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RESUMEN

Michoacan es el primer productor de fresa a nivel nacional, ocupando
aproximadamente 4,300 hectareas en el ultimo afio. El cultivo de fresa, es
susceptible a microorganismos patdgenos que causan enfermedades, tal como
Botrytis cinerea agente causal de la podredumbre gris una de las principales
enfermedades de este cultivo. Esta enfermedad, provoca pérdidas econdmicas
importantes. Su control se hace generalmente con agroquimicos resultando en
graves consecuencias ecoldgicas, por lo que se requiere de nuevas alternativas para
su control. Una alternativa que se plantea en este trabajo, es el uso de insumos
bioldgicos, como las plantas de fresa de ciclo productivo terminado para la obtencion
de extractos vegetales que presenten actividad antimicrobiana y que permitan

ademas la sustentabilidad del cultivo.

Se evaluaron dos extractos etandlicos obtenidos de plantas de fresa desechadas
al término de su ciclo productivo. El primer extracto se obtuvo utilizando etanol y
aplicando alta temperatura (EFEC) y el segundo extracto se obtuvo en forma similar
pero a temperatura ambiente (EFES). Se realizé una prueba in vitro de la actividad
biocontroladora de los extractos con tres volumenes diferentes en medio papa
dextrosa agar (PDA), y una prueba in vivo asperjando los extractos sobre frutos de
fresa. De igual manera se realiz6 el fraccionamiento por cromatografia en capa fina
(TLC) de los extractos y cada una de las fracciones de evalud in vitro; confrontando

cada una de las pruebas con el hongo B. cinerea.

El extracto EFES a la concentracion de 125 puL permitié la inhibicion de la
produccion de biomasa del hongo en base al peso seco. Otro resultado interesante
fue la inhibicion de la formacion de esporas con ambos extractos en al menos una
concentracion. En la evaluacion in vivo ambos extractos mostraron una importante

inhibicion del desarrollo de la enfermedad con un porcentaje de inhibicion de 73.8%
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para el extracto EFEC y un 66.3% para el extracto EFES en comparacién con el
control (p<0.05). En cuanto a la evaluacion de las fracciones obtenidas por
cromatografia en capa fina, 3 de ellas en cada extracto, permitieron reducir
significativamente el crecimiento micelial del patégeno. Esta actividad
biocontroladora podria ser atribuida a la presencia de compuestos de tipo

flavonoides.
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ABSTRACT

Michoacan is the first producer of strawberry in Mexico, occupying approximately
4,300 h in the last year. The strawberry crop is susceptible to disease-causing by
pathogenic microorganisms, such as, Botrytis cinerea gray mold as causal agent a
major disease of this crop. It causes major economic losses, therefore it is usually
controlled with agrochemicals, for that reason it requires of new alternative of control.
An alternative that is propose in this paper, is the use of biological inputs, as
strawberry plants that finished production cycle meant for obtaining plant extracts

that present antimicrobial activity and also allow the crop sustainability.

Two ethanol extracts of strawberry plants were evaluated. The first extract was
obtained using high temperature (EFEC) and the second extract at room temperature
(EFES). It performed an in vitro test of the biocontrol activity of the extracts in three
different volumes in potato dextrose agar (PDA), and one in vivo test the extracts
were sprayed on strawberry fruits; in a similar way it performed a fractionation thin
layer chromatography, each one of the fractions was evaluated in vitro; confronting

each test with the fungus B. cinerea.

The EFES at 125 uL concentrations allowed the inhibition of the production of
biomass dry weight basis of the fungus. Another interesting finding was the inhibition
of spore formation in both extracts at least one concentration. In vivo evaluation both
extracts showed significant inhibition of the development of the disease with a percent
inhibition of 73.8% and 66.3% for EFEC and EFES compared to the control (p <
0.05). Regarding the evaluation of the fractions, three of them in each extract, allowed
significantly reduce pathogen mycelial growth. This biocontrol activity could be

attributed to the presence of flavonoids type compounds.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de fresa en el estado de Michoacan es de gran importancia, por la cantidad
de producto que se aporta al mercado, ademas de la generacion de fuentes de
empleo y divisas dentro del pais, colocandose en los primeros lugares de produccion
nacional y exportacion del fruto en los ultimos afios (Martinez-Bolafios y col., 2008;
Medina y Aguirre, 2007).

La fresa es una planta que pertenece a la familia Rosacea y el género
Fragaria. Presenta tallos rastreros nudosos y con estolones, hojas grandes y frutos
de color rojo intenso; perennes, no climatéricos. La planta se cultiva para la
obtencién del fruto que es comestible, rico en vitamina A y C, ademas de un alto
contenido en compuestos antioxidantes. Sin embargo, el fruto ademas de ser
altamente perecedero presenta una elevada susceptibilidad al ataque de
microorganismos especialmente de hongos parasitos (Chaves y Wang, 2004;
Hanhineva, 2008).

Una de las principales enfermedades que ataca al cultivo de fresa, tanto a la
planta en campo como a los frutos cosechados, es el hongo fitopatégeno Botrytis
cinerea, capaz de afectar cualquier tejido de la planta en cualquier estado de
desarrollo, causando la enfermedad conocida como podredumbre gris, que se
presenta inicialmente con una mancha marrén o amarillenta y después de pocos dias
se cubre de un moho gris. En el cultivo de fresa, si se presentan las condiciones
adecuadas para su crecimiento este hongo es capaz de afectar la produccion en un
95% en solo 48 horas, por lo que su control se hace necesario (Chaves y Wang,
2004). En la agricultura son frecuentes e importantes las enfermedades que se
presentan en los cultivos. Los métodos de control de patégenos se han basado en el
uso de agroquimicos, que originan cepas mas resistentes, contaminacién al medio
ambiente por su uso y aplicacion inadecuada, asi como problemas de salud en los

seres humanos, y el incremento de los costos de produccion (Ghorbani y col., 2004).
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Es por esto que en los ultimos afos se han estado buscando alternativas que
contrarresten dichos efectos, como aquellas obtenidas a partir de insumos bioldgicos
como los bioproductos los cuales son elaborados a partir de organismos vivos o
recursos renovables e incluso del uso de practicas culturales tradicionales en
combinacion con las nuevas practicas tecnoldgicas. Estos se consideran elementos
clave en el manejo integrado de los cultivos, siendo el control biolégico una
herramienta que utiliza estos recursos para mantener las poblaciones de especies
dafinas en cultivos por debajo de niveles que causen dafios econdmicos (Guédez y
col., 2008).

Una alternativa que se ha estado evaluado desde hace ya algunos afos, es el
uso de extractos de plantas, que presenten actividad antimicrobiana, la cual es el
resultado de la presencia de distintos grupos de compuestos quimicos naturales,
conocidos como metabolitos secundarios tales, como los fenilpropanoides,
terpenoides y los compuestos nitrogenados que son producidos por la planta a partir

ante cualquier tipo de estrés generado.

Es asi que el uso de plantas de fresa como insumos bioldgicos para la
obtencion de extractos vegetales, con potencial antimicrobiano resulta importante
para el manejo sustentable del cultivo de fresa en Michoacan, tomando en cuenta
que en el ultimo afio el cultivo de fresa ocupd una superficie sembrada de 4,325 ha
(SIAP-2012) con aproximadamente de 55 a 60 mil plantas/ha, las cuales cada ciclo
de siembra son importadas pagando regalias a las compafiias productoras de
plantas, y al final de su ciclo son desechadas y muy poca cantidad es reintegrada al
cultivo como abono verde. Por lo tanto el objetivo del trabajo fue probar extractos
vegetales de la planta de fresa de ciclo productivo terminado para el control del

hongo fitopatdgeno B. cinerea.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades Fresa

La fresa es un fruto que se consume a nivel mundial tanto en fresco como procesado
en un gran numero de productos, debido a su sabor y aroma, y sus propiedades
nutricionales como su contenido de vitamina A y C, y de compuestos antioxidantes.
De acuerdo a diversas investigaciones estos compuestos ayudan a contrarrestar
efectos involucrados en procesos de oxidacion que se encuentran relacionados con
algunas patologias crénico degenerativas como las enfermedades cardiovasculares,

diabetes, cancer, y enfermedades neurodegenerativas (Rivera, 2012).

211. Descripcion de la Fresa

La planta de fresa taxondmicamente pertenece dentro de la division Magnoliophyta,
de la clase Magnoliopsida, la familia Rosaceae y al género Fragaria.

Es una planta herbacea, rastrera y perenne; compuesta por un sistema
radicular de raices primarias y secundarias de aspecto fibroso, que surge de la
corona lo que le permite fijarse al suelo asi como incorporar agua y minerales
esenciales. La profundidad del sistema radical es variable y depende de las
condiciones del suelo, asi como la presencia de microorganismos patégenos.

Las raices alcanzan de 30 a 40 cm de profundidad concentrandose la mayor
cantidad en los primeros 25 cm del suelo. El tallo, que funciona como medio de
transporte de las sustancias provenientes de raiz hacia las hojas y viceversa, esta
constituido por un tallo acortado llamado comunmente corona, presenta tejidos

vasculares y ademas puede llegar a formar coronas secundarias o brotes con raices.
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Las hojas son el area fotosintética de la planta, son trifoliadas, dentadas, blancas por
el envés y color verde brillante del haz. Poseen una gran cantidad de estomas, entre
300y 400 mm-2 por lo que presentan una elevada tasa de transpiracion. El estolon es
un brote que se forma a partir de yemas auxiliares de las hojas, que se encuentran
situadas en la base de la corona, son rastreros, largos, delgados y pueden ser
usados facilmente para propagacién obteniendo plantas “hijas”. Las flores son los
organos reproductivos de la planta, son de color blanco, con cinco a seis pétalos.
Pueden ser “perfectas” con 6rganos femeninos (pistilos) y masculinos (estambres), o
“imperfectas” con solo un tipo de drgano reproductor. Las inflorescencias se
encuentran formadas con una flor al extremo de cada eje. Las inflorescencias
pueden ser de forma basal o distal y el fruto es comestible denominado
botanicamente “eterio” un fruto falso formado por un engrosamiento del receptaculo
floral, siendo los aquenios (semillas) sobre el receptaculo, el verdadero fruto (Figura
1) (Branzanti, 1985; INFOAGRO 2012).

Figura 1.Planta de fresa.

-17 -



2.1.2. Importancia de la fresa a nivel Mundial

La fresa es un fruto que se cultiva en mas de 20 paises, siendo EE.UU. el principal
productor aportando 1, 294,180 t de la produccion mundial seguido de Turquia, en
tercer lugar Espana, en cuarto lugar Egipto, en quinto lugar la Republica de Corea y
México con el sexto lugar con una produccion correspondiente a 226,657 t en el 2010
(FAO 2012).

En cuanto a exportaciones, en el 2010, Espafia se coloc6 como principal
exportador de fresa con 30.81% seguido de EE.UU. con el 19.30% mientras que
México se colocd en el tercer lugar con 66,914 t, de las exportaciones totales

correspondientes al 11.06% (Hernandez y col., 2011).

Ademas, las importaciones de fresa en el mundo resultan de gran interés
economico para México ya que en el afio 2009 EE.UU. import6 mas de 84 mil
toneladas de fresa donde el 99.30% de esa importacion provino de México
(Hernandez y col., 2011), colocando a la fresa producida en México en un punto

importante dentro del mercado mundial.

2.1.3. Importancia de la fresa en México

En la produccidon de fresa en México en los ultimos afios, destacan ocho estados
productores: Aguascalientes, Baja California, Baja California Sur, Guanajuato,
Jalisco, México, Michoacan y Zacatecas. Estos fueron los principales productores a
nivel nacional en el afo 2011. Michoacan ocupa el primer lugar en produccién
nacional con el 52% de la produccién total (109,810 t), seguido de Baja California con
el 40% de la produccién (84,995 t) y Guanajuato en tercer lugar con el 4% (8,722 t)
(SIAP, 2012).
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En lo que va del afio del ciclo agricola 2012, la produccion de fresa se ha
incrementado en un 38.38% colocandose nuevamente Michoacan, en el primer lugar
con el 55.91% de la produccion total correspondiente a 190,386 t, seguido de Baja
California con el 35.26% y Guanajuato con el 4.6% de la produccién total nacional
(SIAP-2012).

El producto fresa en Michoacan, resulta de gran importancia a nivel nacional
no solo por volumen de produccion sino también por la generacion de empleos y
divisas por concepto de exportacion. SAGARPA en el 2010 reportd, que solo el
estado de Michoacan genero el 50% de los empleos en relacion al cultivo de fresa a

nivel nacional.

Dentro del estado de Michoacan destacan tres regiones productoras; el Valle
de Zamora, Maravatio y Panindicuaro, las cuales han convertido el cultivo de fresa
en una actividad productiva y punto de desarrollo notable en los ultimos afios por el
aumento de produccion, industrializacion e infraestructura productiva (Figura 2)
(Medina y Aguirre, 2007).

Sin embargo, el fruto de fresa presenta pérdidas importantes al enfrentarse a
diversos problemas tecnolégicos y biologicos, ya que el fruto es muy susceptible a
plagas y enfermedades después de la cosecha, ademas por su corta vida de

anaquel.

Figura 2. Cultivo de fresa
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2.2. Principales enfermedades del cultivo de fresa

El cultivo de fresa como cualquier otro cultivo agricola, es susceptible al ataque de
patdgenos. Las infecciones fungicas son las principales enfermedades que afectan al
cultivo de fresa tanto en el campo como en postcosecha. Algunas se describen a

continuacion:

Antracnosis: causada por el hongo Colletotrichum spp. afecta casi a toda la
planta, en frutos maduros se desarrollan puntos firmes y hundidos de color marron
oscuro 0 negro al inicio de la infeccion, cuando se encuentran en condiciones
elevadas de humedad se desarrolla el hongo de micelio blanco y una masa de
esporas de color rosa-salmén (Cedeno y Carrero,1997; Ullio y Macarthur, 2004). Asi
las especies de Colletotrichum como Colletotrichum gloeosporioides y Colletotrichum
acutatum causan enfermedades como la pudricion de la corona y la mancha negra

de las hojas (Black leaf spot) respectivamente.

Mancha foliar: causada por Mycosphaerella fragariae aparecen inicialmente
como manchas pequenfas circulares, de color morado en la superficie superior de la
hoja, crecen entre 3-6 mm de diametro y el centro de la macha torna de color gris a
blanco en las mas viejas y color marréon en las hojas jévenes. El hongo produce mas
esporas en las manchas y es capaz de afectar peciolos, estolones, tallos y el fruto
(Ellis, 2008; Ullio y Macarthur, 2004).

Quemadura de la hoja: causada por el hongo Diplocarpon earliana, la
enfermedad se presenta por pequefias manchas irregulares de color purpura con
centros de color marron, cuando infecta mayor superficie las manchas se tornan de
un color violeta rojizo hasta marrén, la hoja se seca hacia arriba con los margenes
enrollados y presenta las caracteristicas de la enfermedad, ataca peciolos, tallos,
flores y frutos donde las manchas son alargadas y hundidas de color rojizo. (Ellis,
2008; Ullio y Macarthur, 2004).
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Tizon de la hoja: causada por el hongo Phomopsis obscurans, la infeccién se
presenta con manchas circulares de color rojizo a purpura en diferentes zonas de la
mancha, estas crecen en forma de V y se tornan de color marrén oscuro en la zona
interior y marrén en el exterior, las lesiones siguen las venas principales y siguen
hasta el interior, infecta ademas de las hojas peciolos, calices y fruto (Ellis, 2008;
Ullio y Macarthur, 2004).

Pudricion de la fruta: (leaf blotch/Gnomonia fruit rot) causada por el hongo
Gnomonia comari infecta las flores y los frutos de la planta generalmente desde la
base, los calices de las flores y los frutos inmaduros son rapidamente infectados y la
fruta se seca. Cuando el caliz y el fruto mueren se forma una podredumbre marrén
que se extiende lentamente y cubre el fruto. La mancha foliar se produce de color

purpura o marron con puntos necréticos (Ullio y Macarthur, 2004)

Oidio: causada por el hongo Sphaerotheca macularis, los sintomas iniciales de
la enfermedad se presentan en las hojas hacia arriba de los bordes, seguido de un
manchado irregular de color purpura en la superficie de las hojas superiores y
generalmente a lo largo de las venas principales. Esta enfermedad no produce

masas de esporas pero si un micelio de color blanco (Ullio y Macarthur, 2004).

Marchitamiento por fusarium: Causada por el hongo Fusarium oxysporum las
platas se marchitan y mueren rapidamente, los sintomas se presentan en la corona
con una coloracion marron-rojiza. Causando pudricion inhabilitando el intercambio de

compuestos (Ullio y Macarthur, 2004).

Pudricion de la corona: Causada por Phytophthora nicotianae un patégeno
importante que afecta las raices en una amplia variedad de cultivos, provoca una
marchites rapida que se presenta inicialmente en las hojas jovenes para extenderse
a toda la planta. La corona presenta un color rojizo a marron y muestra signos de

descomposicion (Ullio y Macarthur, 2004).

Podredumbre gris: Causada por el hongo Botrytis cinerea considerado como el
principal patdgeno que afecta el cultivo de fresa en campo asi como en postcosecha,

infecta cualquier parte de la planta en cualquier estado de desarrollo, la enfermedad

-21-



se presenta inicialmente como una mancha marrén-amarillenta hacia el final de caliz,
y a los pocos dias se cubre de una apariencia polvosa de moho gris en toda la
superficie de la fruta provocando una pudricion, en las hojas se forman manchas de
color café necrosadas en un estado latente para dispersarse y seguir con la infeccion
(Chaves y Wang, 2004; Ullio y Macarthur, 2004).

Al ser Botrytis cinerea considerado uno de los principales y mas importantes
hongos patégenos en el cultivo de fresa y modelo de estudio, se describe mas a

fondo las caracteristicas del hongo (Figura 3).

Figura 3. Fruto de fresa infectado por el hongo B. cinerea

2.3. Botrytis cinerea

Botrytis cinerea Pers., es un hongo necrotréfico, agente causal de la Podredumbre
gris. Es capaz de afectar a mas de 200 especies vegetales. Se desarrolla bajo
condiciones de elevada humedad relativa y temperaturas de 0°C a 25°C.
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2.3.1. Clasificacion taxonémica de Botrytis cinerea

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de Botrytis cinerea.

Clasificacion taxonomica

Reino: | Fungi

Division: | Amastigomycota

Subdivision | Deuteromycota

Clase: | Deuteromycetes

Subclase: | Hyphomycetidae

Familia: | Moniliales

Orden: | Moniliaceae

Género: | Botrytis

Especie: | cinerea

Fiallos, 2012

2.3.2. Morfologia y funcién de las estructuras de Botrytis

cinerea

La morfologia de B. cinerea y la funcion de cada una de sus partes le permite infectar
a su hospedero (Holz y col.,, 2007), por lo que conocer al patégeno resulta en

informacion para crear nuevas alternativas de control.

El micelio se encuentra formado por un conjunto de hifas o filamentos
tabicados y cilindricos, los cuales se multiplican de forma vegetativa mediante
division citoplasmatica. Se considera una estructura de resistencia y tienen la

capacidad de vivir por largo tiempo en bulbos, semillas y partes vegetativa de las
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plantas. A partir del micelio, generalmente envejecido, se forman diversas estructuras
tales como los macroconidioforos, microconidiéforos y esclerocios cuya funcion es la
propagacién y supervivencia ante condiciones desfavorables (Espinosa, 2006; Holz y
col., 2007).

Los conidios son las principales estructuras de dispersién y de resistencia del
hongo, se consideran de corta duracién en el campo y su supervivencia esta
determinada por la temperatura, humedad, actividad microbiana y la exposicion a la
luz. Los conidios son capaces de sobrevivir sobre la superficie vegetal, manteniendo

su viabilidad y capacidad infectiva bajo las condiciones adversas (Holz y col., 2007)

Las clamidosporas son células de aspecto hialino de alta variabilidad de forma
y tamano. Se consideran estructuras de resistencias bajo condiciones criticas. Se
forman a partir de la transformacion de algunas partes de micelio y liberadas por la
desintegracion de las hifas. Bajo condiciones de humedad y sin nutrientes, estas
estructuras germinan dando lugar a microconidios que permaneceran en estado
latente hasta que se tengan los nutrientes para germinar originando hifas que

penetren al huésped, esporulen y formen conidios nuevamente (Holz y col., 2007).

Los esclerocios son considerados las estructuras de mayor importancia
involucradas en la supervivencia y reproduccion del hongo. Pueden sobrevivir bajo
condiciones ambientales adversas y producir estructuras llamadas apotecios, las
cuales tienen una considerable capacidad de produccion de conidios. La formacion
de estas estructuras esta influenciada por varios factores como la temperatura, la luz,
el pH y la composicion del tejido sobre el cual se desarrollan. Dentro de los
esclerocios se encuentra pigmentos melanicos y una reserva de nutrientes
(Espinosa, 2006; Holz y col., 2007).
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2.3.3. Ciclo de infeccion de Botrytis cinerea

El inéculo de B. cinerea se encuentra presente generalmente en el campo dentro de
un proceso que se repite por la produccion, liberacion y dispersién del inéculo. Tal
como se describe el ciclo de infeccién de B. cinerea al iniciar con la dispersion de
algunas de la estructuras que permitan al hongo seguir desarrollandose. Estas
estructuras se dispersan a través del aire, la lluvia o los insectos, hasta entrar en
contacto con una superficie vegetal e iniciar el ciclo descrito a continuacion (Benito,
2000; Espinosa, 2006).

2.3.3.1. Adhesién y germinacion

La adhesion de las estructuras de propagacion como los conidios, se lleva a cabo en
dos fases. En la primera el conidio se hidrata para establecer interacciones
hidrofébicas y permitir su germinacién mediada por diversos factores como la
disponibilidad de agua y una humedad relativa alta (>93%), la dureza e
hidrofobicidad de la superficie, la fuente de carbono, los nutrientes y la produccion de
etileno por parte de la planta. La segunda etapa se presenta cuando el conidio ha
germinado y se forma una matriz compuesta de lipidos, polisacaridos y melanina que
le permite al hongo adherirse a la superficie del huésped (Benito, 2000; Espinosa,
2006).
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2.3.3.2. Penetracion

La infeccion puede iniciar a partir de tejidos dafados o que han sido infectados
previamente por algun otro patdégeno, mediante la penetracion directa e incluso por
aberturas naturales como los estomas. Es asi que el apresorio o el tubo germinativo
inicia la penetracién. Sin embargo, B. cinerea es capaz de producir sustancias que
tienen la capacidad de degradar el material vegetal y facilitar la penetracion. Estas
son enzimas como la cutinasa la que destruye la cutina, la primera barrera de
proteccion de la planta. La pectinasa es otra enzima que degrada la pectina de la
pared celular y las lipasas, enzimas que hidrolizan ésteres de acidos insaturados de
cadena larga que forman parte de la cuticula y la cera presente en este tejido
(Benito, 2000; Espinosa, 2006).

2.3.3.3. Muerte del tejido vegetal

Cuando el hongo penetra el tejido vegetal, da origen a una lesién primaria que facilita
la invasion del tejido por la difusion de compuestos con actividad fitotoxica como
toxinas, metabolitos secundarios e.g. botridial, dihidrobotridial y bocinolina de B.
cinerea, relacionados con las manchas necroéticas. El acido oxalico al estar presente
dentro de la planta forma cristales de oxalato calcico el cual actia como quelante de
iones de calcio y cobre. La eliminacion del calcio de la pectina provoca que esta
absorba agua y se hinche causando una deformacion. Otra forma de ocasionar la
muerte celular del tejido estd mediada por la produccidon de especies reactivas de

oxigeno (Benito, 2000; Espinosa, 2006).
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2.3.3.4. Fase de latencia

Durante esta fase, las condiciones son desfavorables para el hongo, ya que se
presentan los mecanismos de defensa de la planta, por lo que el hongo permanece
en un estado de latencia. Este periodo se describe en un gran numero de frutos
aunque se presenta con mayor frecuencia en fresa, frambuesa y vid (Benito, 2000;
Espinosa, 2006).

2.3.3.5. Colonizacién y maceracién

Cuando las condiciones son nuevamente favorables para el hongo y ha logrado
invadir intracelularmente los tejidos de la planta, la infeccion se establece,
segregando una serie de enzimas degradativas obteniendo nutrientes para su
crecimiento a partir del tejido vegetal que se encuentra a su alrededor (Benito, 2000;
Espinosa, 2006).

2.3.3.6. Esporulacién y dispersion

La putrefaccion del tejido vegetal se presenta una vez establecida la infeccion de
manera que las condiciones permiten la formacién de conidios y conidi6foros sobre la
superficie del cultivo dando lugar a la coloracién caracteristica de la enfermedad. Una
vez que el hongo ha esporulado la dispersion de los conidios inician nuevamente el

ciclo en otra superficie vegetal (Benito, 2000; Espinosa, 2006).

-27 -



24. Alternativas de control

Las enfermedades en los cultivos generan pérdidas importantes y crean amenazas
econdmicas en los ecosistemas agricolas. Las enfermedades se presentan al cumplir
tres condiciones: 1) cuando el hospedero se encuentra susceptible, 2) cuando se
encuentra un microorganismo patdégeno que cause enfermedad y 3) cuando se
encuentran en el entorno las condiciones adecuadas para el desarrollo de la
enfermedad (Ghorbani y col., 2008).

Generalmente las practicas agricolas para el control de enfermedades se
concentran cuando la enfermedad se hace evidente, dejando a un lado la practica

mas importante que es la prevencion, en el periodo antes de la infeccion.

Es asi que el hombre se ha enfocado en satisfacer la necesidad de una
elevada produccidon de alimentos, aplicando tecnologias que permitan mantener el
producto evitando pérdidas del mismo, independientemente de la conservacién de
los recursos naturales. Sin embargo, actualmente la preocupacion de la conservacion
del ecosistema y el medio ambiente se hace evidente en la creaciéon de nuevas
tecnologias. Existen pequefios grupos de investigadores que se interesan en lograr

una agricultura sustentable.

Las alternativas de control de plagas y enfermedades han cambiado con el
paso del tiempo, antes del uso del control quimico, la practicas de manejo de
enfermedades se trataban de manera preventiva con el control cultural eliminando
aquellas plantas que fueran focos de infeccion para evitar la propagacion, aplicando
productos basicos de plantas como el ajo entre otros, sin embargo, esta practica se
dificultaba cuando los campos de producciéon se extendian. Es asi que por la

necesidad de cuidar los cultivos surgieron los productos quimicos.
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241. Control quimico

El control quimico se basa en el uso de compuestos quimicos sintéticos provenientes
de hidrocarburos a partir de sustancias toxicas con accién biocida, reprimiendo el
desarrollo de organismos dafninos. Este tipo de control se ha considerado el de
mayor difusion, impulsado por empresas comerciales, con tecnologia de facil

adopcion y con resultados en corto plazo.

El crecimiento y desarrollo de la industria tuvo una importante influencia sobre
la agricultura y para el incremento en la produccion de granos principalmente, el
maiz, arroz y trigo, productos elementales para la comercializacion nacional e
internacional, esto debido al cambio tecnolégico que se inici6 a mediados del siglo
XX, con la llegada de la Revolucién Verde, un modelo que nace en EE. UU. que se
implement6 para obtener mayores rendimientos bajo una técnica y la creacion de
pilares politicos y econdmicos que mantendrian a flote la industria, la agricultura y la

transformacion del pais (Pichardo, 2006).

Es asi que a partir de los paquetes tecnologicos que incluian semillas
mejoradas de maiz, trigo y arroz en los afos 90 los rendimientos aumentaron un 70%
en los afios 90 en paises en desarrollo, logrando asi mayor rentabilidad del producto

a pesar del costo de la tecnologia el producto se hizo mas barato (Pichardo, 2006).

En cuanto al uso de productos quimicos estos tuvieron un impacto importante,
desde el inicio de su empleo, aumentaron la produccién de los cultivos y mostraron
accion protectora contra plagas y enfermedades, su uso se intensifico y en la
mayoria de los casos de forma incorrecta por la falta de informacion, teniendo
consecuencias importantes desde los afos 40, los cuales se reflejan en suelos
pobres en materia organica, el bajo contenido de nutrientes disponibles asi como de
bajas poblaciones de microorganismos, tomando en cuenta que estas condiciones
desfavorables del suelo influyen en el crecimiento de las plantas y en la aparicion y

gravedad de las enfermedades(Ghorbani y col., 2008).
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2.41.1. Efecto del uso de agroquimicos

La base de desarrollo de cada una de las plantas depende enteramente del medio
ambiente y su ecosistema, que, cuando se encuentra en desequilibrio, trae como
resultado consecuencias con un alto costo al medio ambiente y la salud humana. Es
asi que el uso indiscriminado de agroquimicos afecta todo el ecosistema, suelo, aire,

agua, organismos benéficos asi como patdégenos, incluso al ser humano.

2.4.1.2. Efecto del uso de agroquimicos en el medio

ambiente

El suelo es el sistema elemental para la produccion del mayor numero de cultivos.
Con el uso excesivo de agroquimicos, el suelo puede llegar a una degradacién
quimica y fisica del mismo, esto es, la pérdida total o parcial de su capacidad
productiva, tanto para su utilizacién en el presente como en el futuro. Los datos mas
recientes del pais muestran que la degradaciéon de suelos para el ano 2002, al
menos el 44.9% de la superficie nacional mostraba al menos algun signo de
degradacion (SEMARNAT, 2009).

Un suelo degradado provoca una disminucion progresiva del rendimiento de
los cultivos, aumento el costo de produccion, el abandono de las tierras e incluso en
los casos mas extremos la desertificacion, siendo la labranza la principal causa de
degradacion de los suelos. Debido a la perdida de nutrientes, modificacién de las
propiedades fisicoquimicas y deterioro de la estructura del suelo, disminucion de la
capacidad de retencion de agua, pérdida fisica de materiales, incremento de la
toxicidad (Ortega, 2009; Ghorbani y col., 2008).

Gran parte de los agroquimicos después de su aplicacion terminan en aguas

subterraneas, rios, lagos y lagunas. Esto se debe al largo tiempo en que los
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agroquimicos persisten en el suelo, manteniendo su actividad bioldgica, que depende

de la toxicidad y su capacidad para degradarse en el medio (Ortega, 2009).

La contaminacidn del agua se presenta por dos tipos de agroquimicos:
plaguicidas vy fertilizantes. Los plaguicidas en el agua, afectan su calidad en el caso
de fertilizantes se da por un incremento de nutrientes principalmente nitrégeno,
fésforo; aunque puede darse también por silice, potasio, calcio, hierro y manganeso
dando origen al fendbmeno de eutrofizacion (RAPAL-Uruguay, 2010; Hernandez y
Hansen, 2011).

Los agroquimicos afectan de igual manera la calidad del aire y de los
alimentos, ademas genera problemas en la salud humana por la continua exposicién.
Sin embargo, la diversidad biolégica es una de las mas afectada, por su actividad
biocida de amplio espectro ante los organismos patégenos, asi como los enemigos
naturales, conjuntamente generando microorganismos con mayor resistencia y en
consecuencia, la creacion de quimicos mas toxicos (Garcia, 1998; Badii y col., 2007;
Ghorbani y col., 2008).

2.4.1.3. Clasificacion de agroquimicos

Una primera clasificacion de los agroquimicos se hace en funcion de su fin aplicativo.
Detener o aminorar plagas (plaguicidas) y aquellos que proporcionan nutrientes a las

plantas (fertilizantes).

Los plaguicidas se pueden clasificar de acuerdo a un grupo de plaga u
organismo que se considere dafino o intervenga con el desarrollo de la planta.
Dentro del grupo de plaguicidas se conocen; los herbicidas, insecticidas,

nematicidas, bactericidas y fungicidas (Ramirez y Lacasafna, 2001).

Los fungicidas son productos quimicos que matan o evitan el desarrollo de

hongos y algas de cultivos agricolas. Su clasificacion se basa en el periodo de
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aplicacion con respecto a la infeccion que causan los hongos y la movilidad del
producto sobre los tejidos, es asi que se clasifican en tres grupos: 1) de proteccion,
2) de erradicacién y 3) sistémicos. De acuerdo a su naturaleza quimica: 1)

inorganicos, 2) organometalicos y 3) organicos (Barcenas, 2005).

Los fungicidas inorganicos se basan en el empleo de dos compuestos
quimicos de accion fungicida. El azufre que actua bloqueando las enzimas que
intervienen en el mecanismo respiratorio del hongo y el cobre incluyendo sus
derivados como el sulfato, el oxicloruro, el carbonato, 6xido cuproso, que actuan
como iones cupricos, inhibiendo una gran variedad de grupos tiol (-SH) en las
enzimas. También provocan la coagulacion del protoplasma celular y al inhibir el
desarrollo de las esporas del hongo. Los fungicidas organometalicos utilizan
elementos metalicos como: Ag, Hg, Cu, Cd, Cr, Ni, Pb, Co, Zn, Fe y Ca tomando en
cuenta que la toxicidad del mismo aumenta con la masa atémica. Los fungicidas
organicos pertenecen a los fungicidas actuales mas importantes. Estos fungicidas
pertenecen a diferentes grupos quimicos como: ditiocarbamatos, derivados fendlicos,
derivados ftalimidicos, sulfonamidas, bencimidazoles, tiofanatos, oxatiinas vy
pirimidinas. Estos actuan como quelante de iones metalicos y evitan la incorporacion
de fosfato inorganico al ATP, asi mismo desacoplan la fosforilacién oxidativa y

rompen enlaces R-R oxidando el interior de la célula (Barcenas, 2005).

En cuestion de los fungicidas su aplicacion presenta mayores riesgos
carcinogénicos que los insecticidas y herbicidas juntos (Wilson y col., 1997). En el
caso del cultivo de fresa el control de B. cinerea se lleva a cabo por fungicidas que
tienen accion directa a partir de tratamientos anticriptogamicos: derivados de
imidazoles, benomilo, entre otros; folpet, captan, captafol, derivados ftalimidicos;
benzoamidazoles de accidon sistématica, tiofanato, benlate, etc; diclofuanidas,
adicionados generalmente con oxicloruros de cobre; ditiocarbamato, thiram, TMTD,

zineb, entre otros (Branzanti, 1985).
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24.2. Control biolégico

A raiz de las consecuencias del uso inadecuado de los agroquimicos, ha surgido la
necesidad de buscar y analizar nuevas alternativas que permitan controlar las
enfermedades agricolas, reduciendo el impacto negativo sobre el medio ambiente.
Es asi que se han desarrollado productos de origen bioldgico, basados en la
utilizacién de microorganismos manejando las interacciones que permitan el control
de plagas o enfermedades por competencia por nutrientes, espacio, entre otros. El
uso de insectos en el papel de predadores, extractos de plantas con actividad

bioldgica, se cuentan entre dichas alternativas (Altieri, 2001; Murillo y Salazar, 2011).

El control biolégico tuvo sus inicios como alternativa para el control plagas, es
asi que fue inicialmente definido como la “acciéon de parasitos, depredadores o
patdbgenos que mantienen poblaciones de otros organismos a un nivel mas bajo de lo
que pudiera ocurrir” (DeBach, 1997). Sin embargo, esta definicién ha ido cambiando
a lo largo del tiempo y fue la Organizacion Internacional de Lucha Biolégica (OILB)
quien definio el control bioldégico como la “utilizacion de organismos vivos, o de sus
productos, para evitar o reducir las pérdidas o dafos causados por los organismos

nocivos” (Guédez y col., 2008). Aunque aun este concepto sigue en controversia.

El uso de control biolégico presenta ventajas y desventajas, sin dejar a un lado
riesgos y beneficios. Dentro de las ventajas del control bioldgico se encuentra el poco
o nulo efecto de dafo colateral hacia el ser humano; la generacién de organismos
resistentes es menor; este se llega a mantener a largo plazo y puede llegar a ser
permanente; su empleo reduce el uso de agroquimicos y las relaciones costo-
beneficio se ven favorecidos. En cuanto a las desventajas que presenta es la accion
lenta, requiere de mayor investigacion ya que cada caso de control biolégico es

especifico para el control de enfermedades o plagas (Lauwerys, 2004).

El  control biologico hace uso de parasitoides, depredadores,

entomopatdgenos, hongos antagonistas o micopatégenos, bacterias antagonistas y
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levaduras, y en los ultimos afos extractos bacterianos y el uso de extractos

vegetales.

Los parasitoides son organismos que se alimentan de un huésped de la
misma clase taxonémica siendo su fase activa el estado larval, y puede atacar por
ejemplo huevos (Trichogramma y Telenomus), que atacan larvas (Cotesia flavipes) o
pupas (Spalangia cameroni). Los depredadores son insectos polifagos que se
alimentan de diferentes estados biolégicos de sus presas que generalmente son
otros insectos, por ejemplo depredadores Poliste erythrocephalus y Chrysoperla
carnea. Los entomopatégenos son microorganismos que infectan al insecto
causandole la muerte, ya sean hongos (Beauveria bassiana), virus (Baculovirus) o
bacterias (Bacillus thurigiensis). Los hongos antagonistas son agentes reguladores
naturales que impiden el desarrollo de ciertos hongos o nematodos (Trichoderma sp)
(Guédez y col., 2008). Las bacterias como Pseudomonas cepaci, Pseudomonas
syringae, Bacillus subtilis) presentan efecto antagonista sobre hongos. Las levaduras
como Debaryomyces hansenii, Rhodotorula glutinis y Aureobasidium pullukans
presentan actividad antagonista hacia diversos patdogenos que se presentan en
postcosecha como bacterias y hongos (Hernandez y col., 2007a). Los extractos
vegetales presentan actividad antimicrobiana asi como insecticida (Bazan y col.,
2011).

La agricultura actual requiere de i investigacion intensa, que permita el manejo
integrado de las plagas y las enfermedades, para lograr implementar una agricultura

sustentable a partir de una biotecnologia segura, rentable y efectiva.

En los ultimos afios el estudio y la elaboracién de productos bioldgicos ha
tomado importancia en el mundo cientifico, y las plantas presentan un amplio campo
de estudio en el control de enfermedades de acuerdo a su composicion quimica

natural.
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2.5, Compuestos quimicos de las plantas

Las plantas son organismos vivos sésiles, razén por la cual han desarrollado por
evolucion mecanismos de defensa que les permiten responder ante cualquier tipo de
estrés presente en el entorno. En general se distinguen dos tipos de estrés: el
abiodtico, provocado por factores ambientales, fisicos y quimicos; y el estrés bidtico,
causado por la accion de otros seres vivos como patdégenos, otros vegetales y
animales. Tomando en cuenta cada tipo de estrés, estos no desencadenan el mismo
mecanismo de respuesta, sin embargo, pueden presentar una respuesta comun
como la sintesis de compuestos fendlicos, debido a la estimulacién de la enzima
fenilalanina amonio liasa, que responde a elicitores bidticos y a la luz UV (Herrero,
2000).

Los compuestos que le permiten a la planta defenderse y adaptarse al medio
en el cual se desarrollan, son obtenidos como productos del metabolismo primario de
la planta en el cual se generan las macromoléculas esenciales para la vida. Estos
“Productos” conocidos como metabolitos secundarios juegan un rol importante en las
interacciones de las plantas con otros organismos y su supervivencia pues no son

considerados esenciales para el crecimiento de la planta (Croteau y col., 2000).

2.5.1. Metabolismo secundario

La mayoria de los compuestos que se obtiene a partir de productos del metabolismo
primario, se conocen como metabolitos secundarios, estos compuestos fueron
definidos en el marco ecologico en 1994 como “Sustancias ecolégicamente eficaces”
y su distribucion se encuentra limitada en comparacién con los metabolitos primarios
los cuales se consideran “Sustancias fisioldgicamente eficaces” los cuales se

encuentran presentes en todo el reino vegetal (Garcia, 2004).
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Actualmente se conocen cerca de 20,000 estructuras de metabolitos
secundarios, que se clasifican en tres grandes grupos de acuerdo a su composicion
quimica basica en: fenilpropanoides, terpenoides y alcaloides. Ademas, cada tipo de
compuesto secundario esta estrechamente relacionado con una o varias funciones
especificas en la planta que lo contiene y hasta la fecha, en la mayoria de ellos, no
se conoce con exactitud cada funcidn en particular (Sepulveda y col., 2003; Garcia,
2004; Garcia y Pérez, 2009).

2.5.1.1. Fenilpropanoides

Estos compuestos reciben el nombre de compuestos fendlicos, polifenoles o
fenilpropanoides ya que presentan un grupo fenol, esto es un anillo aromatico unido
a un grupo hidroxilo. La ruta de biosintesis de estos compuestos se encuentra en la
via del acido shikimico, a partir de la eritrosa-4-P, el acido fosfoenolpirdvico y

aminoacidos aromaticos como la fenilalanina, el triptéfano y la tirosina.

Estos compuestos participan como agentes antimicrobianos, protectores de la
radiacion UV, reguladores de crecimiento, algunos actuan como pigmentos de las
plantas, flores y frutos. Y se clasifican en: acidos fendlicos, fenoles simples, flavonas,

flavonoides, flavonoles, taninos y cumarinas.

Los fenilpropanoides debido a su alta fitotoxicidad son almacenados en la
planta en su forma glucosilada en la vacuolas y algunos otros se conjugan con otros
componentes de la pared celular (Croteau y col., 2000; Domingo y Lépez, 2003;
Sepulveda y col., 2003)
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2.5.1.2. Terpenoides

Es el grupo con mayor numero de metabolitos secundarios. Se sintetizan a partir de
dos rutas: la del acido mevaldnico y la ruta del metileritritol fosfato. Dentro de la
planta, actuan como pigmentos, hormonas, proporcionan olor y sabor, ademas
presentan propiedades antimicrobianas y actuan como repelentes de insectos. Su
clasificacion se basa en el numero de unidades de isopreno: monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos y politerpenos. El lugar de
sintesis de los mono, di y tretaterpenos se sintetizan en los plastidos, los
sesquiterpenos en el reticulo endoplasmico, triterpenos y politerpenos en el citosol
(Croteau y col., 2000; Garcia y Pérez, 2003; Sepulveda y col., 2003; Montes, 2009).

2.5.1.3. Alcaloides

Este grupo de metabolitos secundarios se caracteriza por tener al menos un atomo
de nitrégeno en la molécula, la mayoria son heterociclicos algunos otros no ciclicos o
alifaticos. Estos compuestos presentan actividad antimicrobiana y se clasifican segun
los anillos presentes en su estructura: quinolina, isoquimolina, indol, tropano,
quinolizidina, piperidina, purina, y pirrolizideno. La sintesis de amidas y alcaloides
tiene lugar en la mitocondria (Croteau y col., 2000; Sepulveda y col., 2003 y Montes,
2009).
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2.6. Mecanismos de defensa y accidon de los metabolitos

secundarios

El ataque de patégenos en las plantas resulta en una condicion desfavorable que
conlleva a la activacion de sus mecanismos de defensa para detener, aminorar o
contrarrestar la infeccion (Madriz, 2002). Por otra parte existen compuestos pre-
infeccionales y otros post-infeccionales con capacidad de inhibir el desarrollo de

microorganismos (Maestro y col., 1993).

Los compuestos pre-infeccionales se clasifican en dos grupos: 1) prohibitinas,
compuestos pre-infeccionales que pueden reducir o detener el desarrollo de
microorganismos in vivo tales como la barreras estructurales, donde interviene la
cuticulas, suberilina y la pared celular y 2) inhibitinas, compuestos que se encuentran
presentes en vegetal sano, y aumentan en concentracion en el momento de la

invasion del patdégeno, tales como la lignificacidn y suberizacion.

Los compuesto post-infeccionales se dividen en dos categorias: 1) post-
inhibitinas, que son compuestos que se forman por una reaccion de hidrolisis u
oxidacion de compuestos existentes en tejido sano como especies reactivas de
oxigeno y 2) fitoalexinas, compuestos que se forman de novo a partir de la activacién
de genes o sistema enzimatico que no operaba antes de la infeccién y son
detectados unicamente en plantas infectadas, tales como las fitoalexinas, proteinas

relacionadas con la patogénesis, entre otras (Maestro y col., 1993).

Las plantas para defenderse cuentan con diferentes barreras que van evitando
que la infeccion del patdgeno avance. Cuando un patoégeno llega a la superficie
vegetal, este es reconocido por la planta a partir de moléculas receptoras que
detectan moléculas inductoras liberadas por el patégeno; cuando esto sucede los
mecanismos de defensa de las plantas son activados dando lugar a una respuesta
incompatible, presentandose una reaccion hipersensible, la produccion y sintesis de

metabolitos secundarios y proteinas PR, si la planta no reconoce al patégeno se
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presenta una respuesta compatible, donde el patégeno infecta la planta sin activar

los mecanismo de defensa (Garcia y Lozoya, 2004).

La primera barrera con la que se encuentra el patdégeno son las barreras fisicas o
estructurales de la planta; la presencia de pelos, ceras, cuticula, pared celular, el
comportamiento de los estomas, lenticelas, tejido interno, lignificacién vy
suberificacion, impiden la entrada y establecimiento del patégeno. Cuando estas
barreras son superadas el patdbgeno entra en contacto con el segundo sistema de
defensa, la respuesta quimica en donde participan los metabolitos secundarios,
especies reactivas de oxigeno y enzimas entre otros (Camarena y De la Torre, 2007;
King y col., 2011).

2.6.1. Actividad antimicrobiana de los metabolitos

secundarios

En cuanto a los metabolitos de origen fendlico se han encontrado en distintas
especies de plantas, este tipo de moléculas que presentan actividad antimicrobiana,
hacia hongos, bacterias y virus, por ejemplo: el timol y algunos taninos del tomillo
(Thymus vulgari), taninos de bardana (Arctium lappa), cumarinas de comino (Carum
carvi), taninos de cascara sagrada (Rhamnus purshiana) hacia hongos, bacteria y
virus. La salicina y taninos del sauce (Salix alba), taninos de gaulteria (Gaultherua
procumbens), cumarinas de bregandia (Galium odoratum), phloretina de la manzana
(Malus sylvestris), taninos de canela (Cinnamomum verum), catequina de la planta
de té (Camellia sinensis), Lupulona, humulona del lupulo (Humulus Ilupulus)
presentan actividad de amplio espectro. Acido antémico de la manzanilla (Matricaria
chamomilla), el acido salicilico de anacardo (Anacardium pulsatilla), el acido
nordihidroguaiarético del chaparral (Larrea tridentada), el acido galico de planta de
henna (Lawsonia inermis) presentan actividad bactericida. Taninos del eucalipto

(Eucalyptus globulus) presentan actividad sobre bacterias y virus. El resveratrol de la
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uva presenta actividad antifungica (Murphy, 1999; Van Baarlen y col., 2004;
Giovinazzo y col., 2012).

Una gran variedad de compuestos terpenoides también presentan actividad hacia
patdbgenos como: aceites esenciales de albahaca (Ocimum basilicum) y la capsaicina
del chile (Capsicum annuum) presentan actividad sobre bacterias. Algunos aceites
esenciales del laurel (Laurus nobilis) presentan actividad sobre bacterias y hongos.
La terabithina del pimentero brasilefio (Schinus terebinthifolius), el eugenol del clavo
(Syzygium aromaticum), el mentol de la menta (Mentha piperita), el carvacrol de la
ajedrea (Satureja montana), acido caféico del estragon (Artemisia dracunculus)
presentan actividad de amplio espectro. Timol, carvacrol, a-pineno, limoneno, 1-8
cineol, linalol del tomillo (Thymus vulgaris), avenacina de avena (Avena sativa),

presentan actividad antifungica de amplio espectro (Murphy, 1999; Montes, 2009).

La presencia de algunos compuestos nitrogenado y alcaloides con actividad
antimicrobiana que se han reportado son: la berberina de bérbero (Berberis vulgaris)
y la cocaina de la planta de coca (Erythroxylum coca) los cuales presentan actividad
antibacteriana. La piperina del pimiento negro (Piper nigrum) presenta actividad hacia
hongos y bacterias. La cochicina del glorioso lirio (Gloriosa superba), la berberina del
sello de oro (Hydrastis canadensis), la raiz serpentina (Rauvolfia serpentina) y la uva
de Oregon (Mahonia aquifolia), la reserpina de vincapervinca (Vinca minor), la
mescalina del peyote (Lophophora williamsii), el opio de la amapola (Papaver
somniferum), presentan actividad de amplio espectro. La alicina del ajo (Allium
sativum L.) presentan actividad antifungica de amplio espectro (Murphy, 1999;
Montes, 2009).

Las plantas estdan compuestas de un gran numero de metabolitos secundarios,
algunos autores mencionan que pueden llegar a existir mas de 100000 metabolitos
secundarios involucrados en la defensa de todas las especies de plantas y de los

cuales solo se conoce el 10% (Mazid, 2011).
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2.7. Uso de extractos vegetales como alternativa de control

biolégico

La capacidad antimicrobiana de los extractos vegetales se debe a ciertos
compuestos obtenidos del metabolismo secundario mencionados anteriormente. A
partir de diversas investigaciones, se ha intensificado el estudio de los compuestos
presentes en los extractos vegetales para su uso en el control de enfermedades de
varios cultivos. En el caso de control de hongos fitopatégenos, Hernandez y col., en
el 2007b, realizaron una revisidon de los estudios de extractos vegetales para el
control de hongos fitopatdégenos. Extractos de ajo (Allium sativum L.), acuyo (Piper
auritum HBK.), guayaba (Psidium guajava L.) y eucalipto blanco (Eucalyptus globulus
Labill.), inhibieron el crecimiento micelial de Colletotricum gloeosporioides en 54.3,
48.8, 47.7 y 39% respectivamente. El guamuchil (Pithecellobium dulce) redujo el
desarrollo de Alternaria spp., Fusarium spp., Pestalotia spp. y Rhizopus spp., en el
caso de Botrytis cinerea la inhibicion se presentdé entre un 50 y 78%, asi mismo
extractos crudos de Allium y Capsicum afectaron la germinacion de esporas de B.
cinerea mientras que los extractos de nogal negro (Juglans nigra L.), liquidambar
(Liquidambar styraciflua L.), Matricaria spp., durazno (Prunus persica L.), peral
(Pyrus communis L.) y tejo inglés (Taxus canadensis Marsh.) inhibieron su
germinacion entre 90 y 99%.

De la misma manera Wilson y col., (1997), realizaron una rapida evaluacion de
diferentes extractos de especies de plantas como chile (Capsicum annuum, chinense
y frutescens), ajo (Allium ampeloprasum, ramosum y sativum), de adenocalymma
alliaceum presentaron la mayor actividad antifungica en B. cinerea, inhibiendo la

germinacion de esporas en 48 h en una dilucion del 10% del extracto crudo.

Bautista y col., (2000a), evaluaron la actividad antifungica de diversos extractos
foliares de planta de Annona muricata, lIris spuria, Chrysophyllum cainito,
Pithecellobium dulce y Psidium guajava, los cuales inhiben el crecimiento de

Fusarium, extractos foliares de Crataegus mexicana, Iris spuria y Pithecellobium
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dulce redujeron el crecimiento de Pestalotiospsis en un 50%. Extracto de Annona
muricara, Iris spuria, Psidium guajava y Pithecellobium dulce inhibieron Ila
germinacion de Pestalotiospsis. En el caso de Rhizopus se presenté una leve
inhibicion en el desarrollo de micelio a partir de los extractos de Achras sapota,
Annona. cherimola, Crataegus mexicana y Spondias purpurea, sin embargo se
inhibio la esporulacion de Rhizopus a partir del uso de extractos de Crataegus.
mexicana, Citrus limon, Pithecellobium dulce y Pounteria sapota.

La especificidad de los extractos hacia ciertos patdgenos es muy interesante,
ademas de que algunos de los extractos mencionados, presentan mayor actividad en
cierta etapa de desarrollo de la planta. Por lo que aun es necesario seguir realizando
investigaciones a partir de extractos de planta que presenten actividad
antimicrobiana hacia patdégenos de interés econdmico en la agricultura, ya que la
mayoria de los extractos analizados son probados in vitro y solo pocos estudios se
evalua su efecto en el control de enfermedades postcosecha en el control de

enfermedades.

Dado el evidente potencial de algunos extractos vegetales para inhibir el
crecimiento de ciertos fitopatdgenos, surge el interés en este trabajo de explorar el
potencial de extractos de plantas de fresa para controlar el desarrollo del hongo
fitopatdogeno Botrytis cinerea. Cabe destacar que el interés por elaborar los extractos
a partir de plantas de fresa parte del que, en caso de poseer actividad antimicrobiana
pudiera proponerse como materia prima para aprovechar las mas de 60 mil plantas
de fresa por hectarea que se desechan al final de cada temporada de zafra ya sea
por quema utilizando agroquimicos y/o fuego; ya que es muy poca la cantidad de
planta la que se reintegra al cultivo como abono organico. Resultando en una

practica adicional sustentable para este cultivo.
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3. OBJETIVO

Determinar el efecto de extractos vegetales de plantas de fresa en el control de
Botrytis cinerea.

3.1. Objetivos especificos.

e Determinar el método adecuado para la extraccion de compuestos del area foliar
de plantas de fresa

e Evaluar in vitro la inhibicion de Botrytis cinerea mediante extractos vegetales de
planta de fresa.

e Evaluar in vivo la inhibicion de Botrytis cinerea mediante extractos vegetales de

planta de fresa aplicados en frutos de fresa.
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4. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizé en el laboratorio de fitopatologia del CIIDIR-IPN-Unidad
Michoacan y en el laboratorio de fitobioquimica del departamento de Bioquimica y
Biotecnologia del CINVESTAV-IPN-Unidad Irapuato bajo la asesoria del Dr. Jorge

Molina Torres.

4.1. Material vegetal

Se utilizaron plantas de fresa (Fragaria x ananassa, variedad Albién) cultivadas en el
invernadero del CIIDIR-IPN Unidad Michoacan, las cuales se encontraban al final de

su ciclo productivo

4.2. Obtencion de extractos de hojas de planta de fresa

Se realizaron dos extracciones sélido-liquido con etanol al 90%. El primer extracto se
obtuvo a partir de 3 g de muestra homogeneizada y 100mL de solvente (etanol al
90%); se realizd la extraccién de 10 ciclos en cada uno de los seis espacios de la
unidad de extraccion E-816 Bulchi siguiendo la técnica de Soxhlet. Al terminar los
ciclos de extraccidon se concentraron por 15 min en un Rotavapor Blichi. Se obtuvo
ademas un extracto etanodlico de hojas de fresa el cual se extrajo a temperatura
ambiente, en reposo y en oscuridad durante 36 h a partir de 18 g de muestra y
400mL de etanol al 90%.
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4.3. Aislamiento de Botrytis cinerea

A partir de frutos que presentaron los sintomas de la enfermedad causada por
Botrytis cinerea se tomaron dos porciones de aproximadamente 1 cm® del fruto y se
colocaron en cajas Petri en medio papa dextrosa agar (PDA) previamente estéril.
Posteriormente se tomaron esporas del hongo y se inocularon nuevamente en cajas

Petri hasta obtener un cultivo puro de B. cinerea.

44. Ensayo de inhibicién in vitro de Botrytis cinerea

Se aplicaron tres dosis diferentes de cada uno de los extractos: 125, 250 y 500 pL,
mezclando con 45 mL de medio de cultivo PDA y se repartieron en tres cajas Petri.
En el centro de cada caja se coloco un trozo de 0.6 cm de diametro de medio PDA
que contenia el hongo Botrytis cinerea y se dejo incubar a temperatura ambiente por
aproximadamente 10 dias, hasta que el patdégeno cubriera en su totalidad la
superficie de la caja. El mismo procedimiento se realizé para el tratamiento control en

el cual se aplico etanol en ausencia del extracto.

44.1. Determinacién de biomasa seca de Botrytis cinerea

Después de 10 dias de incubacion, se determino el peso seco de Botrytis cinerea ya
que su crecimiento no fue radialmente uniforme. Para ello se cortaron circulos de
papel filtro los cuales se pesaron. Posteriormente, se calenté el medio de cultivo con
el hongo de cada una de las cajas de los diferentes tratamientos en un microondas a
la maxima potencia por 30 s, el medio ya fundido se filtr6 sobre los papeles

previamente preparados al vacio. El hongo sobre el papel filtro se secd por 24 h en
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un horno a una temperatura de 100 °C, hasta obtener peso constante de cada una
de las muestras. El porciento de inhibicion se obtuvo a partir de la formula descrita

por Bernal y col., (2005):

% total de Inhibiciéon = [(Ca-Ta)/Ca]*100
Donde:

Ca= Peso seco en el testigo después del periodo de incubacion; Ta= Peso seco en el

tratamiento después del periodo de incubacién.

4.5. Visualizacién de esporas

Se tomdé una muestra de cada uno de los tratamientos en las diferentes
concentraciones y se colocaron en un portaobjeto, se realizé una tincion con azul de
tripano para visualizar a Botrytis cinerea en un microscopio (Thomas Scientific Motic

B3a) 40X y 100X e identificar la presencia de esporas de cada muestra.

4.6. Evaluacion de la actividad biocontroladora de extractos

in vivo

Se evaluaron los extractos etandlicos de hojas de fresa elaborados con y sin alta
temperatura. Se estableci®é un experimento con 10 frutos de fresa por unidad
experimental y tres repeticiones por tratamiento, las cuales se colocaron en un
recipiente cubierto de papel absorbente previamente estériles, a los frutos se les
realizd una herida previa de 1 cm? en el centro del fruto con un bisturi previamente
estéril y se asperjaron 10 mL de cada uno de los extractos, los cuales se dejaron
actuar durante 10 min en los frutos. Después se asperjo una suspension de esporas

a una concentracion de 2.0X10° esporas mL™. Un grupo de frutos Gnicamente
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inoculados con el patégeno fue usado como control. Todos los frutos fueron
incubaron a 25°C. A las 24 h se inici6 la evaluacion del indice de severidad usando
una escala de severidad 5 niveles: 1.- Fruto sano, 2.- Fruto con 25 % de infeccién, 3.-
Fruto con 50 % de infeccion, 4.- Fruto con 75% de infeccion y 5.-Fruto 100%
infectado. La evaluacion se realizé diariamente durante 7 dias. El indice de severidad

se realizo utilizando la férmula descrita por Pérez y col., (1995):
indice de Severidad = [Xi(1) + Xi(2) + Xi(3) + Xi(4) + Xi(5) ]/ N
Donde:

Xi= numero de frutos; (1, 2, 3, 4, 5)= niveles de severidad; N= numero total de frutos.

4.7. Fraccionamiento de extractos vegetales de la planta de

fresa

4.7.1. Cromatografia en capa fina (TLC) de los extractos

Para la TLC se utilizaron placas de gel silice, preparativas de 20x20 cm y 500
micrones de espesor donde se llevdé a cabo la separacion de los compuestos
presentes en cada uno de los extractos etandlicos. Se tomaron 600uL de muestra de
cada uno de los extractos vegetales los cuales fueron aplicados en la placa hasta
saturar de muestra la linea base de aplicacion y se dejaron correr por 2 h
aproximadamente en una fase mévil de Cloroformo, acetona, metano y acido formico
en una proporcion 66:16.5:10:8.5 a una temperatura de 4°C. Finalmente la placa se

dejo secar en campana para evaporar la mezcla de solventes.
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4.7.2. Deteccion de compuestos flavonoides de extractos

vegetales de fresa

La deteccién de las fracciones de cada una de los extractos se hizo con el reactivo
de Productos Naturales para deteccién de flavonoides (Wagner y Bald, 2001). Para
su preparacion se utilizé 10mL de difenilboriloxyetilamina al 1% en metanol y 8mL de
polietilenglicol 600 al 5% en etanol. Para observar los compuestos se utilizé una
lampara de luz UV a 365nm. La presencia de flavonoides muestra una fluorescencia
que puede ir de amarillo-verde al azul dependiendo del tipo de estructura de los

flavonoides.

4.7.3. Purificacion de fracciones

Las placas de TLC reveladas se observaron en oscuridad y luz UV a 365nm las
fracciones obtenidas fueron marcadas, para poder retirar el silice contenido en cada
una de ellas de la placa. Cada una de las fracciones obtenidas se colocaron en tubos
Eppendorf y se les agregd etanol para eluirlas del gel de silice. Posteriormente se
centrifugaron por 5 min a 1400 rpm. Finalmente se separé el sobrenadante en un

nuevo tubo Eppendorf.
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4.8. Evaluacién de la actividad biocontroladora de fracciones
de extractos vegetales de planta de fresa vs Botrytis cinerea

in vitro

De cada una de las fracciones purificadas de los extractos vegetales de planta de
fresa, se tomaron 500 L, realizando la misma metodologia para el ensayo in vitro se
evalud el crecimiento de B. cinerea hasta que el control cubriera en su totalidad la
superficie de la caja. Asi mismo se realizé el mismo procedimiento para el control en

el cual se aplico etanol.
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5. RESULTADOS

5.1. Ensayo in vitro. Botrytis cinerea vs extractos vegetales

En los tratamientos en donde se aplico el extracto vegetal de fresa sin alta
temperatura (EFES), la produccion de biomasa micelial presentd una disminucion de
17.98% en el tratamiento con la dosis 125 pL, en comparacién con los tratamientos
de 250 uL y 500 pL, promovieron el incremento de la biomasa micelial, en
comparaciéon (p< 0.05) con el tratamiento control, con solo Botrytis cinerea. De igual
manera, al aplicar el extracto etandlico de planta de fresa con alta temperatura
(EFEC), las tres dosis del tratamiento presentaron una mayor produccién de biomasa

micelial, con respecto al control (Figura 4.)
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Figura 4. Porcentaje de produccion de biomasa en base al peso seco de B. cinerea in vitro a partir de su
desarrollo con la aplicacion de los extractos etandlicos de planta de fresa EFEC y EFES en diferentes volumenes.

ANOVA (p=0.05), (n=3) y comparacion de medias de Tukey (letras iguales no presentan diferencias significativas)
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La Tabla 2 muestra el efecto de los extractos vegetales EFES y EFEC a distintas
concentraciones sobre la esporulacion de B. cinerea. El extracto EFES, favorecié la
inhibicion de la esporulacién del patégeno en dos de las dosis probadas 125y 250 uL

y solo el EFEC presentd la inhibicidén solo en la dosis mas elevada de 500 pL.

Tabla 2. Inhibiciéon de esporulacion de B. cinerea en extractos

vegetales de planta de fresa

Tratamiento Concentracion (uL) Esporulacion
EFEC 125 (+)
EFEC 250 (+)
EFEC 500 ()
EFES 125 ()
EFES 250 ()
EFES 500 (+)

Esporulacion negativa = (-)

Esporulacion positiva = (+)
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5.2. Evaluaciéon de la actividad biocontroladora de extractos

in vivo

La Figura 5 muestra el efecto de cada uno de los extractos etandlicos de la planta de
fresa sobre el crecimiento de B. cinerea en frutos de fresa. Como es evidente, resultd
mas efectivo el EFEC al reducir de manera significativa (73.8%) el crecimiento
micelial con respecto al control (p<0.05). En cuanto a la severidad de la infeccion, el
extracto EFES presenté un indice de severidad de 1.7, el extracto EFEC de 1.3,
ambos significativamente menores (p<0.05) al control presenté un indice de

severidad promedio de 5 que corresponde al mayor dafio ocasionado en frutos.
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Figura 5. Efecto de extractos vegetales de fresa: EFES y EFEC sobre la inhibicion de B. cinerea
en frutos de fresa. A una (p=0.05), (n=3) y comparacion de medias de Tukey (letras iguales no

presentan diferencias significativas).
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5.3.

Fraccionamiento de extractos etandlicos de planta de

fresa y deteccion de compuestos flavonoides

Al realizar la cromatografia en capa fina, se obtuvieron 7 fracciones para ambos

extractos, las cuales presentaron los siguientes indices de retencién Rr asi como la

fluorescencia para cada fraccion la cual se presenta por el tipo de estructuras de

cada compuesto (Tabla 3).

Tabla 3. indices de retencién (Rg) de los extractos etanélicos de

planta de fresa

Tratamiento

Color de fluorescencia

Fraccion EFES EFEC de cada banda
Rr Re
1 1.00 1.00 Amarillo
2 0.96 0.95 Azul
3 0.93 0.93 Amarillo
4 0.85 0.89 Verde
5 0.63 0.74 Amarillo
6 0.20 0.34 Azul
7 0.15 0.24 -
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54. Evaluacién de la actividad biocontroladora de fracciones
de extractos vegetales de planta de fresa vs Botrytis cinerea

in vitro

En cuanto al porcentaje de inhibicién de B. cinerea (Figura 6), las fracciones que
mostraron una mayor inhibicion del desarrollo del hongo fueron: 5, 4 y 6 del extracto
EFEC con un promedio de inhibicion radial de 22.8, 36.9 y 38.9% respectivamente.
En cuanto al extracto EFES el mayor porcentaje de inhibicion (32.8%) se presento en
la fraccion 6, con respecto al control seguido de las fracciones 2 y 5 con un

porcentaje de inhibicion radial de 22.1 y 20.8% respectivamente (p<0.05).
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Figura 6. Efecto de las fracciones de los extracto etandlicos de planta de fresa EFEC y EFES
sobre el crecimiento radial de B. cinerea. A una (p=0.05), (n=3) y comparaciéon de medias de

Tukey (letras iguales no presentan diferencias significativas).
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

De acuerdo con los resultados obtenidos, la inhibicion de B. cinerea se present6 en
el ensayo in vitro en el extracto obtenido a temperatura ambiente (EFES) al aplicar
un volumen del extracto de 125 pL con una inhibicion del 15.24 % en la reduccion de
produccion de biomasa en base a su peso seco; en cuanto a las concentraciones de
250 pL y 500 uL se presentd un incremento en la produccién de biomasa al igual que
con el extracto obtenido con alta temperatura (EFEC) en las tres concentraciones
evaluadas. Sin embargo, ambos extractos presentaron una inhibicién en la formacion
de esporas del hongo, el EFES se presentd la inhibicién en las concentraciones de
125y 250 uL y en el EFEC la inhibicion se presentd en la mas alta concentracién 500
ML. Por lo que se necesita una mayor cantidad de extracto EFEC para obtener la

inhibicion de esporas.

Los resultados obtenidos con el extracto EFES, concuerdan con los
observados en diversas investigaciones en donde se ha probado la actividad
antifungica de diversos extractos tales como extractos de ajo (Allium sativum L.),
acuyo (Piper auritum HBK.), guayaba (Psidium guajava L.) y eucalipto blanco
(Eucalyptus globulus Labill.), reportan que estos inhibieron el crecimiento micelial de
Colletotricum gloeosporioides en 54.3, 48.8, 47.7 y 39% respectivamente. Asi como
extractos de guamuchil (Pithecellobium dulce) redujeron el desarrollo de Alternaria
spp., Fusarium spp., Pestalotia spp. y Rhizopus spp. En el caso de Botrytis cinerea la
inhibicién se presentdé entre un 50 y 78% in vitro, (Hernandez y col., 2007b). Sin
embargo, también se ha reportado que algunos otros extractos resultan ser
inhibitorios para un hongo y estimuladores para otros como sucede con
Pithecellobium dulce L. que inhibe a Uromyces. appendiculatus pero estimula la
germinacién de esporas de Aspergillus flavus; otro caso se presenta con extractos de

Amphipterygium adstringens que inhibe a Fusarium moniliforme pero estimula a
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Aspergillus flavus (Montes y col. 2000), tal y como fue observado en los EFEC de

este trabajo en particular.

La importancia de la actividad de los extractos radica en su capacidad para
inhibir el crecimiento del patégeno (Wilson y col., 1997; Domingo y Lopez, 2003;
Kliebenstein y col., 2005; Harish y col., 2007; Chérif y col., 2007; Hernandez y col.,
2007b; Mazid y col., 2011; Jaso de Rodriguez y col., 2011), sin embargo no todos
presentan dicha capacidad para un amplio espectro de patogenos, tal como en la
evaluacion de Stauffer y col. (2000) quienes evaluaron 98 extractos vegetales
diferentes, de los cuales solo el 10% presenté actividad antimicrobiana contra
hongos (Colletotrichum sp., Penicillium italicum, Aspergillus flavus, Fusarium sp.,
Rhizoctonia solani, Alternaria sp., y Pythium sp.) y bacterias (Xanthomonas
campestri), haciendo énfasis solo en aquellos extractos que presentaron la inhibicion;
de la misma manera, Arciniegas y col. (2002) realizaron una evaluacion de 20
extractos etandlicos crudos de diferentes partes de la planta pertenecientes a trece
familias, de las cuales solo ocho especies mostraron actividad antifungica hacia
Mycosphaerella fijiensis in vitro. En este mismo sentido Montes y col. (2000)
realizaron una revisibn de 12 afos de investigacion sobre las propiedades
antifungicas de las plantas de 206 especies contra 26 especies de hongos
fitopatdégenos, de los cuales solo entre el 32 y 51% de las plantas presentd un efecto
contra los hongos y la respuesta de los patdgenos vario desde la estimulacion
biolégica hasta su total inhibicion. Por otro lado Mendoza y col. (2007), evaluaron 97
extractos vegetales obtenidos de 37 especies vegetales los cuales ningun extracto
presentd inhibicion de los patégenos Phytophthota palmivora y Colletotrichum
gloeosporioides, hecho que atribuyeron a que las propiedades que poseen los
metabolitos secundarios de las plantas, puede variar de acuerdo a su entorno, por lo
que destacaron la necesidad de evaluar la mayor cantidad de extractos posibles para
una amplia gama de organismos. En cambio Bautista y col. (2002a) evaluaron 20
especies de plantas contra hongos patdégenos de los cuales los extractos de Achras
sapota, Pouteria sapota y Psidium guajava disminuyeron la produccién de biomasa
micelial en base al peso seco de Alternaria spp., mientras que los extractos de

Phitecellobium dulce, Persea americana y Annona cherimola estimularon su
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produccion. En el caso de Fusarium spp., los extractos de Crysophyllum cainito,
Phitecellobium dulce, Psidium guajava e Inga spuria inhibieron la produccion de

biomasa micelial y el extracto de Achras sapota promovieron su produccion.

Por otro lado, el efecto promotor del crecimiento de B. cinerea de los extractos
probados a las distintas dosis, podria deberse a la presencia de ciertos compuestos
originados del metabolismo secundario los cuales pueden llegar a estimular el
crecimiento de hongo y otros a inhibir incluso su crecimiento (Montes, 2009). El
comportamiento de promocién del desarrollo observado en el caso de este trabajo en
Botrytis cinerea fue observado y reportado también por Rangel y col. (2001), pero en
bacterias, al evaluar extractos de Baccharis nitida sobre el crecimiento de
Enterococcus feacalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y la levadura
Candida albicans. La respuesta estimulatoria también se ha observado en extractos
acuosos de Asclepias glauscence H.B.K., Citrus limén L., Hibiscus rosa.sinensis L. y
Ricinus comunis L., se observo un incremento mayor de germinacion de Alternaria.
solani, en el caso de Penicillium se vio estimulado por extractos de Euphorbia spp.,
Bacharis salicifolia H.N.K., Schinus molle L., Buoganvillea spectabilis, Allium cepa L.,
y Citrus liméon (Montes y col. 2000). Entre los compuestos capaces de inhibir el
desarrollo de enfermedades en las plantas se encuentran las fitohormonas como las
auxinas y giberelinas las cuales son capaces de reducir la tasa de crecimiento
micelial in vitro y la gravedad de la enfermedad de B. cinerea en plantas de tomate.
En tratamiento con giberelinas reduce la pudricién del tallo causado por B. cinerea en
vid y en plantas de tomate, frijol y en rosas. Por su parte, el acido abscisico puede
estimular la enfermedad. En el caso de B. cinerea se ha sugerido que el acido
abscisico es participe en la patogénesis y representa un factor de virulencia para el
desarrollo de la enfermedad. En el mismo tenor se ha comprobado que el etileno
juega un papel importante en la germinacién de conidios de B. cinerea en manzanas
maduras, asi como estimular el crecimiento del micelio, produccion de biomasa in
vitro como in vivo en fresas (Amir y col.,, 2007). Cabe sefalar que pese al gran
numero de investigaciones que se realizan sobre el efecto de los extractos vegetales
en el desarrollo de las enfermedades, son muy pocos aquellos que mencionan la

posible causa de esta estimulacion.
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En cuanto al efecto inhibitorio de la formacién de esporas de B. cinerea, en
diferentes dosis (Tabla 2) por los extractos EFES y el EFEC, este efecto se ha
reportado para el uso de extractos crudos de Allium y Capsicum los cuales afectaron
la germinacién de esporas de B. cinerea mientras que los extractos de nogal negro
(Juglans nigra L.), liquidambar (Liquidambar styraciflua L.), Matricaria spp., durazno
(Prunus persica L.), peral (Pyrus communis L.) y tejo inglés (Taxus canadensis
Marsh.) inhibieron su germinacion entre 90 y 99% (Wilson y col., 1997). Asi mismo
extractos de Flourencia cernua afectaron la produccion de conidios in vitro en
Penicillium digitatum (Guerrero y col. 2007). Al igual que los extractos de planta de
fresa, 19 extractos evaluados por Bautista y col. (2000b) inhibieron esporulacién y
germinacion de esporas de Rhizopus stolonifer mas que el desarrollo del micelio, de
manera similar este efecto se reporto por Bautista y col. (2002a) por diferentes
extractos contra Pestalotiopsis spp. Se ha reportado la capacidad de algunos
metabolitos secundarios para inhibir la germinaciéon de esporas de B. cinerea; tal es
el caso de los compuestos fendlicos, como flavonoides y proantocianidinas del aloe
vera y el resveratrol de hojas de uva, los cuales inhiben la germinacion de B. cinerea
en un 95y 50% respectivamente (Domingo y Lopez, 2003; Van Baarlen y col., 2007).
Asi como la uvangoletina y chrysina de extractos etandlicos de Piper Septuplinevium
presentaron actividad fungicida contra Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea (Avila
y col., 2011) y el kaempferol es propuesto como el responsable del efecto antifungico
contra B. cinerea en extractos de guamuchil (Hernandez y col., 2007b). Sin embargo,
no se han desarrollado productos para tratamientos posteriores a la cosecha, puesto
que a la industria les resulta mas facil patentar y proteger compuestos recién
sintetizados que los productos naturales de las plantas (Wilson y col., 1997), ademas
algunos extractos de plantas a pesar de presentar inhibicién contra hongos no se
recomienda su utilizacion ya que desprenden mal olor tal como extractos de
Capsicum frutescens inhibieron la pudricion causadas por Penicillium expansum en

manzana (Hernandez y col. 2007b; Bautista y col., 2004).

En cuanto a la evaluacién in vivo, los extractos etandlicos EFEC y EFES de
hojas de fresa (Figura 5) presentaron una significativa actividad antifungica en frutos

de fresa, presentando un indice de severidad (IS) de 1.3 y 1.7 obteniendo asi un
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porcentaje de inhibicion de 74 y 66% respectivamente disminuyendo la incidencia de
la enfermedad. Resultados similares fueron reportados en un estudio realizado in
vivo en frutos de papaya, donde se observd que extractos de hojas de papaya,
inhibieron completamente las pudriciones del fruto de la misma (Hernandez y col.
2007); otros estudios muestran que extractos de ajo y eucalipto estimulan la
enfermedad, presentando un indice de severidad de 4.2 y 4.5 causado por
Colletotrichum gloeosporioides en frutos de papaya en una escala de 5 niveles
(Banos y col., 2004). Por su parte, Lépez y col. (2006) reportaron que extractos
etandlicos vegetales de Plantago major, Lippia alba, Pteridium aquilinum y Ruta
graveolens in vitro e in vivo en frutos de fresa para el control de B. cinerea,
presentaron resultados alentadores in vitro al disminuir el crecimiento micelial e
inhibicion de esporas en los cuatro extractos, sin embargo, en la prueba en fruto,
estos presentaron un indice de severidad de 4.06, 4.93, 4.20 y 4.73 en una escala de
5 niveles respectivamente lo que representa una mayor incidencia de la enfermedad
en frutos en comparacion con los extractos de planta de fresa, asi mismo estos
extractos se evaluaron en frutos de platano mostrando resultados similares salvo que
el extracto de P. aquilinum presentd la menor incidencia de la enfermedad con un

indice de severidad de 1.94 en el control de Colletotrichum musae.

Cabe mencionar el efecto observado en el extracto EFEC al no presentar
actividad inhibitoria in vitro, esto podria deberse al un cambio de estructuras de los
metabolitos secundarios al estar en contacto con alta temperatura; por ejemplo
Irianda (2010), menciona que los extractos obtenidos con alta temperatura, presenta
mayor cantidad de compuestos fendlicos que aquellos obtenidos a temperatura
ambiente en extractos etandlicos de orégano sin embargo, estos no muestran
actividad antimicrobiana. Esto puede deberse a que los compuestos fendlicos en su
mayoria se encuentran glicosilados y el enlace glicosidico es inestable a cambios de
pH y temperatura ya que es muy débil y solo se necesita de 26 kcal/mol para romper
su enlace (Badui, 1995). Sin embargo el mismo extracto EFEC fue el que present6
mayor actividad inhibitoria del hongo B. cinerea lo que supone que puede existir un
reestructuraccion al estar en contacto con polisacaridos, esto porque se ha

comprobado en el caso de polifenoles glicosilados de las hojas de olivo como la
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oleuropeina, la barbaloina o el verbascésido modifican las propiedades fisicas de las
membranas biologicas interaccionando directamente con los fosfolipidos que se
encuentran cargados negativamente de la membrana estableciendo puentes de
hidrogeno; cambiando el comportamiento de las membranas, dado que los
fosfolipidos son abundantes en membranas bacterianas, este efecto podria contribuir
de forma significativa a la capacidad antimicrobiana de estos compuestos, asi como
otros aspectos de su actividad biolégica en los que estén involucrados fosfolipidos
con carga negativa (Molina, 2010), aunque no puede establecerse una correlacion
exacta de estructura-actividad (Lizarraga y Abdala, 2004), y que otros factores
pueden estar en relacion con dicha actividad inhibitoria como: la presencia de otro

compuesto con el cual presente sinergismo.

En cuanto al fraccionamiento de los extractos y su evaluacion in vitro nos
permiti6 conocer que el crecimiento radial de los extractos fraccionados se vio
afectado por las fracciones 4, 5 y 6 del extracto EFEC y las fracciones 2, 5 y 6 del
EFES (Figura 6), logrando una reduccién del 22-40%, es asi que la separacion de los
compuestos presentan mayor actividad de inhibicion en cuanto al crecimiento micelial
radial y de acuerdo al crecimiento radial, tomando en cuenta que el porcentaje de
inhibicion mayor al 20% es positivo para evidenciar la inhibicion del crecimiento de
hongos segun Marquez y col. (2007). Este efecto puede deberse a compuestos de
tipo flavonoides del grupo de fenilpropanoides los cuales se han reportado con mayor
actividad antimicrobiana (Lopez y col., 2006; Montes, 2009; Kumar y McConchie
2010; Hernandez y col., 2007b; Cushnie y Lamb, 2005; Alvarez y col., 2007; Celis y
col., 2008; Avila y col., 2011; Sepulveda y col., 2003; Friedman, 2007; Domingo y
Lopez, 2003), ademas son los compuestos que en su mayoria se encuentran en los
extractos de planta de fresa, lo anterior basandose en la técnica de deteccidén de
compuestos reportada por Wagner y Bladt (2001) con la utilizacion de productos
naturales para la detecciéon de flavonoides se presenta la fluorescencia caracteristica
para estos compuestos tales como una fluorescencia de naranja-amarilla, amarilla-
verde compuestos de tipo flavonoles y naranja, amarillo-verde de tipo de las
flavonas. Ademas cabe sefalar que en conjunto las fracciones del EFES tienen

mayor efecto antimicrobiano que por separado al reducir la producciéon de biomasa
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en base al peso seco de B. cinerea, esto puede deberse al sinergismo que presentan
los compuestos fendlicos de tipo flavonoides reportado por (Cushnie y Lamb, 2005;
Ortega y col., 2011; Cushnie y Lamb, 2011). Por lo tanto en el caso de los extractos
EFEC y EFES completos y fraccionados cada uno tiene sus ventajas y desventajas
principalmente los extractos completos, reducen la producciéon de biomasa en EFES
sin embargo EFES y EFEC inhiben la germinacién de esporas, y las fracciones
promueven la produccion de biomasa sin embargo reducen el crecimiento del

micelio.

Los resultados obtenidos en este trabajo son alentadores pues permiten
vislumbrar la posible utilidad de las plantas de fresa que son desechadas para

elaborar extractos con potencial biocontrolador, en este caso de B. cinerea.
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7. CONCLUSIONES

Los extractos de fresa presentaron potencial para ser utilizados en el control de B.
cinerea en postcosecha, al reducir aproximadamente un 40% la produccion de
biomasa in vitro, ademas inhibieron la formacion de esporas del hongo, una parte
importante del ciclo de vida e infeccién del hongo, asi como reducir la enfermedad en
frutos de fresa postcosecha. Sin embargo, aun faltan estudios que realizar para
conocer qué compuesto o compuestos son responsables de la actividad antifungica y

la forma en que actuan estos con el fruto para presentar una mayor actividad.

El extracto con mayor potencial de inhibicion del hongo in vivo fue el extracto

obtenido con la aplicacion de temperatura (EFEC).
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