetales (Lira et al., 2014), y de sus compuestos quimicos como la juglona,

componente mayoritario de algunas especies de la familia Juglandaceae
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(Wianowska et al., 2016). Los resultados de la presente investigacion son
superiores a los reportados por Pane et al. (2016), quienes presentaron un
rango de inhibicién del crecimiento micelial y de germinacién de esporas de A.
alternata de 43% a 82% y 40% a 53%, respectivamente, con extractos

Capsicum annuum.
Andlisis Probit

Los resultados de la actividad antifungica de los extractos de etanol de los
nogalillos fueron reflejados en los valores obtenidos de las concentraciones
minimas requeridas para lograr inhibir al patégeno al 50% y 90% (CMlsy y
CMilgp). Al final de ensayo (168 h) la CMIsq y CMlgo del extracto de etanol de las
hojas fueron: 2961 y 4415 mg/L para J. mollis; 2121 y 3486 mg/L para J.
microcarpa; 1647 y 2935 mg/L para C. ovata, respectivamente. En las ramas en
etanol la CMIsg y CMlIgo fueron: 1807 y 3937 mg/L para J. mollis; 2396 y 3712
mg/L para J. microcarpa; y 1637 y 3974 mg/L para C. ovata, respectivamente.
En frutos en etanol de J. mollis la CMIsp y CMIg fue: 1807 y 2999 mg/L (Cuadro
15). Los extractos de etanol de las tres especies de nogalillos presentaron bajas
CMilgy para inhibir a A. alternata. Estos resultados abren la posibilidad de
plantear un programa para un uso razonable de estas especies con fines

antifangicos.
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Cuadro 15. Concentracion MICsoy MICgo de extractos para inhibir el
crecimiento micelial de Alternaria alternata a las 168 horas.

cela’ de
95% Fiducial 95% Fiducial limits

limits
Extracto  MICs Lower Upper MICq Lower Upper Chi®
JmoEHE 2961 4415 2.14
JMOERE 1703 1501 1914 3937 3385 4787 6.86
JmoEFE 1807 1389 2151 2999 2505 4065 22.05
JMIEHE 2121 3486 2.11
JMIERE 2396 3712 2.13
CoEHE 1647 1559 1733 2935 2762 3145 1.7
CoERE 1637 1414 1871 3474 2954 4316 9.9
CoEHA 6388 16358 4.58
CoERA 1518817 1.59E* 6.22

Jmo: J. mollis; IJmi: J. microcarpa; Co: Carya ovata; EHE: extracto hojas etanol; ERE: extracto
ramas etanol; EFE: extracto frutos etanol; EHA: extracto hojas agua; ERA: extracto ramas agua;
EFA: extracto frutos agua. *Chi-cuadrado significancia p <0.05.

Efecto de Extractos en Etanol Contra Fusarium oxysporum en Invernadero

Incidencia y Severidad

Los resultados del ANOVA mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre
los tratamientos para incidencia y severidad (Cuadro 16). El T4 y T8 redujeron
el porcentaje de la enfermedad significativamente (p<0.05) en comparacion con
el T3, ya que presentan el menor grado de severidad (0.37 y 0.5) y menor
porcentaje de incidencia (37.5), estos extractos pudieron controlar el ataque de
F. oxysporum en comparacion con el tratamiento quimico y el tratamiento
inoculado que presentan la severidad mas alta y una incidencia del 100%. El
extracto de etanol que tuvo menos efecto sobre el patdgeno en las plantas fue

T6 ya que el grado de severidad fue 0.87 y una incidencia del 87.5 %.
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Cuadro 16. Valores promedio de severidad e incidencia evaluadas en plantas
de tomate a causa de F. oxysporum.

Tratamiento S(egre;é%?d Incidencia %
T1 T. Absoluto 0.375 a 37.5 b
T2 T. Quimico 1.25 bc 100 a
T3 T. Inoculado 2.375 ¢ 100 a
T4 J. microcarpa Hojas 5000 mg/L 0.375 a 37.5 b
T5 J. microcarpa Hojas 4000 mg/L 0.875 ab 62.5 ab
T6 J. microcarpa Tallos 5000 mg/L 0.875 ab 87.5 a
T7 C. ovata Tallos 5000 mg/L 0.625 ab 62.5 ab
T8 J. mollis Hojas 5000 mg/L 05 a 375 b
T9 J. mollis Hojas 4000 mg/L 0.75 ab 75 ab
Pruebas Kruskal-Wallis (p<0.05) DMS (p<0.05)

Los resultados del presente trabajo son similares a los reportados por Sharma
et al. (2016) quienes aplicaron una emulsion acuosa de aceite de clavo de olor
(Syzygium aromaticum) a plantas de tomate de 6 semanas de edad a una
concentracion de 5% y obtuvieron una reduccion del dafio de marchitez
causado por Fusarium oxysporum de 0.78 y una incidencia del 13.09 +£1.7%.
También Hanaa et al. (2011) en plantas de tomate de cuatro semanas de edad
lograron reducir el porcentaje de incidencia de esta enfermedad en un 25.5% y
27.8% con extractos acuosos de neem (Azadirachta indica) y sauce (Salix
babylonica) al 10%. Los tratamientos T4 y T8 (J. microcarpa, hojas 5000 mg/L y
J. mollis, hojas 5000 mg/L) que tuvieron un mejor control del patégeno en este
experimento, pertenecen a la familia Juglandaceae, que ha sido reportada con
actividad antifungica por Wianowska et al. (2016), quienes evaluaron los
extractos de cascaras verdes de J. regia y juglona contra los hongos, Fusarium
culmorum, Alternaria alternata, Rhizoctonia solani, Botrytis cinérea,

Phytophthora infestans y Ascosphaera Apis. También Upadhyay et al. (2010)
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reportan que los extractos de corteza de tallo de J. regia en diferentes solventes
tuvieron actividad antifangica contra Fusarium solani, Aspergillus niger,
Alternaria alternata, y Trichoderma virens, asi mismo se ha comprobado
actividad nematicida (Garrido et al., 2014) y acaricida (Wang et al., 2007). Esta
accion es debido al contenido de fenoles (Osorio et al., 2010) presentes en los
extractos asi como la composicion quimica (Ara et al., 2013).

Los compuesto quimicos encontrados con mayor porcentaje en los extractos de
las hojas de J. microcarpa y J. mollis (T4 y T8) tienen actividad antifingica y
antibacterial (Kinnunen y Koskela, 1991) como: Hexilenglicol que pertenece a la
familia de los polialcoholes; Fitol que es un diterpeno con actividad antibacterial
(Inoue et al., 2005); Acido hexadecanoico, éster etilico; Acido hexadecanoico,
éster dioctilico; Metilo (2)-5,11,14,17-eicosatetrenoato son ésteres de &cido
graso con actividad antifungica y antibacterial (Agoramoorthy et al., 2007),
nematicida, antioxidante e hipocolesterolémico (Rajeswari et al., 2012); acetato
vitamina E con actividad antioxidante y anticancerigena (Berton et al., 1998),
Fenol, 2,2'-metileno bis[6-(1,1-dimetiletil)-4-etil con actividad aun no reportada y
gue pertenecen a la familia de los polifenoles. En la Figura 28 se observa el
efecto de Fo en plantas de tomate cv Rio Grande donde se encontraron
sintomas especificos de la enfermedad causada por este hongo como:
amarillamiento de foliolos, hojas secas unilaterales, necrosis (Cai et al., 2003) y
reduccion del crecimiento en plantas no tratadas con extractos, similar al
reportado por Hanaa et al. (2011) con extractos acuosos de neem y sauce

aplicados en contra de este mismo hongo.
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Figura 28. Sintomas ocasionados por Fusarium oxysporum. A. Planta sana; B, C. Hojas secas unilateral; D, E.

iz con necrosis.

s

G. Hojas secas adheridas a la planta; H. Corte de ra

Amarillamiento de foliolos; F
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Altura de plantay diametro de tallo

El andlisis estadistico mostro diferencias significativas (p<0.05) entre los valores
medios de las variables altura de planta (Cuadro 17) y diametro de tallo (Cuadro
18) en las 16 mediciones tomadas. A los 118 DDT el extracto de J. mollis hojas
4000 mg/L (T9) aplicado a las plantas de tomate promovio el crecimiento de la
planta en comparacion del T1 (control no inoculado) y T3 (control inoculado)
con valores de 163.1 cm, 119.5 cm y 142.3 cm, cabe destacar que sintomas
como el achaparramiento es caracteristico de patégenos como Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Carrillo et al., 2003; Cai et al., 2003). Este mismo
efecto fue reportado por Nefzi y colaboradores (2017) con extractos acuosos de
hojas, tallos y frutos de Lycium arabicum aplicados en plantulas de tomate cv.
Rio Grande infectadas con Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
(FORL), ya gue lograron disminuir la severidad de esta enfermedad y mejorar
variables como altura de planta, longitud de raiz, peso fresco de partes aéreas,

raiz y diametro de tallo entre un 46 a 60%.

Para la variable diametro de tallo se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos (p<0.05), el T9 fue el que tuvo mayor valor 14.5 mm que el control
inoculado (14.4 mm), mas no para el control no inoculado (15.9 mm) que mostré
mayor diametro (cuadro 18). De acuerdo a Mufioz (2009), el tallo es un 6rgano
que provee soporte y nutrientes a la planta e influye en el rendimiento, pues

determina la productividad de los cultivos.



Cuadro 17. Comparacion de medias de altura de la planta (cm)

Tratamientos

DDT T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 CVv LSD
13 17.8a 15.6bcd 15.7bc 15.6bcd 15.2bcde 15.8b 13.7e  14.1de 14.2cde 10.1 1.5
20 28.0a 24.8b 249b 23.6b 23.1b 24.4b 22.5b 22.8b 22.7b 11.0 2.7
27 40.0a  38.0ab 39.1a 36.6ab 34.6b 36.4ab 35.5b 35.1b 36.4ab 9.6 3.6
37 56.2ab 60.0a 57.3ab 58.0ab 541b 56.8ab 56.1ab 57.3ab 57.0ab 8.4 4.8
41 77.2bc 80.9abc 82.1ab 85.0a 76.6bc 74.1c  75.6bc  75.1bc 78.3abc 9.2 7.2
48 90.8ab 98.3a 97.0a 98.8a 92.0ab 91.4ab 95.0ab 87.8b 96.5ab 9.5 8.9
55 94.1d 109.3abc 108.7abc 114.3ab 103.8bcd 103.6bcd 109.8abc 102.7cd 115.3a 10.3 11.0
62 96.8c 115.2ab 121.1ab 126.7a 114.8ab 117.4ab 121.8ab 112.1b 127.5a 12.9 13.8
69 100.6b 117.4ab 123.0ab 131.1a 120.4ab 124.0ab 123.4ab 118.4abv 138.1a 13.5 26.5
76 102.5b 122.5ab 125.1ab 135.0a 126.5ab 128.8ab 130.1ab 125.2ab 144.5a 15.0 30.5
83 104.7c¢ 124.0bc 126.0b 136.3ab 127.8b 131.5b 131.5b 126.3b 151.8a 15.0 19.4
90 105.2c 125.3b 127.1b 137.6ab 130.7b 136.2ab 133.6b 129.5b 154.5a 14.2 18.6
97 107.2c 128.8b  130.6b 140.0ab 137.0b 140.7ab 135.1b 132.8b 156.2a 13.7 18.3
104 110.0c 134.0b 134.5b 143.2ab 143.2ab 144.3ab 136.3b 134.5b 157.2a 13.8 18.9
111  115.1c 142.2ab  139.1b 147.1ab 150.0ab 147.8ab 140.2b 137.3b 159.3a 12.7 18.0
118 119.5¢c 143.8b 142.3b 150.1ab 155.5ab 150.6ab 145.3ab 141.8b 163.1a 12.6 18.3

59

DDT: Dias después del trasplante; T1: Testigo Absoluto; T2: Testigo Quimico; T3: Testigo Inoculado; T4: Juglans microcarpa hojas 5000 mg/L; T5: J.
microcarpa hojas 4000 mg/L; T6: J. microcarpa tallos 5000 mg/L; T7: C. ovata tallos 5000 mg/L; T8: J. mollis hojas 5000 mg/L; T9: J. mollis hojas
4000 mg/L. Medias con letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre tratamientos, DMS (p<0.05).



Cuadro 18. Comparacion de medias de diametro de tallo (mm)

Tratamientos

DDT T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 CVv LSD
13 5.0a 3.8bc 4.4ab 3.6¢C 3.6¢c 3.5¢ 3.7¢c  3.9bc 3.5¢c 18.0 0.7
20 55a 49ab 55a 4.4bc 4.2bc 4.6bc 4.2bc  4.5bc 40c 16.4 0.8
27 6.8b 6.6b 8.2a 6.9b 6.5b 6.6b 6.9b 6.7b 7.1b 145 1.0
37 8.8bc 9.2abc 10.3a 9.5ab 8.1c 9.7ab 9.8ab 89bc 9.4ab 135 1.2
41 11.8a 10.7abc 11.1ab 9.8bc 9.7bc 10.6abc 10.7abc 10.2bc 95c 144 1.5
48 13.3a 11.7b 12.1ab 10.7b 10.5b 11.4b 11.4b 115b 10.8b 13.3 1.5
55 139a 115b 11.8b 11.2b 10.6b 11.8b 11.6b 11.7b 11.3b 111 1.3
62 14.0a 12.0bc 12.7b 1l1.6bc 11.0c 12.2bc 11.8bc 11.8bc 11.4bc 11.3 1.3
69 14.2a 12.9ab 135ab 12.0b 11.6b 12.7ab 12.3ab 12.0b 12.1ab 10.7 2.2
76 149a 13.0ab 13.6ab 12.4b 12.0b 13.0ab 125b 125b 126b 100 2.1
83 15.0a 13.2b 135b 125b 12.2b 12.8b 126b 13.0b 12.8b 10.2 1.3
90 149a 13.2bc 135b 125bc 12.2c 12.7bc 12.6bc 13.0bc 13.0bc 10.0 1.3
97 15.0a 13.3bc 13.8ab 12.8bc 12.3c 12.8bc 12.8bc 13.1bc 13.2bc 9.9 1.3
104 15.1a 13.4bc 14.4ab 13.2bc 12.3c 13.0c 12.9¢ 13.2bc 13.3bc 10.3 1.4
111 15.3a 13.6bc 14.4ab 13.2bc 12.5c 13.3bc 13.1bc 13.3bc 14.1ab 10.2 1.4
118 159a 13.5bc 14.4b 13.4bc 12.8c 13.5bc 13.1bc 13.4bc 14.5ab 10.5 1.5
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DDT: Dias después del trasplante; T1: Testigo Absoluto; T2: Testigo Quimico; T3: Testigo Inoculado; T4: Juglans microcarpa hojas 5000 mg/L; T5: J.
microcarpa hojas 4000 mg/L; T6: J. microcarpa tallos 5000 mg/L; T7: C. ovata tallos 5000 mg/L; T8: J. mollis hojas 5000 mg/L; T9: J. mollis hojas
4000 mg/L. Medias con letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre tratamientos, DMS (p<0.05).
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Peso fresco y seco de hojas, tallos y raices

Los resultados obtenidos por el ANOVA muestran significancia para los valores
de pesos fresco de hoja (PFH), tallo (PFT) y raiz (PFR), asi como para el peso
seco de hoja (PSH), tallo (PST) y raiz (PSR) y la longitud de la raiz (p<0.05) y
se muestran en el cuadro 19. El extracto de J. mollis hojas 4000 mg/L (T9) tuvo
el mayor valor medio para PFH, PFT, PFR, PSH, PST, PSR con 615.2 g; 253.5
g; 46 g; 80.9 g; 33 g; 6.5 g respectivamente, en comparacion con el control
inoculado (T3) que muestra valores inferiores. Este extracto logroé proteger de
marchitez e inducir el aumento de peso de las diferentes partes de la planta.
Schinzoumka et al. (2016) usaron extractos de Acacia albida y Crotalaria retusa
con diferentes solventes, los cuales fueron aplicados en las partes aéreas y en
suelo, logrando inducir incremento en el peso de las partes aéreas y raices en

plantas de tomate cv. Rio Grande.

Cuadro 19. Comparacion de medias de las variables peso fresco y seco de
hoja, tallo, raiz y longitud de raiz

Variable

Tratamiento PFH PFT PFR PSH PST PSR LR
(9) (9) (9) (9) (9) (9) (cm)
T1 385.2e 198.2bc 4lab 54.1bc 29.1ab 5.6ab 69.5ab
T2 397.7cde 159.2c 38.8abc 53.0bc 23.4bc 5.6ab 70.5a
T3 394.2de 168.5c 22.6d 47.6¢c 21.4bc 3.8b 59.1bcd
T4 544.0ab 227.7ab 25.6cd 65.9ab 26.5abc 4.3b 55.9cd
T5 431.6bcde 187.8bc  26.5cd 50.0c  19.5c 4b  49.9d
T6 509.8abc 202.7bc 30.1bcd 59.6bc 23.1bc 5ab 64.7abc
T7 500.5bcd 190.6bc 34.3abcd 58.1bc 22.4bc 5.1ab 61.8abc
T8 484.3bcde 202.5bc 35.3abcd 59.1bc 23.8bc 4.6b 57cd
T9 615.2a 2535a 46a 80.9a 33.0a 6.5a 60.7abc
CcVv 24.2 22 422 26.1 324 36.6 17.3
LSD 114.6 43.8 141 15.3 8 1.8 10.6

PFH: Peso fresco de hojas; PFT: Peso fresco tallo; PFR: Peso fresco de raiz; PSH: Peso seco
de hojas; PST: Peso seco de tallo; PSR: Peso seco raiz; LR: Longitud de raiz; NH: Nimero de
hojas; T1: Testigo Absoluto; T2: Testigo Quimico; T3: Testigo Inoculado; T4: Juglans
microcarpa hojas 5000 mg/L; T5: J. microcarpa hojas 4000 mg/L; T6: J. microcarpa tallos 5000
mg/L; T7: C. ovata tallos 5000 mg/L; T8: J. mollis hojas 5000 mg/L; T9: J. mollis hojas 4000
mg/L. Medias con letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre
tratamientos, DMS (p<0.05).
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Existen reportes de la relacion inversa significativa que existe entre el peso
fresco de la planta y la severidad de la marchitez provocada por Fusarium,
como lo citan Abdallah et al. (2016), en la evaluacion con plantas de tomate cv.
Rio Grande inoculadas con Fol y tratadas con Bacillus cereus (S18) y
Alcaligenes faecalis (S42), disminuyeron la severidad de la enfermedad, asi
mismo promovieron el crecimiento de la planta y aumentaron el peso fresco, por
el contrario el control inoculado y no tratado tuvo menor peso. Los autores citan
gue el efecto negativo de Fol en plantas de tomate, puede deberse a las toxinas
producidas por el patdégeno que afectan la absorcibn de K y la funcién
estomatica produciendo una transpiracion excesiva y subitamente la pérdida de
agua, esto trae en consecuencia la marchitez de la planta, también estos
autores citan que la pérdida del peso seco de los tallos también se puede
asociar al incremento de la respiracion, ruptura celular por la descomposicion
de la membrana (El-Khallal et al., 2007; Aducci et al., 1997; Orcutt y Nilsen,
2000). El extracto de J. mollis hojas a 4000 mg/L (T9), tuvo el mayor peso
fresco y seco de raiz (Cuadro 19), en comparacion del testigo inoculado y de los
tratamientos restantes, este tratamiento disminuyé la entrada del patdgeno a las
raices de la planta, este resultado es similar al obtenido por Nefzi et al. (2017),
que aplico extractos de hojas, tallos y frutos de Lycium arabicum a plantas de
tomate cv. Rio Grande, infectadas con Fusarium oxysporum f.sp. radicis-
lycopersici, los extractos mejoraron en un 70.5% la longitud radicular y 65.1 %
en peso fresco radicular, también 70.1% del peso fresco de la parte aérea. En la
Figura 29 se puede observar que el testigo quimico (T2) y el testigo inoculado
(T3), presentaron pobre desarrollo radicular, pocas raices principales y
secundarias, una coloracion café oscuro y necrosis en diferentes puntos de la
raiz, con los cortes del tallo se observd necrosis por la colonizacion del
patogeno, el efecto de estos sintomas se comprueba en el bajo peso de raices,
Corpas et al. (2006) citan que Fo puede reducir la biomasa de raices hasta en
un 75 %. Por el contrario las raices de las plantas inoculadas y tratadas con
extracto de J. mollis a 4000 mg/L tuvieron un desarrollo abundante de raices

principales y secundarias.
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Figura 29. Efecto de Fusarium oxysporum en raices de plantas de tomate
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El Cuadro 20 muestra el numero de hojas, flores y frutos acumulados durante el
ciclo del cultivo y el rendimiento total por planta. EI T9 obtuvo el mayor nimero
de hojas que todos los otros tratamientos que fueron estadisticamente iguales,
también lo fue en el numero de flores (59.3), pero en el niumero de frutos fue
menor en comparacion con el T4 (41.0), el T8 obtuvo el menor numero de frutos
(26.6), lo cual se puede atribuir a que la produccion y la maduracion se retraso,
el mayor rendimiento fue para T7 (2.11 kg/planta) en los otros tratamientos el
rendimiento fue menor y fueron estadisticamente iguales, a excepcion de T8
con el menor rendimiento atribuido a menor nimero de frutos. Estos resultados
superan a los reportados por Rodriguez y Montilla (2002) con rendimientos de
1.4 kg/planta y 0.515 kg/planta con la aplicaciéon semanal de extracto Citrus
paradisi en raices y en conjunto suelo y follaje, para disminuir la marchitez

causada por Fol.

Cuadro 20. Comparacion de medias, numero de hojas, frutos, flores, y
rendimiento total por planta.

Variable
Tratamiento NH NFr NFI Rto (kg/planta)
T1 47.3ab 32.6abc 39.4c 1.85ab
T2 37.0b 34.0abc 37.8c 1.81ab
T3 42.0ab 38.4ab 53.1ab 2.06ab
T4 40.8ab 41.0a 48.1abc 2.03ab
T5 41.0ab 28.5bc 39.8bc 1.55ab
T6 47.8ab 32.0abc 49.4abc 1.72ab
T7 46.1ab 36.6ab 48.1abc 2.11a
T8 42 .4ab 26.6¢C 47 .4abc 1.51b
T9 48.8 a 33.8abc 59.3a 1.91ab
CVv 26.7 29.6 28.7 32.3
LSD 11.6 10 13.5 0.5

NH: Nimero de hojas; NFr. Numero de frutos; NFI: Niamero de flores; Rto: Rendimiento; T1:
Testigo Absoluto; T2: Testigo Quimico; T3: Testigo Inoculado; T4: Juglans microcarpa hojas
5000 mg/L; T5: J. microcarpa hojas 4000 mg/L; T6: J. microcarpa tallos 5000 mg/L; T7: C. ovata
tallos 5000 mg/L; T8: J. mollis hojas 5000 mg/L; T9: J. mollis hojas 4000 mg/L. Medias con
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos, DMS
(p<0.05).
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Andlisis de calidad a frutos después de la cosecha

En el Cuadro 21 se muestran los resultados obtenidos de los analisis de calidad
realizados a los frutos. EI ANOVA muestra diferencias significativas entre los
tratamientos, para didmetro ecuatorial (DE), didmetro polar (DP), pH,
conductividad eléctrica (CE), firmeza (F), solidos solubles totales (SST) y
licopeno (Lic), méas no para Vitamina C donde los valores no arrojan diferencias
entre los tratamientos. Los frutos cosechados del T9 resultaron con diametro
polar de 57.6 y didmetro ecuatorial de 47.3 y pH acido, 4.2. El testigo no
inoculado (T1) y J. mollis hojas 5000 mg/L (T8) mostraron mayor CE 36.7
puS/cm y 30.1 uS/cm respectivamente, que los tratamientos restantes, asi como
la firmeza de sus frutos de 8.4 kgeF con extracto de J. mollis hojas 5000 mg/L.
Frutos cosechados de las plantas con aplicacion de extracto Juglans
microcarpa hojas 5000 mg/L mostraron mayor contenido de SST 5.0 °Brix en
comparacion del testigo no inoculado y sin tratamiento (3.8 °Brix). Para la
variable vitamina C, los valores medios no tuvieron diferencias significativas, el
rango de valores fluctué entre 13.3 mg/100 g en T5 a 9.5 mg/100 g en T1. En
licopeno estadisticamente (p<0.05) el valor mayor lo tuvo el testigo inoculado
con 82.9 mg de licopeno por 100 g de tomate, los otros tratamientos fueron

iguales.
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Cuadro 21. Andlisis de calidad en frutos de tomate

Variable

VitC Lic
Tratamiento (rlr?ri) (rlr?ri) pH uSc;Em k;F %S“-I;( (mg/10 (mg/100

0g) 9)
T1 56.4abc  47.7a 4.16cd 36.7a 3.1c 3.8c 9.5a 53ab
T2 55.7abc 47.3ab 45a 19.2cd 4.3bc 4.6ab 13.08a 81.3a
T3 545bc 455b 4.4ab 22.1cd 6.2abc 4.9a 11.2a 82.9a
T4 53.6¢c 45.2bc 4,0d 17.5cd 4.1bc 5.0a 11.0a 35.5b
T5 55.3abc 46.9ab 4.l1cd 15d 39bc 49a 13.3a 59.6ab
T6 54.7abc 44.7¢  4.1cd 24bc 5.5abc 4.6ab 11.9a 52.5ab
T7 54.8abc 46.5abc 4.1cd 20.4cd 6.7ab 4.3bc 10.7a 43ab
T8 57.4ab 46.8abc 4.0cd 30.lab 8.4a 4.5ab 11.1a 63.1ab
T9 57.6a 47.3ab 4.2bc 18.8cd 5.8abc 4.9a 9.7a 46.5ab
Ccv 5.2 45 4.1 26.3 49.2 9.1 27 54.2
LSD 2.9 2.1 0.2 7.7 3.4 0.5 3.9 0.4

DP: Didmetro polar; DE: Didametro ecuatorial; pH: potencial Hidrogeno; CE: Conductividad
eléctrica; F: Firmeza; SST: Sdlidos solubles totales; VitC: Vitamina C; Lic: Licopeno; T1: Testigo
Absoluto; T2: Testigo Quimico; T3: Testigo Inoculado; T4: Juglans microcarpa hojas 5000 mg/L;
T5: J. microcarpa hojas 4000 mg/L; T6: J. microcarpa tallos 5000 mg/L; T7: C. ovata tallos 5000
mg/L; T8: J. mollis hojas 5000 mg/L; T9: J. mollis hojas 4000 mg/L. Medias con letras diferentes
en la misma fila indican diferencias significativas entre tratamientos, DMS (p<0.05).

El diametro del fruto es una variable importante en la produccién de tomate, ya
gue de acuerdo al tamafio se realiza la clasificacion y su valor monetario. Frutos
obtenidos de plantas tratadas con extracto de J. mollis hojas a 4000 mg/L
mostraron frutos mas grande (57.6 mm y 47.3. mm) en comparacion del testigo
inoculado (54.5 mm y 45.5 mm). Este incremento de tamafio es similar al
reportado por Ramirez et al. (2016), quienes demostraron un aumento de
tamafo de frutos de tomate con la aplicacion de biorreguladores como
Prohexadiona de calcio (P-Ca) que retarda el crecimiento vegetativo y mejora la
calidad de los frutos. Se observo la disminucién de pH en los frutos cosechados
de las plantas tratadas con extractos (T4-T9) en comparacion con el testigo
inoculado, esto se puede deber a los compuestos de los extractos, que
proporcionaron menor grado de madurez, ya que el pH aumenta conforme los
frutos maduran, debido a que el acido disminuye, ya que el acido malico
desaparece seguido del acido citrico, sugiriendo el catabolismo de citrato a
través de malato (Anyasi et al., 2016). Valores en pH de 4-4.2 atribuibles a los

extractos, son similares con los encontrados por Abduli et al. (2013) quienes
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obtuvieron frutos con acidez elevada al aplicar vermicompost al suelo. Babitha y
Kiranmayi (2010) mencionan que el jugo de tomate tiene normalmente un pH de

4 a 4.5, este pH 6ptimo para que no haya desarrollo de bacterias (Nuez, 2001).

El extracto del T4 indujo a una mayor maduracion de los frutos ya que los
resultados de SST superan a los obtenidos por Anyasi et al. (2016) quienes
aplicaron tratamientos de calor mas &cido bérico y/o cloruro de calcio a frutos
de tomate, reduciendo el indice de maduracion, la tasa de respiracion y en
consecuencia los sdlidos solubles totales por la reduccion de la tasa de
produccion de etileno y CO, en frutos. Autores como Mejia et al. (2009),
mencionan que el aumento de SST se debe a la hidrolisis del almidén al inicio
de la maduracién de frutos y la disminuciébn de SST al aumento de la
respiracion de frutos maduros. Vazquez et al. (2015) obtuvo 4.21-4.51 °Brix en
frutos de tomate con el uso de abonos organicos composta y te de composta y
mencionan que el grado de SST para consumo en freso o para procesar debe
ser al menos de 4.5 °Brix. Cantwell et al. (2007) mencionan que el sabor
caracteristico de los frutos de tomate es medido por la concentracion de sélidos
solubles y &cidos organicos. En cuanto a concentracion de sales presente en
los frutos, el valor més alto con la aplicacion de extractos lo obtuvo los frutos del
T8, ya que a niveles mas altos de acidez la conductividad eléctrica, serd mas
alta. Esta variable debe tener valores mayores a 3.5 dS/m y no menores a 2.5
dS/m, para garantizar una mejor firmeza y calidad de los frutos, ya que a
valores bajos se presentan frutos agrietados (Hao y Papadopoulos, 2004).
Barrera et al. (2011) reportaron CE de 1.26 a 2.5 dS/m aplicando
concentraciones diferentes de Ca** aplicadas a plantas de tomate en sistema

hidroponico.

La firmeza de frutos mencionada en este estudio fue de 8.4 kgeF con extracto
de T8 valor superior a 3.1 kg*F en frutos que no tuvieron ningun tratamiento
(Testigo absoluto). San Martin et al. (2012) reportaron valores de 1.52 a 1.66 N
en frutos obtenidos de plantas cultivadas en diversos sustratos con diferentes
granulometrias. Guo et al. (2017) reportaron valores de firmeza entre 2.84 a
20.03 N en frutos de plantas de tomate cultivadas en suelos con desinfeccion
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anaerobia (ASD), asi como mayor rendimiento total y frutos extra grandes.
Cuando existen cambios fisicos y quimicos asociados a la degradacion de la
pared celular y solubilizacion de pectinas por enzimas pectinesterasa,
poligalacturonasa y pectatoliasa en los frutos, estos pierden su firmeza (Marin
et al., 2002), también Arias et al. (2000) mencionan que la maduracion de frutos
en la planta y no en la industria son mas firmes y tienen niveles mas altos de
carotenos y solidos solubles. Los frutos de tomate estan compuestos en su
mayoria por fructosa, glucosa y trazas de sacarosa (63-65% de sodlidos
solubles), acido citrico (9%) y malico (4%), Vitamina C, aminoacidos (2-2.5%),
Carotenoides, compuestos volatiles (aroma), sales minerales (8%) y sustancias
pécticas de la pared celular. (Tieman et al., 2007; Narain et al., 2010). Los
resultados de vitamina C (Cuadro 21) obtenidos no tuvieron diferencias
significativas entre tratamientos y los rangos encontrados fueron de 9.5 a 13.3
mg por 100 g de tomate. Estos valores son inferiores a los reportados por Al-
Harbi et al. (2017) con injertos en plantas de tomate, estrés hidrico y salinidad
del suelo. Georgé et al. (2011) reportaron el contenido de vitamina C en dos
cultivares diferentes 15.8 £1.1 mg/100 g de tomate rojos y 17.1 +1.1 mg/100 g
de tomate amarillo y el contenido de licopeno, el cual fue de 3.7 £0.5 en tomate
rojo y ausente en tomate amarillo. El contenido de licopeno (Cuadro 21)
encontrado en los frutos de las plantas tratadas con algun extracto (35.5-63.1
mg/100 g) son menores a comparacion del testigo quimico y testigo inoculado
(81.3 y 82.9, respectivamente), valores mayores fueron reportados por Migliori
et al. (2017) durante el almacenamiento de frutos de tomate cv. Vesuviano en
frio por 120 dias y asperjados con tomillo, propdleo y quitosano; 126.5 mg/100 g
de peso seco de licopeno. Estos procesos hacen que se mantenga una buena
calidad a largo plazo, ya que el licopeno es de los compuestos mas importantes
relacionados con la sanidad de frutos. Sanchez et al. (2016) mencionan que
independientemente de la salinidad del sustrato aplicado a una variedad de
tomate hibrido Raf, los frutos que son madurados en la planta contienen mas
licopeno, que los madurados fuera de la planta. También la maduracion fuera

de la planta afecta la fisiologia del color de manera significativa.
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CONCLUSIONES

Los extractos de etanol de hojas, ramas y frutos de J. mollis, J. microcarpa y C.
ovata presentaron actividad fungistatica contra el crecimiento micelial de F.
oxysporum Yy actividad fungicida contra A. alternata, lo cual muestra que los
extractos de J. mollis, J. microcarpa y C. ovata fueron mas efectivos contra A.
alternata que contra F. oxysporum. Ademas que la CMlyy determinadas para
inhibir a estos hongos fue baja y la inhibicion fue dependiente de la

concentracion empleada.

Los extractos protegieron a las plantas de tomate del ataque de Fusarium
oxysporum y ademas promovieron el crecimiento, biomasa y el tamafio de los
frutos. También los parametros de calidad de frutos fueron aceptables. Por lo
tanto, estas especies se pueden considerar como una fuente potencial de

compuestos antifungicos y una alternativa al uso de fungicidas sintéticos.
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