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RESUMEN

Fusarium oxysporum en sin duda uno de los hongos actuales de mayor importancia
econdmica, que causa enfermedades de marchitez en muchos hospedantes, a los que incluye
cultivos de suma importancia en la alimentacion humana, pero ademas es casi imposible de
erradicar, pues el hongo puede sobrevivir en el suelo durante décadas EIl uso excesivo de los
agroguimicos ha causado serios problemas al medio ambiente y sobre todo efectos toxicos
en los seres humanos, por lo que en la actualidad se han estudiado muchas alternativas
bioldgicas para suplirlos, tanto en cosechas como en postcosecha. El principal objetivo de
este proyecto fue evaluar el potencial antifngico de tres extractos etanélicos de Moringa
oleifera y Thevetia peruviana para la inhibicién de germinacién de esporas de Fusarium
oxysporum in vitro en siete concentraciones diferentes. El extracto de semillas de Moringa
oleifera tanto en extracto crudo como en el seco mostraron controles arriba del 90 % en sus
siete concentraciones (p< 0.05), sin embargo, el extracto de Thevetia peruviana a partir de
las concentraciones arriba de 800 ppm se tiene control del 90 %. Los resultados indican la
capacidad antifangica in vitro de los tres extractos etandlicos en la inhibicion de germinacién
de esporas de Fusarium oxysporum. Para analizar las diferencias estadisticas su utiliz6 el
Software INFOSTAT version 2020 y prueba de comparacion de medias por el método de
TUKEY.

Palabras clave:  Extracto, Moringa oleifera, Thevetia peruviana, espora, Fusarium

oXysporum
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ABSTRACT

Fusarium oxysporum is undoubtedly one of the most economically important fungi today,
causing Fusarium wilt diseases in many hosts, including crops that are essential for human
nutrition. Moreover, it is nearly impossible to eradicate, as the fungus can survive in the soil
for decades. The excessive use of agrochemicals has caused serious environmental problems
and, more importantly, toxic effects on human health. As a result, numerous biological
alternatives have been studied in recent years to replace them, both in crop production and
postharvest stages. The main objective of this project was to evaluate the antifungal potential
of three ethanolic extracts from Moringa oleifera and Thevetia peruviana in inhibiting the
germination of Fusarium oxysporum spores in vitro, using seven different concentrations.
The Moringa oleifera seed extracts, both crude and dried, showed over 90% inhibition at all
seven concentrations tested (p < 0.05). However, the Thevetia peruviana extract reached 90%
inhibition only at concentrations above 800 ppm. The results demonstrate the in vitro
antifungal activity of the three ethanolic extracts in inhibiting Fusarium oxysporum spore
germination. Statistical differences were analyzed using INFOSTAT software, version 2020,

and mean comparisons were performed using Tukey’s test.

Keywords: Extract, Moringa oleifera, Thevetia peruviana, spore, Fusarium oxysporum
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INTRODUCCION

Los hongos fitopatdgenos son un problema de mucha importancia econémica en el sector
agricola, de acuerdo a los datos mundiales a inicios del siglo XXI, se estima que las
enfermedades microbianas son las causantes del 16 % de las perdidas agricolas a nivel
mundial del cual se tiene un estimado que alrededor de 70 y 80 % lo causan las algas y hongos
fitopatdgenos, aunque con el paso del tiempo estos datos podrian ser aun mayores a causa de

cambios globales y que las enfermedades cada vez son méas patogénicas (Moore et al., 2020).

Las enfermedades de las plantas con el paso del tiempo cada vez perjudican mas al hombre
ya gque dafian a las plantas y sus productos derivados. Para los millones de personas que
dependen directamente de este sector, estas enfermedades pueden ser un factor determinante
entre una vida estable o una acosada por el hambre. Entre los ejemplos mas destacados
histéricamente a nivel mundial se encuentra la hambruna irlandesa de los afios 1845 y 1846
donde se obtuvo fracasos extremos en la produccién de papa en Europa Unicamente a una
solo enfermedad a la que se le conoce como a la plaga tardia de la papa (causado por el alga
fitopatdgena que pertenece al grupo de los Oomycetos, Phytophthora infestans), causando el
deceso de una de cada ocho personas irlandesas (Morillo, 2020).

A nivel nacional uno de los mayores problemas en la produccion de hortalizas es causada por
el hongo Fusarium oxysporum, y es que este tipo de hongo en producciones de tomate se
tienen registros hasta pérdidas del 60 % de la produccion (Martinez-Ruiz et al., 2016). El
gran problema de los productores es que este hongo es cosmopolita y que puede sobrevivir
en el suelo durante mucho tiempo aunando a una ausencia de hospedero, pero para su control
se han venido usando en grandes cantidades los fungicidas quimicos a base de
benzimidazoles y azoles. Ademas de la incrementa de aplicaciones por temporada para su
control, se ha venido teniendo otros problemas como lo es la seleccion se cepas resistentes,
incremento en contos de produccion y dafios en general de ambiente y salud humana (Marx-
Stoelting et al., 2020). Ya que la sociedad después de diversos acontecimientos que se han
vivido a nivel mundial esta demanda productos mas sanos libres de agroquimicos, por lo

cual, en el sector agricola se esta empezando a buscar alternativas para el control de plagas y



enfermedades libre de quimicos (Rodrigo et al., 2022). Por ellos los extractos de plantas cada
vez se esta viendo como una alternativa para poder tener un control eficiente de organismos
patdgenos de muchos cultivos horticolas, esto porque las plantas son productoras de
metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides, terpenos, fenoles glucosidos, taninos
y acidos que se encuentran especificamente en dos grupos, fitoanticipinas y fitoalexinas.
Aungue se ha tenido registro que algunos de extractos que pueden inhibir la germinacion y
desarrollo de las plantas, entonces es necesario la evaluacion de fitotoxicidad de los extractos
antes de ser aplicados en campo (Moo-Koh et al., 2022). con el avance de diversas
investigaciones se han comprobado que existen muchas maneras de hacer frente a estos
problemas, se han probado productos para su control siendo el control biol6gico el cual
producen grandes beneficios a las plantas que son hospedantes de hongos fitopatdgenos,
bacterias y virus. Estos casos podrian ser mas utilizados teniendo gran impacto en la
reduccion de fungicidas quimicos que esta cientificamente comprobado con la relacién de

varios problemas de salud e impacto ambiental (Rodrigo et al., 2022).



Justificacion

Fusarium oxysporum presenta una de las principales amenazas fitopatologicas a nivel
nacional e internacional, porque tiene una alta capacidad de adaptacion, ademas, de persistir
en el suelo y suamplio rango de hospedantes. La dificultad para controlar este hongo, sumada
a la resistencia que ha adquirido por tratamientos convencionales, hace importante la
busqueda de estrategias sostenibles y eficaces para su control. Por ello, se buscan alternativas

efectivas que sean amigables con el medio ambiente y sin efectos negativos a la salud

humana.

Objetivo General

Evaluar la actividad antifingica in vitro de extractos botanicos para el control de esporas de
Fusarium oxysporum

Objetivos Especificos

1. Procesar y elaborar los extractos de codo de fraile (Thevetia peruviana) y moringa

verde y seca (Moringa oleifera)

2. Evaluar el porcentaje de inhibicion en la germanizacion de esporas de Fusarium
oxysporum con los extractos de codo de fraile (Thevetia peruviana) y moringa verde
y seca (Moringa oleifera) por la metodologia de microplaca

3. Comparar el efecto esporicida entre los extractos de M. oleifera y T. peruviana

Hipotesis

La aplicacién in vitro de extractos botanicos de Moringa oleifera para el control de esporas
de Fusarium oxysporum inhibira al menos en un 90%.



REVISION DE LITERATURA

Fusarium spp (Hypocreales: Nectriaceae)

El género Fusarium fue introducida principalmente por Link en 1809, pero este género tomo
mas importancia cunado Wollenweber y Reinking publicaron “Die Fusarien” en 1935. Para
los afios 1940 y 1950, Snyder y Hansen en EE. UU redujeron el nimero de especies a nueve.
En los afios 1940 y 1980 un grupo de micologos desarrollaron diversas taxonomias para
Fusarium, pero ninguno recibié un acuerdo global. Para la década de 1980 se llegd a un
acuerdo unico de este género, pero para 1990 con la introduccion del concepto de especies
filogenéticas con la secuenciacion del DNA se introdujeron nuevas especies. En épocas
recientes como en el ano 2006, Leslie y Summerell publicaron “The Fusarium Manuel de

Laboratorio” donde estan descritas 70 especies (Babadoost, 2018).

Fusarium spp presenta una gran distribucion por todo el mundo, es cosmopolita y endémico
de las zonas maiceras. Se conoce que muchas especies de plantas, principalmente las
horticolas son hospedantes por lo menos de una especie de Fusarium. Por su capacidad
fitopatdgena, normalmente muchas de estas causan la marchitez vascular y conocido
regularmente por ser un patégeno oportunista (Forero-Reyes et al., 2018). Este género es
muy diverso con un aproximado de 300 especies filogenéticamente distintas, aunque muchas
de ellas no son patégenas y en ocasiones forman relaciones mutualistas con las plantas
hospedantes (Jackson et al., 2024). Las plantas infectadas por el género, Fusarium
generalmente ocasionan marchitamientos vasculares, manchas, pudricion de raices y tallos,
pudricion de fruto, granos y semillas. También este género puede causar muchos metabolitos
toxicos (micotoxinas) tal como tricotecenos y fumonisinas que actian como un contaminante
de productos agricolas por lo que hace que dichos productos no sean adecuados para la
alimentacion. Las especies de Fusarium pueden producir esporas sexuales y hasta tres tipos
de esporas asexuales, pero se desconoce aun si todas las especies produzcan todos los tipos
de esporas, pero lo que si se sabe es que aproximadamente menos del 20% de las especies
tienen un ciclo sexual conocido. La mayoria de las especies vagamente son clasificados como

hemibiotrofos ya que al inicio la infeccién es muy parecida a la de un patégeno que depende



de un huésped vivo (biotroficos), pero con su ciclo pasa a matar y consumir las células del
huésped (necrotrofico) (Ma et al., 2015).

Algo muy peculiar al ataque de Fusarium a la planta es que este puede inactivar algunas de
las sustancias toxicas para el hongo que son producidas por la misma planta huésped, y
ademaés puede producir toxinas de si mismas que aumenta en gran medida su virulencia. Por
ejemplo, las eniatinas y &cido fusérico, son conocidos como fiatotoxinas que son demasiado
toxico para cualquier planta que sea un huésped ideal para este tipo de hongo. Algo
importante a tomar en cuenta es que Fusarium tiene complejidad con otros hongos y algas
fitopatdgenas como Phytophthora spp., Rhizoctonia spp., Pythium spp., del cual, se tiene un
complejo fitopatogénico que causan perdidas que van del 60 al 100% de una produccion
total. Estudios mencionan sobre la relacion que hay entre Meloidogyne incognita y F.

oxysporum en tomate (Villa-Martinez et al., 2015).

De forma general, si se desea identificar visualmente este género, en campo lo primero es la
localizacion de plantas no normales con sintomas y posiblemente signos. Por ejemplo, en la
base del tallo presenta lesiones hundidas de color negro a marrén, manchas rojizas en los
peciolos cercanos a la copa de la planta, en caso de los signos, podemos apreciar masas de

micelio que van de un color rosadas o blancas (Fig. 1) (Babadoost, 2018).

Figura 1. Sintomas ocasionados por el género Fusarium en el cultivo de tomate (Kopper,
2024)



Entonces, el marchitamiento es comun de esta enfermedad y en especial sobre las especies
de tomate, siempre y cuando la produccion de esta hortaliza sea de manera intensa. Los
estudios demuestran que la enfermedad se establece e infecta mas en los climas calidos, asi
como en los suelos calidos y arenosos de regiones templadas. Mayormente se obtiene mas
perdidas a nivel mundial por la utilizacion de variedades susceptibles, y mas aun
combindndolos con los climas favorables. ElI marchitamiento se puede observar
achaparramiento de las especies cultivadas, de los cuales, en muy poco tiempo se pueden
marchitar consecuente de una peérdida total. Algo que tiene muy preocupado a los agricultores
es que esta enfermedad se puede establecer momento antes de la cosecha, lo que implicaria

en perdidas consecuentes (Agrios, 2005).

Fusarium oxysporum

Este es uno de los hongos de los cuales tiene mayor importancia econémica debido a la alta
gama de hospedantes de las cuales algunos de los cultivos son de suma importancia en la
produccion agricola nacional e internacional. Ademas, Fusarium oxysporum es uno de los
hongos que mas estudios cientificos se le estd dando en la actualidad para ayudar a
productores a tener mayores margenes en estrategias de control. La enfermedad caracteristica
de esta cepa se le conoce como marchitez vascular, esto es en muchas especies de cultivos
tanto de producciones protegidas, asi como en condiciones no controladas. los cultivos mas
importantes econdmicamente afectados son el tomate, pepino, cebolla, platano y las
legumbres. Ademas, también se tiene registros en plantas ornamentales como tulipanes,

claveles y orquideas (Jackson et al., 2024).

Cuando se habla de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici los aislados pueden alcanzar el
centro de las raices por crecimiento intracelular por lo cual las medidas de control ante estos
ataques podrian ser muy nulas, por lo cual, se tiene que tomar en cuenta una ruta critica de

prevencion (Hernandez et al., 2021)



Taxonomia

Segun SENASICA (2020) la taxonomia de Fusarium oxysporum es la siguiente

Phylum: | Ascomycota

Clase: | Sordariomycetes

Orden: | Hypocreales

Familia: | Nectriaceae

Género: | Fusarium

Especie: | oxysporum

Descripcion morfolégica

Cuando se desea reconocer las especies resultaria muy complejo, por eso la identificacion
morfologica presenta un alto grado de dificultad, mas adn cuando se desea identificar
especies con caracteristicas fenotipicas similares. En la actualidad estd tomando cada vez
mas importancia la identificacion de especies y razas mediante métodos moleculares, basada
principalmente en marcadores especificos que amplifica una regién del genoma del dicho

fitopatdgeno (Salazar et al., 2020).

Fusarium oxysporum causante del marchitamiento vascular, como tal, no se le conoce una
fase de reproduccion sexual, pero en si, el patdgeno tiene la capacidad de producir tres tipos
de esporas asexuales, conocidos como microconidios, macroconidios y clamidosporas. En

cuestion de los microconidios son muy abundantes, ovalados a reniformes, unicelulares y los



podemos visualizar sobre conidiéforos cortos, se ha tenido informacion que los
microconidios pueden llegar a infectar raices, pero esto a escalas pequefias en la infeccion
debido a su naturaleza efimera, estas son las esporas que el hongo va a producir mas en las
condiciones establecidas y en si, los microconidios son los que se forman mas en los vasos
internos de la planta. Por otro lado, los macroconidios son fusiformes (forma de canoa), con
tres a cinco células de las cuales se producen a gran escala, los podemos encontrar también
en grupos conocidos como esporodoquios. Los macroconidios llegan infectar raices, aunque
hay estudios que revelan que estas actian mas como una estructura de supervivencia, pues
resulta que estas tienen la capacidad de formar clamidosporas (estructura de reposo asexual),
una de las caracteristicas distintivas de los macroconidios es la frecuente aparicion en las
zonas superficiales de la planta que ya ha sido destruido por el patdgeno (Rios et al., 2021).
Las clamidosporas constituyen la principal estrategia de supervivencia que este tipo de hongo
tiene y que se forma cuando las condiciones son desfavorables, ya sea en el deterioro o muerte
de el hospedero. F. oxysporum forma dos tipos de clamidosporas de paredes gruesas, una que
va dentro del macroconidio y otra dentro del micelio, cuando la clamidospora se forma en el
micelio generalmente aparecen en forma individuales o en pares dentro del micelio o
terminales que pueden sobrevivir en el suelo hasta en dos ciclos agricolas y llegan a germinar
e infectar por medio de las heridas de las raices emergentes o bien penetrar directamente en
las raices jovenes en la zona de elongacion. No hay informacién documentada sobre la
produccidn natural de estructuras como peritecios, ascos y ascosposras producidas por F.
oxysporum. Todos esos tipos de esporas los podemos analizar en cultivos del hongo bajo
condiciones controladas, pero también pueden formarse en el suelo, aunque en estas
condiciones las clamidosporas son las que pueden sobrevivir mas tiempo (Rangel et al., 2023,
Gordon, 2017).

Los microconidios de F. oxysporum presentan tamafios que van en promedio de 9.44 pm de
largo y 3. 46 um de ancho, por lo contrario, los macroconidios tienen en promedio tamarios
de 24.20 um de largo y 4.19 um de ancho y las clamidosporas pueden alcanzar entre 10 0 15
um de diametro. En cuento al crecimiento en el medio del cultivo, estas se desarrollan
mediante un color blanco con apariencia algodonosa y conforme se expanden se torna a un
color lila, o bien de color rosado durazno con gran capacidad de produccion de esporas, pero

con un tono purpura o violeta (Barcenas et al., 2020).



Biologia y ecologia

Este patdgeno tiene la capacidad de habitar en el suelo y pueden sobrevivir sobre rastrojos
que estan sobre el suelo esto en forma micelial o en cualquiera de sus tipos de esporas
(microconidios, macroconidios y clamidosporas), aunque mayormente cuando se trata de
supervivencia se encuentra en forma de clamidosporas. Existen cepas especificas de F.
oxysporum que va en funcion al huésped, aunque se ha documentado casos de infeccidn
cruzada, aunque va mas en relacion con métodos en laboratorio o en invernaderos (Agrios,
2005).

El ciclo de esta enfermedad tiene comienzo al momento de que las clamidosporas u otra
forma de espora germina en el suelo mediante los estimulos de los exudados de las raices
laterales, donde se producen hifas infecciosas, aunque también una de las formas de infeccion

mas rapido es cuando se tienen raices dafiadas o heridas (Li et al., 2017).

Cuando se ha superado la barrera del huésped se producen microconidios e hifas méas gruesas
que se convierten en clamidosporas entre los espacios intracelulares e intercelulares. El
hongo tiene la capacidad de penetrar desde la epidermis a la endodermis en un lapso
aproximado de tres dias después de la infeccidn y alcanzar la xilema en el cuarto dia, aunque
esto puede tener una variacion en cuestion de diferentes factores que el hongo permita su
desarrollo (Martinez et al., 2023).

Cuando este hongo llega a los haces basculares de las raices laterales o secundarias de la
planta (xilema especificamente), obstruye los pasos de los nutrientes y transporte de agua
hacia partes superiores de la planta, lo cual comienza con mas esporulacion, por lo cual este
hongo se le conoce como sistémico, pudiendo acabar con la planta en unos periodos cortos
(Guo et al., 2015). En etapas finales de la enfermedad o bien cuando la planta muere, el
hongo crece a lo largo del tallo que se ha descompuesto, observando micelio blanco con una
gran cantidad de macroconidios que después pasan al suelo convirtiéndose en clamidosporas,
con capacidad de supervivencia para la siguiente temporada (Li et al., 2017). Asi mismo, la
planta tiene la gran capacidad de bloquear la entrada del patdgeno gracias a las paredes
celulares de las raices, esto generando acciones inmediatas previo a la infeccion teniendo

impacto en la resistencia u otra defensa de la planta (Fan et al., 2017).
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Figura 2. Ciclo de la enfermedad de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Agrios, 2005).

Diseminacion
La dispersion o diseminacion de este hongo se da por movimiento pasivos de propagulos, de
los cales esta incluido el material vegetal, ya que en muchas ocasiones son utilizados para
compost o lixiviados y se genera un alto riesgo; el gua también tiene una suma importancia
en diseminacion, pues cuando llueve o en riegos, se generan salpicaduras que pueden llevar
propagulos del patégeno; el suelo es una fuente de inoculo importante, aungue el patégeno
por si solo puede ser incapaz moverse por lo que necesita de las raices secundarias para poder

infectar; el aire puede aumentar la diseminacion por medio de huracanes, ciclones y fuertes
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vientos; hay algunos animales como cerdos y roedores conocidos como vectores, aunque los

mas importantes son algunos géneros de nematodos y gorgojos (Dita et al., 2018).

Signos y sintomas

Los signos principales es la acumulacion de hifas en los vasos conductores de las raices, que

liberan toxinas, geles y formacion de tilides (Gordon, 2017).

Cuando la planta se ve afectada por este hongo lo que se observa a primera vista son los
sintomas que estas producen, en los que se encuentran la reduccidn de crecimiento, marchitez
ascendente, por lo cual se inicia por las hojas basales, necrosis en las raices y corona por el
avanzado ciclo de la enfermedad, reduccidn de la cantidad de frutos y eventual muerte de la
planta (Vega y Granados, 2023). Los sintomas de esta enfermedad se inician con una ligera
decoloracion en las nervaduras de las hojas, después los peciolos se caen (epinastia), al poco
tiempo hay amarillamiento total de hojas basales con posterioridad a hojas jovenes y por
ultimo la planta llega a una marchitez total. cuando se hace un corte en el tallo se puede
observar una coloracion parda de las células basculares (Huarhua et al., 2020).

Figura 3. Sintomas de Fusarium oxysporum f sp. lycopersici. A-B: Amarillamiento de las
hojas basales, epinastia. C: Muerte total de la planta. D-E: Decoloracion vascular (Huarhua
et al., 2020).

11



Estrategias de Control

La marchitez causada por Fusarium oxysporum es un desafio considerable en el manejo, y
mas aun cuando no se tienen variedades resistentes a la enfermedad, pero aun asi hay muchos
métodos de manejo para reducir el dafio que este puede causar. Aun asi es muy complicado

pues el hongo actda como endofito en células y tejidos vasculares (Vasquez y Castafio, 2017).

Control cultural

Cuando se usan estas préacticas se induce al hongo a un ambiente que no es favorable para el
desarrollo, dentro de las practicas comunes estéa el aumento del pH del suelo entre 6.5y 7.5,
arados profundos que ayuda a modificar porosidad, retencion de agua, oxigenacion y
temperatura, lo cual la materia organica se descompone mas facilmente lo que reduce las
fuentes de inoculo (Vasquez y Castafio, 2017). La rotacion de cultivos es muy importante
para reduccion fuentes de inoculo, aunque esto tiene algunas limitaciones, porque el hongo
tiene la capacidad de sobrevivir como clamidosporas por largos periodos, aun cuando no
tiene a su hospedero principal, cuando se tienen a Fusarium oxysporum f spp. lycopersici, lo
mas recomendable no es usar cultivos de la familia Solanaceae (Lépez y Castafio, 2019). El
uso de acolchados ayuda a controlar malezas hospederas, optimiza humedad del suelo, lo que
significa a que el hongo no tendré condiciones favorables para su desarrollo. Se recomienda
eliminar malezas en el area y también matas cultivadas que se vean con sintomas de la

enfermedad (Maurya et al., 2019).

Control biolégico

Mediante el uso descontrolado de diferentes métodos para el control de esta enfermedad, se
ha buscado alternativas mas viables, y que resulte familiar con el medio ambiente,
actualmente se destaca el uso de microorganismos como hongos y bacterias. Se ha reportado
el uso de bacterias del género Streptomyces como antagonistas de hongos fitopatogenos (Lu
etal., 2016). Los estreptomicetos producen metabolitos secundarios con una fuerte actividad
antifngica con enzimas extracelulares como quitinasa y pectinasa (Rios et al., 2021; Zhang
et al., 2020).
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Diversos estudios han demostrado la eficacia de bacterias como Pseudomonas florescens y
Burkholderia cepacia, asi como de hongos antagonistas como Trichoderma spp.,
Gliocladium virens y cepas no patdgenas de Fusarium spp. Estos microorganismos lo que
hacen es inhibir la germinacion de esporas y su supervivencia ya sea por antibiosis,
competencia y resistencia inducida, estos biocontroladores pueden ser muy efectivos hasta
ser igual o mayor en efectividad comparandolo con un producto quimico (Alvarez et al.,
2020). Por otro lado, la combinacion de Bacillus subtilis CRB20 con quitina tiene la
capacidad de hacer que la planta tenga un buen crecimiento ademas de tener un buen control
de Fusarium oxysporum f sp. lycopersici (Yang et al., 2024). En reportes recientes se
descubri6 una cepa Y-4 de Bacillus velezensis que se caracteriza por ser una bacteria aerobica
Gram-positiva con capacidad de secretar enzimas extracelulares y sider6foros, también tiene
genes resistentes a enfermedades y genes antibacterianos, por otro lado, esta cepa inhibe el

crecimiento del hongo hasta de un 72% en plantas (Wang et al., 2025).

Control quimico

Los productos quimicos son los mas utilizados en la actualidad, pues en muchos de los casos
el control se hace cuando la enfermedad ya esta propagada. Por eso, que estos productos son
faciles de manejar, buena consecucion y muy buena rapidez en el efecto que estos tienen,
aunque siempre son tema de que hablar, ya que el uso inadecuado e intensificado puede
causar problemas a la salud humana, vida silvestre y al ambiente, ademéas de mutaciones y

resistencia que adquiere el hongo (Ramu et al., 2016).

Los fungicidas benzimidazoles y azoles son los quimicos mas utilizados para el control de la
marchitez vascular. Ademas, el tratamiento de semillas podria reducir el inoculo en ellas,
también hay productos quimicos que ayudan a controlar la enfermedad como picloraz,
bromuconazol, carbendazim, imazalil y benomyl. Las aplicaciones mas eficientes es la
fumigacion en el suelo, anteriormente se utilizaba en gran demanda el bromuro de metilo,
pero este producto cada vez se esta restringiendo en cuento a su uso, entonces se ha optado

por productos como la cloropicrina, yoduro de metilo y metam sodio (Rahman et al., 2021).
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Extractos Vegetales

Actualmente en la agricultura se estan buscando muchas alternativas ecoldgicas, econémicas
y que sean muy favorables con el medio ambiente para el control de hongos fitopatégenos,
con una disminucion en el uso de agroquimicos, estos ultimos generan problemas
ambientales y a corto o largo plaza deterioran la salud humana. Por ello, la conciencia sobre
la salud y alimentos saludables cada vez esta tomando mucha importancia en la sociedad, por
lo cual las personas tienen la intencidn de invertir en productos vegetales que estén libres de

fertilizantes sintéticos, residuos de pesticidas y otros (Tamilselvi y Arumugan, 2017).

Es conocido que las enfermedades en las raices son de las mas dificiles de controlar, ya que
en el suelo se encuentran condiciones muy favorables para su optimo desarrollo de patégenos
(Rodriguez et al., 2020). Ante el creciente interés por reducir el impacto ambiental asociados
al uso de productos sintéticos, se evidenciado que los extractos vegetales representan una
alternativa viable y sostenible para combatir y bajar perdidas econémicas que causan las

enfermedades asociadas a hongos, nematodos y bacterias (Cerqueira et al., 2016).

Metabolitos Secundarios de las Plantas

Tanto la vegetacion terrestre como mariana contiene muchos metabolitos secundarios que
pueden evitar y controlar enfermedades. Se conoce que en la actualidad se han obtenido
alrededor de cien mil compuestos bioactivos de plantas superiores y con la tecnologia
sofisticada es posible conocer los principales compuestos y asi evaluar la principal accion
antimicrobiana que estas tienen (Manilal y Idhayadhulla, 2014). Dentro de los principales
metabolitos secundarios con actividad bioldgica se encuentran los flavonoides, eriodictiol,
saponinas, citronelal, citronelol, taninos, fenoles, alcaloides, glucésidos, terpenoides y
triterpenos, y otros (Garcia et al., 2023). La concentracion de los compuestos va a depender
de la especie vegetal, de las condiciones ambientales y también del patosistema, aunque en
muchos estudios se demuestra que en las especies medicinales tiene mas concentracion de
estos compuestos (Cerqueira et al., 2016). La extraccion de los compuestos puede ser de
raices, hojas, tallos, flores y frutos, y las técnicas utilizadas emplean solventes de los que se

obtienen extractos acuosos, etandlicos o aceites esenciales (Mesa et al., 2019).

14



Especies Utilizadas en la Investigacion

Thevetia peruviana

Thevetia peruviana es considerada una planta que en consumos extremos pueden resultar

altamente venenosos, es de la familia Apocynaceae (Kumar et al., 2024). De acuerdo a las

regiones se le conoce como adelfa bastarda, adelfa exiliada, manzano tigre, codo de fraile y

nuez de la suerte. Por sus relucientes flores amarillas es por la se utiliza para lujos en zonas

subtempladas y trépicos. Actualmente estudios hacen referencia que los glucésidos toxicos

contenidos en semillas y raices inhiben enzimas en el sistema cardiovascular (Pramod et al.,

2015). Uno de las caracteristicas importantes de esta planta, es que las flores y frutos estan

presentes en todo el afio, por lo que es de muy interés para investigaciones principalmente en

las semillas (Rehman et al., 2024).

Clasificacion taxondmica

Segun GBIF (2024) la clasificacion taxondmica se describe de la siguiente manera:

Reino: | Plantae
Phylum: | Tracheophyta
Clase: | Magnoliopsida
Orden: | Gentianales
Familia: | Apocynaceae
Género: | Thevetia
Especie: | peruviana
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Distribucion
Se conoce que su origen pude ser en México y América tropical, reportes menciona que su
procedencia podria formar parte de la India Oeste. En México se tiene registro en los estados
de Veracruz, Guerrero, Oaxaca, Tabasco y Chiapas. Asi mismo puede tener mas distribucion
dentro del territorio (Garcia, 2018).

Descripcion boténica

Arbusto u arbol de una copa densa con ramificaciones, hojas de color verde oscuro, simples,
linear-lanceolada. Las flores son de un caracteristico color amarillo en racimos que se
encuentran en las puntas de las ramas, son tubulares y contiene 5 l6bulos. El fruto es una
drupa carnosa triangular, al principio es de color verde y después amarillo para volverse de
color negra dentro de la cual contiene dos semillas. Tiene savia de color blanco lechoso
(Bandara 2010; Garcia, 2018).

Usos

El principal uso que se le ha dado a esta planta es con destino a lo ornamental, aunque existen
muchos reportes sobre los extractos para el control principalmente de bacterias clinicas. El
aprovechamiento de esta planta es principalmente como medio diurético, cardiotonicos, y
para curar edemas, ademas, sus hojas con sus componentes se emplean para uso de purgantes.
Asi mismo, el uso para medicinal se debe administrar con mucho cuidado, pues estudios
mencionan que esta planta puede ser toxica y sus semillas venenosas, abortivas y alterantes,
por ello, es importa es aislamiento de compuestos que le confieren estas propiedades, tanto

medicinales como tdxicos para el ser humano (Garcia, 2018; Chauhan et al., 2023).

Composicion fitoquimica
Los metabolitos secundarios se basan en las rutas biosintéticas de los cuales son considerados
3 0 4 familias o bien grupos de moléculas: fenoles, terpenos esteroides y alcaloides. Para este
caso los principales metabolitos son: terpenoides, glicésidos cardiotonicos, flavonoides, y
esteroides. Aunque se menciona en investigaciones que estos metabolitos se encuentran

presentes en bajas concentraciones (Arias, 2013).
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Moringa oleifera

Este arbol también se le conoce como el arbol de la vida o arbol milagroso por sus grandes
propiedades medicinales, hay aproximadamente 13 especies conocidas (M. drouhardii, M.
hildebrandtii , M. concanensis , M. borziana , M. longituba , M. pygmaea , M. ovalifolia , M.
peregrina , M. stenopetala, M. oleifera, M. arborea, M. rivae , M. ruspoliana) pero M.
oleifera es la que mas destaca por uso en nutricién, produccion de biogas, fertilizantes y otro
(Pareek et al., 2023). Hablando de alternativas, la moringa es la especie mas demandada, ya
que es una alternativa barata para proporcionar buena nutricion, ademas de sus propiedades
son de las mas eficaces para prevenir y tratar muchas enfermedades. A pesar de la
importancia econémica, la moringa ain no esta bien explotada considerandola una planta
infrautilizada (Gandji et al., 2018).

Clasificacion taxondmica

Segun Hernandez e Iglesias (2022), la clasificacion taxondmica de Moringa oleifera es la

siguiente:

Reino: | Plantae

Division: | Magnoliophyta

Clase: | Magnoliopsida

Orden: | Brasicales

Familia: | Moringaceae

Género: | Moringa

Especie: | oleifera
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Distribucion
La moringa se cree que puede ser originaria de Afganistan, Bangladesh, India y Pakistan, y
después seria introducida a América en el siglo XIX por su potencial en la agricultura y
medicinal (Sanjay y Dwivedi, 2015). En canto a su distribucion, en América de distribuye
desde el sur de Florida (Estados unidos de América) hasta Argentina, Islas del Cariba y las
Indias Occidentales. En México se encuentra desde la costa del pacifico de Baja California

hasta el sur de Chiapas (Olson y Fahey, 2011).

Descripcion boténica

Se caracteriza por tener un fruto en forma de vaina larga y lefiosa, una vez madurando estas
se abren en tres valvas con notables semillas trivalvas con ligeras alas longitudinales.
Contiene hojas pinnadas y con foliolos dispuestos sobre el raquis. Las flores zigomorfas con
cinco pétalos, cinco sépalos, cinco estambres funcionales y unos cuantos estaminodios; con
inflorescencias axilares y pedicelos. La planta tiene tallos erectos con raices tuberosas, este

arbol puede crecer hasta los 10 m (Veldzquez et al., 2016).

Usos

Gracias a sus muchas propiedades bioactivas y nutricionales, esta planta se a utilizado en
muchas areas de la vida, por ejemplo, en la salud (heridas, ulceras estomacales, alergias,
obesidad, diabetes, inflamacion, asma, y otros), cosmética, agricultura, alimentaciéon y
también para tratamiento de agua (Ngukuran e Iruoghene, 2023). Las principales partes que
se utilizan de esta planta son las hojas, las semillas y raices. Ademas, se puede usar el
desarrollo de las plantas, ya que las hojas son ricas en zeatina. Los extractos pueden aumentar
el rendimiento de los cultivos y son utilizados como biopesticidas eficaces contra hongos

fitopatdgenos e insectos (Leone et al., 2015).

Composicion fitoquimica
Se han identificados numerosos metabolitos secundarios entre los que se destacan taninos,
saponinas, polifenoles (incluyendo flavonoides como kaempferol, quertecina, mirecetina, asi
como glucosidos de kaemferol y rutindcidos), malonilglucésidos, fitatos, glucosidos
fenolicos y en menor proporcion isocianatos y glucosinolatos (Forster et al., 2015 citado por
Velazquez et al., 2016).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del Experimento

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Fitopatologia del Departamento de
Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), en Buenavista,
Saltillo, Coahuila, México (25°21' 13"N, 101 °01 '56™ O, 1610 msnm) y en el Laboratorio de
Fertilidad de Suelos y Nutricion Vegetal, en el Departamento de Ciencias del Suelo.

¢ PARASHIOLOR A,

B
ﬁw 1 -

|

Figura 4. Departamento de Parasitologia, UAAAN.
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Recoleccién de Semillas

Para evaluar los extractos vegetales, primero se recolecto el material vegetal (semillas) de las
especies boténicas de Codo de Fraile Thevetia peruviana, Moringa Verde Moringa oleifera
y Moringa Madura Moringa oleifera en Mapastepec, Chiapas. Material fue trasladado en
bolsas de polietileno transparente tipo ziploc estériles con cierre hermético, contenidas en

hieleras de poliestireno expandido al Departamento de Parasitologia de la Universidad

Auténoma Agraria Antonio Narro en Saltillo, Coahuila.

0 R |

Figura 6. Semillas de Thevetia peruviana Figura 5. Semillas de Moringa oleifera

20



Elaboracion de los Extractos

Preparacion de extractos botanicos: Los extractos botanicos fueron obtenidos a partir de
semillas secas, las cuales se desinfectaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 3%
durante 2 min (tres veces) y en agua destilada por 1 min (tres veces), posteriormente se
dejaron secar hasta retirar el exceso de agua e iniciar el proceso de secado en una estufa a 35
°C por tres dias, se pesaron 50 g de semillas y también se midi6 un litro de solvente (etanol
99.9%), se moli6 mecanicamente con una licuadora de la marca Hamilton Beach para la
preparacion de extractos y se dejaron reposar de quince dias a temperatura ambiente (27°C),
en frascos color ambar. Posteriormente se filtré con ayuda de una bomba de vacio utilizando
papel filtro Whatman nimero 1 colocado sobre el embudo Buhner, el filtrado se recolect6 en
un matraz Kitasato de 1 L obteniendo los extractos crudos, los cuales se rota-evaporaron
mediante un rotavapor SINCE 1989—- YAMATO a 60°C por 30 minutos y 250 rpm, para
separar el solvente (1000ml) de los 50g de muestra vegetal. El extracto obtenido se filtro con
filtros de 0.41 micras para esterilizarlo y se almacenaron en tubos falcon estériles y

conservaron recubiertos con aluminio en refrigeracion hasta su uso (Dominguez, 1973).

Figura 7. Elaboracion de extractos. A: Peso de semillas para procesar. B: Filtracion de
extracto en bomba de vacio. C: Rota-evaporacion del extracto. D: Filtracion de extractos

para su esterilizacion. E: Almacenamiento de extractos para su utilizacion
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Aislamiento y Purificacion del Patogeno

Las cepas fueron aisladas de raices del cultivo de tomate del campo experimental Buenavista
en laUAAAN. Las muestras se seccionaron en cortes de 1cm?de las raices sanas e infectadas,
bajo campana de flujo laminar, las cuales se desinfectaron superficialmente con hipoclorito
de sodio al 3% durante 2 min (tres veces) y en agua destilada por 1 min (tres veces),
posteriormente se dejaron secar por 10 min, y enseguida se colocaron en la caja de Petri con
medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) (Bioxon®) (39 g/L agua destilada). Las cajas
de Petri se sellaron y mantuvieron a 25 + 2 °C hasta el llenado de la caja (siete dias para F.

oXxysporum) en una camara de crecimiento (Yamato®).

Purificacion de los Patogenos Mediante Cultivos Monoconidiales

Se extrajeron explantes de 5 mm de didmetro de cada colonia de hongo aislado y se colocaron
en tubos de ensayo con 9 mL de agua destilada estéril y se extrajo 1 mL para enseguida
depositaron en una placa de Petri con medio PDA y con una varilla de dispersion se diseminé
uniformemente sobre toda la caja, 24 h después se tomo solamente un conidio germinado y
se coloco en placas de Petri con PDA y se mantuvieron a 25 + 2 °C hasta el llenado de la caja

para la obtencidon de cepas puras.

Figura 8. Purificacion del hongo por el método monoconidial, germinacion de la espora.
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Identificacién Morfolégica

Se realiz6 mediante montas de estructuras de micelio y sus respectivas conidias en
portaobjetos con lactofenol y solucion de algodén azul. Su observacion se realizé a 40 y
100X en un microscopio compuesto y para la identificacion a nivel de género con las claves
taxondémicas para géneros de hongos imperfectos de Barnett y Hunter (1998) y a nivel de

especie para Fusarium las claves taxondmicas de Leslie y Summerell (2006).

Evaluacion in vitro de Inhibicion de Germinacion de Esporas

Se utilizo la técnica de inhibicion de la germinacion de esporas en microplaca. Se prepar6
medio de cultivo caldo PDA en una olla de presion (Presto Modelo 79291, capacidad 21 L)
por 15 minutos a 15 libras a una temperatura de 121°C para su esterilizacién. Los extractos
se prepararon en tubos de vidrio con 10 mL de agua destilada estéril, a partir de una solucién
madre de 3000 ppm se prepararon las concentraciones correspondientes (0, 100, 200, 400,
800, 100, 2000 y 3000 mg/L). Finalizada la esterilizacion se dejo enfriar el medio de cultivo,
el cual se mezclo con la solucion de extractos (de esta concentracion se tomaron 100 pL), se
agitaron por micro pipeteo para lograr homogenizar la solucion con el medio y por ultimo en
cada tratamiento se agreg6 una cantidad de 200 uL (de esta solucién se tomaron 100 pL para
homogenizar la concentracion de esporas 1X10°) en cada pocillo correspondiente.

El ensayo consistié en la preparacion de tres microplacas, con las concentraciones de los
extractos, mezcladas con la suspension de esporas. Las microplacas se incubaron a una
temperatura de 25 + 2 °C en cdmara de crecimiento. Cada pocillo se consider6 una repeticion.
De la germinacion de esporas se corrobor6 los resultados obtenidos a través del método de
microscopia oOptica (40X), también se determinaron los porcentajes de germinacién de
esporas en un periodo de evaluacién a las 24, 48 y 72 hrs. (Wilson et al., 1997; Gabrielson
et al., 2002; Masoko et al., 2005).
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Figura 9. Diagrama general del experimento. A-B: Preparacion de las dosis correspondientes en cada uno
de los extractos. C: Recoleccion de las esporas de Fusarium oxysporum para la suspensién con el medio de
crecimiento y extractos. D: Adicionamiento de cada uno de los extractos en la microplaca. E: Evaluacion

sobre la inhibicion en el crecimiento de esporas en camara de Neubauer. F: contabilizacion de esporas

germinadas y no, de 24, 48 y 72 horas.
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Disefio Experimental

Se evalud el efecto in vitro de extractos botanicos sobre las esporas de F. oxysporum bajo un
disefio completamente al azar con 7 concentraciones (100, 200, 400, 800, 1000, 2000, 3000
mg/L) y un control, un testigo absoluto sin extractos (0 mg/L), con 8 repeticiones,

considerado cada pocillo como una repeticion.

Porcentaje de Inhibicién

Para realizar el analisis del porcentaje de inhibicion, se calculé tomando en cuenta que la
inhibicion es el inverso del crecimiento y los resultados fueron calculados mediante las

siguientes formulas (Tequida et al., 2002; Moreno-Limén et al., 2011):

El porcentaje de inhibicidn de esporas se determinara mediante la formula siguiente:
PIE=((T1-T2)/T1)x 100

Donde:

PIE: es el porcentaje de inhibicién de la esporulacion

T1: representa el valor promedio del nimero de esporas del testigo

T2: es el valor promedio del nimero de esporas de la colonia inhibida (tratamiento).
Anélisis

Para determinar el efecto de los tratamientos sobre la inhibicién en la germinacion de esporas,
se realizé un andlisis de varianza y comparacion de medias de los tratamientos con una prueba
de rango multiple de Tukey (P<0.05). Los datos inhibicion de esporas expresados en

porcentaje seran transformados por raiz cuadrada de arcoseno para su analisis. Para los
analisis se utilizara el software estadistico INFOSTAT (2020).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion Morfoldgica

Se identifico el género Fusarium porque presenta micelio con una apariencia algodonosa,
con diferente coloracién dependiendo la edad, con conidiéforos delgados y se veian
agrupados y con dos tipos de conidias; una en forma de canoa (macroconidio) y el otro en
forma ovalada unicelular, a lo que se llego a las caracteristicas mencionadas por Barnett y
Hunter (1998).

Se logr6 determinar que la especie presente correspondia a F. oxysporum, debido a la
observacion de microconidios con morfologia ovalada y eliptica, asi como macroconidios
con forma de canoa, los cuales presentaban en promedio tres septos, una célula basal corta y
otra con apariencia de pie tales y como los menciona Leslie y Summerell (2006), el desarrollo
del micelio comenzé con una tonalidad blanca, progresivamente cambié a un color
anaranjado, y finalmente presentd una pigmentacion violeta. Esta descripcion también
concuerda con lo descrito por Hernandez et al. (2019). Este hongo forma parte del cepario
de la UAAAN, lo cual fue identificado molecularmente, llegando a la misma especie

identificada morfol6gicamente.

Figura 10. Crecimiento micelial de Fusarium oxysporum siete dias después de

siembra
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Prueba in vitro de Extracto de Semillas Verdes de Moringa oleifera en el Control de la

Germinacion de Esporas

De acuerdo a los resultados de la evaluacion de las concentraciones de moringa verde, se
procedid a calcular los porcentajes de inhibicion en cada una de las dosis establecidas. Se
tomo el factor de no germinacion al observar si las esporas contaban o no con el tubo

germinativo.

Figura 11. Microconidios de Fusarium oxysporum. A: espora germinada con tubo

germinativo diferenciado. B: espora no germinada

Se puede observar los resultados después de evaluacion en cada una de las diferentes dosis
que se establecio, en un lapso de 72 horas. En el experimento con el extracto moringa verde
se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (g.l: 7, f:
2489.55, p< 0.05). Las concentraciones de 2000 ppm y 3000 ppm fueron las que alcanzaron
hasta un 98% y 98.67% en la inhibicidon de la germinacion de las esporas de Fusarium
oxysporum respectivamente, aunque podemos observar en la tabla las concentraciones mas
bajas 100 y 200 ppm se obtienen resultados ya satisfactorios de 96. 77% y 96.64% (Tabla 1).
En un estudio realizado por Goss et al. (2017) sobre el crecimiento micelial de Fusarium
solani y Rhizoctonia solani evaluaron extractos de semillas y hojas de moringa por separado
al 10, 15, 20, 25y 30%, del cual las observaciones mostraron que tanto los extractos de hojas
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como los de semillas tuvieron efectos significativos en el crecimiento micelial de Fusarium
solani (p< 0.001), con respecto a los dos extractos evaluados extractos se obtuvo mayor
inhibicidn de crecimiento micelial con el extracto de semillas en todas las concentraciones,
aunque los efectos inhibidores se pronunciaron mejor a concentraciones de 20 y 25%, y en

concentraciones del 30% ambos extractos mostraron un porcentaje de inhibicion del 50%.

Tabla 1. Resultados de inhibicion en la germinacion de esporas de Fusarium oxysporum

mediante el extracto de semillas verdes de Moringa oleifera.

TRATAMIENTO MORINGA VERDE
Testigo 12.46+1.62 A
100 ppm 96.77£0.12 B
200 ppm 96.64+0.36 B
400 ppm 97.19+0.19B
800 ppm 97.29+0.20 B

1000 ppm 97.56+0.21 B
2000 ppm 98+0.10B B
3000 ppm 98.67+£0.04 B
G.L 7
F 2489.55
P<F <0.0001 ***

Datos transformados mediante la raiz cuadrada de arcoseno. Medias con la misma
letra no son estadisticamente distintas (Tukey p<0.05). *** indica contraste

significativo al valor de F con p<0.001).

Las dosis 2000 ppm y 3000 ppm (tabla 1) tienen efectos inhibitorios similares, cercanos a
una inhibicién al 100%, estos resultados son muy similares a los reportados por Reyes et al.
(2022) en donde evaluaron extractos acuosos de moringa oleifera a una concentracion del
25% (peso/volumen), y obtuvieron una inhibicion del 99% y 100% sobre Fusarium spp y

Curvularia spp en periodos de evaluacion de siete y 10 dias respectivamente.
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La moringa verde cuenta con muchos fitoquimicos de suma importancia para el control de
Fusarium oxysporum, y hay metabolitos secundarios mas concentrados en la planta que le
confieren estas propiedades antifungicas. En un estudio realizado por Lago (2021) report6
que realizd extractos de Moringa oleifera, ademas de analizar las concentraciones de
metabolitos secundarios de la planta por espectrofotometria, en donde los resultados le dieron
que los principales metabolitos secundarios evidenciaron la presencia de taninos,
flavonoides, aceites y grasas, esteroides y aminoacidos, y que en mayor medida se

encontraron altos contenidos de fenoles y flavonoides.

En estudios sobre las semillas crudas de Moringa oleifera Santamaria et al. (2023) reportaron
la presencia de taninos, saponinas, compuestos fendlicos, flavonoides, terpenoides y fitanos,
estos mismos metabolitos secundarios coincides con los evaluados por Cabrera et al. (2017),
donde reportaron que obtuvieron determinaciones cuantitativas de principales metabolitos
secundarios con extractos acuosos y con el método de espectrofotometria indicaron la
presencia de alcaloides, fenoles, flavonoides y taninos, ademas de reportar cantidades de
metabolitos secundarios utilizando diferentes métodos, en donde prevalecia mayores
concentraciones de fenoles y flavonoides, y que en edades de 12 meses y altura intermedia
de la planta fue donde habia més concentracion de estos compuestos secundarios.

De acuerdo a los estudios previos, se menciona la importancia del uso de estos compuestos
para el control de los agentes infecciosos, y con la informacién de reportes sobre Moringa
oleifera se destaca dos principales compuestos activos encargados de la inhibicién del hongo,
que son: flavonoides y fenoles. En la actualidad surgen muchas dudas sobre lo que realmente
sucede al entrar en contacto estos compuestos con el hongo, por lo cual Kotb et al. (2017) en
un apartado de su evaluacion mencionaron que los compuestos fenoles tienen la capacidad
de hacer una ruptura citoplasmatica, alteran permeabilidad de las células por medio del pH,
inhibicién de enzimas en membranas, por lo cual inhiben notoriamente las esporulaciones.
Ademas, esta informacion coincide con la reportada por Okummu et al. (2016) donde
mencionan que las hifas de Fusarium oxysporum se pueden deformar por la interaccion de

los compuestos fenodlicos con las proteinas de membranas.
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Prueba in vitro de Extracto de Semillas Secas de Moringa oleifera en el Control de la
Germinacion de Esporas.

El experimento con el extracto de moringa seca se presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos (g.l: 7, f: 2635.59, p< 0.05). Las concentraciones de 2000
ppm y 3000 ppm fueron las que alcanzaron hasta un 98.36% y 98.63% en la inhibicion de la
germinacién de las esporas de Fusarium oxysporum respectivamente, aunque a las
concentraciones relativamente mas bajas, de decir de 100 y 200 ppm se obtuvieron resultados
satisfactorios con 95.56% y 96.53%, a lo que significa que desde la concentracion mas baja
a la més alta la inhibicién de las esporas estan arriba del control adecuado (Tabla 2). Esta
informacion coincide con un estudio realizado por EI-Mohamedy y Abdalla (2015) en donde
evaluaron extractos acuosos de raices, hojas y cascara de vainas de Moringa oleifera en la
mezcla con agua fue de 1:1 (p/v) para preparar una solucion de planta al 100%, y prepararon
concentraciones de 5, 10, 15, 20 y 25 % de extracto de raiz, y de 10, 20, 30, 40 y 50% de
hojas y vaina; los hongos de este experimento fueron F. oxysporum, F. solani, A. solaniy M.
phaseolina, y sus concentracién de extractos de raices de moringa al 25% inhibi6 el 100 %
de crecimiento radial de Fusarium oxysporum y Fusarium solani, y en cuanto a la
germinacion de esporas la maxima inhibicion fue a 25 % con una porcentaje de 92.8 % de

germinacion.

Hlokwe et al. (2018) también evaluaron extractos con el método de metanol de Moringa
oleifera contra la marchitez por Fusarium en tomate in vitro, donde se usaron 6
concentraciones diferentes de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 g/ml del extracto de la planta como tratamiento
y se le afadieron a 200 ml de PDA, y posteriormente se inoculo 5 mm de patdgeno, la
evaluacion total fue a los * 7 dias después de la inoculacion, en el que se vio efecto sobre el
crecimiento micelial de Fusarium oxysporum, porque el extracto redujo significativamente
(p< 0.05) el crecimiento micelial del hongo en todos los tratamientos, en donde las
concentraciones de 8 g/ml y 10 g/ml inhibieron el 61 % y 76 % de crecimiento radial.
Ademas, se hace una referencia que cuando los extractos son aplicados al suelo hay un
aumento significativo en el pH lo que resulta una reduccién en cuanto a la severidad del
patdgeno, por lo cual el efecto del extracto con en el suelo puede ser una de las principales

ventanas de control para la marchitez por Fusarium oxysporum.
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Tabla 2. Resultados de inhibicion en la germinacion de esporas de Fusarium oxysporum
mediante el extracto se semillas secas de Moringa oleifera.

TRATAMIENTO MORINGA SECA
Testigo 12.46+1.62 A
100 ppm 95.56+0.17 B
200 ppm 95.53+0.13 B
400 ppm 96.55+0.12 BC
800 ppm 96.83+0.07 BC

1000 ppm 97.69+0.07 BC
2000 ppm 98.36+0.09 C
3000 ppm 98.63+0.12 C
G.L 7
F 2635.59
P<F <0.0001 ***

Datos transformados mediante la raiz cuadrada de arcoseno. Medias con la misma
letra no son estadisticamente distintas (Tukey p<0.05). *** indica contraste

significativo al valor de F con p<0.001).

Una de las ventajas encontradas durante el desarrollo de este proyecto en los extractos de
Moringa oleifera es que no es toxico para la naturaleza, por lo contrario, el uso de estos
extractos aporta multiples ventajas al desarrollo de las plantas, incluyendo una accién
protectora frente a diversos fitopatdgenos, Yadav et al. (2023) reportaron que la aplicacion
de la variedad PKM-2 MOLE de moringa llevaron a un aumento en la capacidad
fotosintética, polifenoles y capacidad antioxidante, es decir, mas produccion de enzimas
antioxidantes y de defensa. Se tiene un incremento considerable de dismutasa de superdxido
(SOD), peroxidasa (POX), oxidasa de polifenoles (PPO) y fenilalanina amonio-liasa (PAL),

que uno de los constituyentes principales son en la defensa frete al estrés bidtico y abidtico.
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Prueba in vitro de Extracto de Semillas de Thevetia peruviana en el Control de la

Germinacion de Esporas

El experimento con el extracto de Codo de Fraile se presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos (g.l: 7, f: 1280.11, p< 0.05). Las concentraciones de 2000
ppm y 3000 ppm fueron las que alcanzaron hasta un 95.26% y 96.29% en la inhibicion de la
germinacién de las esporas de Fusarium oxysporum respectivamente, aunque a las
concentraciones relativamente mas bajas, de decir de 100 y 200 ppm se obtuvieron resultados
satisfactorios con 81.74% y 83.21%, a lo que significa que desde la concentracion mas baja
a la més alta la inhibicion de las esporas estan arriba del control adecuado (Tabla 3). En
estudios aln no se han evaluado este tipo de extractos especificamente contra Fusarium
oxysporum, pero en un reporte realizado por Naz et al. (2014) evaluaron la inhibicién de
germinacion de urediniosporas (roya de la hoja) en trigo, donde dichas esporas fueron
inhibidas con éxito con extractos acuosos de Thevetia peruviana en un experimento in vitro
y también las plantas que se rociaron con este extracto redujo significativamente la incidencia
de la enfermedad (ndmero de plantas infectadas) a una concentracién de 1.2 %, en la
germinacion de esporas sobre las pruebas in vitro el extracto de Thevetia peruviana logro
alcanzar una inhibicion de germinacion del 78%, a lo que en este proyecto tiene una similitud

en la inhibicion de la concentracion de 100 ppm.

Por otro lado, Raj et al. (2021) evaluaron la eficacia antifingica el extracto de la hoja de
Thevetia peruviana contra Alternaria solani, el extracto se prepar6 con el método de
extraccion en frio, una en agua, 50% de hidroalcohol y alcohol absoluto. Fueron 20 mg de
material seco en polvo que se suspendieron en 100 ml de agua, 50% ml de alcoholes y 100
ml de alcohol absoluto donde después de 48 se filtré y el material se usé como extracto, y en
la concentracion madre se usaron 100 mg de extracto con 10 ml de acetona (10 mg/ml). En
la evaluacidn, el extracto de 100% alcohdlico es la que tuvo una inhibicion del 72% sobre

crecimiento micelial.

32



Tabla 3. Resultados de inhibicion en la germinacion de esporas de Fusarium oxysporum

mediante el extracto se semillas secas de Thevetia peruviana.

TRATAMIENTO CODO DE FRAILE
Testigo 12.46+£1.62 A
100 ppm 81.74+0.49B
200 ppm 83.21+0.34 B
400 ppm 85.17+0.61 B
800 ppm 90.68+0.84 C

1000 ppm 91.96+0.51 CD
2000 ppm 95.26+0.39 DE
3000 ppm 96.29+0.55 E
G.L 7
F 1280.11
P<F <0.0001 ***

Datos transformados mediante la raiz cuadrada de arcoseno. Medias con la misma
letra no son estadisticamente distintas (Tukey p<0.05). *** indica contraste

significativo al valor de F con p<0.001).

El extracto de Thevetia peruviana cuenta con muchos metabolitos secundarios, y que hay
algunos compuesto méas concentrados que otros, ademas las concentraciones de estos son los
que le confiere las propiedades antimicrobianas a la planta, por ellos en una evaluacion
realizada por Pacheco et al. (2024) hicieron un estudio preliminar de los constituyentes
fitoquimicos principalmente de las hojas y semillas, en donde obtuvieron maés
concentraciones en flavonoides, triterpenoides y esteroides, pero ademéas se obtuvo los
principales constituyentes de acidos grasos del aceite de las semillas en donde los acidos
oleicos tenian hasta un 46 % de concentracion. Asi mismo Mendoza et al. (2020) evaluaron
los metabolitos secundarios de Thevetia peruviana en mediante pruebas quimicas estandar y
cromatografia de capas finas en el que detectaron concentraciones mas concentraciones de

flavonoides, triterpenos y fenoles.

El uso de esta planta en la actualidad es un tema de que hablar, ya que diversos estudios
cientificos demuestran que el consumo inadecua puede ser extremadamente toxico para el
ser humano, llegando incluso a la muerte. En un reporte hecho por Chauan et al. (2023)

mencionan que cualquier parte de la planta puede resultar seriamente en una emergencia
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toxicologica, ya que estas cuentan con presencia de varios glucosidos cardiacos, de los que
se incluyen neriifolina, oleandrina, tehevtina A y thevetina B, aunque en un apartado se
menciona que se hicieron pruebas de CL50 de extracto de la planta con camarones y se
determind el valor de 627.21 g/ml, a lo que indica un efecto de seguridad en el extracto. Por
otro parte, Kumar et al. (2015) también mencionan que en diferentes partes de la planta se
encuentra la presencia de glacidos téxicos y que inhiben enzimas Na * -K * ATPasa del
sistema cardiovascular. Por los casos de intoxicacion de esta planta se ha recomendado que

en su manejo tengan todas las medidas de seguridad adecuadas.

120

B BC $ C DE §
100
c
9 30
Q
=
-
= 60
3
40
S
AAA
20 E T
. Hil
0 1000 2000 3000

Concentramones de Ios extractos (ppm)

mEMovV mMoS mCoF

Figura 12. Inhibicion en la germinacion de esporas de Fusarium oxysporum con los tres

extractos

Los tres extractos cumplen con buena actividad antifingica para inhibir la germinacion de
esporas de Fusarium oxysporum en 3 dias de evaluacion, ya que desde las dosis mas bajas
de 100 y 200 ppm se tienen resultados arriba del 80% (Tabla 4). En el caso de las semillas
verdes y secas de Moringa oleifera nos dice que los extractos de la planta la podemos hacer
en diferentes estados fenoldgicos, ya que en el caso de las semillas obtenemos los mismos
metabolitos secundarios, esto se puede observar ya que en todas las dosis se tienen resultados
muy semejantes para ambos extractos.

34



CONCLUSION

Los extractos elaborados a partir de semillas verdes de Moringa oleifera poseen una notable
capacidad antifungica, superando el 90 % de inhibicion en todas las concentraciones
probadas, con un maximo del 98.67 % a 3000 ppm. De igual forma, los extractos de semillas
secas de la misma especie mostraron un efecto inhibidor similar, alcanzando hasta un 98.63
%. En contraste, el extracto de Thevetia peruviana presentd una menor eficacia, con valores
de inhibicidn que oscilaron entre 81.74 % y 96.29 %. Estos hallazgos posicionan al extracto
de semillas verdes de Moringa oleifera como el mas potente frente a la germinacion de

esporas de Fusarium oxysporum, en comparacién con los otros extractos analizados.
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