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RESUMEN

Diferentes especies del género Fusarium han sido identificadas como importantes
patbgenos de plantas, pudiendo afectar en cualquier etapa de desarrollo del
cultivo, causando pérdidas econdmicas y la disminucién en la produccion, una de
las especies de gran interés es F. verticillioides ampliamente distribuida y con
amplio rango de hospederos, siendo uno de los mas afectados el cultivo de maiz
ya que ademas de afectar en campo y postcosecha puede producir micotoxinas.
El control de este hongo es fundamental debido a la demanda de alimentos que
obliga a los agricultores a obtener cosechas con mayor rendimiento y calidad de
los productos, por lo que se ven orillados al uso inmoderado de productos
quimicos, afectando al medio ambiente y a la salud humana, ante esto surge la
necesidad de buscar nuevas alternativas de control, se evaluaron en condiciones
in vitro extractos vegetales de canela, gobernadora y citricos solos y adicionados
con nano particulas de hidréxido de silicio y carb6n activado con sobre el control
de F. verticillioides, mediante la técnica de medios envenenados en cajas Petri,
utilizando como medio de cultivo PDA, se realizé la dilucion de los extractos a
concentraciones de 500, 700, 1500, 2000, 2500 y 3000 ppm ademas de un testigo
absoluto y un testigo quimico cada tratamiento contaba con 4 repeticiones, se
evalué el porcentaje de inhibicion y se realiz6 un conteo de esporas. Los
resultados muestran que el mejor extracto fue el de gobernadora obteniendo
alrededor de un 55% de inhibicidbn a una concentracién de 3000 ppm, por otra
parte, el extracto de canela obtuvo una reduccion significativa en la produccion de
esporas con un promedio de 1.25E+06 esporas/mL, y para el caso de citricos
también mostré tener efecto tanto en crecimiento micelial como en la produccién

de esporas.

Palabras clave: F. verticillioides, Extractos, Fungicidas, Fitopatdgenos.
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ABSTRACT

Different species of the Fusarium genus have been identified as important plant
pathogens, which can affect at any stage of crop development, causing economic
losses and a decrease in production. One of the species of great interest is F.
verticillioides, widely distributed and with a wide ranges of hosts, being one of the
most affected the maize crop, as it can produce mycotoxins in addition to affecting
in the field and post-harvest. The control of this fungus is essential due to the
demand for food that forces farmers to obtain crops with higher yield and quality of
products, so they are forced to the immoderate use of chemicals, affecting the
environment and human health, thus the need to seek new control alternatives
arises, plant extracts of cinnamon, governor and citrus alone and added with nano
particles of silicon hydroxide and activated carbon were evaluated in in vitro
conditions on the control of F. verticillioides, by means of the technique of poisoned
media in Petri boxes, using PDA as culture medium, the extracts were diluted at
concentrations of 500, 700, 1500, 2000, 2500 and 3000 ppm in addition to an
absolute control and a chemical control, each treatment had 4 replicates, the
percentage of inhibition was evaluated and a spore count was carried out. The
results show that the best extract was that of governor obtaining around 55%
inhibition at a concentration of 3000 ppm, on the other hand, the extract of
cinnamon obtained a significant reduction in spore production with an average of
1.25E+06 spores/mL, and for citrus also showed an effect on both mycelial growth

and spore production.

Key words: F. verticillioides, Extracts, Fungicides, Phytopathogens.
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INTRODUCCION

Las especies de género Fusarium estén distribuidas en suelo afectando a diversas
plantas y cultivos, siendo en ocasiones considerados como oportunistas (Tapia y
Amaro, 2014) las enfermedades causadas por estos hongos pueden provocar
marchitamientos vasculares, manchas, pudricion de raices, tallos, semillas, granos
y frutos (Nelson, 1992). El hongo Fusarium verticillioides anteriormente se conocia
como Fusarium moniliforme, este ascomiceto pertenece a la subdivisién
Deutoromycota, y presenta una fase sexual llamada teleomorfo (De La Torre-
Hernandez et al., 2014). Este hongo se encuentra distribuido a nivel mundial
principalmente en zonas templadas, tropicales y humedas, teniendo una amplia
gama de hospederos siendo el maiz el cultivo principalmente afectado ya que
ocasiona tizén en plantulas, pudriciones en tallo y mazorca disminuyendo con esto

la calidad de la semilla (Cruz-Lachica et al., 2022)

Para el controlar este patdégeno se utilizan diferentes técnicas, dentro de las cuales
el control quimico es el mas utilizado, sin embargo, tiene desventajas puesto que
son residuales, generan dafios a la salud humana y al ambiente (Gan y Wickings,
2017). Existe la necesidad de buscar alternativas de control que sea efectivas y
menos toxicas, el empleo de extractos vegetales son una opcion, ya que se
obtienen de diferentes érganos de las plantas tales como raices, hojas, brotes,
tallos, flores y frutos, siendo una opciébn ya que no generan resistencia, no
contaminan y son biodegradables (Cordell, 2000). En la actualidad los
nanomateriales estan surgiendo como herramientas para controlar las
enfermedades de las plantas e incrementar el rendimiento de los cultivos para
satisfacer la elevada demanda mundial de alimentos (El-Sayed et al., 2023). Estas
nano particulas se utilizan para reducir el uso de plaguicidas y mejoran su
eficiencia, ya que se utilizan dosis mas bajas de los productos (Patil et al., 2012).
Por tal motivo la adicion de sustancias como el carbén activo y nano particulas de

hidroxido de silicio a los extractos vegetales, podrian ser un potenciador de estos



mejorando su eficiencia, por su parte las nano particulas le confieren
biocompatibilidad y amplian el area superficial del extracto (Asgari et al., 2018).
Mientras que el carbon activado tiene propiedades que le permiten purificar las

sustancias, por lo cual podrian ser aprovechadas en la agricultura (Vargas, 2015).

Objetivo general

Evaluar in vitro el potencial de principios activos de gobernadora, canela y citricos,
solos y adicionados con carbén activado y nano particulas de hidroxido de silicio,

sobre el control de Fusarium verticillioides.

Objetivos especificos

» Determinar la concentracion letal media (CLso) de los extractos de
gobernadora, canela y citricos para la inhibicion del crecimiento micelial de
Fusarium verticillioides.

e Realizar el conteo de esporas de Fusarium verticillioides de los diferentes

tratamientos para determinar su inhibicion.
Hipotesis

Al menos uno de los extractos utilizados lograré inhibir el crecimiento y produccion

de esporas de Fusarium verticillioides.



REVISION DE LITERATURA

Género Fusarium.

El género Fusarium fue descrito por Link en 1915, el arreglo taxonomico dentro del
género varia segun el punto de vista de diferentes autores que se han dedicado a

su estudio,
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Fusarium

Fuente: Leslie y summerell, 2006.
Morfologia

La taxonomia de este género ha pasado por diversos cambios desde su primera
descripcidn, con la observacién microscépica se logran apreciar fialides finas y con
una apariencia un tanto asemejada a una botella, puede ser cortas o alargadas,
simples o ramificadas, polifialidica o monofialidica. Los microconidios para el caso
de ciertas especies se encuentran ausentes y poseen una variacion de formas
(fusiformes, ovales, clavadas), macroconidios pueden ser hialinos o septados con
forma de media luna, ademas se pueden apreciar clamidosporas con una doble
pared gruesa, lisa o rugosa, las cuales se encuentran tanto aisladas, en pareja o

incluso en grupo (Tapia y Amaro, 2014).



Biologia

Es un género ampliamente distribuido de hongos imperfectos que causan una
gran variedad enfermedades en plantas por lo que son de gran interés agricola y
econdmico (Nelson et al.,, 1981). Las especies de este género son saprofitas
durante determinadas etapas de crecimiento y dependiendo de la especie pueden
desarrollar o no una etapa de reproduccion sexual, se han descrito estados
sexuales para algunas especies de este género, todos los teleomorfos conocidos
de Fusarium spp., estdn incluidos en el orden Hipocreales de Ascomicota
(Samuels et al., 2001).

Ciclo de Vida

El in6culo inicial estd presente en el rastrojo y el suelo, iniciando la infeccion
durante las primeras etapas del cultivo. La pudricibn o podredumbre de la raiz
comienza durante la etapa vegetativa pero no se nota hasta que comienza la
migracion de fotosintatos desde la base del tallo hacia la parte aérea y
posteriormente la planta se debilita. Dado que la mayoria de los patégenos de este
género son habitantes del suelo, la enfermedad se considera monociclica, ya que,
aunque pueden presentarse infecciones secundarias, los dafios y pérdidas
dependen del in6culo presente en la parcela al momento de la siembra (Fauba,
2020).

Fusarium verticillioides

Existe una considerable controversia sobre el nombre del taxdn especie, algunos
taxdbnomos lo llaman F. moniliforme y otros F. verticillioides, considerando que el
nombre F. verticillioides soOlo puede utilizarse para cepas con teleomorfo G.
moniliformis (Gibberella funjikori) y no s6lo como reemplazo de F. moniliforme

(Leslie y Summerell, 2006).
Clasificacion taxonémica
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota



Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Gibberella
Género: Fusarium (anamorfo)
Especie: Fusarium verticillioides

Groenewald, 2006; Diaz de castro et al., 2007.

Descripcion morfolégica

Esta especie presenta macroconidios en forma de hoz con la superficie dorsal y
ventral casi paralelas, su pared es delgada con una célula basal o pie distinto y
una célula apical que a menudo es alargada, microconidios unicelulares con la
base truncada y se desarrollan en cadenas largas y cabezas falsas. Los
microconidioforos son monofialides largas no ramificadas y/o ramificadas (Nelson,
1992)

Distribucion mundial

El hongo F. verticillioides es capaz de colonizar aproximadamente mas de 1000
especies de plantas (Bacon y Yates, 2006; Pérez-Rodriguez, 2014). Se considera
un patégeno importante como problema en el maiz, y se encuentra en regiones
tropicales y subtropicales de todo el mundo (Granjo et al., 2007). Es un patégeno
no obligado y no especifico de un huésped, ya que podemos encontrarlo en
muchos cultivos importantes tales como sorgo, trigo, avena, arroz, algodon,
frijoles, tomate, mani, platano, soja, pimiento verde, cartamo y especies forrajeras,
siendo su principal huésped el maiz, pudiendo encontrarlo en el pasto pitillo
(Ixophorus unisetus) planta silvestre considerada la principal fuente de in6culo
(Cantu-Rodriguez, 1998; Tirado- Ramirez et al., 2023)



Distribucion en México

Actualmente en México F. verticillioides esta presente y afecta cultivos de alta
produccion en varias partes dentro del territorio como el maiz, trigo, arroz, triticale,
platano, cebada, sorgo y agave, por mencionar las mas importantes. Se ha
determinado que esta enfermedad en la actualidad se encuentra presente y las
zonas con mayor registro de dafios a causa de este patdgeno son la region de
valles altos, el bajio y en los estados de Jalisco, Tamaulipas, Chiapas, Veracruz y

sonora (Pérez-Rodriguez, 2014).

Principales Cultivos Afectados
Maiz (zea mays)

El maiz representa uno de los cultivos mas importantes no solo para México sino
para todo el mundo, F. verticillioides es el patbgeno con mas incidencia en este
cultivo y al cual se le ha prestado mas atencién por su extensa distribucion
ademas de su alta capacidad de producir micotoxinas y de generar resistencia a
diferentes ingredientes quimicos (Mazzani et al.,, 2000). Este hongo limita la
productividad del cultivo y provoca cuantiosas péerdidas econdmicas que varian de
un afo a otro, se le identific6 como un patégeno necrético debido a la capacidad
que tiene para provocar la muerte del tejido del hospedero para después sobrevivir
como un saprofito en los rastrojos y restos del cultivo, en primeras etapas de la
infeccion el hongo adquiere una fase biotrofa, llegando a sobrevivir como endofito
en la semilla y el tallo de las platas sin ningin dafio aparente y cuando las
condiciones ambientales son favorables infecta la mayoria de los tejidos de la
planta llegando a provocar una pudricién en raiz, tallo y mazorca (Kedera, 1994).

En el grano se puede notar sobre el pericarpio un patrén de lineas blanquecinas y
en casos donde la infeccion es mas intensa suele aparecer micelio de color blanco
con una apariencia algodonosa, que inicia en los granos del apice vy
posteriormente avanza por toda la mazorca creando una pudricién, a estos dafios
se conoce como fusariosis rosa, tipica de F. verticillioides (Cao, 2013), una vez

presente este puede mantenerse alli por un periodo prolongado de tiempo,



pasando a ser un una enfermedad de postcosecha, esta especie es capaz de
producir diferentes micotoxinas, las mas abundantes son las fumonisinas estas
han causado gran preocupacion debido a los dafios que causan al ser consumidas
(Desjardins, 2006), pues se encuentra asociadas con el cancer de esfogado en
humanos y varias enfermedades en animales como la leucoencefalomalacia en

caballos y el edema pulmonar en cerdos (Perusia y Rodriguez, 2013).
Sorgo (Sorghum spp.)

Para México el sorgo es un cultivo de suma relevancia econdmica y agricola el
cual se cultiva en casi todo el pais. El tizon de tallo y panoja, es una afeccion que
se presenta regularmente en todas las é&reas sorgueras del pais, pero
principalmente en el bajio, las pérdidas a causa de este patdogeno varian
dependiendo de la severidad y el estado fenologico del cultivo (Hernandez et al.,
1987), este patdgeno se moviliza por el sistema vascular hacia la semilla, el
crecimiento del micelio produce variaciones en la coloracion de las flores y del
grano, en casos severos y cuando estos son en etapas tempranas de llenado del
grano, interfiere en la correcta formacion de la semilla, produciendo un cambio de
color del pericarpio, reduce el endospermo, reduce el peso volumétrico de la
semilla, afecta la germinacion y el vigor, ademas de que genera micotoxinas que

afectan la salud humana y animal (Menkir et al., 1996).
Banano (Musa spp.)

Este cultivo de zonas tropicales, es uno de los mas consumidos en todo el mundo,
recientemente se encuentran reportes de F. verticillioides asociados a dafios en
cultivares, esta enfermedad presenta sintomas como amarillamiento, seguido de
necrosis en las hojas que avanza desde el borde hacia la nervadura principal,
caida del peciolo y en casos severos la muerte de la planta, otros dafios internos
incluyen necrosis en los haces vasculares con lesiones necroticas en el interior de

rizomas y raices (Aguilar-Anccota et al., 2021).



Agave (Agave tequilana Weber var. Azul).

Esta especie del generé Fusarium ha sido encontrada frecuentemente en tallo de
plantas de agave tequilero, ocasionando la enfermedad conocida como marchitez
del agave, sin embargo, también se han encontrado otras especies asociadas a
sintomas similares, esta enfermedad se reporta con alta incidencia en el estado de
Jalisco, de manera general se puede encontrar esta y otras especies del género
Fusarium spp., aunque no se presente sintomas en las plantas debido a que este
hongo es un habitante natural del suelo y puede sobrevivir en materia organica
(Tlapal-Bolafios, 2013).

Arroz (Oryza sativa)

Podemos encontrar esta especie en arroz provocando la llamada fusariosis del
arroz, dentro de los sintomas manifestados incluyen un menor desarroll6 en grosor
y mayor en altitud, cambios en la coloracion (amarillamiento) y una reduccion en el
tiempo de espigado, produce un manchado del grano de coloracion rosacea, una
pérdida de la capacidad germinativa del grano ademas de que genera

contaminacion con micotoxinas (Carreres, 1997).

Control quimico

El interés por aumentar y preservar la cantidad de cosecha ha sido de suma
importancia para el hombre desde su asentamiento como agricultor, surgiendo la
necesidad de luchar en contra de las diferentes enfermedades que afectan y

amenazan los alimentos y otros productos agricolas (Ferrer, 2003).

Los fungicidas son sustancias quimicas utilizados en la agricultura con el fin de
eliminar o detener el desarrollo de organismos no deseados, en la actualidad
existen diferentes ingredientes activos utilizados en la elaboracion de estos
fungicidas de los cuales cada uno puede eliminar diferentes especies de hongos

en gran variedad de plantas cultivadas (Gabriel et al., 2011).

Aunque el uso de fungicidas quimicos en la agricultura resulta competente, su
eleccion como medio para el control de enfermedades fitopatégenas resulta en

fuertes repercusiones en diferentes ambitos como son el ecolédgico, econdémico y
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sanitario (Gabriel et al., 2011), estos productos impactan en el ambiente y a
organismos presentes, en diferentes maneras y con distintos niveles de
intensidad, dependiendo de factores como la forma en que se utilizan, las
caracteristicas geograficas de la zona en donde se aplican y estados climaticos
(Vargas-Gonzalez, 2019), el arrojo de residuos liquidos de los productos quimicos
fuera de areas designadas, aplicaciones al suelo o tratamiento de semillas,
influyen en la contaminacién del agua ya que son arrastrados por las corrientes
hacia rios y mares donde ademés afecta la cadena tréfica maritima. (Castillo et
al., 2020).

Toxicidad a humanos

Los estudios han relacionado el uso prolongado de pesticidas y la exposicion a
una variedad de enfermedades médicamente importantes, como cancer,
leucemia, Parkinson, asma y deterioro cognitivo entre otros, la exposicion a los
pesticidas se da principalmente durante su aplicacion, ademas por el mal uso de
estos y la falta de equipo de proteccion, también se pueden ingerir por medio de
consumo de alimentos contaminados e inhalacion de aire , estas sustancias entran
al cuerpo principalmente por vias dérmica, oral, ocular, y respiratoria, su peligro
estd determinado por factores como la concentracion del ingrediente activo y la

toxicidad del mismo (Gonzélez, 2019).
Resistencia a funguicidas

Debido a la naturaleza de los fungicidas, estos pueden afectar sitios especificos
de los patdgenos, a esto se le llama sitio de accion del fungicida, el cual entre méas
especificidad presente con un solo sitio de accién tiende a crear una resistencia de

manera rapida (Carmona y Sautua, 2017).

Se llama resistencia adquirida cuando una poblacion de hongos susceptible a un
fungicida adquiere resistencia, la consecuencia es que la poblacién que
anteriormente era controlada con un fungicida este deja de ser efectivo. Esta
resistencia se debe a la capacidad de adaptacion de los seres vivos a condiciones

desfavorables (Molina, 2018). Por otra parte la resistencia cruzada implica que las



moléculas fungitoxicas del mismo grupo quimico y que comparten el mismo modo
de accidn tiene una alta probabilidad de no tener efectos sobre una cepa que ya
ha generado resistencia, aun cuando estos nunca fueron utilizados para el
control de ese patogeno (FRAC, 2019)

Control con Extractos Botanicos.

Ante la necesidad de intensificar la produccion agricola para satisfacer las
necesidades alimenticias y ademas asegurar de manera simultidnea la proteccion
del medio ambiente y la salud humana, se buscan alternativas de soluciones
sustentables para evitar la escases de alimentos por perdidas a causa de
enfermedades (Notarnicola et al., 2017). Podemos utilizar una variedad de
herramientas para controlar las enfermedades causadas por hongos, desde
labores culturales realizadas periédicamente hasta la aplicacion de productos

quimicos y biologicos (Rodriguez et al., 2012)

La tendencia actual vuelve a los productos y sistemas naturales, comiunmente
utilizados antes de que llegaran los productos quimicos, los cuales nuevamente
son demandados por la agricultura ecoldgica, que aunque no son 100% efectivos
resulta una buena alternativa, algunos de estos son las formulas organicas y
naturales, las cuales consisten en conseguir a partir de extractos vegetales
plaguicidas ecolégicos con férmulas efectivas en el control y posible eliminacién
de determinadas enfermedades (Del Puerto Rodriguez et al., 2014)

Los preparados conocidos como extractos de plantas se derivan de un proceso de
extraccion de sustancias fitoquimicas de varios tipos de plantas y sus tejidos

utilizando diversos solventes para este proceso (Fagro, 2020).

El uso de plantas y sus derivados a incrementado cada vez mas para el control
no solo de enfermedades sino también para el control de insectos plaga (Cavaliere
et al., 2008). Las plantas tienen capacidad para sintetizar gran cantidad de
metabolitos secundarios que se encuentra relacionados con diferentes
mecanismos dentro de los podemos mencionar compuestos quimicos como

terpenos, fenoles, compuesto nitrogenados como alcaloides y compuestos
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azufrados muchos de estos con propiedades antimicrobianas. Estos metabolitos
tienen una funcibn importante en la proteccibn contra depredadores,
microorganismos patdégenos y herbivoros, asi como también diversos tipos de

estrés abidtico (Mesa et al., 2019).
Extracto de canela

La canela cuyo nombre cientifico es Cinnamomum zeylanicum Blume, pertenece a
la familia de las Lauraceae, originaria de Ceilan y sureste de la india, es un arbol
gue puede alcanzar entre 3 y 10 metros de altura, su tronco es de hasta 50 cm

recubierto por dos cortezas una de ellas intensamente aromatica (Arango, 2007).

En la parte interna de su estructura es donde se encuentran las células que
contiene los aceites esenciales, presentan un color amarillento, estos aceites son
los que le otorgan el aroma caracteristico de la canela, siendo alguna de estas
sustancias de la composicion quimica responsable de la accién farmacologica y

antifingica que posee la canela (Masson, 2003).

Cuando hablamos de la composicion quimica nos referimos a los constituyentes
gue posee la corteza del arbol de canela la cual contiene entre otras cosas
aldehido cinamico, eugenol, linalool, benzaldehido, felandreno, acido benzoico, y
cinamato de bencilo y en menor cantidad tanios, cumarina azucares y resina,
estas sustancias le brindan a la canela sus propiedades antifungicas (Garcia,
2000). Los aceites esenciales de la canela actian sobre los patdgenos causando
una induccion de la apoptosis generando una muerte programada y necrosis por
un proceso en el que interfiere la funcién mitocondrial de las células del hongo, al
mismo tiempo ocasiona un aumento en la permeabilidad y la eliminacién de iones

de la membrana de la célula del hongo (Sanchez y Lujan, 2013).
Extracto de gobernadora

Larrea tridentata L. comUunmente conocida como gobernadora es un arbusto
perteneciente a la familia Zygophyllaceae, es de porte erecto y ramificado desde la
base, se encuentra distribuida principalmente en el norte del pais donde es

abundante y crece en las zonas mas secas de México. Diversos estudios han
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demostrado que los extractos de gobernadora tienen una accion antifingica en
condiciones in vitro para el manejo de al menos 17 hongos fitopatdbgenos de
importancia econOmica, ademas de que se ha encontrado que funcionan
incorporados al suelo para el control de al menos 6 hongos en diferentes cultivos

de manera in vivo (Lira-Saldivar et al., 2003; Vargas Arispuro et al., 2006).

Ademas de la actividad antifingica se encontrado que el extracto de gobernadora
tiende a inhibir la germinacion de esporas debido a los compuestos presentes
como son flavonoides, lignanos, amino&cidos, saponinas y minerales, dentro de
los cuales el que méas destaca es el compuesto &cido nordihidroguaiaretico
(NDGA), este compuesto actia como inhibidor de enzimas, los acidos organicos
presentes producen una reaccion quimica con los sistemas sensitivos de las
enzimas que se encuentran en el micelio y los cuerpos fructiferos de los hongos,
volviéndolas cataliticamente inactivas por el proceso de desnaturalizacién quimica
y morfoldgica, este proceso produce el bloqueo de la sintesis de sustancias vitales
en la pared , la ruptura de la misma, y posteriormente su plasmolisis y ademas

afectan en el transporte mitocondrial de electrones (Caloch, 2021).
Extracto de citricos (citrus spp.)

Las plantas pertenecientes al género Citrus son estudiadas para el control de
microorganismos, diferentes especies de citricos de las cuales podemos
mencionar naranja (Citrus sinensis), la toronja (Citrus maxima) y la mandarina
(Citrus reticulata) contienen en sus semillas y cascara una gran cantidad de
metabolitos secundarios, los cuales presentan actividad antifangica, se ha
encontrado que inhiben el crecimiento de varias especies de hongos, estos se
atribuye a los metabolitos secundarios que son producidos en las hojas y frutos,
dentro de los cuales se incluyen alcaloides, terpenos, fenoles, flavonoides, taninos

y saponinas. (Okwu, 2007).

Algunos de los metabolitos importantes son las flavonas metoxiladas casi
exclusivas de los citricos como son la nobiletina, sinensetina, tangeretina,
guercetogetina y heptametoxiflavona, las cuales tiene mayor efecto como

sustancias antifungicas, esto se debe a que las flavonas metoxiladas no presentan
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glicosilaciones y tienen un grupo metoxilo en su estructura, los compuestos antes
mencionados hacen que los citricos tengan un potencial en el uso de sus
metabolitos secundarios para usarse en la industria de los biopesticidas (Del Rio
et al., 2000).

Uso de nanomateriales

Las nano particulas ya sean de origen metalico o extraido de carbén, o materiales
como arcillas, se pueden utilizar en la agricultura para aumentar la eficiencia de
los insumos agricolas y reducir significativamente la cantidad de producto
utilizado, el uso de estos nanomateriales pueden desarrollar tecnologias
potenciales para el manejo de enfermedades de los cultivos con la formulacion de
nuevos pesticidas, lo cual es posible debido a las propiedades de estos materiales
como su reactividad, efectos cuanticos y conductividad eléctrica (Singh et al.,
2015),

Nanoparticulas de Silicio

Las nano particulas son particulas demasiado pequefias, las SiNP son nano
materiales con propiedades O6pticas, biocompatibles, cuentan con una elevada
area superficial y una elevada capacidad para poder transportar y liberar
sustancias de manera biolégicamente activa, dichas particulas pueden ser
clasificadas por su forma (simétrica y asimétrica), tamafio y de acuerdo al tamafio

de los poros (Asgari et al., 2018).

En modelo de funcionalidad de las nano particulas consiste en cubrir su superficie
con moléculas organicas o algin compuesto polimérico esto con el fin de darle
estabilidad, solubilidad y en ciertos casos también la capacidad de anclar
compuestos 0 moléculas de interés quimico biolégico (Hernandez-Adame et al.,
2019). Las SiNPs son biodegradables y biocompatibles estas nano particulas
actualmente estan siendo utilizadas como bioacarreadores de compuestos
quimicos utilizados en la agricultura como pueden ser pesticidas y herbicidas, su
mayor uso y enfoque se ve en el desarrollo de pesticidas pues estos le otorgan

resistencia a las plantas contra plagas de insectos y hongos sin que afecte el
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crecimiento de la misma ademés de que estos no afectan la salud del consumidor
(Villagobmez et al., 2022).

Adicion de Carbon Activado

Cuando hablamos de carbon activado nos referimos a un material poroso
elaborado partir de materiales ricos en carboné obtenidos por diferentes procesos
tanto quimicos como fisicos, el carbdén activo es un producto que posee una
estructura cristalina reticular parecida a la del grafito, ademas de que es un

material demasiado poroso (Rouquerol et al., 1999).

En general el carbon es capaz de atraer moléculas de compuestos indeseables,
pero la diferencia de un carbdn activado radica en la cantidad de atomos de la
superficie que se encuentran disponibles para realizar la absorcion. La activaciéon
de cualquier tipo de carbdn consiste en aumentar el area superficial creando una
estructura porosa, esto se lleva a cabo con el fin de remover un impureza organica
gue causa a algun tipo de olor, color o incluso sabor indeseable, normalmente esta
técnica de absorcién por medio de carbon activado suele ser la técnica mas usada

ademas de sencilla y econémica (Garcia, 2018).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del Experimento

La investigacion realizada se llevd a cabo en el laboratorio de toxicologia del
Departamento de Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN), ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila de Zaragoza, México.

Obtencion de la cepa de Fusarium verticillioides.

La cepa utilizada para el desarrollo de esta investigacion fue proporcionada por el
laboratorio de Toxicologia de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro.
Para el incremento de la cepa, esta fue reactivada en cajas Petri con medio de
cultivo papa-dextrosa-agar (PDA), incubandola a 27°C £ 2 por una semana, una

vez que la cepa llend por completo la caja se procedio a realizar lo bioensayos.

Extractos Botanicos

Se evaluaron tres extractos boténicos: canela (Cinnomomum zeylanicum),
gobernadora (Larrea tridentata) y el extracto a base de citricos (citrus spp.), estos
fueron evaluados tanto solos como adicionados al 5% den ano particulas de
hidréxido de silicio y carbén activado.

Para esta investigacion se realizé un disefio completamente al azar, se evaluaron
seis diferentes concentraciones de cada extracto 500, 700, 1500, 2000, 2500 y
3000 ppm con cuatro repeticiones para cada tratamiento, ademas se establecié un
testigo absoluto (PDA) y testigo quimico (Tiabendazol) a 5, 10, 15, 25, 50 y 100

ppm.
Evaluaciéon de los Extractos Botanicos

La capacidad antifingica de los extractos botanicos se realiz6 con la técnica de
medios envenenados (Gamboa-Alvarado et al., 2003), para ello se realizé la
siguiente metodologia, en matraces Erlenmeyer se agregd agua destilada y se

adiciono la cantidad de PDA que estd recomendada por el fabricante MCD LAB,
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enseguida se esterilizaron en autoclave a una temperatura de 121°c y una presion
de 15 PSI(Ib/plg-2) durante 15 minutos, pasado este tiempo se dejo enfriar hasta
alcanzar una temperatura aproximada de 35°C. Posteriormente se le agregaron
las cantidades calculadas de extractos botanicos para obtener las concentraciones
deseadas (500, 700, 1500, 2000, 2500 y 3000 ppm), después se procedid a vaciar
el contenido en cajas Petri y se dejaron solidificar, transcurridas 24 horas se
colocaron explantes de aproximadamente 5 mm de diametro de la cepa de F.
verticillioides en el centro de las cajas Petri.

Para la evaluacion de la inhibicion se utilizé un vernier digital para tomar 2 lecturas
radiales cruzadas cada 24 horas hasta que el testigo cubri6 completamente el
diametro de la caja Petri con micelio. El porcentaje de inhibicidn se calcul6 con la

férmula:

% de inhibicién = (Dc —Dt/Dc)*100
Donde:
Dc=es el diametro promedio del crecimiento micelial del control.
Dt= es el didmetro del crecimiento micelial del hongo

Kishore et al., (1996).

Conteo de Esporas

Al término de la evaluacién del crecimiento micelial se realiz6 el conteo de esporas
de cada uno de los tratamientos realizados. Con un sacabocados de 5 mm de
diametro se cortaron 5 explantes de cada caja Petri, posteriormente fueron
colocados en tubos Falcon estériles a los cuales previamente se le colocaron 10
ml de agua destilada estéril, se etiqueto cada uno de los tubos con el tratamiento
del cual se extrajeron los explantes, se agitaron con ayuda de un vortex para que
las esporas se desprendan y la mezcla se homogenice, enseguida con ayuda de
una micropipeta se tomaron 100 microlitros de la suspensién y se colocaron en
una cadmara de Neubauer para su posterior observacion al microscopio, enfocando

con el objetivo de 40x para poder apreciar las esporas.
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Analisis Estadistico

Con resultados obtenidos se realiz6 un andlisis PROBIT en el programa
estadistico SAS (Statistical Analysis Software) version 9.0, esto con el objetivo de
determinar la concentracion letal media (Clso) y la concentracion letal 95 (Clgs) esto
para cada uno de los extractos evaluados, ademas de realizar un analisis de
varianza (ANOVA).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Inhibicion del crecimiento micelial

El crecimiento micelial del testigo absoluto se tomd como referencia para
determinar el porcentaje de inhibicién que tuvo cada uno de los extractos en el

control de Fusarium verticillioides.

Para la inhibicion de F. verticillioides, se observo que el extracto de gobernadora
en general obtuvo mejores resultados, el extracto solo obtuvo mayor porcentaje de
inhibiciébn que al adicionarle nano particulas de hidroxido de silicio y carbon
activado (Cuadro 1), a una concentracién de 500 ppm del extracto solo, se inhibio
el 29.3% del crecimiento micelial, las concentraciones con mayor porcentaje de
inhibicién fueron 2000 y 3000 ppm las cuales alcanzaron un porcentaje muy
similar de alrededor del 55% de inhibicion, seguido de este tratamiento tenemos
qgue el extracto de gobernadora adicionado con nano particulas de hidroxido de
silicio a una concentracion de 2500 y 3000 ppm obtuvo un 43.4 y 49.7% de
inhibicion respectivamente. El extracto de gobernadora adicionado con carbén
activado fue el que menor rango de inhibicibn expreso, la concentracion que
obtuvo mejores resultados de este tratamiento fue de 2500 ppm dicha inhibicién
fue de 41.9% y a una concentracion de 500 ppm se obtuvo Unicamente un 14% de
control, nuestros resultados coinciden con lo reportado por Tequida-Meneses et
al., (2002) quienes encontraron que extractos alcohodlicos al 6% de L. tridentata
inhibieron el crecimiento de A. flavus, A. niger, Penicilium chrysogenum, P.
expansum, F. poae y F. moniliforme en un rango de 41.5% hasta 100%; Osorio et
al., (2010), utilizaron extractos polifenélicos de L. tridentata logrando inhibir el 100
% del crecimiento de F. solani, a una concentraciéon de 0.70 mg kg-! L; Vargas-
Arispuro et al., (2006) reportaron que el acido nordihidroguayarético (NDGA)
extraido de L. tridentata logro controlar A. flavus y A. parasiticus a una
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concentracion de 300 y 500 ppm, por lo cual mencionan que L. tridentata tiene

potencial para controlar hongos productores de aflatoxinas.

Cuadro 1.- Porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial de F. verticillioides,
evaluado con extracto de gobernadora.

Concentraci
Concentracio on (ppm)
n Gobernado Gobernador Gobernadora + del T.
(ppm) ra sola a+ C.A NPs de Si(OH)s  T. quimico guimico
500 29.37 5k  14.063 m 37'”(:183 25,781 ki 5
700 45.625 efg  18.281 Im 41.094 ghi 58.906 ¢ 10
1500 41.719 fghi  32.344 jk 46.719 efg 87.969 b 15
2000 55.94 cd 34.219 ijk 49.844 def 95 ab 25
2500 53.281 cde 41.875 fgh 43.438 fgh 100 a 50
3000 55.625 cd 32.083 jk 49.688 def 100 a 100

Con los resultados obtenidos sobre la inhibicion del crecimiento micelial de F.
verticillioides se calcularon las CLso y CLos del extracto de gobernadora (Cuadro 2),
en el cual podemos apreciar que la CLso fue de 1731 ppm para el extracto de
gobernadora solo, al adicionarle nano particulas de hidroxido de silicio podriamos
controlar el 50% del hongo a una concentracion de 3451 ppm, y con carbén
activado se necesitarian 5598 ppm, siendo solo superados por el testigo quimico
con una Clso de 685.46 ppm, dichos resultados se asemejan a los obtenidos por
Lira-Saldivar et al., (2003) quien encontré que a concentraciones entre 1000 y
2000 ppm, del extracto de gobernadora se obtenia efecto fungistatico pare el
control de Botrytis cinerea, Colletotrichum coccodes y F. oxysporum.

Cuadro 2.Concentracioén letal media, limites fiduciales y ecuacion de prediccién de
los tratamientos del extracto de gobernadora.

Extracto (ppm)

Limites Ecuacion de
Gobernadora N CLso Fiduciales CLgs prediccion.

Gobernadora sola 4 1731 1264 — 2651 262612 Y=-2.4423+0.7542(x)
Y=-3.6438+0.9722

Gobernadora+ C.A. 4 5598 3628 -14483 275401 (X)
Gobernadora + NPs 18090752 Y=-1.2330
de Si(OH)4 4 3451 - 4 +0.3485(x)
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Y=-11.0685
T. quimico 4 685.46 620.02-748.89 1809 +3.9029(x)

El extracto de canela solo expresé porcentajes de inhibicion muy bajos (Cuadro 3),
obteniendo Unicamente un 0.938% de inhibicion a una concentracion de 1500
ppm, sin embargo, este resultado es estadisticamente similar a las demas
concentraciones pues el crecimiento micelial se dio a la par del testigo, al
adicionar carbon activado los resultados fueron similares obteniendo porcentajes
de 4.2 y 4.063% a una concentracién de 500 y 1500 ppm respectivamente, el
extracto adicionado con nano particulas de hidroxido de silicio obtuvo un
porcentaje de inhibicién del 19.8% a una concentracion de 2500 ppm siendo esta
concentracion la que mejor efecto inhibitorio obtuvo, estos resultados difieren a lo
reportado por Ochoa et al., (2012) quienes encontraron que la canela inhibi6 el
crecimiento micelial de F. oxysporum, F. culmorumy F. solani en un 4.47, 2.56 y
3.15% respectivamente esto a una concentracion de 50 ppm; Soliman y Badeaa
(2002), reportaron que el extracto de canela logré inhibir completamente
crecimiento de A.flavus a una dosis de 500 ppm, Barrera et al., (2008) mencionan
que la canela al igual que el tomillo y el orégano tienen propiedades antioxidantes
las cuales se encuentran relacionadas con algunos compuestos fendlicos, como el
carvacrol y el timol que podrian ser empleados bajo determinadas condiciones
como fungicidas y bactericidas, los cuales incitan la lisis rapida de la célula
bacteriana.

Cuadro 3.- Porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial de F. verticillioides,
evaluado con extracto de canela.

Concentracion

Concentracion Canela+ Canela + NPs (ppm)

(ppm) Canela sola C.A. de Si(OH)4 T. quimico del T. quimico
500 Oh 4.219¢g Oh 25.781 e 5

700 Oh Oh 42199 58.906 d 10

1500 0.938gh  4.063 gh Oh 87.969 c 15

2000 Oh Oh 3.594 gh 95 b 25

2500 Oh Oh 19.875f 100 a 50

3000 Oh Oh 3.906 gh 100 a 100
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Con los datos anteriores se calcularon las CLso y CLos (Cuadro 4) donde podemos
observar que la canela adicionada con nano particulas de hidroxido de silicio
obtuvo la CL50 méas baja a 26637 ppm en comparacion con los demas
tratamientos, sin embargo es una dosis muy elevada en comparacién con el
testigo quimico con 685.46 ppm, cabe mencionar que los datos obtenidos por
Diaz- Pérez (2020) son diferentes a los obtenidos, reportando que Fusarium sp.,
requiere de una concentracion de 3357 ppm de extracto de canela para inhibir el
50% del crecimiento del hongo.

Cuadro 4.-Concentracion letal media, limites fiduciales y ecuacion de prediccion
de los tratamientos del extracto de canela.

Extracto (ppm)

Ecuacion de

Canela N Clso Limites fiduciales Clgs prediccién
5.52E+4  Y=-3.3135

Canela sola 4 1.70E+29 - 3 +0.1134(x)
Y=-1.0512

Canela+ C.A. 4  9.05106 - 0.24661  +1.0057(x)
Canela + NPs de Si Y=-5.9980
(OH)4 4 26637 - 435620  +1.3553(x)
620.02529 - Y=-11.0685

T. quimico 4  685.4693 748.89118 1809 +3.9029(x)

El extracto de citricos adicionado con nano particulas de hidréxido de silicio a una
concentracion de 3000 ppm logré inhibir anicamente 11% del crecimiento micelial
del hongo (Cuadro 5), mientas que el extracto solo y adicionado con carbén
activado inhibieron por debajo del 9% en las diferentes concentraciones
evaluadas, Daquilema (2016) menciona que el aceite esencial extraido de hojas
de Citrus sinensis al 2.5 y 3.5% logro inhibir en un 100% el crecimiento radial de
Fusarium spp, ademas reportan resultados similares con aceite extraido de
corteza de Citrus sinensis al 1.5% demostré tener un 8.33% de control del
crecimiento, Okwu et al., (2007) le atribuyen las propiedades antifungicas a

diferentes especies de citricos por contener abundantes alcaloides y fenoles.
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Cuadro 5.- Porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial de F. verticillioides,
evaluado con extracto de citricos.

Concentracién

Concentracibn  Citricos  Citricos +  Citricos + NPs (ppm)
(ppm) solo C.A. de Si(OH)4 T. quimico del T. quimico
500 2.969 ef 9.844 ef 3.75 ef 25.781 d 5
700 3.281 ef 6.094 ef 6.25 ef 58.906 c 10
1500 5.625 ef 5.625 ef 4.375 ef 87.969 b 15
2000 8.594 ef 7.656 ef 1.875f 95 ab 25
2500 5.469 ef 7.813 ef 1.563 f 100 a 50
3000 4.513 ef 5.313 ef 11.042 e 100 a 100

De los datos obtenidos de cada tratamiento del extracto de citricos se calculé la
dosis letal media (Cuadro 6) donde la CL50 y CL95 fueron muy altas, Bosques-
Molina et al., (2010) utilizaron extracto de limén mexicano sobre C. gloeosporoides
y R. stolonifer, a una concentraciéon de 15% no logr6 inhibir completamente el
crecimiento de estos patégenos obteniendo un porcentaje del 40% y una dosis
letal media del 16.34%, resultados diferentes a los obtenidos en esta
investigacion.

Cuadro 6.-Concentracién letal media, limites fiduciales y ecuacion de predicciéon
de los tratamientos del extracto de citricos.

Extracto (ppm)

Ecuacion de

Citricos N CL50 Limites Fiduciales CL 95 prediccion.
Y=-2.9559

Citricos solo 4 13245774 - 1.22E+11 +0.4150(x)
Y=-1.0819 -

Citricos + C.A. 4 3.52E-09 - 4.95E-22 0.1280(X)
Citricos + NPs de Y=-2.1899
Si (OH)4 4  1.42E+13 - 1.07E+23 +0.1665(x)
618.32353 - Y=-11.0685

T. quimico 4  685.4693 745.86733 1809 +3.9029(x)
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Inhibicion de la produccion de esporas

De acuerdo con los resultados obtenidos en el conteo de esporas del extracto de
gobernadora (Cuadro 7) el testigo absoluto produjo alrededor de 8.50E+06
esporas/mL, sin embargo, podemos observar que el extracto de gobernadora
adicionado con carbon activado a una concentracion de 2500 ppm obtuvo un
100% de inhibicién en la produccién de esporas, siendo el extracto solo el mejor
tratamiento ya que redujo mas del 50% la produccion de esporas en las diferentes
dosis evaluadas, estos resultados son similares a los reportados por Jasso et
al., (2007) ya que mencionan que el extracto de gobernadora a 4000 ppm produjo
inhibicibn  para Colletotrichum gloeosporioides de 100%, en Alternaria
alternata 66.4% y 78.9% para Rhizopus sp., por otra parte Malacara-Herrera et al.,
(2023) demostraron que a una concentracion del 3% de extracto de gobernadora
adicionada connano particulasde Silicio se obtenia promedio de esporas de
0.90x108 mL.

Cuadro 7.- Comparacion de numero de esporas de los tratamientos de
gobernadora, producidos por F. verticillioides.

Extracto de gobernadora

L, Concentraci6
concentracid Gobernadora gobernadora Gobernadora +

n ppm sola + C.A. NPs de Si(OH), T. quimico n qu_T.
quimico

500 3.63E+06ij 3.20E+07 m 2.50E+06 h 7.63IEI+06 5
700 3.25E+06 hij 1.68E+07 m 1.38E+06f 5.00E+05 e 10
1500 3.13E+06 hi 1.35E+07 Im  5.75E+06 jk od 15
2000 2.00E+06 g 1.31E+07 Im 7.50E+05 e Oc 25
2500 1.25E+06 f Oe 1.40E+07 m Ob 50
3000 3.00E+06 hi 1.81E+07m 1.40E+07 m Oa 100

Testigo 8.50E+06 Kl

Para el caso del extracto de canela (Cuadro 8) la esporulacion disminuyo partir de
una concentracion de 700 ppm para los 3 tratamientos, sin embargo, el mejor

resultado se obtuvo en el extracto de canela solo a una concentracion de 3000
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ppm, con un promedio de esporas de 1.25E+06 mL, sin embargo,
estadisticamente a partir de la concentracion de 1500 ppm los resultados fueron
estadisticamente similares. El extracto adicionado con carbdn activado a una
concentracion de 3000 ppm inhibié mas del 70% de la esporulacion, sin embargo
las deméas concentraciones redujeron significativamente mas del 50% de las
esporas, por su parte el extracto con nano particulas de hidréxido de silicio a una
concentracion de 3000 ppm obtuvo un resultado de 2.75E+06 esporas/ml
reduciendo en menor cantidad la esporulacion, estos resultados muestran una
disminucién significativa de la produccién de esporas respecto al testigo, estos
resultados difieren a los reportados por Ochoa-fuentes et al., (2012) quienes
reportan que a 200 ppm de extracto de canela se obtenia 1.6x10° conidios/ mL de
Fusarium oxysporum.

Cuadro 8.- Comparacion de numero de esporas de los tratamientos de canela
producidos por F. verticillioides.

Extracto de canela

¢ Canela + ¢
concentracio Canelasola Canela + C.A. NPs de T. quimico Concentrgc_lon

n ppm Si(OH). del T. quimico

500 1.85E+07k 9.63E+06k 1.46E+07k 7.63E+06jk 5

700 3.13E+06ghi  2.63E+06fghi  3.38E+06hi  5.00E+05d 10

1500 1.75E+06ef  2.50E+06efgh  3.13E+06ghi od 15

2000 1.63E+06e  2.13E+06efgh 2.75E+06ghi Oc 25

2500 1.63E+06e 2.00E+06€efg 3.50E+06jk Ob 50

3000 1.25E+06e 1.88E+06efg  2.75E+06ghi Oa 100
Testigo 8.50E+06k

Respecto al extracto a base de citricos al realizar el analisis de varianza de
inhibicion de esporas (Cuadro 9) se obtuvo que los tratamientos de citricos solo,
adicionado con carbon activado y con nano particulas de hidroxido de silicio,
mostraron sus mejores resultados a la concentracibn maxima evaluada de 3000
ppm con promedios de 3.25E+06, 2.63E+06 y 3.75E+06 esporas/mL

respectivamente, los resultados de los 3 tratamientos son similares y se puede
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observar un reduccion de esporas superior al 50% por los que se podria decir que
F. verticillioides tiende a reducir la produccion de esporas con cualquiera de los 3
tratamientos evaluados, Diaz-Pérez, (2020) menciona que con extracto a base de

citricos a una concentracion del 3% obtuvo una media de 2.50x103 esporas por ml.

Cuadro 9.- Comparacion de numero de esporas de los tratamientos de citricos,
producidos por F. verticillioides.

Extracto de citricos

concentracién .. . Citricos + Citricos * . Concentracién
Citricos solo NPs de T.quimico gy
ppm C.A. Si(OH), del T. quimico
500 7.88E+06m 7.13E+06m  8.38E+06m  7.63E+06m 5
700 5.63E+06k 5.63E+06jk 6.63E+06l  5.00E+05de 10
1500 4.63E+06h  5.63E+06jk 6.13E+06k Ocd 15
2000 5.13E+06hi  4.00E+06h 5.50E+06j Obc 25
2500 3.38E+06gh 3.50E+06gh  5.25E+06i Oab 50
3000 3.25E+06fg 2.63E+06ef 3.75E+06gh Oa 100
Testigo 8.50E+06m
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CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que el extracto de gobernadora
es una alternativa para el control de F. verticillioides ya que no solo redujo el

porcentaje de crecimiento micelial si no también la produccién de esporas.

El extracto de canela y citricos pese a que no obtuvieron gran porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial, si mostraron una reduccién significativa en
cuanto a la produccion de esporas por lo que podrian ser empleados para el
control de F. verticillioides.

Las nano particulas de hidroxido de silicio y carbon activado no mostraron efectos
significativos, sin embargo, se sugiere continuar con su evaluacién ya que su uso

puede ser eficiente en la agricultura.
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