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I. INTRODUCCION

En México el jitomate esta considerado como la segunda especie horticola mas
importante por la superficie sembrada y como la primera por su valor de produccion.
El principal Estado productor de jitomate en nuestro pais es Sinaloa, con un 40% de
la produccién total del pais, seguido por Baja California Norte, San Luis Potosi y

Michoacan.

El jitomate es una de las hortalizas mas atractivas a nivel mundial, ya sea por su
valor nutritivo, como por su uso a nivel industrial, pero muchas veces su produccion
se ve afectada por la aparicion de enfermedades y plagas. Una de las enfermedades
fungosas que mas afecta la produccion de jitomate en nuestro pais es la marchites o
tizén temprano, provocado por el hongo Alternaria solani, llegando a causar pérdidas
en las cosechas hasta de un 80 % y en ocasiones la perdida total del cultivo
(Fernandez, 1996). Esta enfermedad es probablemente una de las mas frecuentes y
destructivas del cultivo del jitomate (FUSAGRI, 1983), y afecta principalmente a las
hojas, tallos y frutos, pudiendo ocasionar inclusive la pérdida completa de la

produccion (Castafio y del Rio Mendoza 1994; Dillard et al., 1995).

Los fungicidas sintéticos son ampliamente utilizados para el control de los hongos
fitopatdgenos, sin embargo, el uso indiscriminado ha originado diversos problemas,
como toxicidad a los usuarios y dafnos al medio ambiente, por lo que se deben
extremar las precauciones al utilizarlos (Wilson et al., 1989). Ante esta situacion, una
alternativa prometedora es el uso de los productos naturales derivados de las plantas

para el control de hongos fitopatégenos.



Las raices de la planta Heliopsis longipes, comunmente conocida como "Chilcuague"
en la regién de la Sierra Gorda al norte de Guanajuato, presenta una actividad
importante como insecticida (Fisher, 1957). Esta planta, que pertenece a la familia
Asteraceae, ha sido aprovechada en nuestro pais con diversos fines, entre los que
se pueden mencionar el uso como saborizante, anestésico local, insecticida entre
otros. Algunos géneros de la tribu Heleanthea como Heliopsis y Acmella sintetizan
compuestos con actividad biolégica denominados "alcamidas" los cuales se asocian
a tejidos especificos de la planta principalmente en raices, en las cabezuelas florales
y en las semillas. La especie H. longipes las presenta principalmente en las raices
mostrando las concentraciones mas altas observadas de estos metabolitos (Molina -

Torres et al., 1996).

En trabajos anteriores se ha estudiado la actividad fungicida de Afinina purificada. La
afinina es la alcamida mayoritaria en raices de H. longipes, y en extracto crudo de la
raiz de esta misma planta. El efecto sobre los fitopatégenos Sclerotium cepivorum 'y
S. rolfsii fue de una actividad inhibitoria del crecimiento del micelio (Ramirez -Chavez

et al., 2001).

Por otra parte se ha observado que la bioactividad de este grupo de alcamidas esta
en funcion de las ligaduras insaturadas de la cadena acidica de estas moléculas. La
posicién y numero de las instauraciones asi como su isomeria, da selectividad a esta
actividad. Las propiedades de las alcamidas han sido estudiadas aislando la afinina y

reduciéndola cataliticamente en laboratorio. (Molina-Torres et al., 2004).



Il. OBJETIVOS

I. Evaluar el efecto antifungico del extracto crudo y parcialmente reducido
cataliticamente del Chilcuague (Heliopsis longipes) sobre el Tizéon temprano

(Alternaria solani) en condiciones ‘in vitro”.

II. Evaluar el efecto antifungico del extracto crudo y parcialmente reducido
cataliticamente de Chilcuague (Heliopsis longipes) sobre Tizén temprano

(Alternaria solani) en condiciones de invernadero.

lll. HIPOTESIS

La actividad Antifungica del extracto alcohdlico de las raices de Heliopsis longipes
esta en funcién del grado de insaturacion de Afinina y otras alcamidas presentes en

el.



IV. JUSTIFICACION

En ensayos preliminares en el laboratorio se observd una importante accion
inhibitoria de afinina, presente en la raiz de Chilcuague, sobre desarrollo de cultivos
“in vitro” de Escherichia coli y algunos hongos fitopatogenos como Sclerotium

cepivorum, Sclerotium rolfsii y Fusarium oxysporum (Garcia-Chavez, 1998).

Debido a que existen evidencias que la posicion de los dobles enlaces, juegan un
papel importante en la actividad fisiolégica e insecticida de las alcamidas (Crombie y
Krasinski, 1962), nos dimos a la tarea de proceder a una reduccién catalitica parcial
de la principal alcamida presente en las raices de Heliopsis longipes, afinina,

cambiandole asi su configuracion respecto a los dobles enlaces.



V. REVISION DE LITERATURA

5.1 El cultivo de Jitomate (Lycopersicum esculentum Mill)

5.1.1 Origen

El jitomate es una planta originaria de América tropical, cuyo origen se localiza en la
region de los Andes (Chile, Colombia, Ecuador, Bolivia y Pert) y donde se encuentra
la mayor variabilidad genética y abundancia de tipos silvestres. Las culturas que
habitaron la regiéon tuvieron una importancia grande en la domesticacion de
diferentes especies vegetales y animales. México esta considerado como el centro
de domesticacion de multiples especies ahora incorporadas al cultivo agricola, entre

otros del jitomate.

Esta hortaliza fue llevada a Europa en 1554, empezando a comercializarse en
Estados Unidos hacia el aino 1835. El nombre jitomate, fue acufiado del lenguaje
Nahuatl, de la palabra tomal o tomohuac, que quiere decir “agua gorda” y variantes
de este nombre han sido distribuidos alrededor del mundo. Dada la dificultad de los
extranjero en pronunciar este nombre ahora se aplica en forma comercial el nombre
de tomate, que se refiere en México a Physalis ixocarpa también llamado tomate de
cascara, a lo que es el jitomate. La distribucion, adaptacion ecoldgica, taxondmica y

evolucion del jitomate esta sujeta a diversos estudios detallados (Fraire et al., 1993).



5.1.2 Descripcién Botanica

El jitomate, Lycopersicum esculentum, pertenece a la familia Solanaceas. Es una
planta anual y puede ser considerada semiperenne en regiones tropicales. Su
sistema de raices es fibroso y robusto, pudiendo llegar hasta 1.8 m de profundidad.
Los tallos son cilindricos en plantas jovenes y angulosos en plantas maduras;

alcanzan alturas de 0.40 a 2.0 m.

El racimo floral o inflorescencia esta compuesto por varios ejes, cada uno de los
cuales tienen una flor de color amarillo brillante. La inflorescencia se forma a partir
del 6° 6 7° nudo, y cada 1 o 2 hojas se encuentran las flores, en plantas de habito
determinado y en las de habito indeterminado se forman a partir del 7° o0 10° nudo y

cada cuatro hojas.

El fruto del tomate es una baya o sea un fruto redondo, el cual guarda las semillas
dentro de cavidades llamadas l6culos. El color mas comun del fruto es rojo, pero los

hay amarillos, naranjas y verdes, siendo el diametro comercial aproximado a 10 cm.

Las semillas tienen 0.25 cm de longitud, son grisaceas, deprimidas, ligeramente
alargadas del hilo, de forma oval y de 3-5 mm de diametro. La superficie esta

cubierta de vellosidades (Cultivos anuales en México, 1991).



5.1.3 El Cultivo Agricola del Jitomate: Suelo y Clima

Para cultivar el jitomate es necesario contar al menos con tres meses y medio de
clima calido con mucho sol, por lo que regularmente se siembra en primavera, no es
recomendable el exceso de agua. El suelo con condiciones Optimas para
germinacion de semillas de jitomate tiene temperaturas desde 15y 29°C hasta 10 y
30°C. El tiempo promedio que tarda en germinar la semilla a temperaturas éptimas y
cuando la semilla se ha sembrado a 1.25 cm de profundidad, es de unos 10 dias,
pero a las minimas y maximas indicadas, el tiempo varia de 9 a 43 dias. El pH del
suelo debe estar entre 5.5 y 6.8. El suelo debe ser profundo, con buena aireacion y

drenaje.

Las raices de jitomate pueden penetrar eventualmente hasta 1.20 m de profundidad
si no hay barreras de penetracion. Por esta razon y bajo condiciones ideales el
jitomate que se produce bajo riego, debe de recibir riegos profundos que mojen mas
que la capa superficial del suelo. Con respecto a la textura del suelo, el tomate se
desarrolla en suelos livianos (arenosos) y en suelos pesados (arcillosos), siendo los

mejores los arenosos y limo-arenosos con buen drenaje (Casseres, 1991).



5.1.4 Fertilizacion

Las dosis de fertilizacion recomendadas para este cultivo se presentan a

continuacion:

Nitrégeno (NH4). Existe una enorme variacién en las cantidades recomendadas. En
las plantaciones de Culiacan se utilizan cerca de 450 Kg/ha, mientras que en la
region de Ensenada, las aplicaciones son del orden de los 300 Kg/ha y en estado de
Morelos de 150 Kg/ha, por lo que las dosis que se emplean fluctuan entre este rango.
La primera aplicacion debera incluir una tercera parte del nitrégeno junto con todo el
fésforo y potasio que se aplicara en el ciclo. Se aplica esta fertilizacion durante el
rayado de las camas antes del trasplante, colocada de 10 a 15 cm de profundidad y
separada 10-15 cm del centro de la cama. El nitrdgeno restante es fraccionado
durante la época de desarrollo hasta que la planta continue formado frutos. Las
aplicaciones se realizan a intervalos de 3-4 semanas. La aplicacion de este nutriente
se hace en bandas y a un lado de la hilera de las plantas e inmediatamente después

de efectuar un riego.

Fésforo (P,0s). La cantidad es aplicada es de 150-400 Kg/ha, toda con la primera

fertilizacion del nitrégeno.

Potasio (K;0). En las regiones del Noroeste del pais se utilizan 200-225 Kg/ha, en el
resto de las zonas se aplican 80 kg/ha, aplicados en una sola ocasion junto con el

fésforo y la tercera parte del nitrégeno (Casseres, 1991).



5.2 Importancia comercial del cultivo de Jitomate

El cultivo de jitomate ocupa un lugar importante entre las hortalizas del mundo, tiene
un enorme valor nutricional, (Nevins y Jones, 1987). En México esta considerado
como la segunda especie horticola mas importante por la superficie sembrada y
como la primera por su valor de produccion. A esta hortaliza de fruto se le encuentra
en los mercados durante todo el afo, y se le consume tanto fresca como procesada

en forma de puré o jugo, siendo una fuente rica en vitaminas.

El principal Estado productor de Jitomate es Sinaloa con alrededor de un 40% de la
produccion total del pais, seguido por Baja California Norte, San Luis Potosi y
Michoacan. Su produccioén en los ultimos cinco afios ha variado. De 1996 a 1997 se
mantuvo casi en dos millones de toneladas por afio, gran parte destinadas a la

exportacion.

Los problemas agricolas de esta hortaliza se presentan en varios niveles, sobresale
el del uso excesivo de agroquimicos. Se calcula que se necesitan 115 diferentes
tipos de agroquimicos en su produccién, en la vida de anaquel y la conservacion de

su sabor.

5.3 Principales enfermedades

Existen varias enfermedades que afectan el rendimiento del cultivo de jitomate y la
calidad de su produccion, estimandose que reduce la produccién hasta un 20 % en
promedio anualmente, o bien destruye totalmente el cultivo si no se controla a

tiempo.



Las enfermedades que ocasionan las principales perdidas son: Alternaria solani
(Tizon temprano), Phitophthora infestans (Tizén tardio), Fusarium oxysporum sp.
licoprcisi (fusariosis) Colletotrichum sp. (atracnosis), Oidiopsis tadrica (cenicilla) y el

Virus del mosaico del tabaco.

5.3.1 Tizén Temprano (Alternaria solani)

A. solani es la principal enfermedad del cultivo de jitomate bajo condiciones de
invernadero, una de las enfermedades fungosas que mas afecta la producciéon de
jitomate en nuestro pais, llegando a causar pérdidas en las cosechas hasta de un
80% y en ocasiones la perdida total del cultivo (Fernandez, 1996). Esta enfermedad
es probablemente una de las mas frecuentes y destructivas del cultivo del jitomate y
afecta principalmente a las hojas, tallos y frutos, pudiendo ocasionar inclusive la
pérdida completa de la produccion (Castafo y del Rio Mendoza 1994; Dillard et al.,

1995).

5.3.2 Caracterizacion Taxonémica

Clase: Deuteromycetes

Orden: Moniliales

Familia: Moniliaceae

Género: Alternaria

Especie: solani



5.3.3 Sintomas

Las lesiones mas tipicas de la enfermedad se presentan en las hojas mas viejas,
forma de manchas circulares de color café, donde destacan anillos concéntricos de
color mas oscuro. Las hojas severamente atacadas cambian de color verde al
amarillo, luego café, se desprenden de las ramas, y dejan a los frutos expuestos a

quemaduras del sol.

En plantas vigorosas la defoliacion avanza lentamente y permite la maduracion casi
normal de los frutos. Las lesiones en los tallos y ramas son de forma oval, pero al
igual que las manchas en las hojas y frutos presentan anillos concéntricos de color

café a café oscuro.

5.3.4 Ciclo de la Enfermedad

El hongo puede sobrevivir en el suelo, en residuos de cultivos infestados y malezas,
puede sobrevivir en semillas y este es dispersado con la ayuda del viento, agua,
insectos, trabajadores y maquinaria agricola. Las esporas que aterrizan en las
plantas de jitomate germinan e infectan las hojas cuando éstas estan humedas, las
esporas pueden penetrar las hojas, tallos o frutos. EI hongo es mas activo cuando
ocurren temperaturas moderadas o altas y el ambiente tiene un alto contenido de

humedad.

Esta enfermedad es el mayor problema en la época lluviosa. El tizén temprano es
mas severo cuando las plantas estan estresadas por la fructificacion, ataque de

nematodos, o deficiencias de nitrégeno (Castano et al., 1994).



5.3.5 Epidemiologia

El desarrollo maximo del micelio de Alternaria se produce a la temperatura de 27°C,
mientras que los conidioforos y conidias requieren de una temperatura 6ptima entre
19 a 23° C para su desarrollo. La mayor esporulacion ocurre cuando las colonias del
hongo son expuestas a18°C, alternadamente en un ambiente con 12 horas de luz y
12 horas de oscuridad, durante 12 dias. Debido a esta alternancia de luz, se forman
anillos en las colonias desarrolladas, similares a los anillos caracteristicos que se
producen en las manchas de las hojas infectadas en el campo. La enfermedad tiene
mayor incidencia cuando los cultivos estan expuestos a una alternancia de periodos
lluviosos y secos. Los riegos por aspersion, también favorecen, una mayor incidencia

de la enfermedad.

5.4 Fungicidas

5.4.1 Definicion

Es una sustancia quimica que se utiliza para la eliminacién y control de hongos en
las plantas, por lo que es uno de los elementos mas importante para el control de las

enfermedades fungosas (Diccionario Agropecuario de México, 1982).

5.4.2 Clasificacion

Existen diversas formas de clasificar los fungicidas en funciéon de: su naturaleza
quimica; el momento de aplicacion; el sitio de aplicacion; o por su forma de accion a

nivel hospedante.



5.4.2.1 Por su naturaleza quimica

1) Los fungicidas inorganicos como son; sales de azufre, de cobre, entre otros.
2) Los fungicidas organicos se agrupan en varias familias de acuerdo a los grupos

funcionales. La familia de los ditiocarbamatos, benzimidazoles, fenilamidas.

5.4.2.2 Por el momento de aplicacion

1) Preventivos, previenen el establecimiento de nuevas infecciones, sin tener ningun
efecto sobre infecciones ya establecidas.

2) Curativos, eliminan o curan infecciones ya establecidas en el interior de los tejidos
de la planta, sin embargo no eliminan, los daios o lesiones ya visibles en el

exterior de la misma.

5.4.2.3 Por su sitio de aplicacion

Al suelo, al follaje o a los productos cosechados.

5.4.2.4 Por su forma de accion a nivel hospedante

1) Los de contacto, que impiden la germinacion de las esporas al ponerse en
contacto con ellas, formando una capa protectora sobre la superficie del follaje,
impidiendo que las esporas germinen.

2) Los sistémicos, son aquellos que aplicados al suelo o al follaje, son absorbidos
por la planta y traslocados a través del sistema vascular; eliminando las
infecciones ya establecidas en el interior de la misma, protegiéndolo a si los

brotes nuevos.



5.4.3 Problemas de los fungicidas

El uso de agroquimicos ha permitido obtener incrementos substanciales en la
produccion, no obstante, sus efectos adversos estan impactando de manera
significativa la sostenibilidad de la agricultura. Los fungicidas son sustancias toxicas
a multiples organismos cuya aplicacion debe ser controlada. Entre los dafios
ambientales ocasionados a la largo plazo por el uso indiscriminado de fungicidas
esta la contaminacion irreversible de los suelos, de los mantos friaticos, de las aguas

manantiales, costeras y su inclusion en la cadena alimenticia (Cebrian, 1998).

La practica del monocultivo y la contaminacién por el uso indiscriminado de
agroquimicos han reducido la biodiversidad de los agroecosistemas, causando la
inestabilidad de los mismos, la cual se manifiesta en una mayor incidencia de plagas
y enfermedades en los cultivos, entre otros efectos nocivos. Esto y los problemas de
seguridad y salud publica inherentes a la fabricaciéon y uso de agroquimicos han
conducido a la busqueda y establecimiento de alternativas de manejo de plagas y

enfermedades.



5.5 Mecanismos de defensa de las plantas

Los vegetales producen una diversidad de sustancias, producto del metabolismo
secundario, algunas responsables de la coloracion y aromas de flores y frutos, otras
vinculadas con interacciones ecolégicas, como es el caso de la atraccién de
polinizadores y los compuestos téxicos a depredadores (Salgado-Garciglia, 1995).
Actualmente, se ha demostrado que la mayoria de ellos participan en el mecanismo
de defensa de las plantas, como son las fitoalexinas y los alelopaticos, por mencionar
algunos estos metabolitos permite una amplia gama de usos en la agricultura y en la
medicina. Teniendo como base nuestra riqueza vegetal, es de interés la busqueda y
estudio de las especies vegetales que puedan ser fuente de productos naturales con
actividad biocida limitada y selectiva, lo que nos permitiria proponer nuevas
alternativas para el combate de las plagas sin dejar de lado el cuidado del medio

ambiente (Salgado-Garciglia, 1995).

5.6 Uso de extractos vegetales

Las plantas a través de su evolucion han generado diferentes sustancias. Asi mismo,
las plantas han sido fuente de productos que han mostrado cierta actividad
antimicrobiana e insecticida. Diversos grupos de investigadores de todo el mundo se
han dado la tarea de demostrar el potencial de los metabolitos secundarios vegetales

como plaguicidas (Ley, 1990).



Para su estudio la Fitobioquimica permite aislar e identificar y analizar la bioquimica
de los principios activos de numerosas plantas con actividad biologica, tal es el caso
de las plantas medicinales. Por el potencial que representan estos metabolitos, las
investigaciones no solo se han dirigido a la elucidacién de estructuras quimicas sino

a la evaluacion de su actividad biolégica mediante bioensayos.

En los ultimos afios se ha enfatizado la utilizacion de productos vegetales como
plaguicidas selectivos, esto con la idea de lograr una disminucion en la utilizacion de
compuestos quimicos sintéticos para el control de plagas que afectan los cultivos de
valor agronémico. Por los problemas de costos, ¢ del poco conocimiento de los
principios activos y de su accion bioldgica, y/o la domesticacion de las plantas fuente,
los extractos vegetales aun no han podido ser utilizados comercialmente en forma
masiva (Metcalf, 1982). Los productos de origen vegetal tienen como caracteristica
ser especificos en su accion y presentan vulnerabilidad a los factores del medio
ambientales, inactivandose en poco tiempo, debiendo utilizar los compuestos en
mezclas para aniquilar varias plagas, aplicandose mas de dos veces durante el

desarrollo del cultivo (Maclaren , 1986).

Los fungicidas organicos son normalmente preventivos, es decir que deben
aplicarse antes de la aparicion de la enfermedad, para proteger las plantas, por tal
razon se denominan fungistaticos ya que inhiben primordialmente la germinacién de
esporas del hongo. Existe informacion sobre alrededor de 400 plantas con
propiedades contra 142 especies de hongos y otras plantas contra 23 taxa de

bacterias y 19 virus (Grainge et al., 1988).



5.6.1 Uso de extractos vegetales en agricultura.

La industria de los plaguicidas agricolas tuvo su base en los inicios la utilizacion de
compuestos de origen vegetal, entre los mas comunes se encuentran las piretrinas,
obtenidas de Crysanthemun cinerariiaefolium el primer insecticida de origen vegetal
(Montes, 1996). Respecto al uso de extractos vegetales para el control de plagas y
enfermedades las investigaciones han sido enfocadas en mayor proporcion al
combate de insectos, que al efecto sobre microorganismos patdogenos de plantas

como son los hongos y las bacterias (Lagunas et al., 1984).

Una de las sustancias utilizadas por muchos agricultores para el combate de hongos
fitopatdgenos, es el extracto de Equisetum sp., conocido como platero, rabo de mula,
Equisetum o cola de caballo, este contiene acido salicilico en proporciones hasta de
65 % lo cual le confiere al extracto, propiedades fungicidas e insecticidas. Existen
reportes promisorios de evaluaciones "in vitro" de diversos extractos o aceites
provenientes de plantas con actividad antifungica, lo cual nos da la pauta para
realizar estudios correspondientes en campo y asi determinar su factibilidad como

alternativa para el control de enfermedades (Grainage et al., 1988).

n;

Recientemente, en el ambito nacional se llevan acabo estudios de evaluacion "in
vitro" de extractos de plantas del semidesierto, entre ellas la gobernadora y el
hojasén colectadas en diversas regiones de nuestro pais, contra microorganismos

Phytophthora infestans y Rhizoctonia solani (Gamboa, 2002).



El extracto obtenido a partir de las flores de Spilanthes americana y otras plantas
cercanamente relacionadas a H. longipes también ha presentado resultados
favorables en el tratamiento de algunas micosis, como pie de atleta, y de virus en el
caso de Herpes simplex y Herpes zoster (Ospina et al., 1986). El extracto de H.
longipes ha sido evaluado "in vitro" como fungicida, sobre el desarrollo de Sclerotium
rolfssi y Sclerotium cepivorum. (Ramirez-Chavez et al., 2001). El "Chilcuague",
comunmente conocido en la regiéon de la Sierra Gorda al norte de Guanajuato,
presenta una actividad importante como insecticida (Fisher, 1957). Sus raices han
sido utilizadas como vermifugo, anestésico local, asi como condimento de alimentos

y saborizante de bebidas (Martinez, 1994).

Formando parte de las especies importantes de la familia Asteraceae que han sido
aprovechadas en nuestro pais con diversos fines se encuentran las plantas del
geénero Heliopsis. Varias especies de este género sintetizan unos compuestos con
actividad bioldégica denominados "alcamidas" los cuales se asocian a tejidos
especificos de la planta principalmente en raices, las cabezuelas florales y en las
semillas, pero en algunas especies se distribuyen en la planta completa, la especie
Heliopsis longipes las presenta en sus raices (Molina-Torres et al., 1996). H. longipes
tiene una larga tradicion en la herbolaria indigena que se puede ilustrar por su
nombre de origen Nahuatl "chilmecatl" (de chili, chile y mecatl, mecate, aludiendo a
las raices filiformes y el sabor picante de éstas) o chilcuague (chile de vibora). Esta

planta acumula afinina en las raices y en las semillas.



5.7 Generalidades de Heliopsis longipes

El género Heliopsis pertenece a la tribu Helianthaeae de la familia Asteraceae,
también conocida como Compositae. La mencionada tribu comprende cerca de 2,500
especies agrupadas en 189 géneros y esta fraccionada en diez subtribus Philactis,
Sanvitalia, Acmella, Podachaenium, Squamopappus, Spilanthes y Salmea,
conformada la subtribu Zinniinae (Bremen, 1994). Heliopsis, esta asignada a esta
ultima subtribu. Algunas especies del género Heliopsis, particularmente las de
Norteameérica han recibido una especial atencién, existe aun discusidén con respecto
a la ubicacion taxondmica de algunas de ellas lo cual se atribuye a los escasos

estudios que al momento se han llevado a cabo sobre este taxon (McVaugh, 1984).

5.7.1 Caracterizacion Taxonémica

Nombre comun: Chilcuague o Raiz Azteca

Nombre botanico: Heliopsis longipes

Super Orden: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Tribu: Heliantheae

Género: Heliopsis

Especie: Heliopsis longipes



5.7.2 Distribucion Geografica

H. longipes habita en lo que se conoce como la Sierra Gorda, entre 1,825 y 2,250
metros de altitud en los municipios de Xichu, Atarjea, Victoria, San Luis de la Paz y
cerca de la hacienda La Meza y en Palmillas, Vergel, Macula, Ahorcados, Charco
Azul, y Santa Catarina, todas localidades de Guanajuato, también al sur de San Luis
Potosi y al norte del Estado de Querétaro. Sin embargo, en la actualidad esté mucho
mas restringida su distribucion, limitandose a algunas zonas donde se cultiva en

forma rustica en los municipios de Atarjea y Xichu (Garcia-Chavez, 1998).

Figura 1. Distribucion Geografica del Chilcuague (H. longipes) en el Estado de
Guanajuato.



5.7.3 Caracteristicas Bioldgicas

El Chilcuague (H. longipes) es una planta perenne y herbacea, ya que completa su
ciclo de vida en tres afios o mas. Tiende a crecer de dos formas: erecta y
subdecumbente. Es escasamente ramificada desde su base con los tallos
semilefiosos en su parte inferior y de 20 a 70 cm., de altura. Las raices son gruesas,
toscas, fibrosas y miden de 10 a 15 cm. de largo por 3 mm. de ancho. Los tallos, con
nudos de 2.5 a 5 cm. de largo, tienen un grosor aproximado de 1 a 1.5 mm. y son
glabros en la base y de escasa a densamente escabros en su parte superior. Las
hojas son opuestas y ovaladas, aserradas con peciolos cortos y miden de 2-3 cm. de
largo y de 1 a 2.3 cm. de ancho y tienen una forma que varia de oblongo lanceolada
a eliptica. Las cabezuelas son largamente pedunculadas y de color amarrillo

(McVaugh, 1984).

5.8 Metabolismo

Para muchos organismos, incluyendo al hombre, la materia y la energia son
suministradas por ciertas sustancias organicas como carbohidratos, proteinas,
grasas, que sufren algunas transformaciones para ayudar a los organismos a cumplir
sus funciones vitales, a estas transformaciones se les denomina como metabolismo
por lo tanto, metabolismo se podria definir como el conjunto de cambio de sustancias

y transformaciones de energia que tiene lugar en los seres vivos.



5.8.1 Metabolitos Primario

Los organismos vivos poseen rutas metabdlicas por las cuales sintetizan y utilizan las
especies quimicas por las cuales sintetizan y utilizan las especies quimicas
organicas esenciales, tales como azucares, aminoacidos, acidos grasos vy
nucledtidos, a este proceso se le conoce como metabolismo primario, cuyos
compuestos primarios son denominados metabolismos primarios. Estos compuestos
primarios son indispensables para la supervivencia de los organismos (Lehninger,

1994).

5.8.2 Metabolismo Secundario

En varios organismos, especialmente en las plantas se produce otro tipo de
sustancias llamadas metabolitos secundarios. Estos son productos naturales que no
funcionan directamente en las actividades bioquimicas primarias que soportan el

crecimiento y reproduccion del organismo (Conn, 1981).

Para conocer mejor el concepto de metabolitos secundarios, es importante
relacionarlos con el mecanismo de supervivencia de las plantas, un hecho conocido
es el que la mayoria de los animales dependen de su movilidad para obtener su
comida y evadir a sus depredadores. En el caso de las plantas se sabe que estas
carecen de movilidad y necesitan de otros mecanismos alternativos para sobrevivir.

Uno de estos mecanismos es la sintesis de compuestos secundarios.



Estos son utilizados por la planta para impedir el ataque de depredadores, atraer a
los insectos polinizadores o satisfacer alguna otra necesidad. Ademas de estas
funciones, se tiene evidencias por distintos investigadores que los productos
secundarios pueden servir en distintos mecanismos de defensa de las plantas (Conn,

1981).

5.8.2.1 Las Alcamidas

En las raices de la especie H. longipes se producen metabolitos secundarios, que
son ejemplo de la evidencia en sus mecanismos de defensa. Alguno de estos
metabolitos es el conjunto de alcamidas o mejor llamadas alquilamidas que se
forman en las raices de esta planta. Estas sustancias son producto de condensacién

de un acido graso, con una amina (Kirk-Othmer et al., 1978).

El grupo funcional amida es ubicuo; se encuentra en todos los organismos vivos
constituyendo la unién peptidica, esto es, en la unién entre los aminoacidos para la
formacion de la estructura primaria de las proteinas, base funcional de la vida como

la conocemos hasta ahora.

Las amidas como productos naturales, por otra parte, no son tan abundantes. Un
ejemplo interesante de este grupo de compuestos es el de las alquilamidas o
alcamidas que comprenden un grupo de aproximadamente 70 estructuras conocidas
y distribuidas a lo largo del reino vegetal. Desde el punto de vista biogénico, las
alcamidas representan una clase distinta de productos naturales que se forma al

combinar dos diferentes rutas metabdlicas.



Estan constituidas por la unién de un acido graso, de longitud de cadena de mediana
a larga que puede ser de ocho a dieciocho carbonos generalmente alifatica o lineal,

unida a una amina proveniente de algun aminoacido.

En esta reaccion ocurre una descarboxilacion al momento de condensacion.
Dependiendo del numero de enlaces o ligaduras dobles que presenten, las
alcamidas se han dividido en dos grupos principales: alcamidas olefinicas, que tienen
s6lo dobles ligaduras, y alcamidas acetilénicas, con al menos una triple ligadura, y
las que presentan anillos homo o heterociclicos que se observan principalmente en la

familia Piperaceae.

5.8.2.1.1 Las alcamidas olefinicas

Junto con las de anillos homo o heterociclicos, son las mas importantes para el
metabolismo secundario y de aquellas utilizadas mayoritariamente por el hombre.
Las alcamidas son consideradas como compuestos bioactivos, esto es, una pequeia
cantidad de estos compuestos presenta una respuesta notable en las células
receptoras. Se manifiestan en unos cuantos grupos de plantas, de los cuales los mas
importantes estan presentes en las familias Asteraceae (anteriormente Compuestas),
y Solanaceae (familia de las papa), mas especificamente en las especies del género
Capsicum (chiles) y en la familia Piperaceae (familia de la pimienta).Cada una de
ellas tiene caracteristicas individuales pero es interesante que sus moléculas
bioactivas presentan estructuras quimicas relacionadas. Han demostrado su eficacia
como compuestos medicinales, saborizantes e incluso en control biolégico, por lo

que son un grupo de metabolitos de gran interés actual.



5.8.2.1.1.1 Afinina

En 1903 por primera vez fue reportado el compuesto denominado "Afinina" por un
investigador llamado Gerber, quien hace notar la presencia de compuestos con
actividad anestésica y que producen salivacion, en plantas utilizadas en la herbolaria
tradicional (Acree et al., 1945). El compuesto se aisl6 de las raices de colectadas en
la Sierra Gorda de Guanajuato, pero careciendo de partes aéreas se identificaron
erroneamente como de la planta Erigeron affinis, por lo tanto el compuesto se
denomino afinina y fue el Dr. S.F. Blake quien la identifico exactamente.
Simultaneamente este compuesto fue aislado de plantas pertenecientes al género
Spilanthes olerecea J. (ahora Acmella oleracea), reportandolo como un compuesto

quimico activo denominado "spilantol”.

La Afinina o espilantol se aislé inicialmente de raices y de partes aéreas
respectivamente de dos géneros de la familia Asteracea: de H. longipes conocido
como " Chilcuague" o Raiz azteca" y de Acmella (Spilanthes) oppositifolia , llamado

"Botén de Oro".

La Afinina es la alcamida de mayor importancia presente en varias especies la tribu
Heliantheae las cuales estan bien identificadas, siendo las raices de H. longipes las
que presentan mayor cantidad de alcamidas en comparacién con las otras
Heliantheas (Molina—Torres et al., 1996). La afinina considerada como la principal
alcamida responsable de los efectos biologicos (anestésico, fungico, etc.)

observados en esta raiz (Martinez, 1994).



Existen informes de la actividad insecticida de la afinina con poblaciones de la mosca
doméstica (Crombie y Krasinki, 1962) y con poblaciones de un lepidoptero:

Diaphania hyalinata y un diptero: Aedes aegipty (Jacobson, 1971).

Por sus propiedades insecticidas en la década de los 50’ se llevd casi a su extincion
para satisfacer la demanda de exportacién a Estados Unidos durante la segunda
guerra mundial. Esta especie fue la primera donde se observo la presencia de una

alcamida olefinica (Johns et al. 1982).
5.8.2.1.1.1.2 Propiedades Fisicoquimicas

La afinina se describe como un aceite viscoso, soluble en disolventes, por ejemplo:
cloroformo, éter, benceno, etc., y practicamente insoluble en soluciones acidas y
alcalinas. Tienen una banda de absorcibn maxima de 228.5 nm. en la regién
ultravioleta, con un punto de ebullicién de 114°C a 0.2 mm Hg. de presién, un punto
de fusion de 23°C y un peso molecular de 221.33. Compuesta en un 75.96% por

carbono, en un 10.47% por hidrogeno y un 7.235% por nitrogeno (Merck , 1989).

O
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Figura 2. Férmula estructural de la Afinina N-isobutil 2E,6Z,8E decatrien amida,
principal componente bioactivo presente en el extracto crudo de las raices del
Chilcuague (Heliopsis longipes).



VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencion del extracto de crudo y parcialmente reducido cataliticamente.

a) Los especimenes de H. longipes se colectaron en Puerto de Tablas, municipio
de Xichu, ubicado en la Sierra Gorda de Guanajuato, a altitudes entre 1500 y
2500 m en terrenos alterados de bosque de encinos (Quercus spp.) y con
pendientes pronunciadas, la precipitacion anual del lugar oscila entre 500 y
1000 mm con una estacion de lluvias que ocurre de mayo a septiembre.

b) Se maceraron 1.5 kg. de raices de Chilcuague y se colocé el macerado en un
garrafén que contenia 10 It. etanol, se dejé reposar en bano Maria durante 72
horas.

c) Trascurrido el tiempo se colecto el sobrenadante, que es nuestro extracto crudo,
este se concentré por medio de un rota vapor con vacioé a una temperatura de
45°C.

d) Una vez concentrado se sometié a Cromatografia de gases acoplado con

detector selectivo de masas (CG-MSD) para su identificacion y cuantificacion.

En resumen, un cromatégrafo de gases funciona de la siguiente forma: un gas inerte,
que en este caso fue Helio, fluye en forma continua desde un cilindro de gas a través
del inyector, la columna y el detector. La velocidad de flujo del gas se controla para
asegurar tiempos de retencion reproductibles y minimizar las variaciones y ruidos en
el detector. La muestra se inyecta, normalmente con una micro-jeringa, en el inyector
que se encuentra a alta temperatura donde se vaporiza y es transportada a la

columna, en general de 15 a 30 m de largo, cubierta en la parte interior por una



pelicula de un liquido de alto punto de ebullicidn, la fase estacionaria. La muestra se

reparte entre la fase movil y la estacionaria de modo de que los componentes

individuales se separen en base a su solubilidad relativa en la fase liquida y su

presion de vapor relativa.

Luego de la columna, el gas y la muestra pasan a través de un detector, donde se

mide la cantidad de cada componente y se genera una sefal eléctrica. Esta sefial se

transmite a un sistema de registro e integracién, el cual genera un cromatograma que

representa un registro del analisis. En la mayor parte de los casos, el sistema integra

automaticamente el area de cada pico, realiza los calculos e imprime un reporte con

los resultados cuantitativos y los tiempos de retencion.

e)

f)

g)

h)

Se preparo una curva de calibracion utilizando un estandar de referencia, luego
de analizar la muestra, y se calculé la concentracidén de la muestra, en base a
los valores estandares obtenidos.

Posteriormente se tomaron 20 ml de la muestra concentrada (Extracto crudo) y
se colocaron en un tubo de ensaye, se le adicionaron 0.10 g de oxido de platino
y se hidrogend durante un periodo de 12 h.

Se tomé una alicuota de 0.50 pl del extracto en hidrogenacion en un vial y se
analizé en Cromatografia de gases acoplado con espectro de masas (CG-MSD)
para su identificacion y cuantificacion.

Para calcular la concentracién del extracto reducido, se hizo una curva de
calibracion con estandares externos.

Los extractos obtenidos fueron utilizados para la realizacién de los Bioensayos.



6.2 Condiciones de cultivo "in vitro"”

El experimento se realizé en el laboratorio de Fitobioquimica del Departamento de
Biotecnologia y Bioquimica de Plantas del CINVESTAV-IPN Unidad Irapuato. Se
efectud utilizando el extracto crudo de Chilcuague, y reducido parcialmente en forma

catalitica.

En cada experimento se evaluaron, ademas de un control (0 pg/ml), cuatro
concentraciones de Afinina: 150, 300, 600, 900 pg/ml. La actividad antifungica del
extracto crudo conteniendo esta amida se evalué con base en la capacidad de
inhibicion del desarrollo micelial de la especie Alternaria solani comunmente
conocido como Tizéon Temprano del jitomate. La cepa de Alternaria solani fue donada
por el laboratorio de Bioquimica Ecologica del Departamento de Biotecnologia y

Bioquimica de plantas del CINVESTAV-IPN Unidad Irapuato.

6.2.1 Bioensayos

a) Para la preparacion del medio de cultivo, se pesaron 9.75g de PDA
deshidratado en 250 ml de agua destilada disolviendo completamente y
esterilizando a 121°C por 15 minutos.

b) Posteriormente se utilizaron cuatro matraces erlenmeyer de 250 ml , por cada
Bioensayo, previamente esterilizados. Fueron marcados correctamente con el
tratamiento correspondiente para evitar un error, a los cuales se le
administraron concentraciones 150, 300, 600, 900 pg/ml y al mismo tiempo un
control como testigo del crecimiento, el que solo contenia etanol. Esto se

realizé para que no existan dudas de que el etanol utilizado en la



resuspension de los compuestos, fuera el causante de la inhibicion del
crecimiento.

c) Enseguida se la agregaron 100 ml por tratamiento de medio de cultivo PDA
(Papa Dextrosa Agar) el cual es utilizado para el crecimiento de hongos.

d) Posteriormente se vacié el medio preparado con el extracto en cajas petriy
una vez que se solidificd se inicio la inoculacion con discos de micelio de
Alternaria solani de 5 mm de diametro. Este corte se realiza con ayuda de un
horadador. Por cada tratamiento se obtuvieron tres repeticiones y se
incubaron en la oscuridad a 25°C durante 15 dias.

e) Después de 15 dias de incubacion se determiné el peso seco del micelio,
variable a la cual se aplicé un andlisis de varianza.

f) Se realizaron los bioensayos correspondientes al extracto crudo, reducido

cataliticamente durante 12 hrs.

6.2.2 Determinacion del peso seco del micelio

El peso seco del micelio se determind mediante la metodologia siguiente:

a) Las cajas petri con el micelio se colocaron en una autoclave, hasta unas
quince libras, una vez alcanzada esta presion, se retira del fuego y se esperé
que esta se redujera y la temperatura bajara.

b) De cada caja fue separado el micelio del medio con una espatula y colocado
en papel filtro Whatman No 1 previamente secado, pesado y numerado, en un
embudo con un matraz al vacio, donde se le aplicé agua tibia para eliminar los

residuos solubles de PDA.



c) El papel filtro que contenia el micelio fresco se sometido a deshidratacién en
un horno a temperaturas de 60°C durante 24 horas.

d) El papel filtro fue pesado en una balanza digital donde por diferencia de pesos
se obtuvo el peso del micelio.

e) Finalmente se determiné el peso seco del micelio, variable a la cual se aplico

un analisis de varianza en un disefio completamente al azar.

6.3 Condiciones de cultivo en invernadero

a. El trabajo se desarroll6 en las areas experimentales del CINVESTAV en los
meses de Enero a Junio del afio en curso.

b. El experimento se realiz6 bajo condiciones de invernadero en instalaciones del
CINVESTAV-IPN Unidad Irapuato, con el propdsito de mantener controladas
las condiciones ambientales, como son la temperatura y la humedad.

c. Se utilizé semillas de jitomate (Lycopersicum esculentum Mill.) variedad Rio
Fuego, con un porcentaje de germinacién de 85 al 90%.

d. Se utilizaron semilleros, los cuales fueron sembrados el 27 de Enero del 2005.

e. Eltrasplante se realiz6 el 7 de Marzo a macetas de 5 litros.

f. Las labores culturales se realizaron segun las normas técnicas para el cultivo
en la época 6ptima: Riegos cada tercer dia, Inspeccidon cada ocho dias,
Fertilizacidn cada quince dias.

g. La aplicacion de extracto crudo se realizé un mes después del transplante y
aplicaciones cada quince dias.

h. La evaluacion se realizé de acuerdo a la escala visual.



6.3.1 Evaluacion del grado de infeccion de Alternaria solani en plantas de

jitomate bajo condiciones de invernadero.

a. Los experimentos se desarrollaron bajo un disefio de bloques completamente
al azar con 10 repeticiones.
b. La evaluacion de A. solani se realizo a los 65 dias después del trasplante

evaluandose los siguientes aspectos:

1- Incidencia: se tomaron 50 hojas de las plantas de jitomate por
tratamiento y se determiné el numero de ellas que presentaban

sintomas de la enfermedad.

2- Severidad: a las mismas 50 hojas anteriores se les determiné el

porcentaje del area afectado por la enfermedad.

Para ello se utilizé una escala visual del 1 al 5, donde 1= ningun nivel de dafo y 5=

Plantas completamente afectada.



VII. RESULTADOS

7.1 Resultados obtenidos “in vitro”

El extracto crudo y el readucido cataliticamente de Chilcuague se sometieron a un
analisis de cromatografia de gases acoplado a un detector selectivo de masas (CG-

MSD) para identificar y cuantificar los compuestos mayoritarios presentes.

La Figura 3. Muestra el Cromatégrama del extracto crudo de Chilcuague, en el cual
se aprecia un pico mayoritario con un tiempo de retencion de 14.48 minutos que
representa Afinina, la cual fue identificada por Acree en 1945 (Jacobson, 1954),
ademas de otros picos que corresponden a otras Alcamidas que se encuentran en

menor proporcion (Garcia-Chavez et al., 1998).

Con la finalidad de confirmar que el compuesto aislado es Afinina se llevd a cabo un
estudio de la comparacién del espectro de masas del analito extraido en la columna

contra la Biblioteca AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution and
Identification System) del National Institute of Standards and Technology

(www.amdis.net). La Figura 4. Nos muestra el espectro de la afinina incluyendo los

diferentes fragmentos resultantes de la ionizacion de molécula, caracterizandose por
los picos base de m/z 81, 141, y el ibn molecular es de m/z 221, observandose que la
diferencia es minima comparado con la molécula de la base de datos de la biblioteca

NIST, por la que concluimos que ambos son idénticos.


http://www.amdis.net
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Figura 3. Cromatoégrama del extracto crudo de Chilcuague (H. longipes) en el cual
se aprecia el pico mayoritario con un tiempo de retencién de 14.48 minutos que
corresponde a Afinina.
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Figura 4. Espectro de masas de Afinina (N-isobutil-2E-6Z-8E dicatrienamida)
muestra las diferentes fraccionamientos de Afinina caracterizandose por los picos
base de m/z 81, 141, este es el fraccionamiento mas comun de Afinina, asi como su
i6n molecular de m/z 221.



Una vez identificado la alcamida mayoritaria del extracto, se llevé a cabo la reduccion
parcial de la misma, por medio de una Hidrogenacion Catalitica en presencia de
Oxido de Platino (PtO2), en la Figura 5. Se observa el cromatégrama del extracto
parcialmente reducido cataliticamente durante un periodo de 12 h. Donde se muestra
el pico mayoritario con un tiempo de retencion de 13.42 minutos, que representa N-
isobutil-2E-decenamide y 11.85 minutos que corresponde N-isobutil-decanamide,
observandose la ausencia de Afinina, ademas otros picos minoritarios de otras

alcamidas e isomeria de las mismas presentes.

El espectro de masas de la Figura 6. Muestra el idn molecular con un valor m/z 227,

asi como los diferentes fraccionamientos de N-isobutil-decanamide

Caracterizandose por 2 picos base de m/z 115y 155.

En la Figura 7. Se muestra el ion molecular con un valor m/z 225, asi como los
diferentes fraccionamientos de N-isobutil-2E-decenamide caracterizandose por 2

picos base de m/z 153 y 155.
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La Figura 8. Muestra el efecto Negativo del extracto crudo de Chilcuague (H.
longipes) sobre el desarrollo micelial de A. solani bajo condiciones ‘in vitro”, la accion
inhibitoria del extracto fue notable ya que conforme aumenta la concentracion de la
alcamida mayoritaria del extracto (Afinina) presentaba una mayor inhibiciéon micelial,

como consecuencia se obtenia un menor peso seco del micelio.

En cuanto al comportamiento de los tratamientos 150ug/ml y 300ug/ml presentaron
un peso seco inferior a 0.15gr, mientras que el tratamiento 600ug/ml mostrd un peso
seco inferior a 0.1gr, sin embargo el mejor tratamiento del experimento fue el de
900ug/ml que presentd un peso seco inferior a 0.05gr. El control mostré un peso
seco superior a los 0.20gr mostrando una diferencia altamente significativa con

respecto a los tratamientos.

Efecto del extracto crudo de Chilcuague sobre
Alternaria solani

0
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Figura 8. Efecto del extracto crudo deTcatiannsgu® (H. longipes) sobre el crecimiento
del micelio de Alternaria solani en condiciones ‘in Vitro”.

En la Figura 9. Se muestra el efecto del extracto de Chilcuague (H. longipes)
parcialmente reducido cataliticamente durante un periodo de 12 horas sobre el

desarrollo micelial de A. solani bajo condiciones ‘in vitro”.El comportamiento de los



diferentes tratamientos muestra diferencias estadisticamente significativas ya que los
tratamientos 150ug/ml y 300ug/ml presentaron valores superiores a los 0.2 g de peso
seco, mientras que los tratamientos de 600 y 900ug/ml mostraron un peso seco
superior 0.15 gr, pero inferiores a los 0.2 gr, mostrando diferencias significativas con
respecto al control ya que este presentdé un peso seco superior a los 0.25. En este
experimento se pudo observar que el extracto reducido mostré una disminucion de
su accidn inhibitoria micelial como resultado de la ausencia de Afinina en el extracto,

la responsable del efecto antifungico.

Figura 9. Efecto del extracto de Chilcuague (H. longipes) Reducido cataliticamente
durante un periodo de 12 hrs sobre el crecimiento del micelio de Alternaria solani en
condiciones ‘in vitro”.




Figura 10. Fotografia que muestra el efecto del extracto crudo de Chilcuague (H.
longipes) sobre el crecimiento del micelio de Alternaria solani en condiciones “in
Vitro”.

Figura 11. Fotografia que muestra el efecto del extracto de Chilcuague (H. longipes)
Reducido cataliticamente durante un periodo de 12 hrs sobre el crecimiento del
micelio de Alternaria solani en condiciones “in Vitro”.

Figura 12. Muestra ambas fotografias del micelio tomadas con un microscopio
electronico, de las cuales (a) que es el control se puede observar la presencia de

esporas, asi como la abundancia de micelio y el tamafo, mientras tanto (b) que

comprende al tratamiento 900ug/ml, en el cual se observa una accion inhibitoria por



parte del extracto crudo de Chilcuague (H. longipes) ya que esta ausente de

presencia de esporas, ademas se observa un micelio mas delgado y con menos

ramificaciones.

Figura 12. (a) Micelio del control (Oug/ml), observado a 100x, (b) Micelio del
tratamiento 4 (900ug/ml), observado a 100x, ambas fotografias muestran diferencias
altamente significativas con respecto al tamafio de micelio, ramificacién y

esporulacion.

7.2 Resultados obtenidos en invernadero

En la Figura 13. Se observa el efecto positivo que presentd el extracto crudo de

Chilcuague (H. longipes) en relacion a la accién inhibitoria de A. solani, mostrandose



una clara diferencia de los diferentes tratamientos hacia el control. Es importante
destacar que el tratamiento del cual se obtuvieron los mejores resultados del
experimento fue el 900ug/ml obteniéndose una incidencia por debajo del 20%, con
respecto al control se obtuvieron plantas con el 100%. También es importante
mencionar que ambos tratamientos presentaron diferencias altamente significativas
como es el caso del tratamiento 150ug/ml que mostré una incidencia por arriba del
60%, en cuanto al tratamiento 300 pg/ml mostré una incidencia menor al 50%, sin
embargo el tratamiento 600 ug/ml presentd una incidencia menor al 30%, siendo este

tratamiento considerado como el segundo tratamiento mejor del experimento.

Figura 13. Incidencia de Alternaria solani sobre plantas de jitomate a los 65 dias,
bajo condiciones de invernadero.

En la Figura 14. Se observa el grado de severidad de A. solani en plantas de
jitomate bajo condiciones de invernadero muestreo que se realizé a los 65 dias

periodo en el que se pudo observar con mayor claridad los diferentes grados de



severidad, el comportamiento de los diferentes tratamientos con respecto al control
fueron altamente significativos, ya que para el control se obtuvieron grados de
severidad IV y V, mientras que para los tratamientos solo presentaron grados de
severidad |, Il y lll. El tratamiento que mostro el grado de severidad mas bajo fue 900
pg/ml, el cual present6 el 50% de severidad del grado |, 40% de severidad del grado
II, 10% de grado de severidad lll, mientras que el control mostré6 75% de severidad

del grado V y el 25% del grado de severidad IV.

Grado de severidad de Alternaria solani en
plantas de jitomate a los 65 dias
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Figura 14. Grado de severidad de Alternaria solani en planta de jitomate a los 65
dias, bajo condiciones de invernadero.

VIIl. DISCUSION

Una de las técnicas de cromatografia mas utilizadas para la identificacion,

cuantificacion, asi como la determinacion del peso molecular y la estructura de las



sustancias es la Cromatografia de gases acoplada a Detector Selectivo de Masas
(CG-MSD), técnica que es viable para muestras volatiles ademas de que se pueden
utilizar muestras en pequefos proporciones, caracteristica que reune el extracto de
Chilcuague, esta técnica nos permitiéo obtener las alcamidas mayoritarias presentes
tanto en el extracto crudo sin reduccion catalitica en el cual se obtuvo a la Afinina, la
alcamida mayoritaria, la cual mostré un tiempo de retencién 14.97 minutos, mientras
que para el extracto parcialmente reducido cataliticamente se obtuvo a la Decamida
con un tiempo de retencion de 13.42 minutos y la Decenamida con un tiempo de
retencién 11.82 minutos, resultado de la eliminacion de algunas instauraciones en la
estructura de Afinina. Una de las desventajas de esta técnica es que es un proceso

laborioso y no es econdmico su escalamiento.

Por otra parte existen varias alcamidas minoritarias en el extracto sin reducciéon
catalitica y en el extracto parcialmente reducido cataliticamente las cuales pueden
llegar a tener una importancia en un futuro, este hace interesante el uso del extracto
crudo mas que el de las alcamidas purificadas que desde luego sus estudio tiene

gran importancia para la investigacion basica.

Aunque el extracto alcohdlico representa una mezcla compleja de alcamidas, el
proceso de reduccidon catalitica de este extracto para la alteracion del estado de
reduccion de los compuestos presentes puede llegar a ofrecer una alternativa

innovadora e interesante para la aplicacidon y desarrollo en el sector agricola.



Existen evidencias sobre la posiciéon de los dobles enlaces, que juegan un papel
importante en la actividad fisiolégica e insecticida de las alcamidas (Crombie y
Krasinski, 1962), razén por la cual nos dimos a la tarea de proceder a la parcial
reduccidén catalitica de la principal alcamida presente en las raices de Heliopsis
longipes, Afinina, cambiandole asi su configuracibn con respecto a los dobles

enlaces.

Como resultado el extracto del cual se obtuvieron los mejores resultados, fue el
extracto crudo sin reduccion catalitica el cual mostr6 un porcentaje alto en la
inhibicion del micelio, hasta de un 96%, con respecto al extracto parcialmente
reducido que mostré un efecto no tan significativo con un valor menor del 50% de
inhibicion. Debido a que este extracto ya no contenia Afinina, la alcamida
responsable de los efectos antifungicos, sino otras alcamidas minoritarias resultado
de la reduccion catalitica del extracto, técnica que se utilizo con la finalidad de

eliminar algunas de las instauraciones en la estructura Afinina.

Es importante destacar que el comportamiento del extracto sin reduccién catalitica
mostré bajo condiciones de invernadero una clara accion inhibitoria del micelio
superior a bajas concentraciones con lo que respecta a los experimentos realizados

‘in Vitro” que hubo la necesidad de aumentar la concentracion, para un mayor efecto



en la inhibicion micelial, en ambos experimentos mostrd porcentajes altos de
inhibicion, ya que a medida que aumentaba la concentracién de afinina la alcamida
mayoritaria se obtenia una mayor inhibicion, ademas de que mostrando efectos

favorables en la inhibicion de la esporulacion.

Algunas de las recomendaciones que se sugieren para investigaciones futuras es
que se disminuya la concentracién de afinina en los ensayos bajo condiciones de
invernadero, asi como también se aumente el numero de aplicaciones del extracto

por semana.



IX. CONCLUSION

La actividad Antifungica del extracto alcohdlico de las raices de Heliopsis longipes

depende del grado de insaturacion de Afinina y otras alcamidas presentes en él.

El extracto que mejor respondié a al inhibiciébn micelial de Alternaria solani fue el

extracto crudo sin reduccion catalitica, bajo condiciones de “in vitro” e invernadero.
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RESUMEN

El presente trabajo, tiene como finalidad evaluar el efecto antifungico del extracto
crudo y parcialmente reducido cataliticamente del Chilcuague (H. longipes) sobre el
hongo fitopatdogeno Alternaria solani también conocido como tizéon temprano o
marchitez, considerado como uno de los problemas mas importantes en el cultivo de
jitomate (Lycopersicum esculentum Mill) en nuestro pais, ocasionando pérdidas
considerables en la produccién. En base a ensayos preliminares se a observado una
importante accién inhibitoria de la Afinina, presente en las raices de chilcuague,

contra algunas bacterias y hongos de importancia agricola.

El presente trabajo se realizé en Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados
del I. P. N. Unidad Irapuato, en el Departamento de Biotecnologia y Bioquimica de
Plantas y laboratorio de Fitobioquimica a cargo del Doctor Jorge Molina Torres. El
experimento se realizd en condiciones ‘in vitro” y de invernadero, partiendo de la
obtencion del extracto crudo, la identificacién y cuantificacion de sus componentes
por medio de Cromatografia de Gases acoplada a un detector selectivo de
espectrometria de masas (CG-MSD). Posteriormente se realizd la reduccion
catalitica del extracto, hidrogenando durante un periodo de 12 h evaluando
nuevamente por CG-MSD para la identificacion y cuantificacién de los componentes
resultantes. Por ultimo, en base a ensayos realizados previamente se tomaron dosis
para cada tratamiento correspondiendo a: 150ug/ml, 300ug/ml, 600ug/ml, 900ug/ml,
ademas de un control de Oug/ml. Para cada tratamiento se evaluaron 3 repeticiones
en el caso de “in vitro”, y 10 repeticiones para el caso de invernadero. El parametro
evaluado “in vitro” fue el peso seco de micelio los cuales fueron analizados por un
disefio estadistico completamente al azar. En cuanto a invernadero se evaluaron los
grados de afeccion y severidad, utilizando el mismo disefio estadistico para su

evaluacion.






