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RESUMEN

Se evaluo la actividad antifangica in vitro de 166 extractos contra Fusarium oxysporum. los
extractos fueron obtenidos de 47 especies de plantas medicinales de Baja California Sur y
probados utilizando el método de difusion en agar. La cepa de prueba fue aislada de una
planta de albahaca enferma de fusariosis e identificada mediante morfologia macro y
microscopica. 17 especies plantas resultaron positivas, con inhibiciones de crecimiento
micelial que van del 7.4 al 53.6%. De éstas especies, Larrea tridentata, Hymenoclea
monogyra, Lippia palmeri y Trixis peninsularis fueron analizadas por el método de
dilucion en agar. Los resultados del analisis PROBIT indicaron que la Clsg para esas
especies fue: 141.72, 277.5, 161.15 y 1710.15 ppm., respectivamente. Estos resultados
demuestran el potencial que las especies de plantas medicinales de Baja California Sur

poseen como alternativa de control de hongos fitopatdgenos.
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ABSTRACT

In vitro anti-fungal activity of 166 extracts against Fusarium oxysporum was evaluated.
The extracts were obtained from 47 medicinal plant species of Baja California Sur and
tested using the agar dilution method. The test strain was isolated from a basil plant sick of
fusarium wilt and identified by macroscopic and microscopic morphology. 17 plant species
resulted positive with mycelial growth inhibition ranging from 7.4 to 53.6%, from these
species, Larrea tridentada, Hymenoclea monogyra, Lippia palmeri and Trixis peninsularis
were analyzed by the agar dilution method. The results from PROBIT indicate the Cisg for
these three species were: 141.72, 277.5, 161.15 and 1710.15 ppm., respectively. These
results demonstrate the potential of medicinal plants species of Baja California Sur as an

alternative to control phytopathogenic fungi.



. INTRODUCCION

La albahaca (Ocimum basilicum) es una planta utilizada popularmente como condimento,
ya sea que se encuentre fresca o seca. Asimismo, tiene una gran importancia econémica
pues sus aceites se usan en la industria de perfumes, cosméticos y medicina tradicional
(Reis et al., 2008). En Baja California Sur (BCS), el 100% de su produccion es exportada a
Estados Unidos de América (USA por sus siglas en ingles), donde es muy demandada en la
cocina gourmet. En 2010, la produccién de albahaca en BCS fue de 627 toneladas (Beltran
etal., 2010).

A nivel de campo, el cultivo de albahaca presenta diversos problemas de
enfermedades fungosas causadas por Cercospora ocimicola, Curvularia sp, Fusarium sp. y
Alternaria sp. (Koike et al., 2007). Entre estas enfermedades, el marchitamiento ocasionado
por Fusarium oxysporum se ha convertido en el mayor problema a causa de su naturaleza
destructiva; actualmente, se encuentra diseminada en la mayoria de los paises que cultivan
esta planta debido a la importacion de semillas contaminadas. Los primeros reportes de esta
enfermedad aparecieron en Rusia, aunque también se sabe de casos en Francia, USA Italia
e Israel. Una de las formas para combatirla es el uso de fungicidas quimico sintéticos
gracias a su eficiencia en el combate del patdgeno; sin embargo, esta forma de control se
complica por el reducido numero de fungicidas registrados para este cultivo (Reis et al.,
2008; Chiocchetti et al., 1999), asi como por los efectos negativos que su uso puede
ocasionar.

La utilizacion excesiva de agroguimicos sintéticos puede traer consecuencias

negativas, como son el incremento de los costos de produccién, la contaminacion quimica



de los campos de cultivo y agua, ademas de la presencia de residuos en las cosechas, lo que,
en muchos casos, ocasiona serios dafios a la salud humana. Este tipo de problemas se ha
incrementado con el paso de los afios, obligando a los investigadores a buscar nuevas
alternativas para el control de hongos fitopatdgenos,quienes han encontrado en las plantas
una fuente prometedora de sustancias curativas (Cantrell et al., 2005; Sharma y Kumar,
2009).

A lo largo de la historia de la civilizacion humana, el uso de plantas con fines
terapéuticos o medicinales ha sido vital para su sobrevivencia. La observacion y el
empirismo han llevado al conocimiento sobre las propiedades medicinales de los recursos
naturales que existen en diferentes regiones del mundo, lo que se conoce como medicina
tradicional. Son estos recursos naturales los que han servido como base para estudios
cientificos que buscan nuevas moléculas activas (Rayavarapu y Kaladhar, 2011; Murugesan
etal., 2011).

Las moléculas activas provienen del metabolismo secundario de la planta, donde
son sintetizadas como respuesta a los estimulos externos, muchas veces como defensa
quimica frente al ataque de otras plantas, depredadores o condiciones climaticas adversas.
BCS se encuentra en un lugar privilegiado para la produccion de metabolitos novedosos en
las plantas. Su situacion geogréfica, aislada del resto del continente, ha provocado un alto
grado de endemismo vegetal, con su correspondiente riqueza en metabolitos secundarios
gue no se encuentran en otros lugares (Encarnacion, 1996).

Considerando el grave dafio que los hongos fitopatdgenos ocasionan en los cultivos,

asi como los dafios a la salud y al medio ambiente que provoca el uso indiscriminado de



quimicos sintéticos, es necesario buscar alternativas naturales que sean efectivas y menos
dafinas para el entorno. Afortunadamente, las plantas medicinales de BCS han demostrado
ser una valiosa fuente de compuestos activos que pueden ser investigados para su
aplicacion en el control de los hongos fitopatdgenos como F. oxysporum.
1.1. Objetivo general:
Evaluar el potencial antifingico de un grupo de plantas medicinales de BCS contra F.
oxysporum en albahaca (O. basillicum).
1.2. Objetivos especificos:

¢ Aislamiento e identificacion de Fusarium oxysporum asociado a la enfermedad.

e Determinar la actividad antifingica de los extractos por el método de difusion en

agar.

e Determinar la Clsg, de los extractos mas activos, mediante analisis PROBIT.



Il.  HIPOTESIS
Las plantas medicinales de Baja California Sur presentan compuestos bioactivos
antifungicos contra F. oxysporum.

1. REVISION DE LITERATURA
En la actualidad, existen maltiples investigaciones enfocadas a la busqueda de alternativas
para el control de las enfermedades causadas por Fusarium, tanto en plantas como en
humanos. Parte de estas investigaciones se ha centrado en el uso de extractos de plantas y
compuestos activos que provienen de ellos. A continuacion, se detallan algunos de estos
trabajos.

Cantrell et al. (2005) realizaron un fraccionamiento biodirigido del extracto crudo
hexano-acetato de etilo-agua de la parte aérea de Haplophyllum sieversii. Como resultado,
se logré el aislamiento de cuatro alcaloides bioactivos conocidos como flindersina,
anidroevoxina, haplamina y el lignano eudesmina. Fue evaluada la actividad de los cuatro
compuestos en contra de Colletotrichum fragariae, C. gloeosporioides, C. acutatum,
Botrytis cinerea, F. oxysporum y Phomopsis obscurans a una dosis de 50, 100 y 150 micro
molar. De los cuatro compuestos, la flindersina fue la que mostré la actividad antifungica
mas alta.

Por otra parte, Siva et al. (2008) probaron el efecto antifungico de los extractos
crudos de 20 especies de plantas medicinales utilizando agua, etanol y acetona como
solventes. Concluyeron que todos los extractos al 50% de concentracion fueron efectivos en
la reduccion del crecimiento micelial de F. oxysporum, sp., Melongenae mauto e Ishigami.

De éstas, las cuatro méas activas son: Adhatoda vasica, Jatropha curcas, Sapindus



emarginatus y Vitex negundo, a concentraciones de 10%, 20%, 30% y 40%. J. curcas
mostréd una inhibicién del crecimiento micelial de 100% cuando se evalu6 a 40% de
concentracion.

Fokialakis et al. (2006) evaluaron la actividad antifungica de 30 especies de plantas
de la flora griega, utilizando directamente ensayos bioautogréficos contra tres especies de
Colletotrichum. EIl extracto de diclormetano de Echinops ritro (Asteraceae) fue el mas
potente y su fraccionamiento biodirigido condujo al aislamiento de 8 tiofenos activos a 3 y
30 micro molar contra las tres especies de Colletotrichum: C. acutatum, C. fragariae y C.
gloeosporioides y contra F. oxysporum, Phomopsis viticola y P. obscurans.

Por otra parte, Krauze y Wiwart (2003) evaluaron la actividad antifingica de las
biflavonas aisladas de Taxus baccata y Ginkgo biloba: 7-O-Mentometilflavona, bilobetin,
ginkgetin, sciadopitysin y 2,3-dihidrosciadopitysin, contra Alternaria alternata, Fusarium
culmorum y Clodosporium oxysporum. De éstas, la bilobetin exhibié una actividad
antifungica significativa, presentando valores de dosis con efecto al 50% (EDso) de 11, 14 y
17 uM.

Sharma y Kumar (2009) probaron el potencial antifungico de diferentes extractos de
Capparis decidua, Lantana camara y Tridax procumbens, a 2.5 mg/ml, 5.0 mg/ml y 10
mg/ml contra F. oxysporum. Los resultados demostraron que los flavonoides libres y
esteroles de T. procumbens (flores) y los flavonoides de C. decidua (frutos y tallo)
inhibieron al 100% la germinacion de esporas del hongo.

Ochoa (2004) realiz6 una seleccion de plantas medicinales de BCS por su actividad

antifungica, utilizando la difusion en agar como método de prueba contra Aspergillus niger



y F. oxysporum. Examind los extractos etandlicos de 22 especies y encontrd actividad en
los extractos de Xanthium strumarium y Lophocereus schottii.

De la misma manera, Lopez et al. (2005) evaluaron el efecto inhibitorio de Allium
sativum, Larrea tridentata, Flourensia cernua, Syzygium aromaticum, Cinnamomum
zeylanicum y Mangifera indica sobre el crecimiento micelial de F. oxysporum sp.
lycopersici, Rhizoctonia solani y Verticillium dahliae. Los extractos con mayor efecto
inhibitorio, sobre las tres cepas de hongos, fueron los de clavo (Syzygium aromaticum), ajo
(Allium sativum) y gobernadora (Larrea tridentata).

Por su parte, Subban et al. (2011) evaluaron el efecto antifungico de 11 especies de
plantas medicinales: Aloe vera, Alpinia calcarata, Acalypha indica, Carum copticum,
Leucas aspera, Ocimum sanctum, Piper betle, Phyllanthus niruri, Solanum trilobatum,
Memycelon umbellatum y Tridax procumbens, contra el hongo fitopatégeno F. oxysporum.
El método utilizado fue el de difusion en agar, comprobando que Memycelon umbellatum
fue el mas activo con 21 mm de inhibicion.

En su estudio, Takhi et al. (2011) evaluaron el potencial antimicrobiano y
antifungico de los compuestos fenodlicos, alcaloides y aceites esenciales de Datura
stramonium, Peganum harmala, Ricinus communis, Nerium oleander, Citrullus
colocynthis, Cleome arabica, Pistacia atlantica y Pistacia lentiscus. Los aceites esenciales
de Pistacia atlantica y Pistacia lentiscus mostraron una actividad inhibitoria contra
Escherichia coli ATTC 25922, Staphylococcus aureus ATTC 43300 MRSA+,
Pseudomonas aeruginosa ATTC 27853, y F. oxysporum f. sp. albedinis y F. oxysporum f.

sp. lycopersici.



Finalmente, Al-Mughrabi y Aburjai (2003) probaron la actividad antifungica de 9
extractos de Ferula hermonis F. (Umbelliferae) contra Alternaria solani, Cladosporium sp.,
Colletotrichum sp., F. oxysporum, Mucor sp., Penicillium italicum, Pythium sp.,
Rhizoctonia solani, Rhizopus stolonifer, Stemphylium solani y Verticillium dahliae. Todos
los extractos mostraron actividad en mayor o menor grado contra todas las cepas probadas;
sin embargo, la actividad mas potente que fue contra las cepas de V. dahliae, P. italicum y

R. stolonifer.



V. MATERIALES Y METODOS
4.1. Localizacion del &rea de estudio
La presente investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de Farmacognosia de la
Universidad Auténoma de Baja California Sur (UABCS) y de Fitopatologia del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR), asi como en el invernadero del mismo
Centro.

La UABCS se localiza a un costado de la carretera al sur, km 5.5, en la colonia El
Mezquitito de la ciudad de La Paz, BCS, México. Sus coordenadas son 24°05°56.77”
latitud norte y 110°18°17” longitud oeste, a una elevacion de 29 metros sobre el nivel del
mar (Figura 1).

Por su parte, el CIBNOR se encuentra ubicado en Mar Bermejo No. 195, colonia
Palo de Santa Rita, también en la ciudad de La Paz. Sus coordenadas son 24°08°10.05”
latitud norte y 110°25°35.24” longitud oeste, a una elevacion de 6 metros sobre el nivel del

mar (Figura 1).

4.2. Obtencion de la cepa de Fusarium oxysporum
La cepa de Fusarium oxysporum utilizada en este estudio se aislé de una planta de albahaca

infectada, la cual fue tomada en el predio EI Trampuchete, Ejido El Pescadero, BCS.



—

CIENOR

Invernaderc Laboratorio de Fitopatologia Lsboratorio de Farmacognosia

Figura 1. Localizacién de los laboratorios de Farmacognosia (UABCS) y Fitopatologia
(CIBNOR)
Fuente: Google Earth, 2010
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4.2.1. Diagnostico de fusariosis en albahaca

Fusarium oxysporum provoca en el albahaca una enfermedad Illamada marchitez del
Fusarium o “fusariosis”, donde los sintomas caracteristicos son: retraso del crecimiento,
desarrollo retorcido y asimétrico, marchitamiento foliar y decoloracion de los tejidos
vasculares, que puede ir del rojo-marrén hasta casi negro (Koike et al., 2007). Por medio de
la deteccion de estos sintomas se logro la ubicacion en campo de plantas de albahaca
infectadas por Fusarium; posteriormente se realiz6 su colecta tomando la planta entera,
incluyendo la raiz, trasladandola en bolsas de plastico debidamente etiquetadas al

laboratorio para aislar el agente causal.

4.2.2. Aislamiento del hongo

La planta con sintomas de Fusarium oxysporum fue disectada con ayuda de un bisturi
estéril. Porciones pequefias de la base del tallo y raiz enfermos fueron extraidas y
sumergidas en una solucién desinfectante de hipoclorito de sodio al 5.25% durante un
minuto. Después fueron sembradas en medios solidos de agar papa dextrosa e incubadas a
25°C durante 72 horas para el desarrollo del hongo. Se realizaron resiembras sucesivas de

la cepa para su purificacion (Agrios, 2007).

4.2.3. ldentificacion del agente causal
Una vez obtenida la cepa pura a partir de las resiembras, se identifico el hongo para
comprobar que, en efecto, era F. oxysporum. La cepa aislada correspondié a las

caracteristicas de F. oxysporum descritas en distintos estudios, de la siguiente manera:
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e Caracteristicas de la colonia en PDA. Colonia densa y flocosa color salmén
palido o micelio malva palido. A menudo con esporodoquio color salmén, como
una masa central o también como uno o dos anillos concéntricos pobremente
definidos. En la parte trasera se observa una coloracion central malva y a veces
magenta oscuro (Pitt y Hocking, 2009).

e Caracteristicas morfoldgicas. Conidioforos hialinos, simples y cortos 0 no muy
bien diferenciados de las hifas, con esporas masivas en los vértices. Conidios
hialinos de dos tipos: macroconidios en forma de barco, de 4 células, con un poco
de disminucién apical y células basales de gancho, y microconidios elipsoidales de
una sola célula. Clamidiosporas color marrén, globosas y por lo general solitarias
(Watanabe, 2002).

e Dimensiones. Macroconidia 29.1-45 X 2.9-4.7 mM; microconidia 6-15.8 X 1.9-3.7

mM; Clamidiosporas 10.2-15 mm (Watanabe, 2002).

4.2.4. Comprobacion de la patogenicidad del agente causal

La cepa obtenida debe ser capaz de infectar una planta sana y provocar los mismos
sintomas que se observaron en la planta donde, originalmente, se obtuvo el hongo; ademas,
se debe poder aislar de esta nueva planta infectada por el mismo hongo, segun lo describen
los postulados de Koch. Para ello, se procedio a infectar plantulas de albahaca con la cepa

de Fusarium oxysporum aislada.
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4.2.4.1. Preparacion del in6culo
Se prepard una suspension de conidias a una concentracién de 1 x 10 °, de acuerdo a lo

descrito (Lichtenzveig et al., 2006).

4.2.4.2. Prueba de patogenicidad

La plantula de 30 dias de edad se extrajo de la charola de siembra, la raiz se lavo
ligeramente con agua destilada y se cortd una pequefia porcién apical de la raiz
(aproximadamente 1 cm). A continuacion, la raiz de la plantula fue sumergida en una
suspension de 10° conidias/ml de F. oxysporum durante 10 minutos (Reis et al., 2008).
Pasado el tiempo, las plantulas se sembraron en las macetas de unicel de 12 onzas y se
taparon con bolsas plasticas para mantener las condiciones de humedad y temperatura
necesarias para el dptimo desarrollo del hongo. Terminado este proceso, diariamente se
realiz6 un monitoreo de la plantula para observar el desarrollo de la sintomatologia de la

enfermedad, en caso de existir.

4.3. Seleccion de plantas medicinales

Las plantas para el estudio se dividieron en tres grupos y de acuerdo a ciertos criterios: el
primero estuvo constituido por plantas 13 especies de medicinales endémicas de Baja
California Sur (Encarnacion, 1996) (Cuadro 1); el segundo lo integraron 27 especies de
plantas que en la medicina tradicional son utilizadas para el tratamiento de enfermedades
agudas, infecciones o antisépticos (Cuadro 2), y el tercero por siete especies de plantas cuya

actividad antimicrobiana o antifingica han sido reportadas (Cuadro 3). En total se



13

seleccionaron 47 plantas de la coleccion de plantas medicinales del Laboratorio de
Farmacognosia del Departamento Académico de Agronomia de la UABCS, previamente

desecadas y molidas. Las cuatro plantas que resultaron mas activas fueron evaluadas

nuevamente para obtener su Clso.

Cuadro 1. Especies medicinales seleccionadas por su endemismo.

Nombre comun

Nombre cientifico

Uso medicinal tradicional

Ramajo blanco

Justicia palmeri

Ponzofia y mordedura de vibora

Datiliyo

Yucca valida

Mordedura de vibora

Ciruelo cimarron

Cyrtocarpa edulis

Dolor de muelas, desinfectante, mal
de orin, dolor de rifion y mal de
préstata

Apan

Bebbia juncea

Piquete de “bitache”, alacran, vibora;
calculos

Lomboy colorado

Jatropha vernicosa

Diabetes, hemorroides, nube del ojo,
algodoncillo y gastritis

Palo blanco

Lysiloma candida

Disenteria, diabetes y desinflamar
encias

Sanalotodo, hierba del
cancer, hierva de la
fistula

Acalypha
comonduana

Cancer, fistulas, Ulceras, parasitos,
ampollas en la boca y diabetes

Hierba de la gangrena

Hermannia palmeri

Heridas que no quieren cerrar

Cola de zorra

Haplopappus
spinulosus

Mal de orin

Santa Lucia Trixis peninsularis Dolor de estdbmago y diarrea, fiebre,
vOmito y parasitos

Oregandn Lippia formosa Tos, catarro y bronquitis

Copalquin Bursera filicifolia Pulmonia, heridas, llagas y ulceras
del estomago.

Palo fierro Phithecellobium dulce | Dolor de estbmago y disenteria,

catarro y sinusitis, anginas,
enfermedades vaginales y varices

Fuente: Encarnacion, 1996.
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Cuadro 2. Especies seleccionadas por su uso en la medicina tradicional de BCS.

Nombre comun

Nombre cientifico

Uso medicinal tradicional

Guaco Wislizenia refracta Llagas, reumatismo, piquete de vibora, viuda
negra, avispa, alacran, insectos y mantarralla

Romerillo Hymenoclea monogyra | Dolor de muela, paralisis y tétano

Romerillon, Baccharis sp. Reumatismo y paralisis

escoba amarga

Hierva del Porophyllum gracille Paludismo, diarrea, calculos renales,

venado, quelite

neumonia, tos y bronquitis

Istafiate

Ambrosia psilostachya

Para la intoxicacion, diarrea, pasmo, asma,
amibas, parésitos, dolor de estbmago,
empacho

Guatamote, Baccharis glutinosa Rabia, corazon, presion alta, caspa y tos
huatamote
Parrandera Pectis hankeana Tos

Talayote, guirote

Matelea cordifolia

Piquete de animal venenoso

Raiz de jumete

Asclepsias subulata

Llagas, jiotes y piquete de vibora

Palo zorrillo

Cassia emarginata

Dolor de cabeza

Cardon, carddn
pelon

Pachycereus pringlei

Diabetes, rabia, llagas, cicatrizacion de
heridas y coagulacion, tumores o cancer
estomacal, Ulcera, fiebre y rifion

Pitahaya agria

Stenocereus gummosus

Piquete de vibora y mantarraya, baja presion,
paréasitos y colesterol

Deditos

Euphorbia turicaule

Mezquino, pie de atleta

Lomboy blanco

Jatropha cinérea

Mal de ojos, hemorroides, fuegos en la boca
y algodoncillo

Golondrina

Euphorbia nutans

Piquete de animal ponzofioso, conjuntivitis,
parasitos, gonorrea, anginas e infecciones

Palo colorado,
hierba colorada

Colubrina glabra

Pulmonia y anginas

Cardo, chicalote

Argemone gracilenta

Ojos infectados, ubre del ganado y diabetes

Guachichila Loeselia ciliata Influenza, gripe, malaria y problemas
estomacales
Borraja Borago officinalis Sarampion, viruela, alfombrilla, gripe, tos,
fiebre y dolor de cabeza
Gordolobo Anaphalis Lombrices, tos, gripe, bronquitis, tosferina y
margaritacea nervios
Salvia real Hyptis tephrodes Sordera, dolor de oido y fiebre intestinal.
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Zarza parrilla Polygonum Manchas de la piel, ataques, anemia, dolor de
lapathifolium rifion, enfermedades venéreas y reumatismo.

Cacachila Colubrina glomerata Cicatrizante, diabetes, paludismo, dolor de
estdbmago, tos y ciatica

Choya Opuntia cholla Hepatitis, diarrea, concepcion, rifion,
postemillas, sarampion y presion

Mangle rojo Aviccenia nitida Fuegos de la boca, diarrea, anginas,
tuberculosis, inflamacion del intestino y
enfermedades venereas

Copal blanco Bursera epinnata Tos, gripe, bronquitis, latido y piquete de

vibora

Copal colorado

Bursera hindsiana

Heridas infectadas o como cicatrizante,
antiinflamatorio, piquete de vibora, alacran o
viuda negra

Fuente: Encarnacion, 1996

Cuadro 3. Especies medicinales seleccionadas por su actividad bioldgica reportada.

Nombre
comun

Nombre
cientifico

Uso medicinal
tradicional

Actividad reportada

Gobernadora

Larrea
tridentada

Reumatismo, mal de orin,
abortivo, Ulcera, gastritis,
diabetes, presion, calculos
biliares, parasitos y gripe

Polifenoles, 95% de inhibicion de
extracto metandlico a 3000 ppm
en 2'esporas/ml de F. oxysporum
(Diaz, 2009). Actividad
antifungica reportada contra 17
hongos (Lira, 2003)

Orégano

Lippia palmeri

amibas

Tos, gripe, bronquitis y

93.8% de inhibicién de
crecimiento micelial de F.
oxysporum a 1.15 pl/ml de aceite
esencial en 10° esporas/ml (Cueto
et al., 2010). Monoterpenos,
sesquiterpenos y compuestos
fenolicos. Actividad contra 4
bacterias G-negativas y 6
bacterias G-Positivas (Ortega et
al., 2011)

Oregandn

Lippia
formosa

Tos, catarro y bronquitis

Actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Bacillus
Subtilis y Streptococcus faecalis
(Encarnacion y Keer, 1990)
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Tabardillo Calliandra Inflamacion de prostata, Diterpenoides tipo casano.
californica fiebre, dolor de rifion, mal | Actividad citotoxica contra
de orin, célculos en Micobacterium tuberculosis
higado, calambres y dolor | (Encarnacion et al., 2005)
de muela
Hierba del Haplopappus | Dolor de dientes, muelas y | Flavonas con actividad
pasmo sonorensis postemillas, tos, gripe, antimicobacteriana (Murillo et al.,
tétanos, mal olor de pies, | 2003)
pasmo, infecciones,
corazon, reumas
Guisapolon | Xanthium Mal de orin y célculos Extracto etanolico activo contra F.
strumarium renales oxysporum. 6 y 8 mg de extracto
por MDA y 10* esporas/ml de F.
oxisporum (Ochoa, 2004)
Garambullo | Lophocereus Diabetes, presion, vérices, | Extracto etan6lico activo contra F.
schottii Ulceras, hernia, piquete de | oxysporum. 6 y 8 mg de extracto

alacran, reumas, rifiones y
llagas

por MDA y 10* esporas/ml de F.
oxysporum (Ochoa, 2004)

4.4. Obtencion de extractos por maceracion y soxhlet

Para la extraccién por maceracion, se introdujeron 10 g de la planta seca y molida en un

frasco de vidrio con tapa y se maceraron con 100 ml del solvente de extraccion, a

temperatura ambiente, durante 48 horas. En el caso de la extraccion con soxhlet, 10 g de la

planta seca y molida se introdujeron en un equipo soxhlet con 100 ml de EtOH, el cual fue

calentado con ayuda de una mantilla regulable hasta la temperatura de ebullicion del EtOH

(78.4 °C), manteniéndose durante tres horas y repitiendo el procedimiento hasta en tres

ocasiones para asegurar la maxima extraccion. En ambos casos, la solucion del extracto se

evaporo en un rotavapor Buchi R-114 a presion reducida, a una temperatura controlada de

40 °C. El extracto libre de solvente se colocd en un vial previamente tarado y se colocé en
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una estufa a vacio a 40 °C, hasta obtener un peso constante. Los solventes utilizados para

las extracciones fueron diclorometano, acetona y etanol (Nieto, 2007).

4.5. Inhibicion in vitro

Para los estudios in vitro se utilizaron dos métodos. En la evaluacion inicial se opté por el
método de difusién en agar, tipo de ensayo que brinda una forma rapida y econémica de
obtener resultados cualitativos confiables. Una vez identificados los extractos més activos,
éstos se evaluaron por el método de dilucion en agar, técnica que permite disolver la
muestra en el agar, por lo que su concentracidn es constante en toda la placa, permitiendo
obtener resultados cuantitativos de la inhibicion que el extracto causa sobre el crecimiento
del hongo. Los datos obtenidos por este método fueron Analizados por PROBIT para

calcular la Clsp.

4.5.1. Método de difusion en agar
Para realizar las pruebas de actividad antifdngica in vitro de los extractos, se utilizo el
método de difusion en agar (MDA), utilizando F. oxysporum como microorganismo de
ensayo. Todas las pruebas se corrieron por duplicado y se utilizaron controles negativos
(etanol, diclorometano y acetona, segun el caso) y controles positivos (antifingicos
comerciales).

El medio de cultivo utilizado para todas las pruebas fue agar papa y dextrosa (PDA),
mismo que se prepard de acuerdo a las especificaciones del producto. Después de

preparado el medio, se esterilizé durante 15 minutos a 15 Ib/in® de presion (121.4 °C).
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Posteriormente, fue vaciado en cajas Petri estériles (aproximadamente 15 ml por placa),
donde se dejo solidificar y se incubd a 37 °C durante 24 horas como control de esterilidad.
La cepa de F. oxysporum fue incubada entre 7 y 10 dias, a 25 °C para permitir el desarrollo
del micelio. Consecutivamente, se cortaron secciones cilindricas de seis milimetros del
medio con el hongo. Estas secciones, Ilamadas explantes, fueron utilizadas como in6culo
para las pruebas.

El explante que contenia el microorganismo de prueba fue inoculado en el centro de
la cama de agar estéril contenido en las placas Petri, previamente preparadas. En forma
radial, a este indculo se colocaron los sensidiscos de papel filtro (Watman No. 1 de 7 mm
de didmetro) impregnados previamente con 6 mg de cada extracto. Adicionalmente, se
colocaron en cada placa los controles positivos y negativos correspondientes. Después de
colocar los cuatro sensidiscos sobre cada una de las placas inoculadas, fueron incubadas
durante seis dias a 25 °C. Pasado este tiempo se midieron los didmetros de los halos de
inhibicion y se calcul6 el porcentaje de inhibicion aplicando la férmula de Bajpai et al.
(2008):

1-Crecimietno _ radial _tratamiento 8
Crecimiento _ Radial _ Control

Inibicion = 100

4.5.2. Método de dilucion en agar
Aquellos extractos que presentaron la mayor actividad en la prueba de seleccién preliminar

fueron probados por el método de dilucion en agar (Saetae, 2010).
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Se prepar6 agar papa dextrosa de acuerdo a las especificaciones del producto v,
antes de esterilizar, se disolvié en el medio la cantidad calculada de extracto. Todos los
extractos para su aplicacion fueron previamente disueltos en 2 ml de etanol. Como control
negativo se aplicaron dos ml de etanol sin extracto a una caja con agar; como control
positivo se aplicaron en otra caja 100 ul de una solucion de Benomilo, a una concentracion
de 1g/l. Una vez solidificados, se colocaron en el centro de la placa, con ayuda de una aguja
estéril, el explante de 6.0 mm de diametro con la cepa de F. oxysporum preparada para este
fin. Las placas fueron selladas con parafilm e incubadas durante cinco a siete dias a una
temperatura de 25 °C. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Diariamente se midid
el crecimiento micelial y se calculd el porcentaje de inhibicion del extracto probado con
respecto al control negativo, de acuerdo a la formula de Saetae et al. (2009).

Dcontrol — Dtratamiento 8
Dcontrol

%inhibicion = 100

Donde:

%inhibicion=Porcentaje de inhibicion del tratamiento sobre la cepa de estudio.

Dcontrol=Diametro de crecimiento del micelio de la cepa sin ningln tratamiento, utilizada como
cepa control.

D tratamiento=Diametro de crecimiento del micelio de la cepa que contiene un tratamiento.

45.3. Determinacion de la Clsg
Previo al calculo de la Clsg, se busco la ventana bioldgica para el extracto en cuestion. Para

este fin, se probaron una serie de concentraciones logaritmicas del extracto frente al hongo
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con el método de dilucion en agar. Las concentraciones probadas fueron 20, 40, 60, 80,
200, 400, 600, 800, 2000, 4000, 6000, 8000 y 20000 ppm.

Una vez que se Determiné la ventana bioldgica, se tomaron cuatro concentraciones
que corresponden a porcentajes separados a lo largo de la curva y se disefiaron
concentraciones logaritmicas para ser probadas por el mismo método de dilucion en agar.
Los datos de porcentajes de inhibicion obtenidos fueron graficados contra el logaritmo de
concentracion correspondiente, y la curva resultante fue ajustada para obtener una ecuacién
lineal. Esta ecuacion lineal fue resuelta para un 50% de inhibicion para obtener la Cls, del

extracto.



V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Obtencion de la cepa de Fusarium oxysporum

5.1.1. Diagnostico de fusariosis en albahaca
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Se determino que los sintomas observados en la planta enferma de albahaca corresponden a

los reportados para la enfermedad denominada fusariosis. Los sintomas consistieron en

marchitamiento y decoloracion foliar, asi como pudricion de la base del tallo y sistema

radicular de la planta.

5.1.2. Aislamiento del hongo

A continuacion, se resumen las caracteristicas de la cepa de F. oxysporum aislada de la

planta con fusariosis, con respecto a la cepa de referencia de F. oxysporum (Cuadro 4).

Cuadro 4. Comparacion de las caracteristicas de la cepa aislada con respecto a la cepa
de referencia de Fusarium oxysporum.

Cepa de referencia
(Watanabe, 2002)
Fusarium oxysporum

Cepa aislada de planta de
O. basillicum enferma

Colonia

Densa y flocosa, color salmén
palido o micelio malva palido

Densa y flocosa. Ambos
colores en las cepas

Morfologia macroconidia

Forma de barco, 4 células,
disminucion apical y células
basales de gancho

Forma de barco, disminucién
apical

Morfologia microconidia

Elipsoidales de una sola célula

Elipsoidales

Morfologia clamidiospora

Color marrén, globosos y, por
lo general, solitarios

Globoso

Dimensiones

Macroconidia 29.1-45 X 2.9-
4.7 mM; microconidia 6-15.8
X 1.9-3.7 mM; Clamidiosporas
10.2-15 mm

Macroconidia 44.1 um
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Al realizar una comparacion de las caracteristicas morfolégicas macro y
microscopicas, observadas en la cepa aislada de la planta enferma, con relacién a lo
reportado en la bibliografia especializada para F. oxysporum, encontramos coincidencias en
las caracteristicas de ambas (coloracion de cepa, morfologia de estructuras, medida de
macroconidios) (Figura 2 y Cuadro 4), por lo que podemos determinar que la cepa aislada

se trata de F. oxysporum.
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Figura 2. Coloracion salmon (A) y malva (B) de la cepa aislada; morfologia
microscépica donde se observan las macroconidias (C), hifa, macroconidio y
clamidiospora (D).

5.2. Obtencion de extractos

De las 47 plantas medicinales seleccionadas se obtuvieron 166 extractos. En la extraccion

etandlica por maceracion, las plantas que tuvieron mayor rendimiento fueron: Baccharis
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glutinosa (43.3%), Haplopappus sonorensis (24.3%), Aviccenia nitida (23.5%) y Ambrosia
psilostachya (15.2%). Para los extractos de diclorometano por maceracion, los mayores
rendimientos fueron para: Hymenoclea monogyra (6.44%), Pithecellobium dulce (4.6%),
Jatropha vernicosa (4.3%) y Cyrtocarpa edulis (3.4%). Por su parte, los extractos de
acetona con mayor rendimiento fueron: Baccharis glutinosa (10.5%), Baccharis sp. (9.4%),
Lysiloma candida (9.2%) y Ambrosia psilostachya (5.9%). Por Gltimo, de los extractos
etanolicos por soxhlet, el mayor rendimiento lo encontramos en Baccharis glutinosa
(39.6%), Euphorbia nutans (33.7%), Baccharis sp. (20.6%) y Haplopappus spinulosus
(17.5%).

Cuadro 5. Rendimiento de los extractos obtenidos segun el solvente y método de
extraccion utilizado.

N° Clave Nombre cientifico EtOHM | CH,CI,M | Me,COM | EtOHS
1 448-T Justicia palmeri 5.7 1.3 1.0 6.7
2 457-T Yucca valida 6.2 0.9 0.8 7.0
3 449-T Cyrtocarpa edulis 4.6 3.4 1.4 6.9
4 30-T2 Bebbia juncea 4.3 1.0 0.5 4.6
5 7-T Jatropha vernicosa 6.9 4.3 1.1 7.3
6 180-T Lysiloma candida 15.8 1.6 9.2 11.6
7 295-T Acalypha comonduana 6.7 15 2.6 8.1
8 105-T1 | Hermannia palmeri 7.5 0.9 1.1 6.5
9 290-T Haplopappus spinulosus | 9.5 3.2 1.2 175
10 185-T Trixis peninsularis 6.3 3.7 1.7 7.4
11 22-T1 Lippia formosa 7.0 2.4 1.6 6.6
12 450-B Bursera filicifolia 4.0 25 0.8 4.2
13 500-T Phithecellobium dulce 4.6 4.7 2.0 9.0
14 499-T Wislizenia refracta 4.1 2.9 0.3 8.8
15 274-T Hymenoclea monogyra 114 6.4 2.7 | ***

16 501-T Larrea tridentada kel ikl il il

17 44-T Lippia palmeri ikl ikl okl il

18 46-T Haplopappus sonorensis | 8.8 0.2 2.3 8.3

19 24-T1 Baccharis sp. 23 0.8 9.4 20.6

20 25-T Porophyllum gracille 4.9 0.1 1.7 8.7

21 E-21 Ambrosia psilostachya 15.2 1.1 5.9 8.8

22 12-T Baccharis glutinosa 43.3 2.1 10.5 39.6

23 176-T Pectis hankeana 13.2 0.9 4.6 12.0
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24 E-159 Matelea cordifolia 4.7 0.8 2.2 9.2
25 1-T Asclepsias subulata 5.6 0.1 1.7 2.7
26 220-T Cassia emarginata 10.9 0.7 1.6 16.3
27 228-T Lophocereus schottii 7.7 1.1 3.8 16.6
28 370-T Pachycereus pringlei 6.7 0.3 0.8 7.2
29 172-T Stenocereus gommaosus 14.6 0.8 5.8 9.8
30 453-T Calliandra californica 6.4 0.1 3.0 5.3
31 281-T Euphorbia tiricaule 6.4 0.6 4.5 2.7
32 478-T Lippia formosa 6.7 0.2 2.0 6.8
33 27-T Jatropha cinerea 6.8 1.1 2.7 5.3
34 494-T Euphorbia nutans 12.9 0.6 3.2 33.7
35 171-T Colubrina glabra 5.1 0.3 1.3 8.1
36 393-T Acalypha comonduana 12.4 0.4 1.6 il
37 479-T Argemone gracilenta 16 0.6 0.7 ikl
38 39-T Loeselia ciliata 4.3 faleil folaied el
39 379-T Borago officinalis 2.6 Fhx FHx ikl
40 E-17 Anaphalis margaritacea 6.8 Fkk Fkk ikl
41 139-T Hyptis tephrodes 3.1 0.7 0.9 5.5
42 16-T Polygonum lapathifolium | 9.8 0.9 1.6 10.6
43 150-T Acalypha comonduana 10.6 1.4 1.1 7.9
44 271-T Baccharis glutinosa 6.4 1.9 1.7 7.8
45 4-T Colubrina glomerata 9.4 5.2 0.6 10.5
46 46-T Haplopappus sonorensis | 24.3 0.7 2.1 20.5
47 215-T Xanthium strumarium 8.3 0.2 Kok 22.6
48 340-T Opuntia cholla 1.7 0.6 0.2 1.9
49 192-T Aviccenia nitida 23.5 1.4 14 3.9
50 284-T Burcera epinnata 5 2.4 1.3 1.6
51 136-T Bursera hindsiana 4.6 foleil 1.6 foleied

*** Rendimiento no calculado
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El rendimiento de los extractos adquiere relevancia cuando requerimos un

aprovechamiento sustentable del recurso. Con este dato, podemos programar las cantidades

requeridas en una colecta con base en la cantidad final de extracto que necesitamos, lo cual

es indispensable para un uso responsable del recurso natural, o, en su caso, calcular la

superficie requerida en el cultivo, la cual tiene un impacto econémico directo, si se trata de

una especie cultivable.



25

5.3. Inhibicion in vitro

5.3.1. Meétodo de difusién en agar

La evaluacion in vitro de los 166 extractos obtenidos arrojo resultados positivos contra F.
oxisporum para 17 especies, que van desde el 7.4% hasta el 53.6% de inhibicion del
crecimiento micelial de F. oxysporum, tal como se detalla en el Cuadro 6: Yucca valida
18.5% de inhibicion, Cyrtocarpa edulis 10% de inhibicién, Haplopappus spinulosus 10%
de inhibicion, Trixis peninsularis 25.9% de inhibicion, Hymenoclea monogyra 22.2% y
para extracto de acetona y etanol 18.8% de inhibicion, respectivamente; Larrea tridentada
53.6% de inhibicion, Lippia palmeri 42.8% de inhibicién, Cassia emarginata 14.3% de
inhibicidn, Lophocereus schottii 28.6% y 11.5%, 19.3%, 31.25% de inhibicion para los
extractos de etanol, diclorometano, acetona y etanol con soxhlet, respectivamente;
Calliandra californica 10.3% y 16.7%, 12.9% y 10% de inhibicién para los extractos de
etanol, diclorometano, acetona y etanol con soxhlet, respectivamente; Wislizenia refracta
7.4% de inhibicion, Baccharis sp. 12.5% de inhibicion, Colubrina glabra 9.68% de
inhibicion, Anaphalis margaritacea 17.1% de inhibicion, Haplopappus sonorensis 18.5%
de inhibicion, Burcera epinnata 12.5% de inhibicién y Bursera hindsiana 11.1% de
inhibicion. Los resultados positivos de la evaluacion inicial in vitro se muestran en el
Cuadro 6 y los datos de inhibicion de todos los extractos evaluados se presentan en el

Anexo 3.



Cuadro 6. Plantas con extractos activos contra Fusarium oxysporum.

EtOHM CH2CI2 | Me2CO EtOHS

N° Clave Nombre cientifico % inhib. | % inhib. | % inhib. | % inhib.

planta planta

1 457-T Yucca valida 18.5% 0 0 0

2 449-T Cyrtocarpa edulis 0 0 10% 0

3 290-T Haplopappus 0 10% 0 0
spinulosus

4 185-T Trixis peninsularis 0 0 0 25.9%

5 499-T Wislizenia refracta 0 7.4% 0 0

6 274-T Hymenoclea 0 22.2% 0 18.8%
monogyra

7 501-T Larrea tridentata 53.6% follal il il

8 44-T Lippia palmeri 42.8% el xxE xxE

9 24-T1 Baccharis sp. 12.5% 0 0 0

10 220-T Cassia emarginata 14.3% 0 0 0

11 228-T Lophocereus schottii | 28.6% 11.5% 19.3% 31.25%

12 453-T Calliandra 10.3% 16.7% 12.9% 10%
californica

13 171-T Colubrina glabra 0 0 0 9.68%

14 E-17 Anaphalis 0 il il 17.1%
margaritacea

15 46-T Haplopappus 0 0 0 18.75%
sonorensis

16 284-T Burcera epinnata 0 0 0 12.5%

17 136-T Bursera hindsiana 0 0 0 11.1%

EtOHM: Etanol Macerado

Me2CO: Acetona

CH2CI2: Diclorometano
EtOHS: Etanol soxhlet

*** Actividad no determinada
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En esta prueba inicial, los extractos etan6licos mostraron mayor efectividad para

inhibir in vitro el crecimiento de F. oxysporum, y también los mayores porcentajes de

inhibicién (53.6% para Larrea tridentata y 42.8% para Lippia palmeri), como en el nUmero

de extractos activos, donde tenemos: 16 extractos etandlicos activos, sumando ambos

métodos, contra 5 extractos activos de diclorometano y 3 de acetona. Si relacionamos la

polaridad de los componentes presentes en un extracto, con la polaridad del solvente

utilizado para la extraccion, encontramos que para las diferentes especies los componentes
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polares (presentes en los extractos etandlicos) muestran mayor actividad, en general, que
los componentes poco o medianamente polares encontrados en los extractos de acetona y
diclorometano. La exepcidn a esta apreciacion son los extractos de Lophocereus schottii y
Calliandra californica, los cuales mostraron actividad con los cuatro solventes de
extraccion, lo que indica una variedad de compuestos activos con diferente naturaleza
quimica. En general, la variacion en el efecto inhibitorio de los distintos extractos puede
deberse a las diferencias cuantitativas y cualitativas de los principios activos presentes en
éstos (Siva et al., 2008).

El solvente utilizado para la extraccion juega un papel determinante en la actividad
de los diferentes extractos en una misma planta (Subban et al., 2011). Al comparar los
métodos de extraccion en los extractos etandlicos observamos, que salvo en los dos casos
ya mencionados, donde todos los extractos de la misma planta fueron activos, no hay una
coincidencia en los resultados para cada planta. Esto es, cuando el extracto por maceracion
fue activo, el de soxhlet fue inactivo; mientras que cuando el extracto por soxhlet tuvo
actividad, el extracto por maceracion no presentd ninguna. Este resultado sugiere una
diferencia en la composicion del extracto que, por lo tanto, es afectado por la naturaleza del
método. EI método de soxlhlet se vuelve agresivo cuando se utilizan altas temperaturas para
disminuir los tiempos de extraccion, permitiendo obtener compuestos que por medio de un
método suave, como el macerado, no se podrian extraer. Lo anterior deriva en resultados
positivos para la actividad que no se observan para la misma especie en los extractos por
maceracion; o bien, este método en particular provocd una modificacion quimica que

transformé un principio originalmente inactivo, en activo (Al-Mughrabi y arbujai, 2003).
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Pero paralelo a este hecho, este método agresivo puede degradar algunos compuestos

eliminando su actividad original que si se observa en los extractos por maceracion.

5.3.2. Método de dilucién en agar

Por su actividad antifangica, sobresaliente en las pruebas iniciales in vitro, los extractos de
Larrea tridentata, Lippia palmeri, Hymenoclea monogyra y Trixis peninsularis fueron
analizados a diferentes concentraciones para determinar su porcentaje de inhibicion y

obtener datos para el calculo de la Cls.

5.3.2.1. Larrea tridentata

La evaluacion de crecimiento micelial diario de F. oxysporum con extracto de Larrea
trindentata muestra una inhibicién total de crecimiento a 4000, 6000 y 8000 ppm en los
siete dias cuantificados (Cuadro 7). Por debajo de estas concentraciones, el dia uno
presentd crecimiento en las concentraciones de 0 a 20 ppm, con un efecto inhibitorio
maximo de 4.5 mm a 80 ppm. En los dias dos y tres se obtuvo crecimiento para las
concentraciones de 0 a 600 ppm, con un efecto inhibitorio maximo de 6.3 mm y 8.4 mm,
respectivamente. Para los dias cuatro, cinco, seis y siete se obtuvo un crecimiento desde 0
ppm hasta 2000 ppm, con un maximo efecto inhibitorio de 7.1, 7.2, 7.7 y 8.3 mm,

respectivamente.
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Cuadro 7. Promedio diario de crecimiento micelial de Fusarium oxysporum evaluado
con extracto de Larrea tridentata.

Concentracion | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 |Dia7
(ppm)

Control - 81| 216 29.9 40.6 50.0 64.0 67.6

Control + 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

20 84| 175 25.9 37.4 42.8 52.4 56.0

40 65| 154 20.1 27.0 32.8 42.3 44.8

60 69| 14.6 19.8 25.9 31.8 41.0 44.3

80 45| 125 17.1 21.6 27.6 36.6 39.0

200 0.0 9.3 13.4 17.8 22.5 30.3 30.6

400 0.0 7.5 10.0 134 17.9 22.3 22.5

600 0.0 6.3 8.4 10.1 13.4 17.0 17.9

800 0.0 3.0 6.8 88| 114| 139 | 148

2000 0.0 0.0 0.0 6.1 7.3 7.8 8.4

4000 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

6000 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

8000 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

En la Grafica 1 se presentan las tendencias en el crecimiento diario del micelio de F.

oxysporum, frente al extracto de L. tridentata. Con discrepancias en el inicio del

crecimiento cuantificable, las lineas muestran un crecimiento casi paralelo a la muestra

control, manteniendo la tendencia, aungque con didmetros cada vez menores a medida que la

concentracion del extracto aumenta. En todos los casos, se observa una tendencia a

estabilizar el crecimiento al dia siete de la medicion.
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Gréfica 1. Diametro de crecimiento micelial diario de Fusarium oxysporum, evaluado
con extracto de Larrea tridentata.

Los porcentajes de inhibicion calculados con los datos del sexto dia de crecimiento

arrojan un 0% para el control negativo, 100% para el control positivo y 18.2, 34.0, 35.9,

42.8,52.7,65.2, 73.4, 78.3, 87.9, 100.0, 100.0 y 100.0% para las concentraciones de 20, 40,

60, 80, 200, 400, 600, 800, 2000, 4000, 6000 y 8000 ppm, respectivamente (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Porcentajes de inhibicion micelial para Larrea tridentata.
Crecimiento | Inhibicién | Inhibicién
(mm) (mm) (%)
Control - 64.0 0.000 0.0
Control + 0.0 64.000 100.0
20 52.4 11.625 18.2
40 42.3 21.750 34.0
60 41.0 23.0 35.9
80 36.6 27.4 42.8
200 30.3 33.8 52.7
400 22.3 41.8 65.2
600 17.0 47.0 73.4
800 13.9 50.1 78.3
2000 7.8 56.3 87.9
4000 0.0 64.0 100.0
6000 0.0 64.0 100.0
8000 0.0 64.0 100.0

5.3.2.2. Hymenoclea monogyra
El crecimiento micelial diario de F. oxysporum con extracto de H. monogyra aparece en el
Cuadro 9. En el primer dia se observa un crecimiento de 0 a 2000 ppm, con 15.1 mm para
cero y un minimo de 5.9 mm para 2000 ppm. Para el dia tres hay un crecimiento minimo de
7.3 mm para 8000 ppm y ningun crecimiento en 20,000 ppm. Mientras que para los dias
cuatro, cinco y seis, todas las concentraciones presentan crecimiento, siendo los minimos
respectivos de 2.4, 5.3 y 7.9 mm para la concentracion de 20,000 ppm.

La Grafica 2 muestra las tendencias de crecimiento diario para el extracto de
Hymenoclea monogyra, donde se destacan tres aspectos importantes: primero, las
tendencias de crecimiento de las diferentes concentraciones tienen una pendiente

considerablemente menor que la del control, por lo que la tendencia de crecimiento es
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notablemente mas baja que el control en todas las concentraciones. Segundo, existe una
estabilizacion de crecimiento entre los dias cuatro y cinco, recuperando después su
tendencia ascendente del dia cinco al dia seis; tercero, hay separaciones claras en las
tendencias de crecimiento, de tal forma que se pueden hacer tres grupos: un grupo para las
concentraciones de 60 y 80 ppm que se desplazan con una pendiente casi idéntica. Otro
grupo para las concentraciones de 200 ppm a 800 ppm con comportamientos similares entre
si pero diferentes al grupo anterior. Un ultimo grupo con las concentraciones restantes, que
son las mas altas muestran lineas con pendientes menores, lo cual las hace diferentes al
resto de las concentraciones.

Cuadro 9. Promedio diario de crecimiento micelial de Fusarium oxysporum evaluado
con extracto de Hymenoclea monogyra.

Concentracion | Dial | Dia3 |Dia4 |Dia5 |Dia6
(ppm)

0 15.1 345 50.1 58.6 74.4

60 12.3 25.9 35.8 40.9 51.5
80 10.8 24.6 33.1 38.4 47.6
200 8.9 19.8 29.0 31.0 39.6
400 8.8 17.5 25.4 27.8 34.0
600 7.5 15.1 22.0 24.0 30.5
800 8.0 141 19.3 21.8 26.8
2000 5.9 9.9 15.6 14.9 20.0
4000 0.0 7.9 11.8 12.5 15.6
6000 0.0 7.0 9.6 10.8 115
8000 0.0 7.3 8.6 9.9 11.9
20000 0.0 0.0 2.4 5.3 7.9
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Graéfica 2. Didmetro de crecimiento micelial diario de Fusarium oxysporum evaluado
con extracto de Hymenoclea monogyra.

La inhibicién calculada con los datos del sexto dia de crecimiento se muestra en el

cuadro 10. Hubo 0.0 % para el control negativo, 100.0% para el control positivo. Para los

tratamientos el grado de inhibicion fue de: 30.8, 36.0, 46.7, 54.3, 59.0, 64.0, 73.1, 79.0,

84.5, 84.0 y 89.4% para 60, 80, 200, 400, 600, 800, 2000, 4000, 6000, 8000 y 20000 ppm,

respectivamente.

Cuadro 10. Porcentajes de inhibicién micelial para Hymenoclea monogyra.

Concentracion | mm mm % de
crecimiento | inhibicion | inhibicion
Control - 74.4 0.0 0.0
Control + 0.0 74.4 100.0
60 51.5 22.9 30.8
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Continuacion Cuadro 10

80 47.6 26.8 36.0
200 39.6 34.8 46.7
400 34.0 40.4 54.3
600 30.5 43.9 59.0
800 26.8 47.6 64.0

2000 20.0 54.4 73.1
4000 15.6 58.8 79.0
6000 11.5 62.9 84.5
8000 11.9 62.5 84.0
20000 7.9 66.5 89.4

5.3.2.3. Lippia palmeri

El Cuadro 11 muestra que ninglna concentracion del extracto de L. palmeri inhibio
totalmente el crecimiento de F. oxysporum. No obstante provoco una disminucion notable
en su didmetro. Los minimos de crecimiento micelial para todos los intervalos
corresponden a la concentracion de 8000 ppm con 5.0 mm en el dia 2, 6.9 mm en el dia 3,
7.8 mm en el dia 5 y 10.5 mm en el dia 6. Por el contrario, los crecimientos maximos
corresponden, sin considerar el control negativo, a la concentracion de 40 ppm, con valores
de 20.9, 32.1, 53.0 y 70.4 mm para los dias dos, tres, cinco y seis, respectivamente.

Cuadro 11. Promedio diario de crecimiento micelial de Fusarium oxysporum evaluado
con extracto de Lippia palmeri.

Concentracién | Dia 2 Dia 3 Dia 5 Dia 6
0 21.6 33.3 55.0 74.3
Control + 0.0 0.0 0.0 0.0
40 20.9 32.1 53.0 70.4
60 19.9 30.5 52.6 66.9
80 19.8 30.8 51.9 67.1
200 19.0 29.1 47.3 63.9
400 16.5 26.4 41.1 54.5




35

Continuacién Cuadro 11

600 10.5 22.8 38.8 49.8
800 10.0 21.9 33.8 44.3
2000 10.8 14.3 23.0 324
4000 8.4 11.6 18.8 23.3
6000 6.1 9.5 115 154
8000 5.0 6.9 7.8 10.5

La Grafica 3 muestra las tendencias de crecimiento de F. oxysporum frente al
extracto de L. palmeri. Desde la linea control, hasta las concentraciones de 40 ppm, 60
ppm, 80 ppm y 200 ppm, se observa poca diferencia entre los extractos y el testigo para
inhibir el hongo, ya que las curvas estdn muy cercanas entre si. A partir de las 400 ppm el
efecto inhibitorio se hace notable. Ademaés, cada aumento de concentracion tiene una linea
con una pendiente mas pequefia, lo que se traduce bioldgicamente en una mejora en el

efecto inhibitorio con respecto al tiempo.
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Graéfica 3. Diametro de crecimiento micelial diario de Fusarium oxysporum evaluado
con extr