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RESUMEN

La fresa Fragaria L. es un cultivo altamente relevante a nivel mundial, ademas de
ser un cultivo con alto valor econémico, nutricional y medicinal, es susceptible al
ataque de patégenos, el agente causal de la enfermedad de Moho gris, es una de
las enfermedades mas destructivas del cultivo. Hoy en dia se han requerido de
nuevas alternativas de control amigables con el medio ambiente para controlar
enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos, estas alternativas incluyen
extractos de origen vegetal, puesto que dichas plantas tienen la capacidad de
sintetizar metabolitos y otros compuestos. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto inhibitorio in vitro e in vivo de extractos crudos de Argemone mexicana;
concentrados de agua, etanol y metanol por lo que se utilizé la técnica de difusion
en placa para evaluar la inhibicion de los extractos, registrando el crecimiento
micelial cada 24 horas, hasta que el testigo llend por completo la placa Petri, los
resultados de inhibicion fueron sometidos a un analisis de varianza y la separacion
de las medias se realiz6 con el método de Duncan al 0.05 de significancia. Se utilizd
el programa SAS version 9.0 para los analisis. El efecto inhibitorio mas favorable
fue el extracto acuoso de A. mexicana aun a concentraciones bajas, el efecto del
extracto mantuvo una respuesta inhibitoria 40 dias después de haber abierto la caja

Petri, exponiéndola a organismos contaminantes del ambiente.

Palabras clave: Extractos vegetales, Inhibicion, B. cinerea, A. mexicana



1. INTRODUCCION

En México, la fresa es un cultivo altamente relevante que no solo va en aumento en
produccion y tecnologia, si no que el impacto econémico es notable puesto que
dicha cadena de produccion requiere de mano de obra, esta cadena de produccion
disminuye la migracion por parte de jornaleros debido a la generacion de nuevos
empleos mejorando asi la calidad de vida, dentro de los estados productores mas
relevantes se encuentran Michoacan, Baja California y en tercer lugar el estado de

Guanajuato (Gutiérrez et al., 2016).

Por otra parte, ademas de ser un cultivo con alto valor econémico, nutricional y
medicinal, es susceptible al ataque de patdgenos, puesto que el mayor reto durante
el desarrollo del cultivo y en pos cosecha es el manejo de las enfermedades que en
su mayoria son de origen fungoso, por lo que se destacan los géneros de suelo:
Rhizoctonia, Fusarium y Verticillium, el moho gris conocido también como Botrytis,
cuyo agente causal es el hongo Botrytis cinerea; algunas algas como los
Oomycetes: Phytophthora cactorum, Phythophthora fragariae, Pythium seguidas
por algunos problemas bacterianos, nematodos y muy pocos ocasionados por virus
(CANO, 2013).

El fitopatdgeno Botrytis cinerea, el agente causal de la enfermedad de Moho gris,
es una de las enfermedades mas destructivas del cultivo de fresa que ataca tanto
en el crecimiento vegetativo como en poscosecha. La presencia de moho gris es la
razon mas comun de rechazo de la fruta lo que genera pérdidas econdmicas

significativas (Cano et al., 2022).

El control biolégico en respuesta a las necesidades del mercado nacional y de los
productores agricolas, ha demostrado ser una opcién viable para la disminucion del

uso de agroquimicos para combatir problemas fitosanitarios (Matute et al., 2019).



Hoy en dia se han requerido de nuevas alternativas de control amigables con el
medio ambiente para controlar enfermedades causadas por hongos fitopatdogenos,
estas alternativas incluyen extractos de origen vegetal, puesto que dichas plantas
tienen la capacidad de sintetizar metabolitos y otros compuestos; tal es el caso de
algunas malezas como Argemone mexicana cuyos biofungicidas elaborados a base
de estos extractos contiene metabolitos secundarios como: alcaloides, terpenoides,
flavonoides y compuestos fendélicos que han demostrado una actividad biologica

contra hongos que afectan diferentes cultivos (Hernandez et al., 2022).

1.1.- Objetivos

Estudiar el biocontrol in vitro e in vivo de compuestos fitoquimicos de Argemone

mexicana sobre crecimiento y desarrollo de Botrytis cinerea.

1.2.- Objetivos especificos

1. Aislar e identificar morfolégicamente al agente causal del moho gris de la
fresa.

2. Evaluar la inhibicion in vitro de compuestos fitoquimicos toxicos de Argemone
mexicana mediante la técnica de difusion en placa, para determinar el efecto
de control sobre Botrytis cinerea.

3. Efectividad bioldgica de los compuestos fitoquimicos en frutos de fresa.
1.3.-Hipoétesis

Se espera que los extractos etandlicos y metandlicos concentrados de Argemone

mexicana tengan efecto en el control in vitro e in vivo del moho gris de la fresa.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1.- Cultivo de fresa

La fresa (Fragaria spp.) se cultiva en diferentes regiones del mundo,
preferentemente en climas tropicales, subtropicales e incluso en areas templadas,
dicho cultivo ademés de su interés comercial, es muy importante debido a la alta
demanda de trabajadores que se requieren para su produccién, desde su
procesamiento en campo hasta la cosecha y por consiguiente en la industria (Cano,
2013). Debido a su alto contenido de flavonoides, la fresa es consumida a nivel
mundial, ademas de contar con propiedades nutricionales y el aporte de algunas

vitaminas y antioxidantes (Capelo y Roche, 2016).

2.2.- Morfologia de la fresa

La fresa se considera una planta de tipo perenne, aunque a veces se describe como
herbacea. Se caracteriza por ser una planta lefiosa debido a la produccién de xilema
secundario en tallo y raiz, la planta estd conformada por un tallo central denominado
corona del cual se forman las hojas, raices, estolones e inflorescencias. De las
yemas axilares de las hojas se formaran coronas laterales cuando los dias son
cortos y las temperaturas bajas, y estolones cuando los dias son largos y las
temperaturas son altas (Kirschbaum, 2022). Los estolones o tallos rastreros tienen
la capacidad de emitir raices a partir del segundo nudo. Un estoldn puede formar de
cuatro a seis plantas y de cada corona pueden salir 10 a 12 estolones. Las hojas
son trifoliadas y los foliolos son ovales, aserrados, pubescentes, grisaceos en el
envés y con muchos estomas para poder realizar una intensa transpiracion (Salinas,
2016).

La planta esta estructurada por un sistema radicular fasciculado constituido
principalmente por raices, las cuales hacen el papel de soporte y las raicillas que
tiene la funcion de absorber los nutrientes y almacenar sustancias de reserva
(Acufia y Fischer, 2020).



2.3.- Clasificacién Taxonémica.

Integrated Taxonomic Information Sistem (ITIS, 2023).
Reino: Plantae.
Subreino: Viridiplantae.
Superdivision: Embriofita.
Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida.
Orden: Rosales.
Familia: Rosaceas.
Geénero: Fragaria

2.4.- Importancia econémica

La fresa se encuentra entre los frutos mas importantes y consumidos a nivel
mundial, ya que se puede ingerir de manera natural o en una amplia gama de

productos procesados (Anami et al., 2020).

México registré en el 2021 una superficie cultivada de fresa de 10,214.67 hectareas
obteniendo una produccion de 443 mil 552.81 toneladas métricas, con un valor de
la produccién superior a los 9, 793,379.75 millones de pesos, y un rendimiento
promedio de 43.42 toneladas por hectarea (SIAP, 2021).

2.5.- Condiciones 6ptimas del cultivo.

La fresa obtiene un desarrollo 6ptimo en suelos ligeramente acidos, sueltos,
aireados y bien drenados, ya que las raices se expanden y al ser un suelo muy
pesado limita en cierta parte el crecimiento radicular. Se cultiva en zonas que van

desde los 1200 hasta los 2500 m.s.n.m. y se manifiesta que las raices se desarrollan



mejor con temperaturas mayores a 12°C en el suelo, cuando la temperatura en el

suelo es inferior, inhibe la aparicion de raices absorbentes (Proafio, 2022).

2.6.- Requerimientos climaticos.

Correay Alarcén (2015) sefialan que la fresa cuenta con la capacidad de adaptacion
a diversos tipos de climas. La temperatura 6ptima para su fructificacion se encuentra
entre los 15-20°C media anual, temperaturas por debajo de 12°C y superiores a
22°C, durante la polinizacion. Es resistente a heladas pudiendo soportar en sus
organos vegetativos temperaturas de -20°C; sin embargo, los érganos florales

mueren facilmente con temperaturas inferiores a 0°C.

2.7.- Factores que limitan la produccion de fresa.

La produccion de este cultivo se realiza principalmente de dos formas, la primera, a
campo abierto, lo cual involucra complicaciones como el ataque de plagas como
acaros, trips y larvas de lepiddpteros; algunas enfermedades ocasionadas por
diversos patégenos como Botrytis cinérea, Mildit polvoso y velloso, antracnosis y
mancha foliar. En cuanto a limitaciones abidticas se encuentran, la exposicion a
condiciones climaticas adversas, heladas y los vientos fuertes; la segunda enfocada
a sistemas de produccién bajo condiciones protegidas, el cultivo de fresa se
caracteriza por un alto costo de estructuras y baja relacién beneficio-costo (Rubio
et al., 2014).

2.7.1.- Bacterias

2.7.1.1.- Mancha angular de la hoja (Xanthomonas fragariae)

Los primeros sintomas de la infeccién se presentan como pequefias manchas
angulares, en algunas ocasiones por el haz de las hojas se aprecian pequefas
manchas angulares irregulares que a menudo secretan una lama viscosa de
bacterias y exudados bacterianos. Una vez desarrollada la enfermedad las lesiones
se juntan y aparecen manchas con una coloracion cafés rojizas necréticas
(Hinojosa, 2017).



Cuando las condiciones ambientales son las adecuadas favorecen la exudacion y
propagacion de X. fragariae y se producen infecciones sistémicas. Esta bacteria no
puede vivir libremente en el suelo, sin embargo, puede invernar en material
infectado pudiendo sobrevivir hasta 1 afio. Las condiciones favorables para el
desarrollo de la enfermedad son dias frescos de 20°C y noches frias de 2-4°C
(Rivera, 2016).

2.7.2.- Virus
2.7.2.1.- Palidosis de la fresa

También conocido como decaimiento relacionado con la palidosis de la fresa o
enfermedad de la palidosis, causado por un complejo de virus transmitidos por
moscas blancas, trips, afidos, polen, nematodos y otras fuentes desconocidas. El
declive del virus solo se produce cuando uno de los virus transmitidos por la mosca
blanca est4 presente en la planta junto con uno de los virus trasmitidos de otras
fuentes (Dara, 2015).

Los virus asociados a esta enfermedad son: Beet pseudo yellows virus (BPYV), y
Strawberry pallidosis-associated virus (SPaV), ambos miembros del género
Crinivirus. Algunos de los sintomas de declive son: clorosis, epinastia, retraso en el

crecimiento (Ferriol, 2012).

2.7.2.2.- Virus del moteado de la fresa (SMoV)

Probablemente el virus mas comun en el cultivo de fresa, el SMov se encuentra
presente en todas las zonas en las que sus vectores, Aphis gossypii (pulgén del
algodon) y especies de Chaetosiphon. Este virus puede generar pérdidas de hasta
un 30% en cultivares de fresa y presenta sintomas que van desde un moteado leve

a una epinastia severa (Tzanetakis y Martin, 2013).

2.7.2.3.- Virus de la arruga de la fresa (SCV)

Es uno de los virus mas frecuentes que afectan al cultivo de la fresa a nivel mundial

y es responsable de importantes reducciones en el rendimiento y calidad de la fruta,
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los sintomas que presenta son plantas enanas atrofiadas con hojas distorsionadas
(Perotto et al., 2014).

2.7.3.- Nematodos
Existe una amplia diversidad de nematodos fitoparasitos que afectan al cultivo de
fresa, los de mayor importancia econdmica como parasitos de las raices se

encuentran Meloidogyne spp. y Pratylenchus spp. (Watson y Desaeger, 2019).

2.7.3.1.- Nematodos formadores de agallas, Meloidogyne

Siendo el género de mayor importancia a nivel mundial, causa dafios severos a las
raices y genera pérdidas en el rendimiento del cultivo. Los sintomas causados por
este género son la disminucion del desarrollo radical, aéreo y productivo de la plana.
Los sintomas pueden ser enmascarados por otros factores bidticos o abidticos, lo
cual permite a nematodo pasar desapercibido y establecerse en la planta hasta

ocasionar péerdidas econémicas (Brenes, 2021).

2.7.3.2.- Nematodos lesionadores, Pratylenchus

Las especies de Pratylenchus se encuentran entre los grupos mas importantes de
nematodos parasitos a nivel mundial debido a su amplia distribuciéon y alta gama de
cultivos hospederos (Brenes-Campos et al., 2021). El nematodo durante su
alimentacion, forma canales huecos en el interior del sistema radical, por lo cual
pone a la planta en un estado de vulnerabilidad al ataque de patégenos como
hongos y bacterias, ademés de reducir la produccién de raices laterales (Brenes,
2021).

2.7.4.- Hongos fitopatégenos del cultivo de Fresa

De las enfermedades méas comunes en el cultivo de fresa, se encuentran las
causadas por diversos patdgenos: pudricion roja de la raiz Phytophthora fragariae,

marchitez por Verticillium, marchitez y amarillamiento por Fusarium, las de follaje
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como viruela: Mycosphaerella fragariae, manchas de las hojas: Diplocarpon sp.
Mildiu polvoso: Sphaerotheca macularis y por ultimo las de flor y fruto como moho

gris: Botrytis cinerea y antracnosis: Colletotrichum sp. (Vega et al., 2019).

2.7.4.1.- Pudricion roja de la raiz (Phytophthora fragariae)

Los principales organos afectados generalmente son hojas, flores y frutos, lo que
provoca manchas, clorosis, marchitez y necrosis en hojas o muerte de la planta.
Ademas de provocar enanismo en las plantas, Phytophthora fragariae dafa la
mayoria de las raices afectando la absorcion de agua y nutrientes obteniendo asi
una necrosis. A medida que mueren los bordes de las hojas, se pierden flores y
frutos, la planta deja de soltar sus tallos y finalmente se seca por completo y muere
(Lopez, 2021).

La propagacion del patdgeno se da a través de esporas de flagelos llamadas
zoosporas, el exceso de lluvia, el mal drenaje, los altos niveles de agua subterranea
entre otros factores aumentan la reproduccién de zoosporas. El inoculo puede
provenir de plantas enfermas, suelos contaminados e incluso adherirse a

herramientas agricolas (L6pez, 2021).

2.7.4.2.- Marchitez (Verticillium sp.)

El patdégeno produce la muerte de todas aquellas hojas externas que adquieren una
coloracion café, para distinguir el agente causal se deben realizar cortes
longitudinales en la raiz (Carrillo, 2018).

Los microesclerocios son capaces de vivir hasta 15 afios sin tener contacto con un
hospedero, pueden ser diseminados por el viento o el agua donde sirven como
in6culo. Al igual que ellos, el patdgeno puede esparcirse por semilla contaminada,
esquejes, trasplantes, plantas de vivero o raices desnudas de arboles infectados.
Ademas, el micelio y microesclerocios pueden ser transportados por operaciones
normales de labranza y una vez que establece contacto con el hospedante, el hongo

infecta nuevamente el sistema radical (Reyes, 2015).



2.7.4.3.- Antracnosis (Colletotrichum sp.)

Una caracteristica peculiar es la presencia de lesiones en los peciolos y estolones
con una tonalidad café oscuro o negra, lenticular y hundida, Las lesiones aparecen
como manchas hundidas y redondeadas, de color café en los frutos verdes y color
negro en frutos rojos, dependiendo de la severidad de la infeccidn la planta puede

presentar achaparramiento, marchitez y hasta muerte de esta (Guerrero, 2018).

Bajo condiciones de humedad se forman masas de conidios con una tonalidad rosa-
salmoén o anaranjado en el centro de las lesiones. El fruto afectado se seca y se

momifica (Trelles y Diaz, 2017)

El hongo puede permanecer en el suelo, asi como en restos de hojas, frutos
momificados y algunas malezas, a partir de esas fuentes de indculo y tomando en
cuenta las condiciones ambientales que favorecen a la enfermedad como alta
temperatura y humedad, inician las infecciones en las hojas, frutos y estolones. A
partir de esas infecciones, las esporas del hongo pueden alcanzar la corona de las
plantas, en condiciones de alta humedad relativa con un 6ptimo de 26-28 °C y
temperaturas mayores de 21°C, el hongo se desarrolla y esporula, mismas que
pueden ser dispersadas por la lluvia y el viento, pero también pueden ser
dispersadas por la mano de obra y herramientas de trabajo (Rodriguez, 2020).



2.8.- Moho gris de la fresa (Botrytis cinerea)

Las enfermedades causadas por Botrytis aparecen principalmente en forma de
tizones de inflorescencias y pudriciones del fruto, pero también como cancros o
pudriciones de tallo, anegamiento de plantulas, manchas foliares y como
pudriciones del tubérculo, un bulbo y raices. Bajo condiciones humedas, el hongo
produce una capa fructifera conspicua de moho gris sobre los tejidos afectados, una
caracteristica de las enfermedades por Botrytis (Agrios, 2005).

2.8.1.- Signos y Sintomas.

Dentro de la morfologia de la fresa, las flores y los frutos son mas susceptibles al
ataque de este hongo, siendo en la mayoria de los casos lesiones de color café. La
flor, una vez invadida por el hongo, la infeccién avanza rdpidamente a los pedicelos.
Posterior a ello aparecen otras estructuras debajo del caliz como los conidiéforos
en forma de tallos diminutos con racimos de esporas en las puntas. Finalmente, los

frutos se cubren de un polvillo color gris y se momifican (Llanos, 2017).

2.8.2.- Etiologia

El patdgeno Botrytis sp. produce abundante micelio gris y varios conidiéforos largos
y ramificados, cuyas células apicales redondeadas producen racimos de conidios
ovoides que se asemejan a un racimo de uvas. El hongo a menudo produce
esclerocios irregulares, planos, duros y de color negro. Algunas especies de Botrytis
producen a veces una fase perfecta de Sclerotinia, en la que las ascosporas se
forman en un apotecio (Agrios, 2005).Los conidios son lisos, hialinos o grises, con
forma de huevo, con una longitud media de 10 um y una anchura media de 5 pm
(Romanazzi y Feliziani, 2014).

Su fase sexual o teleomorfo es el ascomiceto Botryotinia fuckeliana mientras que

su fase asexual es B. cinerea (Bartolo, 2017).

Es por ello que la mayoria de los taxdnomos recomienda que el nombre cientifico
dado sea el estado sexual preferentemente; por tanto, seria Botryotinia fuckeliana.
Sin embargo, es el binomio latino Botrytis cinerea el empleado, debido a que se
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encuentra ampliamente reconocido por micologos y fitopatélogos, ya que es el
estado imperfecto mas extendido en la naturaleza (Llanos, 2017).

2.8.3.- Clasificacion taxondémica
Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2023).

Reino: Fungi.
Filo: Ascomycota
Clase: Leotiomycetes.
Orden: Helotiales.
Familia: Sclerotiniaceae.
Género: Botrytis.

Especie: cinerea.

2.8.4.- Agente causal

De los numerosos patégenos que atacan el cultivo de fresa, B. cinerea es el principal
agente causal de la enfermedad en la fresa conocido como moho gris,
principalmente se reproduce por medio de esporas asexuales o conidios, B. cinerea
se encuentra extendida en todo el estado y debido a su desarrollo tanto en campo
como en almacén, genera pérdidas significativas posicionandose asi como uno de

los patdbgenos mas dificiles de controlar (Koike y Bolda, 2016).

2.8.5.- Ciclo de Infeccion

El desarrollo de la podredumbre gris causada por B. cinerea tiene dos formas de
manifestacion de la enfermedad. La primera siendo una infeccion latente o
asintomatica, con presencia del hongo dentro del fruto denominada Botrytis
enddgena, que resulta de la germinacion de los conidios que han caido sobre los
estigmas florales y su posterior desarrollo micelial. La segunda via de infeccion es

la externa, a partir de conidios o micelio que se ha depositado sobre la superficie de
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los frutos maduros o por contacto de frutos sanos con frutos infectados y otras
partes enfermas de las plantas (Ochoa, 2016). Botrytis cinerea puede presentarse
en cualquier momento del ciclo del cultivo, preferentemente bajo condiciones de una

alta humedad relativa 95% y temperatura entre 17-25 °C (Fernandez et al., 2017).

En etapas tempranas, el hongo Botrytis cinerea despliega ARNs y proteinas
efectoras para suprimir la muerte prematura de la célula huésped y las respuestas
inmunitarias, lo que permite que el hongo se establezca dentro del huésped y

acumule biomasa antes de la fase necrotréfica (Veloso y Van Kan, 2018).

2.8.6.- Diseminacion

La infeccion se origina por los conidios, formados a partir de micelio o esclerocios
ubicados en cualquier parte del cultivo, material muerto o tejidos vivos infectados de
la planta (Téllez, 2022).

La enfermedad se presenta generalmente en frutos maduros cuando no se realizan
las cosechas oportunas por el agricultor, ya que el fruto es mas susceptible cuando
se tiene mucha humedad en la etapa de maduracion y es por ello por lo que la
enfermedad se propaga rapidamente generando micelio en la totalidad de la fruta a
cosechar (Vega et al., 2019). El hongo libera facilmente sus conidios cuando el clima

es humedo y luego estos son diseminados por el viento (Agrios, 2005).

2.8.7.- Manejos para el control del patégeno

2.8.7.1.- Practicas agrondémicas y horticolas

Los manejos adecuados de las infecciones en la produccién de fresas, se basan en
practicas agronomicas y horticolas como la eliminacion de material vegetal
senescente para evitar la acumulacion de inéculo, evitar que la fruta toque el suelo
para evitar infecciones de B. cinerea, ya que la mayor parte del inéculo se encuentra

en el suelo y la humedad de este promueve la germinacion de conidios, ademas de
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seleccionar el sistema de riego correcto ya que pueden disminuir la presencia de
moho gris (Petrasch et al., 2019).

2.8.7.2.- Control quimico

Las infecciones de B. cinerea generalmente ocurre antes de la cosecha de la etapa
de campo y permanecen latentes hasta el almacenamiento. El control tradicional
por moho gris es la aplicacion de fungicidas sintéticos en el campo durante el
crecimiento del cultivo. Para reducir la enfermedad se recomiendan aplicaciones
preventivas (Feliziani et al., 2013). Para las fresas los fungicidas se aplican
alrededor de la floracién y se repite hasta la cosecha, algunos fungicidas se
clasifican: por funcion de los microtubulos, la osmorregulacion, la biosintesis de

metionina (Romanazzi y Feliziani, 2014).

El uso frecuente de fungicidas quimicos para controlar el patégeno es cada vez mas
cuestionado en la produccion de fresa, debido a la creciente aparicion de resistencia
de B. cinerea. Ademas, presenta riesgos potenciales para el medio ambiente y la

salud humana (Caproni et al., 2021).

2.8.7.3.- Control bioldgico

Desde un sentido amplio, el control biolégico involucra todas aquellas practicas que
tienden a disminuir la incidencia de enfermedades incluyendo el control quimico, en
un sentido mas restringido se le atribuye al control biolégico como el uso de
microorganismos antagonistas que interfieren en la supervivencia de patégenos o

en el desarrollo de actividades determinantes de la enfermedad (Mondino, 2017).

2.8.7.4.- Alternativas a los fungicidas

Los compuestos naturales o GRAS (Sustancias generalmente reconocido como
seguras) son sustancias que no son nocivas para el medio ambiente y la salud

humana, por tal motivo son utilizadas por propiedades antimicrobianas o por inducir
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las defensas de la planta. Se ha reportado que los extractos de plantas y aceites
esenciales, controlan las enfermedades poscosecha, tanto in vitro y en vivo, para
prolongar la vida en almacenamiento y la calidad de los productos (Romanazzi y
Feliziani, 2014)

2.9.- Extractos Vegetales

Los extractos vegetales hoy en dia constituyen un papel muy importante desde un
punto agroecoldgico, por el beneficio que ofrecen al medio ambiente cuando se
utilizan como alternativa de control para tratar enfermedades infecciosas en plantas

causadas por organismos fitopatdogenos (Jiménez y Mosquera, 2014).

2.10.- Metabolitos secundarios con actividad antifiungica

Debido a que los organismos fungosos-fitopatégenos han generado resistencia ante
los fungicidas sintéticos y a la contaminacion que estos presentan en el ambiente,
hace necesario el desarrollo de nuevos métodos de control. Hoy en dia los aceites
esenciales han demostrado tener actividad contra diversos hongos fitopatdogenos.
Gracias a investigaciones realizadas en décadas recientes, demostraron que la
principal razén de esta actividad antifiUngica se debe a compuestos terpénicos de
los aceites esenciales, como los sesquiterpenos y sesquiterpenlactonas (Martinez,
2018).

La actividad antifungica se obtiene destruyendo la célula fungica del patégeno, los
terpenos son compuestos antimicrobianos activos de las plantas. Se especula que
el mecanismo de accion de esta clase de compuestos involucra la ruptura de la
membrana y la destruccion de las mitocondrias fungicas. Ademas de la inhibicién
del trasporte de electrones e inhibicion de la ATPasa en la mitocondria (Lagrouh et
al., 2017)
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2.11.- Especies vegetales reportadas con actividad antifungica

La actividad bioldgica de un extracto varia en funcion a su preparacién, donde se
pueden obtener extractos acuosos, etandlicos, aceites esenciales o algun otro
solvente para obtener diferentes compuestos. Algunos reportes encontrados en
diferentes bases de datos de distintas especies de plantas como: Pistacia lentiscus
L., Flourencia cemua, Inula britannica, Satureja hortensis, entre otros, reportadas
con actividad inhibitoria sobre diferentes fitopatdogenos, particularmente de los
géneros Botrytis, Rhizoctonia, Cladosporium, Fusarium, Colletotrichum, Aspergillus,

Penicillium,Septoria, Alternaria, Phytopthora, Pyricularia (Mesa et al., 2019).

2.12.- Argemone mexicana

La flor mexicana es una de las méas diversas del mundo comunmente nombrada
como cardo santo, amapola montés, amapolilla o chicalote (Laines, 2019).Es una
planta de crecimiento espontaneo y silvestre, incluso como hierba invasora de los
terrenos de cultivo. Es importante en la apicultura como productora de polen, su
propagacion y crecimiento estan relacionados generalmente a la época de lluvias
(Montes, 2017).

2.12.1.- Descripcion morfolégica

Argemone mexicana es una planta exética originaria de Sudamérica comunmente
encontradas en campos y bordes de las carreteras. Esta planta es una hierba anual
erguida y espinosa alcanzando aproximadamente 1 m de altura, las flores alcanzan
de 4 a 5 cm de diametro, siendo amarillas y sin olor. La capsula es espinosa, ovada
y de 3 cm de longitud y las semillas son esféricas, brillantes, negras y picudas
(Brahmachatri et al., 2013).

2.12.2.- Actividad biolégica

La especie A. mexicana, ha sido estudiada por su uso en medicinay por su actividad
farmacoldgica contra la malaria, la diabetes, el cancer, anti-VIH, entre otros. El
extracto metandlico y acuoso (frio y caliente) de las hojas y semillas posee actividad

contra dos cepas gram positivas (Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis) y dos
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cepas gram negativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa), se encontro
que el alcaloide N-dimetiloxysanguinaria es el que tiene actividad contra K.

neumoniae, E. coli, S. aureus y P. aeruginosa (Diaz, 2016).

Esta planta se caracteriza por la presencia de alcaloides como la protopina y la
berberina, diversos estudios han demostrado que la berberina al igual que otros
bencilisoquinolicos (ABIs) como la sanguinaria y plamitina presenta actividad
bacteriostatica, bactericida, fungicida, antiviral, antiprotozoaria e insecticida, dichas
propiedades se deben a su capacidad de inhibir el metabolismo de diferentes tipos
de microorganismos asi como la formacién de endotoxinas y la adherencia que

permite la colonizacién de la piel y las mucosas (Gamboa, 2015).

Por otro parte, en la medicina popular es utilizado como antiinflamatorio y posee
propiedades antibioticas, también utilizada para problemas oculares, pulmonares,
digestivos, dérmicos. Se ha utilizado como antidiarreico, analgésico, cicatrizante y
anticonvulsivo. Sus compuestos como la sanguinaria y la berberina han mostrado
actividad contra células cancerosas de cancer de mama, vejiga, colon y piel
(Elizondo, 2020).

2.12.3.- Clasificacion taxonémica

Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2023).
Reino: Plantae.
Filo: Tracheophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Orden: Ranunculales.
Familia: Papaveraceae.
Género: Argemone

Especie: mexicana L.
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2.12.4.- Metabolitos secundarios

Curay (2022), mediante pruebas quimicas realizadas al latex de A. mexicana mostro
la presencia de varias familias de metabolitos secundarios, siendo los alcaloides los
mas dominantes, seguido de los fenoles y taninos, y los triterpenos y esteroles en

menos proporcion.

Por otra parte, A. mexicana contiene compuestos como: alcaloides, terpenoides,
flavonoides, fenoles entre otros, dichos compuestos presentan actividad biologica

contra diversos hongos fitopatégenos (Hernandez et al., 2022).

2.12.5.- Compuestos fitoquimicos

Los alcaloides presentes en A. mexicana, pertenecen al grupo de los ABIs, los
alcaloides mayoritarios son la berberina (protoberberina), la cual se encuentra
distribuida en los tejidos y en semillas en estado inmaduro, y la sanguinaria
(benzofenatridina), la cual tiene presencia en la raiz y en semillas maduras; ademas
se pueden encontrar otros alcaloides como la reticulina, metilcoclaurina, criptopina,
queleritrina, dihidrosanguinaria, protopina, alocriptopina y alcaloides minoritarios
como quelantifolina, dihidroqueleritrina, norqueleritrina, coptisina, norsanguinaria,

por mencionar algunos (Laines, 2019).

2.13.- Métodos para conservar la vida de anaquel de las fresas.

Las fresas presentan una vida de anaquel muy corta que oscila de 4-7 dias, para
prolongar la vida util de las fresas se emplean métodos tradicionales como es la
refrigeracion, ya que alarga la vida de la fresa y conserva sus caracteristicas
comerciales; ademas de inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos de
los frutos. Aunque con el método de refrigeracion también se presentan riesgos de
contaminacion porque se usa un sistema de aire. Esto demuestra que el sistema de
refrigeracion no es suficiente para reducir la presencia de microrganismo
patdgenos; la combinacion con otras técnicas de conservacion podria aumentar la
vida atil de las fresas e inhibir la aparicién de patdgenos tal como el uso de peliculas

comestibles (Elias et al., 2020)
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2.14.- Biopeliculas

Las biopeliculas funcionan como barreras selectivas para la transferencia de gases,
humedad y nutrientes, ayudan a disminuir el deterioro de los alimentos causados
por factores ambientales, ademas ayudan a evitar la oxidacién y pérdida de
compuestos quimicos de los mismos. Las biopeliculas estdn compuestas por la

combinacion de polisacaridos, proteinas, lipidos y polimeros (Pifa et al., 2021).

Las peliculas comestibles se definen como una capa delgada de material comestible
que ofrece una barrera selectiva a la migracion de humedad, oxigeno, didxido de
carbono, aromas, etc.; al mismo tiempo sirven como agentes acarreadores de otros
ingredientes como antioxidantes, saborizantes, antimicrobianos y colorantes para

mejorar el potencial de conservacion (Martinez et al., 2013).

Los aceites esenciales han sido empleados para la elaboracion de biopeliculas
como agentes potencializadores de los efectos bactericidas y antimicéticos, como
conservantes de alimentos para el control del crecimiento de hongos y bacterias en

frutas y hortalizas (Gomez, 2022).

2.14.1.- Aloe vera

Aloe barbadensis Miller, comiunmente conocido como Aloe vera, es una de las 420
especies perteneciente a la familia de las lilidceas siendo la mas potente y la mas
popular; solo unas pocas especies de Aloe tienen importancia econémica. Al A. vera
se le atribuyen diferentes cualidades como su accion desinfectante, antiviral,
antibacterial, antiinflamatoria. Por otra parte, ayuda en los desordenes intestinales

como antihemorroidal cicatrizante y laxante (Gomez, 2022).

Aloe vera ha sido reportada en el &rea de recubrimiento de frutas y vegetales y para
el mantenimiento de la calidad poscosecha para diferentes cultivos como uvas y
cerezas, ademas se ha utilizado el A. vera para el recubrimiento de zanahorias,

mismos que retardaron la degradacion del alimento (Ventosa et al., 2017).
2.14.2.- Thymus vulgaris L

ComuUnmente conocido como tomillo, es un subarbusto de la familia Lamiaceae,

perene y aromatica rica en aceite esencial cuyo principal componente es el timol.
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Como aceite esencial esta presente en actividades quimicas como bactericidas,
insecticida o como antiséptico. Ha sido empleado en biopeliculas capaces de
repeler bacterias como E. coli, Staphylococcus aureus y Lactobacillus lactis,
ademas se registra una disminucion en la permeabilidad gracias a su propiedad
hidrofobica (Salazar, 2021).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.- Ubicacién del experimento

La presente investigacion se llevo a cabo en la Universidad Autdbnoma Agraria
Antonio Narro, ubicada en la Calzada Antonio Narro 1923, Buenavista Saltillo
Coahuila, en el Departamento de Parasitologia dentro del Laboratorio de
Fitopatologia.

3.2.- Establecimiento del experimento in vitro
3.3.- Obtencion del hongo Botrytis cinerea

El hongo empleado para este experimento fue obtenido en un invernadero

establecido en la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro.

Una vez obtenida la muestra, se llevd al laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Parasitologia y posteriormente se realiz6 la siembra directa del
patdégeno, el cual consistio en tomar parte del material infectado con ayuda de un
asa bacterioldgica y colocarlo en medio de cultivo previamente preparado con PDA

(Agar Dextrosa y Papa) y se mantuvo en incubacion a 26 °C hasta su uso.

3.4.- Purificacion del hongo

Con la ayuda de un sacabocados previamente esterilizado se marcaron fragmentos
del margen de las colonias del hongo en estudio. Posteriormente, con la ayuda de
una aguja de diseccion se tomaron muestras de micelio con medio de cultivo y se

transfirid a nuevas cajas Petri con medio PDA para su desarrollo.

3.5.- Cultivo Monospdérico

Por medio de los tubos de ensaye (con agua estéril) se colocaron 2 explantes de
medio con crecimiento activo del patdgeno, posteriormente fueron llevados al vortex
para la liberacion de conidios, se tomaron 1000 pL con la micropipeta y se colocaron
en el siguiente tubo, hasta una dilucién de 10°. En medio Agar bacterioldgico se

sembraron 150 pL de cada dilucion y se esparcieron con una varilla de vidrio. Las
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siembras se mantuvieron en incubacion a 26°C y a las 48 horas se extrajo un solo
conidio germinado y se transfiri6 a nuevo medio PDA llevandolo a incubacion a 26
°C.

3.4.- Preparacion de Extractos Botanicos crudos.

Se realiz6 la colecta de A. mexicana en los terrenos de cultivo de la UAAAN.
Posteriormente se fraccionaron hojas con la ayuda de un cuchillo, consiguiente a
eso se dejo secar por unos dias para después llevarlos a la licuadora y pulverizarlos

finamente.

Se pesaron 70 gr del pulverizado de hoja y se coloc6 en un matraz Erlenmeyer de
1000 mL cubierto con papel estraza y papel aluminio en la parte superior,
posteriormente se le agregaron 700 mL del solvente (etanol, metanol y agua
destilada estéril) preparados por separado, se dejaron en fermentacion en una
parrilla agitadora durante 7 dias. Después de la fermentacion se prosiguio a filtrar el
extracto con ayuda de un embudo Buchner y papel filtro Whatman no. 2, una vez

obtenido el filtrado se coloco en el refrigerador para conservarlos.

3.5.- Identificacién de los metabolitos secundarios presentes en los extractos

etandlicos y metandlicos

Se llevo a cabo el Analisis de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria
de Masas (GC — MS) en el laboratorio de Biogeoquimica (UBIPRO) de la
Universidad Nacional Auténoma de Meéxico, Iztacala, México. Los metabolitos
presentes en el extracto de hojas de A. mexicana se identificaron en un
cromatografo de gases 6850 (Aligent Technologies, USA), empleando una columna
HP-5MS (Aligent) 30 m x 250 um de didmetro y 0.25 pum. Acoplado al detector de
espectrometria de masas 5975C (Aligent Technologies, USA), a 200 °C por minuto,
empleando en la fase movil helio. La tipificaciéon de los compuestos se establecio
con base en sus espectros de masas, usando la base de datos del Instituto Nacional

de Estandares y Tecnologia (por sus siglas en inglés, NIST version 08 MS).
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3.6.- Evaluacion de Extractos crudos etandlicos, metandélicos y acuosos de

Argemone mexicana contra Botrytis cinerea.

El efecto inhibitorio se evalué mediante la técnica de difusién en placa. Se utilizaron
extractos crudos a base de agua, etanol y metanol. Se utilizaron cajas Petri con el
patébgeno en desarrollo, colocando explantes con crecimiento micelial en nuevo
cultivo PDA mezclado con el extracto. Las nuevas cajas con el patégeno se
mantuvieron en incubacion a una temperatura de 26°C hasta que el testigo se
llenara por completo, posteriormente con la ayuda de una regla se tomé el
crecimiento radial del hongo cada 24 horas hasta que la placa testigo lleno por
completo. Dichos datos fueron convertidos a porcentaje de inhibicion usando como
referencia el hongo testigo bajo la formula, reportada por (Galvan et al., 2014).

(crecimiento micelial del hongo testigo—crecimiento micelial del tratamiento)

x 100

% de inhibicién = crecimiento micelial del hongo testigo
El experimento se distribuyd en un disefio completamente al azar. Se evaluaron seis
tratamientos (1000, 2500, 5000, 10000,20000 y 50000 ppm) con tres repeticiones

por cada tratamiento.

Los resultados de inhibicidn se procesaron por un analisis de varianza y prueba de
separacion de medias por Duncan al 0.05 de significancia. Se utiliz6 el programa

SAS version 9.0 para los analisis.

3.7.- Evaluacién de extractos crudos acuosos de Argemone mexicana contra

Botrytis cinerea

De los datos obtenidos en el apartado anterior, los resultados promisorios fueron
con el extracto en agua. Se evalué nuevamente contra el patdogeno y se ajustaron
nuevas concentraciones evaluando ocho tratamientos 25, 125, 250, 425,750, 1400,
2200 y 3700 ppm con tres repeticiones por cada tratamiento. La técnica utilizada

fue por difusion en placa. Repitiendo la metodologia del apartado anterior
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Se determind el porcentaje de inhibicion utilizando la expresion mateméatica

reportada por Galvan et al. (2014).

, ys ez crecimiento micelial del hongo testigo—crecimiento micelial del tratamiento
% de inhibicion = ( & & ) x 100

crecimiento micelial del hongo testigo

Los resultados de inhibicion fueron sometidos a un andlisis de varianza y la
separacion de las medias se realizd6 con el método de Duncan al 0.05 de

significancia. Se utilizo el programa SAS version 9.0 para los analisis.

3.8.- Evaluacion in vivo del extracto acuoso para el biocontrol de B. cinerea

Se utilizaron frutos de fresa libre de patdégenos y calidad uniforme, previamente
lavados con agua y jabdn neutro y desinfectados con hipoclorito de sodio al 1%,
haciendo uso del triple lavado para retirar residuos excedentes durante un promedio
de un minuto entre cada lavado y se dej6 secar a temperatura ambiente. Para la
preparacion del extracto acuoso de A. mexicana se ajustaron concentraciones a 25,
125, 250,425, 750, 1400, 2200 y 3700 ppm.

Con la ayuda de un pincel se aplicé una capa fina de A. vera, recubriendo cada uno
de los frutos para posteriormente aplicar el extracto de A. mexicana mediante
aspersion, cubriendo por completo el area del fruto. Una vez que los frutos no
presentaban humedad, se procedio a aplicar una segunda capa Aloe y una segunda
aspersion del extracto. Se dej6 secar y después se indculo el fitopatégeno mediante
aspersion con una concentracion de 1.650 x 10% en cada uno de los frutos

adicionados a los tratamientos respecto al experimento.

El experimento se estableci6 mediante un disefio completamente al azar baj6
camara bioclimatica a 27°C, fotoperiodo (12:12) y 100% de humedad relativa. Se
utilizaron cuatro frutos de fresa por cada repeticién del tratamiento. El experimento
contd con cuatro testigos (Inoculado con el patégeno) y cuatro testigos (sin inocular).
Transcurridas 24 horas, se comenzoé la evaluacion determinando el nimero de
fresas colonizadas, manteniéndolo en observacion durante 3 dias después de la

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

La incidencia fue evaluada mediante el porcentaje de frutos con signos del

patogeno. La severidad se determind utilizando el software Fiji-lmageJ, los valores

se obtuvieron en cm?, mismos que se utilizaron para determinar la efectividad de los

extractos mediante la férmula de Abbott (1925).

%E= IT-It/IT*(100)

Donde:

%E: porcentaje de efectividad.
IT: infeccién en el testigo.

It= infeccidn en el tratamiento.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- Identificacion morfolégica de Botrytis cinerea

La cepa del hongo fitopatdgeno en estudio se identificO mediante sus caracteristicas
morfoldgicas. A los 4 dias después de realizar la siembra, el micelio presenté un
color gris caracteristico desarrolldndose por todo el medio de cultivo. Luego de
colonizar toda la caja, el patébgeno formo esclerocios negros e irregulares. Visto al
microscopio el micelio presentd conidioforos erectos, septados, hialinos vy
ramificados donde se desarrollaban los conidios agrupados en forma de racimo;
caracteristicas reportadas por Barnett y Hunter (1998).

Por otra parte Aktaruzzaaman et al. (2017) reportan que después de 7 dias, las
colonias fangicas cambian de un color blanco a gris oscuro con abundantes conidias
unicelulares, de forma elipsoide u ovoide, de color marrén oscuro. Asi mismo Uysal-
Morca et al. (2021) mencionan que todos los aislamientos de B.cinerea producen
esclerocios color negro, y colonias que presentan micelio aéreo de un color gris

oscuro.

En la figura 1 se observa el crecimiento del fitopatbgeno B. cinerea a diferentes

etapas a) Crecimiento inicial del Macroconidio. b) macroconidio joven. c)

Macroconidio maduro.

Fig. 1 Identificacion morfologica del fitopatdgeno B. cinerea
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4.2.- ldentificacion de metabolitos secundarios presentes en los extractos

etandlicos y metandlicos de Argemone mexicana.

Estudios de cromatografia realizadas por Curay (2022), demuestran la presencia
de 30 tipos de metabolitos secundarios en el extracto etandlico de A. mexicana, de
los cuales 7,9-di-tert-butil-1-oxaspiro[4.5]deca-6,9-dieno-2,8-diona y Alocriptopina
presentan propiedades antifiingicas y antibacterianas, mientras que en el presente
experimento se identificaron 14 compuestos en el extracto etandlico de A. mexicana
de los cuales se encontraron mayoritariamente 9,12,15-Octadecatrienoic acid, (Z,
Z,Z2)-, como se demuestra en el cromatograma de la Fig.2, los cuales han
demostrado poseer propiedades antifingicas. Se identificaron 12 compuestos en el
extracto metandlico de A. mexicana en donde ademas de encontrar el compuesto
9,12,15-Octadecatrienoic acid, (Z, Z,Z)-, se encontro el fitol como se demuestra en
el cromatograma de la Fig.3 que ha sido reportado con propiedades
antimicrobianas, lo que indica que en la actividad fungicida mostrada, el compuesto

podria actuar como inhibidor del crecimiento micelial (Hernandez, 2014).
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Fig. 2 Cromatograma de compuestos identificados en extracto etandlico de A.
mexicana
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Cuadro 1 Compuestos identificados en el extracto etandélico de A. mexicana

RT Area% Library/ID Ref# CAS#
12.767 8.69 n-Hexadecanoic acid 102726 000057-10-3
13.152 1.24 Hexadecanoic acid, ethyl ester 124589 000628-97-7
15.331 22.63 9,12,15-Octadecatrienoic acid, (Z, Z,2)- 119801 000463-40-
15.408 11.03 9,12,15-Octadecatrienoic acid, (Z, Z,2)- 119801 000463-40-1
15.460 3.06 9,12,15-Octadecatrienoic acid, (Z,Z,2)- 119801 000463-40-1
15.554 5.25 9,12,15-Octadecatrienoic acid, ethyl ester, 141488 001191-41-9

(Z2,2,2)-
17.961 0.72 Hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl) ester 182867 000103-23-1
21.759 0.54 Benzo[h]quinoline, 2,4-dimethyl- 64841 000605-67-4
22.230 3.68 Cyclohexane, 1,1'-(2-ethyl-1,3- 87245 054833-34-0
propanediyl)bis-
23.035 1.48 (+)-Canadine 164694 000522-97-4
23.266 15.90 [1,3]Benzodioxolo[5,6-e][2]benzaze cin- 182195 000485-91-6
14(6H)-one, 5,7,8,15-tetrahydro-3,4-
dimethoxy-6-methyl-
23.883 17.59 Decane, 5,6-bis(2,2-dimethylpropylidene)-, 119893 073002-85-4
(Z!Z)_
24.058 1.02 2,4-Cyclohexadien-1-one, 3,5-bis(11- 76340 054965-43-4
dimethylethyl)-4-hydroxy-
24.165 2.76 Thiophene, 2-[(trimethylsilyl)ethy nyl]- 45100 040231-03-6
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Fig. 3 Cromatograma de compuestos identificados en extracto metandlico de A.
mexicana

Cuadro 2 Compuestos identificados en extracto metandlico de A. mexicana

RT Area% Library/ID Ref# CAS#
11.991 1.88 Hexadecanoic acid, methyl ester 113690 000112-39-0
12.779 12.35 n-Hexadecanoic acid 102726  000057-10-3
14.608 1.65 9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-, methyl ester 132273  000112-63-0
14.702 4.08 9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester, 130794  000301-00-8

(z2,2,2)-
14.997 1.15 Phytol 133807 000150-86-7
15.348 27.07 9,12,15-Octadecatrienoic acid, (Z, Z,2)- 119801  000463-40-1
15.438 14.02 9,12,15-Octadecatrienoic acid, (Z,Z,2)- 119801  000463-40-1
21.450 4.37 Erinine, 21-deoxo-23-hydroxy-, (23.alpha.)-
22.092 0.75 2,4-Cyclohexadien-1-one, 3,5-bis(1,1- 76340 054965-43-4
dimethylethyl)-4-hydroxy-
23.034 1.77 (+)-Canadine 164694  000522-97-4
23.270 19.45 [1,3]Benzodioxolo[5,6-e][2]benzazecin-14(6H)- 182195  000485-91-6
one, 5,7,8,15-tetrahydro-3,4-dimethoxy-6-
methyl-
23.724 1.82 2,4-Cyclohexadien-1-one, 3,5-bis(1,1- 76340 054965-43-4

dimethylethyl)-4-hydroxy-
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4.3.- Efecto antifungico del extracto metandlico de A. mexicana en el
desarrollo de B. cinerea

En la figura 4 se observa que el extracto metandlico de A. mexicana inhibié hasta
un 100% el crecimiento del patdbgeno con una concentracion de 50,000 ppm.
Expuesto a una concentracion de 1,000 a 2,500 ppm el porcentaje de inhibicion fue
casi nulo, sin embargo, las concetraciones que van de 5,000 a 20,000 ppm la
inhibicion del extracto se reflejo hasta un 30% (<.0001). Asi mismo estudios
realizados por Elizondo-Luevano et al. (2020) demostraron que el extracto crudo
metandlico de A. mexicana logré una inhibicién total de trozofoitos de T. vaginalis
bajo una concentracién de 1,000y 500 ppm, la inhibicion de ambos extractos fueron
superiores al 97%. Otro estudio realizado por Andleeb et al. (2020) demostraron que
el extracto metandlico extraido de A. mexicana tiene potencial actividad
antibacteriana y antifungica, dicha actividad fue alrededor del 80% en cepas de S.
aerus y B. subtilis, la actividad antifungica se observé mas del 50% en cepas de
Aspergillus fumigatus y Aspergillus niger, utilizando una dosis de 80 uL de solucion.
Por otra parte un estudio realizado por More y Kharat (2016) documentan que los
extractos metanolicos preparados a base de hojas y tallos de A. mexicana contienen
una fuerte actividad antifingica contra hongos filamentosos : Mucor indicus,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Penicillum notatum, dicho experimento
demostré una mejor inhibicién del extracto metandlico a base de tallo de A.

mexicana.
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Fig. 4 Porcentaje de inhibicién in vitro del extracto metandlico de A. mexicana
contra B. cinerea.

En la Fig. 5 se puede observar el efecto inhibitorio del extracto metandlico de A.
mexicana en comparacion con el testigo, pudiendo deducir que a mayor
concentracion del extracto se obtiene una inhibicion de hasta el 100%. Caso
contrario a las concentraciones mas bajas cuyo porcentaje de inhibicion fue por
debajo del 50%. Resultados similares fueron obtenidos por Garcia-Mateos et al.
(2021) en el que se evaluaron extractos metandlicos de A. ochroleuca contra cepas
de C. gloeosporioides, mostrando mayor control en el crecimiento micelial en

comparacion con extractos hexanicos.
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Fig. 5 Efecto del extracto metandlico de A. mexicana sobre el crecimiento
micelial de B. cinerea.

4.4.- Efecto antifungico de extracto Etandlico de A. mexicana en el desarrollo

de B. cinerea

En la figura 6 se observa que el extracto etandlico a partir de las concentraciones
de 10,000 a 50,000 ppm, el porcentaje de inhibicion fue de 50 a 100%, caso
contrario a los tratamientos de 1000 a 5,000 ppm, la inhibicién esta por debajo del
50% llegando a ser casi nula (P<.0001). Estudios realizados por Kumari et al. (2022)
han demostrado que el extracto etandlico a base de hojas, proporciona una mayor
actividad inhibitoria en cepas bacterianas, caso contrario al extracto metandlico a
base de hojas, mismos que si demostraron una actividad antifingica contra cepas
de Candida albicans y Macrophomina phaseolina. Asi mismo, estudios similares
realizados por Ordinola 'y Vera (2022), demostraron el efecto inhibitorio de extractos
etandlicos a base de hojas de A. subfusiformis, en el que se usaron concentraciones
de 1,000000, 800000, 600000, 400000 y 200000 ppm, los cuales presentaron efecto

inhibitorio sobre S. aureus.
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Fig. 6 Porcentaje de inhibicion in vitro del extracto etandélico de A. mexicana
contra B. cinerea.

En la Fig. 7 se puede observar el efecto inhibitorio del extracto etandlico de A.
mexicana con las diferentes concentraciones en comparacion al testigo. A partir de
concentraciones altas, existe un alto porcentaje de inhibicién lo cual resulta
prometedor para los objetivos de este experimento. Estudios realizados por
Fernandez-Calienes et al. (2016) demostraron de igual forma la actividad anti-

Plasmodium a base de extractos etandlicos de A. mexicana.
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Fig. 7 Efecto del extracto etandlico de A. mexicana sobre el
crecimiento micelial de B. cinerea.
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4.5.- Efecto antifiungico de extracto acuoso de A. mexicana en el desarrollo de

B. cinerea

En la figura 8 se observa que el extracto acuoso de A. mexicana bajo las
concentraciones de 25 a 3,700 ppm el porcentaje de inhibicion es del 100%,
demostrando resultados favorables aun a concentraciones minimas. Estudios
realizados por Curay (2022) demuestran que a un volumen de 10 pL se observa una
mayor actividad antifungica del extracto acuoso del latex contra el hongo B. cinerea
en medio de cultivo Sabouraud. Otro estudio realizado por Hernandez et al. (2020)
evaluaron la actividad antifungica del extracto acuoso de A. mexicana a tres
concentraciones que van de 500, 1000 y 2000 ppm, contra Sclerotinia sclerotiorum,
por lo cual se determind que la concentracion de 2000 ppm presentd el mayor
porcentaje de inhibicién de (27.24 £ 0.01%), resultados muy diferentes a los de esta
investigacion en la cual se encontraron valores de hasta un 100% en las
concentraciones de 25 ppm. Estudios recientes realizados por Gémez et al. (2023)
demostraron que los extractos acuosos de A. mexicana tienen un alto potencial
biolégico sobre Rhizoctonia solani, mostrando una inhibicién del crecimiento micelial

por arriba del 70% a concentraciones de 25 ppm.
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Fig. 8 Porcentaje de inhibicion in vitro del extracto acuoso de A. mexicana contra
B. cinerea.
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En la Fig. 9 se observa el crecimiento micelial del patdbgeno antes y después de
ajustar las concentraciones, en el que se utilizd el mismo extracto acuoso a un afo
de fermentacién. Priya y Bhaskara (2012) reportan actividad antimicrobiana de
extractos acuosos crudos de hojas y semillas de A. mexicana contra contra
bacterias patégenas multirresistentes (S. aureus, B. subtilis, E. coli y Pseudomonas

aeuroginosa).

Fig. 9 Efecto del extracto acuoso de A. mexicana sobre el crecimiento micelial de
B. cinerea.
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4.6.- Crecimiento micelial del patogeno contra los extractos de etanol y

metanol de A. mexicana.

En la Fig. 10 se observa el crecimiento micelial del patégeno en estudio, en
comparacion con los tratamientos correspondientes a extractos de metanol y etanol,
siendo las concentraciones que van de 1000 a 10000 ppm las que demostraron un
crecimiento sobre o similar al testigo pudiendo deducir que funcionaron como un
estimulador de crecimiento, mismos resultados para las concentraciones de 1000 y
2500 ppm en el concentrado de etanol,el crecimiento fue por arriba del testigo. Sin
embargo, las concentraciones mas altas presentaron efecto fungicida desde el inicio
y hasra el final del experimento. En un experimento realizado por Yusoff et al. (2020)
demostraron que los extractos crudos de de V. amygdalina poseia actividad
antifngica poténte, exibiendo un efecto fungiestatico sobre el crecimiento de B.

cinerea, con una inhibicion del 74,85 % y 75, % respectivamente.
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Fig. 10 Crecimiento micelial del patégeno ante los extractos de metanol y etanol
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4.7.- Evaluacion in vivo de la incidencia de Botrytis cinerea sobre frutos de
fresa recubiertos de una biopelicula de Aloe vera méas extracto acuoso crudo

de A. mexicana

Mediante el bioensayo in vivo se determino la incidencia del fitopatdgeno en frutos
de fresa, utilizando extracto crudo acuoso de A. mexicana del cual se obtuvieron
como resultado un 25% la presencia del patdbgeno en concentraciones de 125, 425
y 750 ppm, seguido de los tratamientos que van de 25 y 3700 ppm donde se
presento un 50%, por ultimo los concentrados de 250, 1400 y 2200 ppm indican una
presencia del 75%. Todas las concentraciones evaluadas mantuvieron una
incidencia por debajo del testigo inoculado. Asi mismo el testigo absoluto no

presento signos del fitopatdgeno.

Fig. 11 Bioensayo sobre la incidencia de B. cinerea en frutos de fresa recubiertos con
A. vera mas extracto acuoso crudo de A. mexicana

4.7.1.- Evaluacion de la severidad de B. cinerea sobre frutos de fresa recubiertos
con una biopelicula de Aloe vera mas extracto acuoso crudo de A. mexicana.

Los resultados obtenidos mediante el presente bioensayo, presentaron una alta
severidad del 76.9% en los frutos inoculados con el patégeno B. cinerea, el extracto
A. vera + H20-Arg(25 ppm) present6 una efectividad del 44.5%, A. vera + H20-
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Arg(125 ppm) mostro una efectividad del 82.8%, A. vera + H20-Arg(250 ppm) revelo
una efectividad del 24.3%, A. vera + H20-Arg(425 ppm) indico una efecticidad del
81.3%, A. vera + H20-Arg(750 ppm) expreso una efectividad del 74.7%, A. vera +
H20-Arg(1400 ppm) manifestd una efectividad del 14.7%, A. vera + H20-Arg(2200
ppm) mostré una efectividad del 12.9%, mientras que A. vera + H20-Arg(3700 ppm)
indic6 una efectividad del 43.9%.

Estudios realizados por Paucar y Ramirez (2021) demostraron que la pelicula
obtenida de los polisacaridos del Nostoc sphaerecum Vaucher ex Bornet y Flahault
(cushuro) conservo los frutos de Fragaria vesca L. debido a las propiedades que se
le otorga, al formar una barrera protectora que mejora el intercambio gaseoso del

fruto y una adecuada humedad lo cual permite extender la vida util de los frutos.

Otros estudios encontraron que los aceites esenciales de romero incorporados a
biopeliculas, poseen actividad antimicrobiana como la inhibicibn de hongos vy
bacterias contra las Enterobacterias y Staphylococcus aureus, ademas de
funcionar como antioxidante. Actia como indicador de los alimentos y la vida (util,

usado como antimicrobiano (Sanchez y Valdez, 2019).
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Fig. 12 Porcentaje de efectividad del extracto acuoso de A. mexicana sobre
la severidad de B. cinerea en frutos de fresa.
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5.- CONCLUSIONES

El extracto acuoso de Argemone mexicana bajo condiciones in vitro demostro tener
un alto potencial inhibitorio contra el crecimiento micelial de Botrytis cinerea aun a
concentraciones bajas, estando por encima de los extractos con base en metanol
y etanol en los que el porcentaje de inhibicion fue favorable solo a concentraciones

mayores a 20,000 ppm.

El efecto inhibitorio mas favorable fue el extracto acuoso de A. mexicana, el extracto
mantuvo su efecto inhibitorio 40 dias después de haber abierto la caja Petri,

exponiéndola a organismos contaminantes del ambiente.

Es recomendable el uso de extractos vegetales a base de agua ya que se ha
demostrado el potencial inhibitorio sobre el patégeno en estudio, ademas de su facil
preparacion, se mantiene al alcance del productor, reduciendo asi el uso de
productos quimicos dafinos a la salud humana y el medio ambiente.

El uso de Aloe vera es una alternativa prometedora para el uso de biopeliculas, ya
que el experimento realizado demostroé junto con el extracto una baja incidencia de

la enfermedad en los frutos de fresa.

El patégeno Botrytis cinerea causante de la enfermedad del moho gis de la fresa,

se logro identificar morfol6gicamente.
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ANEXOS

Cuadro 3 Analisis de varianza de la inhibicion del crecimiento micelial de Botrytis
cinerea por el extracto metandlico de Argemone mexicana

Fuente

DF Cuadrados la media

F-valor Pr>F

Tratamiento
Modelo
Error

Total Correcto

5 18814.38667 3762.87733
5 18814.38667 3762.87733
12 1717.03333 143.08611

17 20531.42000

26.30 <.0001

26.30 <.0001

Coeficiente de Variacion:

R-cuadrada: 0.916370

39.09105

Cuadro 4 Analisis de varianza de la inhibicion del crecimiento micelial de Botrytis
cinerea por el extracto etandlico de Argemone mexicana.

Fuente

DF Cuadrados la media

F-valor Pr>F

Tratamiento
Modelo
Error

Total Correcto

5 27875.54444 5575.10889
5 27875.54444 5575.10889
12 548.84000 45.73667

17 28424.38444

121.90 <.0001

121.90 <.0001

Coeficiente de Variacion:

R-cuadrada: 0.980691

12.81929
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Cuadro 5 Analisis de varianza de la inhibicion del crecimiento micelial de Botrytis
cinerea por el extracto acuoso de Argemone mexicana

Fuente DF Cuadrados la media F-valor Pr>F
Tratamiento 7 0 0
Modelo 7 0 0
Error 16 0 0
Total Correcto 23 0

Coeficiente de Variacion: O

R-cuadrada: 0.000000

Cuadro 6 Resultados del analisis de varianza del extracto metandélico de Argemone
mexicana.

Agrupamiento Media N Tratamiento
A 100.00 3 6
B 30.633 3 5
BC 25.033 3 4
BC 15.867 3 3
C 6.033 3 2
6.033 3 1
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Cuadro 7 Resultados del analisis de varianza del extracto etandlico de Argemone

mexicana.
Agrupamiento Media N Tratamiento
A 100.00 3 6
A 99.167 3 5
B 67.333 3 4
C 39.600 3 3
D 5.633 3 2
D 4.800 3 1

Cuadro 8 Resultados del analisis de varianza del extracto acuoso de Argemone

mexicana.

Agrupamiento

Media

Tratamiento

A

> » >» >» » > >

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0

W W W W W w w w2

1

o N o 0o b~ N
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Fig. 14 Inhibicién del extracto acuoso a 40
dias de realizado el experimento.

Fig. 15 Inhibicidn del extracto etandlico a
40 dias de realizado el experimento.

Fig. 16 Inhibicidn del extracto metandlico
a 40 dias de realizado el experimento.

Fig. 17 Inhibicién del extracto acuoso bajo
las primeras concentraciones a 40 dias de
realizado el experimento.
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