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ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE Sechium compositum CONTRA Botrytis
cinerea Y Colletotrichum gloeosporioides EN CONDICIONES in vitro

Laura Simeona Gordillo Salinas. M en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN

Antes y después de la cosecha, los cultivos son susceptibles al ataque de
patdgenos causantes de enfermedades, generalmente bacterias y hongos, siendo
estos Ultimos mas frecuentes, con aproximadamente 66 % de las infecciones
acelerando su deterioro. En el 2009 se estimé que las pérdidas causadas por
enfermedades postcosecha durante el manejo, transporte y almacenamiento,
alcanzaron 25 % en los EE. UU. y 50 % en los paises en vias de desarrollo. El uso
indiscriminado de fungicidas ha provocado el desarrollo de resistencia de los
patdgenos, asi como dafios a la salud humana, por lo que el uso de alternativas
mas amigables para el control de hongos, ha recibido atencién en los ultimos
afos. Por lo anterior en este estudio se determiné la efectividad antifungica del
jugo de frutos de Sechium compositum (Donn. Sm.), una especie de chayote
silvestre, en cuya composicion se encuentran flavonoides, terpenoides y acidos
fendlicos, lo que le confiere potencial en la inhibicion de ciertos procesos celulares.
Este estudio evalud la efectividad de diferentes concentraciones de jugo, en el
control in vitro de dos hongos postcosecha: Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) (2.0 % hasta 52.5 %) y Botrytis cinerea Pers.: Fr. (1.0 % hasta el 40.0 %).
Los resultados mostraron efectividad en el control del crecimiento micelial de C.
gloeosporioides, con CEs0=2.27 %, mientras que B. cinerea tuvo CEs0=0.307 %.
Ademas, se observé que el jugo provoca una esporulacion temprana de las cepas
de los hongos, como respuesta a su toxicidad, lo que evidencié efecto fungistético.
Se concluye que el jugo del chayote S. compositum tiene potencial para inhibir el
crecimiento y desarrollo de estos dos patdégenos por lo que es necesario realizar
estudios in vivo mas detallados.

Palabras clave: Lacasa, cucurbitacinas, flavonoides, compuestos fendlicos,
género Sechium.



ANTIFUNGAL ACTIVITY OF Sechium compositum AGAINST Botrytis cinerea
AND Colletotrichum gloeosporioides in vitro CONDITIONS

Laura Simeona Gordillo Salinas. M en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT

Before and after harvesting all crops are susceptible to pathogens attack provoking
diseases, usually bacteria and fungi. This pathogen are more frequent, with
approximately 66 % of infections in plants, causing accelerated deterioration of
fruits, leaves, stems, roots, among others. It is estimated that losses caused by
postharvest diseases during handling, transport and storage can reach 25 % in the
United States and up to 50 % in some developing countries. The indiscriminate use
of fungicides has led to the development of resistance of pathogens as well as
damage to human health, so the use of a friendly alternatives for fungal control has
received attention in recent years. Therefore, in this study, the antifungal
effectiveness of the fruit juice of Sechium compositum, a wild chayote species,
whose composition includes flavonoids, terpenoids, phenolic acids, among others,
was determined, which gives it great potential in the inhibition of certain cellular
processes. This study evaluated the effectiveness of different juice concentrations
in the in vitro control of two fungi of importance in postharvest: Colletotrichum
gloeosporioides (from 2.0% to 52.5%), and Botrytis cinerea (from 1.0% to 40.0%).
The results showed great effectiveness in the control of mycelial growth on C.
gloeosporioides, with ECso= 2.27%, while for B. cinerea with ECs0=0.307%. In
addition, it was observed that the juice causes an early sporulation of the fungal
strains, in response to a toxic effect, which showed a fungistatic effect. It is
concluded that the juice of the chayote Sechium compositum has the potential to
inhibit the growth and development of these two pathogens, so it is necessary to
carry out more detailed studies in vivo.

Key words: Laccase, cucurbitacins, flavonoids, phenolic compounds, genus
Sechium.
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I. INTRODUCCION

Los fungicidas quimicos han sido utilizados para la produccion agricola,
aumentando la proteccion de los cultivos y rendimiento (Ali et al., 2014). Sin
embargo, estas acciones han desarrollado resistencia en los fitopatdégenos,
contaminado la atmésfera y afectado la salud humana, debido a los compuestos
toxicos que permanecen en los alimentos, de tal forma que es necesario buscar

alternativas al uso de fungicidas tradicionales (De Rodriguez et al., 2011)

Las regiones de México con sus diferentes climas, hacen factible la variabilidad de
plantas silvestres que se desarrollan en condiciones climéticas extremas (Adame
et al., 2000). Estas especies silvestres presentan compuestos diversos entre los
gue destacan polifenoles, saponinas, triterpenos, azucares y flavonoides, que han
probado tener uso terapéutico como propiedades antiinflamatorias, antifingicas,

antioxidantes y antiproliferativas (Harborne, 1998; Zuanazzi et al., 2004).

Sechium compositum (Cucurbitaceae), es una de las 10 especies del género
Sechium P. Br., procedente de Mesoameérica, que se encuentra en estado silvestre
(Cadena et al., 2007). Los frutos de esta especie se caracterizan por el sabor
amargo, atribuido a las cucurbitacinas (triterpenos tetraciclicos) ademas amplia
gama de flavonoides y saponinas. Estudios recientes han mostrado propiedades
antiproliferativas en células animales en los frutos de S. compositum (Aguifiiga et
al., 2015; Mir6 et al., 1995). Las cucurbitacinas son de interés biomédico, ya que
se ha descrito su actividad citotdxica en células tumorales a bajas concentraciones
(Setzer et al.,, 2003), ademas de activar la ruta JaK/STAT en el proceso de
apoptosis de células tumorales inhibiendo su desarrollo (Sun et al., 2005;
Thoennissen et al., 2009). Por otra parte, Bar-Nun et al. (1990) demostraron la
actividad fungistatica de la cucurbitacina | en frutos de pepino (Cucumis lattus L.) y
hojas de col (Brassica oleracea) inoculados con B. cinerea. Song et al. (2011)
evaluaron la actividad de los triterpenos de Astilbe myriantha Diels contra C.
gloesosporioides, demostrando actividad fungistatica, ademas, observaron que
aguellos triterpenos que poseen grupos hidroxilo en C-6 y C-24 y el grupo

funcional carboxilico C-27, poseen actividad contra hongos patégenos; Sibi et al.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615301795#b0105

(2013) utilizaron extractos cloroformicos y metandlicos de pulpa y semilla de
Sechium edule (Jacq) Sw. los cuales mostraron actividad antibacteriana contra
cepas Gram negativa de Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella typhimurium
ATCC 3224 y Shigella flexneri ATCC 12022.

Se estima que las pérdidas causadas por enfermedades en la etapa postcosecha
(manejo, transporte y almacenamiento) pueden alcanzar hasta 25 % en los
Estados Unidos y 50 % en algunos paises en desarrollo (Sharma et al., 2009). Las
principales pérdidas son causadas por los géneros de hongos: Alternaria,
Aspergillus, Botrytis, Colletotrichum, Diplodia, Monilinia, Penicillium, Phomopsis,

Rhizopus, Mucor y Sclerotina (Barkai-Golan, 1977; Sharma et al., 2009).

Botrytis cinerea Pers.: Fr., en el afio 2012 ha sido clasificado como el segundo
hongo més importante por el nimero de especies que ataca mas de 200 especies,
adaptabilidad y los costos que representa su control (Elad et al. 1995; Dean et al.,
2012). Por otra parte, Colletotrichum spp., infecta alrededor de 470 géneros de
hospedantes diferentes, es un hongo de distribucibn cosmopolita y con
predominancia en los trépicos y subtropicos (Xiao et al., 2004; Sharma et al.,
2015), fue denominado como el octavo grupo mas importante de hongos
fitopatdgenos en el mundo, basado en la percepcion de importancia cientifica y
econémica que representa antracnosis (Dean et al.,, 2012). La enfermedad
ocasiona dafios desde produccion hasta postcosecha atacando hojas, ramas,
paniculas y frutos. Mas del 50 % de las pérdidas de frutas y hortalizas (Paull et al.,
2011; Awang et al., 2011).

Las investigaciones recientes se enfocan a la blsqueda de compuestos con
actividad fungicida, amigables con el ambiente y con baja cantidad de compuestos
xenobidticos. En este trabajo se probd la actividad fungicida del jugo de frutos de
Sechium compositum en Botrytis cinerea y Colletotrichum gloeosporioides en

condiciones in vitro e in vivo.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/postharvest-diseases
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780124115521000119#bib36

Il. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Determinar la actividad fungicida in vitro e in vivo de jugo de frutos de chayote
(Sechium compositum) en el control de Botrytis cinerea y Colletotrichum

gloeosporioides.

2.2 Objetivos particulares

Evaluar el efecto de jugo de frutos de Sechium compositum en la germinacion y
crecimiento micelial de aislamientos de Botrytis cinerea y Colletotrichum
gloeosporioides, determinando su efecto in vitro sobre la severidad de los

patdgenos.

Evaluar el efecto in vivo de jugo de frutos de Sechium compositum en la severidad

de B. cinerea en pétalos de rosa (Rosa sp.).

[ll. HIPOTESIS

El contenido de cucurbitacinas, flavonoides y compuestos fendlicos del jugo de los
frutos de Sechium compositum puede actuar como fungicida, limitando el

crecimiento de Botrytis cinerea y Colletotrichum gloeosporioides.



IV. REVISION DE LITERATURA
4.1 Fitopatdgenos causantes de pérdidas postcosecha

Los frutos son susceptibles al ataque de microorganismos antes y después de la
cosecha o durante almacenamiento (Agrios, 1997). Los organismos patdégenos
que causan mayores pérdidas econdémicas en la produccion suelen ser
principalmente bacterias y hongos, siendo estos ultimos mas frecuentes con
aproximadamente 66 % de las infecciones en: frutos, hojas, tallos, raices, entre
otros. (FAO, 2016). Las principales pérdidas postcosecha son causadas por
hongos de los generos: Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Colletotrichum, Diplodia,
Monilinia, Penicillium, Phomopsis, Rhizopus, Mucor y Sclerotina (Barkai-Golan,
1977; Sharma et al., 2009).

Los procesos especificos que caracterizan los sintomas de las enfermedades,
varian considerablemente segun el agente causal y el hospedero. En un principio,
la reaccion del hospedero ante el agente que ocasiona la enfermedad se
concentra en la zona enferma, y es de naturaleza quimica y no perceptible. Sin
embargo, poco tiempo después la reaccion se difunde y producen cambios
histol6gicos que se hacen notables y constituyen los sintomas de la enfermedad
(Agrios, 1997).

En el manejo postcosecha de frutos, numerosos hongos, aunque presentes, son
incapaces de penetrar a través de la epidermis; sin embargo, pueden invadir
facilmente si existe un medio de acceso (dafio fisico, aberturas naturales, etc.).
Por ejemplo, el corte del pedunculo es una via de penetracion y muchos productos
hortofruticolas como aguacate (Persea americana Mill.), mango (Mangifera indica
L.), entre otros, inician infeccion en este punto (Wills et al., 1999).

Algunos microorganismos causan dafios, a los frutos a través de la secrecion de
enzimas celulasas que degradan la pared celular de los tejidos, al hidrolizar la

celulosa a glucosa (Sarkar et al., 2012; Banerjee et al., 2010).



Los principales eventos del ciclo de una enfermedad incluyen la inoculacion,
penetracion, establecimiento de la infeccidn, colonizacién (invasion), crecimiento,
reproduccion, dispersion y supervivencia del patdégeno en ausencia de su
hospedante, o la llegada de condiciones extremas (Agrios, 1997). El inoculo es
cualquier parte del patégeno que puede producir infeccion (fragmentos del micelio,
esporas o esclerocios), siendo una de las formas en que atacan en la etapa
postcosecha de los productos vegetales, a través de la formacién de apresorios
que penetran el fruto degradando la cuticula y produciendo una hifa subcuticular
latente que no se desarrolla hasta que el fruto madura. Los cambios fisiologicos en
el fruto (ablandamiento, reduccién de compuestos fendlicos y acidos orgénicos, e
incremento de azucares) permiten la activacion del patdgeno quiescente (Beno-
Moualem et al., 2000; Freeman et al., 1995).

La maduracién de los frutos, conduce a la pérdida de firmeza, facilita la infeccion
del patégeno, aumenta la descomposicién, reduciendo la vida util y calidad del
producto. Los cambios en la estructura y composicion de la pared celular son la
causa principal de este reblandecimiento. Durante la maduracion, en la pared
celular, los poliuronidos solubles aumentan, mientras que la pectina insoluble
unida covalentemente disminuye. La pectinmetilesterasa (PME) y la
poligalacturonasa (PG) son enzimas que actian sobre la fraccién de pectina de la
pared celular. La PME cataliza la desmetilacién de pectina, lo que hace que las
paredes sean susceptibles a mayor degradacion por PG (Brummell et al.,
2001). Como es comun al inicio de la maduracién de los frutos, las pectinas
generalmente se modifican tempranamente, lo que implica la pérdida de azUcares
neutros (AN), particularmente galactosa y arabinosa. Ambos AN suelen existir
como cadenas laterales unidas a los residuos de ramnosa de la columna vertebral
de ramnogalacturona, estos son los residuos de glicosilo de la pared celular mas
dinamicos ( Redgwell et al., 1997 ), y se degradan por la accion de B-
galactosidasa (B-Gal) y a- 1- arabinofuranosidasa (a- 1 -Af) ( Fry, 1995). La B-Gal
y a-1-Af son glicosidasas que pueden eliminar los residuos galactosilo y
arabinosilo de los polisacaridos de la pared celular, y se cree que son
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responsables de la disminucidén de dichos residuos en muchas frutos durante el

proceso de maduracion ( Ross et al., 1994 ).

Actualmente se desconocen los mecanismos de reconocimiento entre hospedante
y patégeno; sin embargo, al parecer cuando el patbgeno entra en contacto con el
hospedante, ocurren eventos iniciales que desencadenan respuestas rapidas en
cada organismo, que permite o evita el crecimiento posterior del patégeno y
desarrollo de la enfermedad. La naturaleza del "evento inicial temprano” se
desconoce en todas las asociaciones hospedante-parasito, pero puede ser una de
muchas sustancias, estructuras o vias bioquimicas, las cuales pueden incluir
moléculas inductoras especificas producidas por un organismo que induce la

formacion de productos especificos por el otro organismo (Agrios, 1997).

La generacion de toxinas del hospedante que reaccionan con los sitios
receptores del mismo, pueden ser la liberacion de hormonas que afectan el
crecimiento y desarrollo del otro organismo; enzimas que pueden alterar la
membrana o la pared celular; sustancias que estimulan la activacion de las rutas
enzimaticas; sustancias quelantes que alteran la permeabilidad de la membrana y
afectan el equilibrio de iones; polisacaridos que interfieren con la translocacion de
agua Yy nutrientes; y proteinas o glucoproteinas que reaccionan con los

polisacéaridos de la membrana o de la pared celular (Agrios, 1997).

Cuando la sefial de reconocimiento inicial es percibida por el patdgeno favorece su
crecimiento y desarrollo, y entonces la enfermedad es inducida; pero si la sefial se
suprime, el crecimiento y actividad del patdgeno ceden. Por otro lado, si la sefial
de reconocimiento inicial percibida por el hospedante desencadena una reaccion
de defensa, el crecimiento y actividad del patégeno disminuye o cesa, y es posible
gue no se produzca la enfermedad; por el contrario, si la sefial se suprime o anula
la reaccion de defensa del hospedante, se desarrolla la enfermedad (Agrios,
1997).

Botrytis spp., es un patogeno fungico filamentoso, que infecta a muchas especies,
en todas las areas climaticas del mundo, atacando principalmente las partes de

plantas superiores en las etapas previas y posteriores a la cosecha (Jarvis, 1997).
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La infeccion puede ocurrir con alta humedad en presencia o ausencia de peliculas
de agua (Elad, 1995). La infeccidon puede ser inactiva, agresiva, restringida o
ampliamente desarrollada (los sintomas van desde lesiones restringidas a secas o
presentando pudriciones blandas, con o sin aparicion de esporulacion
conspicua). La produccién de alto numero de conidios, rapida tasa de germinacion
conidial, infeccién, crecimiento de micelio y formacion de apresorios, representan
amenazas duraderas para los huéspedes susceptibles (Elad et al.,, 2007).
Ademas, B. cinera es oportunista ya que puede iniciar la infeccion en los sitios de
la herida o previamente infectados por otros patdégeno; también puede ingresar via
estomatica, aunque es perfectamente capaz de penetrar en las superficies intactas
del huésped mediante la cuticula, el cual consiste en cutina, poliéster de C16-
hidroxilado y epoxidado, y &cidos grasos C18 (Williamson et al., 1995; Cole et al.,
1996). Por lo tanto, se considera que requiere actividad enzimatica (cutinolitica)
para penetrar en las superficies intactas del huésped (Salinas et al., 1995; Vlugt-
Bergmans, 1997a). La enzima diferente que puede mediar en la penetracién del
huésped es lipasa de 60 kDa. (Comménil et al., 1995). La lipasa posee actividad
cutinolitica, aunque con propiedades cinéticas claramente distintas a la cutinasa

‘tipica' (Commeénil et al., 1998).

Se ha reportado que los filtrados de cultivo de B. cinerea pueden inducir efectos
toxicos cuando se aplican a tejidos vegetales (Rebordinos et al., 1996). Los
compuestos fitotoxicos se identificaron como botcinolida, lactona altamente
hidroxilada (Dulik,1993) y botrydial, sesquiterpeno triciclico (Colmenares et al.,
2002). La variacion genotipica y fenotipica en el patdégeno confiere un amplio
espectro a B. cinerea. Las técnicas mejoradas para cultivo y espermatizaciéon
(Faretra et al., 1988) permitieron el apareamiento de cepas de Botrytis para
analisis genético, que mostro conidios multinucleados y compartimientos hifales,
con tendencia a cambiar constantemente durante generaciones sucesivas in vitro
y en condiciones de campo. Ademas, los cambios en las poblaciones en respuesta
a la seleccibn por exposicion a compuestos xenobidticos, especialmente
fungicidas, son comunes en el género, de alli que la resistencia a los fungicidas

de Botrytis a lo largo de la historia de la era moderna es notable (Elad et al., 2007).
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Reavill et al. (1954) notaron que B. cinerea podia tolerar los fungicidas de
nitrobenceno clorados, y cuando se usOG por primera vez a los fungicidas
sistémicos de bencimidazol, se comprobé el desarrollo de aislados resistentes a
las dicarboximidas (Bollen et al., 1971; Katan, 1982).

Colletotrichum spp., este patdégeno y su teleomorfo Glomerella infecta alrededor de
470 géneros de hospedantes diferentes (Sharma et al., 2015). C. gloeosporioides
es un hongo de distribucién cosmopolita y con predominancia en los tropicos y
subtrépicos (Xiao et al., 2004), ocasiona dafios desde la produccién hasta
postcosecha atacando hojas, ramas, paniculas y frutos (Paull et al., 2011). El
hongo produce enzimas (poligalacturonasas y pectatoliasas) que degradan las
paredes celulares y causan pérdidas econdémicas significativas (Rodriguez-Lopez
et al., 2009 ). EIl patégeno inicialmente infecta frutas verdes inmaduras intactas,
sin heridas en campo. Posteriormente se produce la germinacién rapida de
esporas y la formacion de apresorios en condiciones ambientales favorables que
resultan en infeccién quiescente. ElI hongo, utiliza su apresorio que penetra la
cuticula a través de la degradacion enzimatica, produciendo una hifa subcuticular
latente que no se desarrolla hasta que el fruto madura. Los cambios fisiol6gicos en
el fruto permiten la activacion del patdgeno quiescente. Los conidios de C.
gloeosporioides se producen dentro de acérvulos, que son la fuente principal de
in6culo para el desarrollo y diseminacion de la enfermedad (Jeffries et al., 1990;
Latunde-Dada, 2001). La dispersiéon del patégeno puede ser por aire o
salpicaduras de lluvia (Téliz et al., 2007); y al dispersarse, los conidios se adhieren
al hospedero por medio de una capa mucilaginosa compuesta de polisacaridos y
glucoproteinas presentes en el acérvulo, la cual se ha observado en el tubo
germinativo y el apresorio de C. gloeosporioides cuando infecta mango (Mangifera
indica L.) (Téliz et al., 2007; Ruiz, 2001).

En Candida albicans ((C.P. Robin) Berkhout), se producen procesos en el cual las
manoproteinas son responsables de la adhesion del patégeno al hospedero
(Hazen et al.,, 1992). Se sugiere que este mecanismo también opera en
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Colletotrichum lindemuthianum ((Sacc. y Magnus) Lams.-Scrib). (O"Connell et al.,
1996) procesos que pueden ser extrapolados a C. gloeosporioides.
Adicionalmente, Colletotrichum trifolii Bain y Essary contienen cutinasas y
esterasas que le ayudan en la adhesion y penetracion del hospedero, asi como a
la sefializacién y germinacion de los conidios (Dickman et al., 2003). Una vez que
el conidio de C. gloeosporioides se encuentra en la superficie, responde a las
ceras epiculares del hospedante y al etileno, coincidiendo con la maduracion del
fruto; para tal efecto la sefial del hospedante es el incremento en la produccion de
etileno en concentraciones internas cercanas a 0.2 yL L, requiriendo el contacto
del conidio con la superficie por 2 h (Kim et al.,, 1998, 2000), para inducir la

germinacion y formacion del apresorio.

Cuando los cambios fisiologicos en el hospedero inhiben sus propios mecanismos
de defensa en respuesta a las actividades del patégeno, la interaccién patégeno-
hospedante es compatible. La resistencia del fruto inmaduro de aguacate al
ataque de Colletroctrichum sp. se ha asociado con la presencia de compuestos
preformados en el pericarpio (Podila et al., 1993). Con frecuencia este hongo
infecta frutos inmaduros y permanece latente hasta que disminuyen las
concentraciones de compuestos antifingicos a niveles no téxicos, lo que en
aguacate coincide con la maduracion del fruto (Beno-Moualem et al., 2000; Wharton
et al., 2004; Yakoby et al., 2001). El pericarpio del aguacate contiene monoenos
(1-acetoxi-2,4-dihidroxi-n-heptadeca-16-eno) y dienos y (1-acetoxi-2-hidroxi-4-oxo-
heneicosa-12,16-dieno). Los niveles de estos compuestos disminuyen durante la
maduracion del fruto permitiendo el ataque de hongos (Morrissey, et al., 1999) en
ambientes con humedad relativa entre 80 a 100% (Prusky et al., 2001; Talhinhas
et al., 2005; Yakoby et al. ,2002). El pH 6ptimo de crecimiento del hongo es de 5.5
y 7.0 (Drori et al., 2003; Prusky et al., 2001; Villanueva-Arce et al., 2004).

4.2 Importancia de Botrytis cinerea como hongo fitopatégeno

Botrytis cinerea y su teleomorfo: Botryotinia fuckeliana, agente causal de la “moho
gris”, es la unica especie en el género con amplio rango de hospederos, infecta

mas de 200 especies de plantas dicotiledéneas (Elad et al., 2004), mientras que



todas las demas especies de Botrytis se consideran especializadas en una
especie de planta, por ejemplo B. fabae infecta a Vacia faba L., B. elliptica infecta
Lilium sp. y B. tulipae infecta a Tulipa sp.; B. cinerea es un necrotrofo tipico y
puede producir multiples metabolitos y proteinas que lo hacen polifago (Van Kan,
2006).

B. cinerea es un haploide filamentoso, heterotdlico que ataca en campo e
invernadero. Tiene importancia en productos agricolas almacenados en los que
comienzan como infeccion latente en el cultivo y se desarrolla posteriormente

durante la recoleccion, transporte y almacenamiento (Coley-Smit, 1980).

La maxima incidencia de este hongo se presenta en postcosecha, llegando a
afectar hasta 89 % de la cosecha almacenada (Donmez et al., 2011). Se ha
clasificado en el segundo lugar dentro de los hongos patdégenos de las plantas
basado en importancia econdémica y cientifica (Dean et al., 2012). El patégeno es
capaz de atacar el cultivo en cualquier estado de desarrollo, e infectar cualquier
parte de la planta (flores, hojas, tallos y frutos) (Chardonnet et al., 2000); y va
asociado a factores como la humedad relativa y temperatura altas, haciendo uso
de diferentes mecanismos de accion y provocando serias pérdidas econdmicas
(Benito et al., 2000).

Proceso de infeccion: Las esporas de B. cinerea pueden ser producidas sobre
cualquier material vegetal y transportadas grandes distancias por corrientes de
aire (Jarvis, 1977). Una vez que la espora ha alcanzado la superficie del huésped
se inicia el ciclo de infeccion que, para facilitar su descripcion y estudio, puede
considerarse dividido en varias fases: 1) la adhesion y germinacion de las esporas
sobre la superficie del huésped. Se han propuesto condiciones en la adhesién al
tejido huésped. Comienza antes de la hidratacién de los conidios, y tipicamente
implica fuerzas adhesivas débiles que resultan de las interacciones hidrofobas
entre el huésped y las superficies conidiales cuando se produce una unién mas
fuerte varias horas después la inoculacion, cuando los conidios han germinado
(Doss et al., 1993; 1995). Las puntas de los tubos germinales estan cubiertas con
material de matriz extracelular de tipo fibrilar (Doss et al., 1995; Cole et al., 1996),
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que consiste en carbohidratos y proteinas (Doss, 1999). La matriz contiene
enzimas fangicas (Gil-Ad et al.,, 2001). Puede actuar como adhesivo en la
superficie del huésped (Doss et al., 1995) y proteger a las hifas de la
deshidratacion y de los mecanismos de defensa del huésped ; 2) su penetracion
en el tejido vegetal, a través de heridas o de aberturas naturales asi como los
estomas, o0 bien directamente mediante la participacion de distintas actividades
enzimaticas o procesos mecénicos (incluyendo la diferenciacion de estructuras de
penetracion en algunos sistemas, un ejemplo: la cuticula consiste en cutina, un
poliéster de C16- hidroxilado y epoxidado y acidos grasos C18, cubiertos con cera.
El dafio fisico o penetracibn mecéanica de la cuticula por B. cinerea
generalmente no se observa; 3) el establecimiento del patdégeno en la zona de
penetracion, determinando la muerte de las células adyacentes al punto de
penetracion y dando lugar a la formacion de una lesidn primaria como
consecuencia de la expresion de los mecanismos de defensa de la planta (B.
cinerea mata las células huésped antes de que sean invadidas por las hifas) (Clark
et al., 1976). La invasion del tejido vegetal desencadena la condensacion nuclear y
dafio a la membrana celular, indicadores de muerte celular programada, en un
anillo de células rodeando las hifas (Govrin et al., 2000). Estos resultados
muestran actividad fitotdxica directa o indirecta. La induccion de la muerte celular
programada facilita la invasiébn de B. cinerea y puede ser esencial para su
infeccion exitosa (Govrin et al., 2000). 4) en muchos casos se inicia la fase de
latencia durante la cual los mecanismos de defensa de la planta parecen controlar
al patégeno que permanece localizado en el area de necrosis correspondientes a

las lesiones primarias.

Las fitoalexinas en frutos inmaduros contribuyen a la quiescencia del moho gris; y
el resveratrol en uvas (Vitis vinifera L.) se correlaciona con su resistencia al ataque
del moho gris (Langcake, 1981; Bavaresco et al., 1997); 5) en algunas lesiones
primarias el patégeno es capaz de vencer las barreras defensivas de la planta
iniciando su diseminacion en el tejido vegetal circundante a partir de aquéllas,

determinando la colonizacion y maceracion del tejido infectado en breve periodo
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de tiempo. Sobre el tejido infectado el patdgeno produce una nueva generacion de

esporas que pueden iniciar un nuevo ciclo de infeccion (Salinas, 1992)

Se ha observado que la enzima cutinasa, es necesaria para la penetracion a
través de la cuticula (Salinas et al., 1995), ademas de enzimas hidroliticas
extracelulares (endo y exo-poligalacturonasas) (pectin metil esterasas), pectin
liasas, enzimas celuloliticas y proteasas (Johnston et al., 1992; Reignault et al.,
1994; Movahedi et al., 1990a, b; Sasaki et al., 1994).

Para seguir invadiendo a su huésped, Botrytis necesita que el tejido esté muerto
(Clark et al., 1976), lo que sugiere que la produccion de toxinas del propio
patdgeno mata las células que va a colonizar. Por otra parte, la planta despliega
diversos mecanismos de defensa ante el ataque del patégeno, entre ellos la
produccion de distintos tipos de fitoalexinas (Mansfield, 1980). B. cinerea, a su
vez, produce enzimas responsables de la detoxificacidbn de estos compuestos, y
supera el efecto perjudicial de compuestos de defensa de plantas preformados
(fitoanticipinas) o inducidos (fitoalexinas). Tal mecanismo implica una secrecion
dependiente de energia por los transportadores ABC que confiere cierto grado de
tolerancia a los efectos fungitéxicos de tales compuestos (de Waard, 1997; Pezet
et al., 1991).

El mejor ejemplo estudiado para la desintoxicacion de fitoalexina. por B. cinerea es
la desintoxicacion de las vitis fitoalexinas pterostilbeno y resveratrol. La capacidad
de los aislamientos de hongos para desintoxicar estas fitoalexinas se correlaciona
con la virulencia (Sbaghi et al., 1996). Por el contrario, el nivel de resistencia de
los genotipos de Vitis L., contra el moho gris se correlaciona con su contenido de
fitoalexina (Langcake, 1981; Jeandet et al., 1992). B. cinerea produce una lacasa
especifica del sustrato (estilbbeno oxidasa) que es capaz de oxidar ambos

compuestos a derivados no toxicos (Pezet et al., 1991).

Sintomatologia: EI moho gris causada por B. cinerea, coloniza restos florales
(estambres, caliptras) senescentes y de esta forma puede persistir en los racimos,

proporcionando el inéculo necesario para infecciones en la cosecha o postcosecha
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(Wolf et al., 1997). El patogeno infecta todas las partes aéreas de la planta, siendo

las flores las mas vulnerables (Laha et al., 1983).

En condiciones naturales, la enfermedad aparece en parches aislados donde el
cultivo tiene una planta con mucha densidad, cuando prevalece humedad relativa
alta (= 95% HR) y temperatura baja (20-25 °C). Los sintomas aparecen en tallos,
ramas, hojas, flores y vainas como lesiones de color marrén oscuro o gris
cubiertas por esporoforos vellosos erectos y masas de esporas hialinas. Las

lesiones del tallo son de 10 a 30 mm de registro y rodean completamente el tallo.

Las flores y racimos florales son susceptibles a la infeccion, las cuales muestran
color café y posteriormente se secan. La enfermedad avanza rapidamente hacia
los pedicelos (Rebollar-Alviter, 2011). En las hojas, los primeros sintomas del
hongo, son lesiones de color café oscuro localizadas en el &pice, que se
caracterizan por no presentar halo clorético, pero si algunos anillos concéntricos
por el haz de la hoja y abundante moho café por su envés, que corresponde a la
esporulacion del hongo que causa la enfermedad. El patégeno afecta los peciolos
de las hojas, donde también produce lesiones de color café claro a oscuro, con
abundante esporulacién (Pande et al., 2001).

En tallos gruesos y duros, se manifiestan lesiones deprimidas, circulares o
elipsoides de color café oscuro, cubiertas de abundante esporulacion, el
crecimiento de moho gris se transforma gradualmente en una masa gris sucia que
contiene esporodoquios verde oscuro a negro que luego progresan y pueden
comprometer uno o varios tallos, producir su doblamiento y causar la muerte de la
planta. En ocasiones, se pueden ver pequeiios esclerocios negros en los tejidos
muertos. Los esclerocios son cuerpos pequefios y oscuros, y no deben
confundirse con esclerocios mas grandes de color negro o marrdn 0Sscuro
incrustados en el micelio blanco de la Esclerotinia esclerotiorum (Lib.) (De Bary)
(Joshi et al., 1969).

En los frutos, la infeccion por B. cinerea se manifiesta como areas cafés claro de
consistencia blanda o acuosa, y se presentan en la region apical y en la unién del

pedunculo con el fruto, que avanza hasta cubrirlo completamente. Posteriormente
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los frutos se cubren de polvillo gris, el cual se caracteriza por la abundante
esporulacion de color grisdceo o café oscuro, y finalmente momifica. Aunque es
posible observar frutos con los sintomas tipicos de la enfermedad, especialmente
los sobremaduros, la manifestacion mas clara se presenta en postcosecha,
aunque ocasionalmente en condiciones de alta humedad es posible observar

sintomas y esporulacion del hongo en campo (Rebollar-Alviter, 2011).

4.3 Importancia de Colletotrichum gloeosporioides como hongo fitopatégeno

La antracnosis, causada por Colletotrichum sp. y su teleomorfo Glomerella infecta
alrededor de 470 géneros de hospedantes (Sharma et al., 2015), entre ellos
mango (Mangifera indica L.), papaya (Carica papaya L.), banano (Musa acuminata
L.), soja (Glycine max L.), chirimoya ( Annonna cherimola Mill.), carambola
(Averrhoa carambola L.), aguacate (Persea americana Mill.), menta (Menta
piperita L.), gandul (Cajanus cajan L.), fresa (Fragaria vesca L.), manzana (Malus
domestica Borkh), almendra (Terminalia catappa L.), lenteja (Lens culinaris
Medik), algodon (Gossipium hirsutum L.), café (Coffea arabica L.), flores como
violetas (Viola odorata L.), lluvia de oro (Cassiana fistula L.), orquideas
(Orchidaceae) de diferentes géneros y especies, entre otras plantas (Wajid et al.,
1974; Lenné, 1992), ademas de actuar como cepas endofiticas que se aislan de

partes de plantas sin sintomas (Sharma et al., 2015).

Recientemente, el género Colletotrichum fue nominado como el octavo grupo mas
importante de hongos fitopatbgenos en el mundo, basado en la percepcién de
importancia cientifica y econémica que representa la antracnosis (Dean et al.,
2012). Es de las mas importantes en las areas de produccién, debido a que
ocasiona dafios desde la producciéon hasta postcosecha atacando hojas, ramas,
paniculas y frutos. Mas del 50 % de las pérdidas de frutas y hortalizas frescas son

causadas por especies de Colletotrichum (Paull et al., 2011; Awang et al., 2011).

Proceso de infeccion: se inicia con el contacto del hongo y el fruto, sin ser
necesaria la presencia de una herida para facilitar la entrada, por lo cual se
considera un hongo polimorfico y polifago, por la forma de causar infeccion en los

frutos, clasificAndose como hongo de infeccion latente (Rodriguez et al., 2009;
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Mena-Nevarez et al., 2012; Kamle et al., 2013). El inéculo puede tener su origen en
plantas enfermas (hojas, flores y frutos). Por medio de la lluvia (salpicadura) y el
viento; las esporas son transportadas hasta los frutos que se encuentren en
desarrollo (Chau et al., 1983). En general, los estados iniciales de infeccién
(germinacion de conidios y formacion del apresorio) de Colletotrichum en frutos
son favorecidos por la temperatura que oscila de 20 a 30 °C y humedad relativa
(HR)> 95% (Fitzell et al., 1984; Dodd et al., 1991). Sin embargo, los conidios
pueden sobrevivir de 1-2 semanas a baja humedad relativa y después germinar,
cuando estos se exponen a HR 100 % (Estrada et al., 1996) entonces el hongo,
produce cutinasa, la cual es esencial en la penetracién del tejido verde del fruto.
Después de varias horas, el tubo germinativo se alarga y la punta se hincha para
formar una estructura conocida como apresorio, el cual mantiene al hongo

firmemente unido al fruto.

Los apresorios se melanizan y fortalecen, lo que facilita la infeccion en la cuticula
a través de la hifa de penetracion. La presencia y prevalencia de apresorios
melanizados se ha utilizado para predecir la infeccién por antracnosis y cuando se

necesitan medidas para su control (Fitzell et al., 1984; Dodd et al., 1991).

Por lo general, este microorganismo se adquiere cuando el fruto esta en la fase
inmadura, pero las infecciones permanecen quiescentes o latentes, posiblemente
a través de una hifa subcuticular que permanece temporalmente inactiva, hasta

que el fruto madura (Dickman et al., 1982; Coates et al., 1993b).

Cuando las condiciones de temperatura, humedad y etapa de maduracion del
fruto lo permiten, se presenta la germinaciéon de esporas y desarrollo micelial; en
esta etapa numerosas enzimas degradan los carbohidratos presentes en el fruto,
transformandolos en azucares sencillos y acidos organicos, de tal forma que la
hifas subcuticulares que habian permanecido inactivas 0 quiescentes, se
estimulan y ramifican a través del tejido hospedero, al que invaden rapidamente,
produciendo los sintomas de antracnosis (Verhoeff, 1974; Dickman et al., 1983;
Coates et al.,1993b; Prusky et al., 2009).
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Sintomatologia: La antracnosis causada por las diferentes especies de
Colletotrichum (teleomorfo Glomerella), se observa en hojas, ramas, paniculas y
frutos. Los frutos pueden ser afectados en cualquier estado de desarrollo. En
tanto, la infeccion severa de frutos jovenes se presenta a manera de momificacion,
mientras que las infecciones en frutos mas grandes permanecen latentes, hasta
que los frutos maduran, y la enfermedad se observa con la aparicion de manchas
oscuras o0 lesiones negras, irregulares y hundidas en la superficie de los frutos
(Prusky et al., 2009; Ploetz et al., 2009)

Las lesiones por este patdgeno pueden presentarse con tonalidades negras o
marrones; en otras ocasiones, la infeccion aparece con coloracién que va del rojo
ladrillo al purpura, y posteriormente cambian hacia coloraciones pardas oscuras,
hasta adquirir tonalidades negras. Bajo condiciones favorables se pueden formar,
sobre las lesiones, cuerpos fructiferos (acérvulos) del patégeno de color salmén a
naranja (Arauz, 2000; Ploetz, 2003)

En algunos vegetales, la enfermedad produce disminucion significativa del area
foliar, ya que, en ramas, los sintomas comienzan de manera de lesiones
necroticas pequefias oval-alargadas, que se expanden, que conlleva
debilitamiento de las plantas por reduccion de la capacidad fotosintética. Los
ataques a las inflorescencias presentan pequefios puntos negros que se amplian
gradualmente y se unen hasta causar tizén de flores. Los frutos en formacién
pueden ser atacados y ocasionar caida prematura, lo que disminuye la
productividad; los brotes tiernos y los tallos en formacion de las plantas adultas y
jovenes son afectados drasticamente. El ataque ocasiona, en muchos casos, la
muerte del huésped. Los efectos de la enfermedad se ven incrementados por la
tendencia del patégeno a causar dafios en los frutos durante los procesos de
postcosecha; este estadio de la enfermedad afecta a todos los frutos destinados a
la exportacion y aquéllos que son almacenados para su posterior comercializacion
(Castro et al., 2004; Prusky et al., 2009; Ploetz et al., 2009)
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4.4 Control de Botrytis cinerea y Colletotrichum gloeosporioides

Botrytis cinerea: El control del moho gris es especialmente importante en el
almacenamiento porque se desarrolla a bajas temperaturas (-0.5 °C) y se propaga
rapidamente ( Karabulut et al., 2004 ). Por ejemplo en uva (Vitis sp. L.) el control
se ha basado en el uso de dioxido de azufre (SO2) (Rosslenbroich et al.,
2000). Sin embargo, este enfoque no se considera sostenible, debido a la relativa
facilidad con que emergen las cepas de B. cinerea resistentes a estos compuestos
y a los fungicidas y creciente preocupacion por la residualidad y salud ambiental

(Latorre et al., 1997; Janisiewicz et al., 2002 ).

Daferera et al., (2003), probaron la eficiencia de aceites esenciales de orégano
(Origanum wvulgare L.), tomillo (Thymus capitatus L.), dictamnus (Origanum
dictamnus L.), mejorana (Origanum majorana L.), lavanda (Lavandula angustifolia
P. Mill.), romero (Rosmarinus officinalis L.), salvia (Salvia fruticosa Mill), y poleo
(Mentha pulegium L.) contra Botrytis cinerea en medios de crecimiento artificial. El
crecimiento del patégeno fue completamente inhibido por los aceites de orégano,
tomillo, dictamnus y mejorana en concentraciones relativamente bajas (85-300 g
mL-1). El timol era el componente principal del aceite de orégano, mientras que los
aceites de tomillo, dictamnus y mejorana eran ricos en carvacrol. Los aceites
esenciales de lavanda, romero, salvia y poleo presentaron menor actividad
inhibitoria. EI crecimiento de los microorganismos se vio afectado en
concentraciones de hasta 1000 uyg mL. El aceite de lavanda se caracterizé por el
alto contenido de linalool y acetato de linalilo, mientras que el eucaliptol, fue el
componente principal de los aceites de salvia y romero. El aceite de poleo fue

encontrado rico en cis -menthone y pulegone.

Hébert et al. (2002), extrajeron proantocianidinas (PA) de seis genotipos de fresa
(Fragaria x ananassa), y evaluaron su capacidad para controlar germinaciéon y
crecimiento de Botrytis sp. El crecimiento del micelio se determiné en papa-
dextrosa-agar (PDA), la germinacién en caldo de dextrosa de papa (PDB). Un
panel evalud la vida util (primer aspecto del moho) y la calidad de los cultivares

después de 14 dias de almacenamiento a 2 °C. Los extractos inhibieron Botrytis
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sp. en su desarrollo. El crecimiento radial del micelio en PDA enriquecido con PA
se redujo hasta 75 % y mostré correlacion significativa cuando el extracto se aplico
en frutos de fresa y se observo incremento en vida de anaquel. La germinacion y
la elongacion del tubo germinativo se redujeron en PDB enriquecido con PA y se
observé ramificacion multiple de hifas, contrario a la formacion de hifas libres que
permiten al hongo invasion eficiente. Los resultados de esta investigacion sugieren
que el contenido de proantocianidina se puede usar como indicador de la
resistencia al moho gris para seleccionar variedades de fresas y mejorar la vida
atil.

Colletotrichum sp.: El control postcosecha de la antracnosis tiene como objetivo la
erradicacion de infecciones latentes, esta erradicacion se realiza con los
tratamientos térmicos y quimicos, o combinacion de ambos (Arauz, 2000). El
manejo de la temperatura de los productos cosechados es crucial para el control
de las enfermedades postcosecha, en general los estados iniciales de infeccién
(germinacion de conidios y formacion del apresorio) de Colletotrichum son
favorecidos por temperaturas que oscilan de 20 a 30 °C y humedad relativa
(HR)>95% (Fitzell et al., 1984; Dodd et al., 1991). La inmersion de la fruta en
agua caliente (50-55 °C durante 3-15 min) es un tratamiento moderadamente
eficiente, y una de las ventajas de este tratamiento es la ausencia de residuos
qguimicos en los frutos (McGuire, 1991). Sin embargo, la desventaja es que puede
afectar la maduracion del producto, ademas de requerir de alta precision de la
temperatura y tiempo a controlar. Temperatura demasiado alta para un huésped
puede aumentar las posibilidades de susceptibilidad a patdégenos, aunque no es
evidente un dafo visible y también puede afectar el proceso de maduracién en

algunas frutas (Prusky et al., 2009).

Cuando los tratamientos de agua caliente se combinan con fungicidas, la
temperatura del agua debe oscilar entre 52 y 53 °C con buenos resultados, pero
los tratamientos de inmersion en fungicidas con agua fria han mostrado menor
efectividad (Ploetz, 2003; Prusky et al., 2009). En Filipinas, el tratamiento de agua

caliente (hot water treatment: HWT) se acepta como estrategia efectiva de control
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de enfermedades en mango, particularmente contra la antracnosis. Resultados de
cuatro casos (exportadores / procesadores) mostraron la efectividad del
tratamiento de 52-55 °C durante 2—7 min. Ademas, el cubrimiento con bolsas de
arpilla de las frutas de mango antes de la cosecha seguidas del tratamiento HWT
(52-55 °C) durante 10 min redujo la presencia de C. gloeosporioides en 83 %. Con
HWT, las compariias tienen la garantia de reducir la incidencia de la antracnosis
en 10 % en comparacion con aquellas con incidencia de hasta 30 % sin utilizar la
técnica (Aveno et al., 2004 ).

En otro estudio para cultivares de papaya 'Sunrise Solo' y "Tainung 1' inoculados
con dos aislamientos de C. gloeosporioides, el diametro de la lesion se redujo
después del tratamiento con agua caliente de 20, 25y 30 min a 48 ° C, y el total el
control de los hongos se logré mediante la inmersién de la fruta durante 20 min a
50 °C (Martins et al., 2004). Chavez-Sanchez et al. (2013) reportaron retraso en la
apariciéon de los sintomas de la enfermedad por hasta 11 d en papayas tratadas a
55 °C durante 3, 6 y 9 min.

En el caso de los fungicidas de la clase metil bencimidazol carbamatos (MBC), el
benomilo y el tiabendazol han mostrado ser altamente efectivos en
concentraciones de 500-1000 pg mL™, respectivamente, aunque el uso de
benomilo® ya no esta permitido (Arauz, 2000). Otra ventaja del uso de fungicidas
MBC en tratamientos postcosecha, es que también son efectivos para el control de
la pudricion postcosecha del peddnculo (Estrad et al., 1996), causadas por
diversas especies de la familia Botryosphaeraceae (Sandoval-Sanchez et al.,
2012)

La aplicacion de boratos es otra alternativa que ha mostrado efectos positivos en
el control postcosecha de antracnosis, ya que estimulan la acumulacién de
oxigeno reactivo en las esporas del hongo, resultando en dafio mitocondrial y, por

ende, en la inhibicién de la germinacién de esporas (Shi et al., 2011).

Otras tecnologias emergentes que se han probado para el control efectivo de la
antracnosis de las frutas perecederas, es el uso de compuestos seguros (GRAS),

desinfectantes,control biologico, inductores naturales, recubrimientos
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comestibles y aceites esenciales. La creciente conciencia de los peligros para la
salud y contaminacién ambiental debida al uso indiscriminado de plaguicidas ha
obligado a las agencias de proteccion ambiental de varios paises desarrollados y
en desarrollo a prohibir el uso de numerosos productos quimicos que se aplicaban
con frecuencia a las frutas y verduras desde 1991 (Rendall-Dunn, 1991). Ademas,
la posibilidad del desarrollo de resistencia en patdgenos a los fungicidas fue otro
factor critico en la restriccion de los productos quimicos disponibles.

Los aceites esenciales de plantas contienen diversidad de compuestos quimicos,
incluidos los terpenoides, que se sabe que estan involucrados en los mecanismos
de defensa de las plantas contra patégenos (Lee et al., 2003). En estudios
poscosecha en pruebasin vitro mostraron que B. cinerea, Rhizopus
stolonifer y Alternaria alternata pueden ser controlados al 100% con aceite
esencial de tomillo incorporado al medio de cultivo agar en concentraciones de
500 mg L* (Plotto et al., 2003 ).

El aceite esencial de limén mexicano (Citrus aurantifolia (Christm) Swing) es
naturalmente antibacteriano, antiviral y de efecto fungicida, se ha observado que el
crecimiento de hongo Aspergillus flavus puede ser controlado con 3000 mg kg
1 de este aceite (Mishra et al., 1994).

4.5 Uso potencial de extractos de Sechium sp. para el control de
enfermedades postcosecha

Las plantas han tenido siempre especial interés atribuido a sus constituyentes
quimicos, principalmente los metabolitos secundarios (Bruneton, 2001). Estos
compuestos se sintetizan en células especializadas, durante distintas etapas del
desarrollo, se acumulan en pequefias cantidades y presentan complejidad
estructural que pueden determinar su actividad, y funcionan como defensa
guimica contra diferentes organismos que afecten su estructura (Waksmundzka et
al., 2008).

20


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/edible-film
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780124115521000119#bib115
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780124115521000119#bib74
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521410000694#bib17
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521410000694#bib16

Yenijit et al., (2010) probaron la efectividad de tres triterpenos (fernenol (helecho-
9 (11) -en-3a-ol), arundoina (helecho-9 (11) -en-3a-ol ME) y una mezcla de
estigmasterol y B -sitosterol, y un acido graso (acido laurico) en el crecimiento
micelial in vitro de C. gloeosporioides, con resultados de CLso de 36.7, 47.5, 56.7 y
111.5 mg L 1, respectivamente. Ademas, el fernenol, arundoina y la mezcla de
estigmasterol y B -sitosterol inhibieron la germinacion de esporas y elongacion del
tubo germinal. La aplicacion de estos compuestos sobre los frutos de mango
sugiri6 que el fernenol, arundoina y la mezcla de estigmasterol y B -sitosterol
tuvieron mayor efectividad que el benomilo para controlar antracnosis en

postcosecha en concentraciones de 100 y 200 mg L.

Bolivar et al. (2018) determinaron el efecto de la aplicacion de extractos etandlicos
(EE) de hojas de Azadirachta indica (‘nim’); Phyllanthus niruri (‘flor escondida’);
Calotropis procera (‘algodon de seda’); Lippia origanoides (‘orégano silvestre’);
Gliricidia sepium (‘mata raton’) y Heliotropium indicum (‘rabo de alacran’), de Lara,
Venezuela, en el control de la antracnosis (Colletotrichum gloesporioides) en frutos
de mango. Frutos de mango fisiologicamente maduros fueron tratados con los
extractos al 2.5 % y luego inoculados con el hongo, mostrando que los extractos

de L. origanoides y G. sepium redujeron en 37 y 33 % la enfermedad.

Rangel-Guerrero et al. (2018) evaluaron el efecto in vitro de extractos de Cucurbita
foetidissima procedentes de diferentes regiones en el crecimiento micelial de
hongos como Rhizoctonia, Phytophthora, Fusarium y Botrytis. Todos los extractos
inhibieron el crecimiento de las colonias (p<0.0001), con efecto diferencial en
funcién de la procedencia del fruto. Frutos de Rincdn de Romos, Ags. y de Villa de
Ramos, SLP., inhibieron 100 % de Rhizoctonia; de Salinas, SLP., permitieron 13.6
% de crecimiento de Botrytis, e inhibieron el crecimiento total de Rhyzoctonia. El
extracto de los frutos procedentes de Loreto, Zacatecas inhibié a Botrytis, y
Rhyzoctonia (100 %). Fusarium spp., y Phytophtora spp., registraron crecimiento
promedio de 46.7% y 42.4% la inhibicion del crecimiento micelial se atribuye a la

presencia de los triterpenos tetraciclicos presentes en los frutos.
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Dentro de la familia Curcubitaceae, se ubica el género Sechium spp., comunmente
llamado “chayote” término moderno modificado de los vocablos nahuatl “huitz” y
“ayotl” que significan calabaza espinosa. Es una especie vegetal neotropical
endémica de México (Lira, 1999; Cadena, 2005), utilizada en la alimentacion
prehispanica (Cook, 1901), cuenta con la mayor diversidad biolégica en México
(Ortega-Paczka et al., 1998), por tener diferentes especies y variedades,
semidomesticadas y silvestres (Herndndez, 1985; Rzedowski, 1991). Actualmente
se acepta que dentro del género hay diez especies, de las cuales ocho son
silvestres, (S. compositum, S. chinantlense, S. hintonii, S. talamancense, S.
panamense, S. pittieri, S. venosum, y S. vilosum) y dos domesticadas (S. edule y
S. tacaco) con distribucion desde México hasta Panama (Lira, 1999; Cadena-
Ifiguez et al., 2007). De la diversidad biol6gica anterior, los frutos de plantas
silvestres sobresalen por su sabor amargo, debido a la composicién que incluye,

triterpenos (cucurbitacinas), flavonoides, fenoles, entre otros.

Sechium compositum (Donn. Sm.) C. Jeffrey es una especie que estd siendo
amenazada debido a la invasién de su habitat; sin embargo, en los ultimos afios
se han realizado investigaciones que prueban que sus frutos tienen potencial

citotoxico.

Aguiiiga et al. (2015) reportan que S. compositum registra en sus frutos 91.5% de
agua y 8.5 % de peso seco; y al valuar el contenido de metabolitos secundarios se
encontré que la mayor proporcién correspondié a terpenos seguido de flavonoides,
saponinas y taninos. Este genotipo tiene menor cantidad de agua en comparacion
con las especies domesticadas de S. edule, y puede ser consecuencia de la
cantidad de metabolitos secundarios presentes atribuido a sus mecanismos de
defensa ante el medio. Los genotipos silvestres sintetizan mayor cantidad de
metabolitos secundarios (MS), mientras que, en los domesticados, se reduce la
demanda de fitoquimicos quienes se tornan mas vulnerables a los herbivoros,

patdgenos y competidores (Gols et al., 2008; Gepts et al., 2004).
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Dentro de los terpenos se encuentran las cucurbitacinas que son triterpenos
generalmente encontrados en la familia Cucurbitaceae, cuya principal

caracteristica es sabor amargo (Mir6 et al., 1995).

Las cucurbitacinas son de interés biomédico, ya que se ha descrito su actividad
citotoxica en células tumorales a bajas concentraciones (Setzer et al., 2003),
ademas de activar la ruta JaK/STAT en el proceso de apoptosis de células

tumorales inhibiendo su desarrollo (Sun et al., 2005; Thoennissen et al., 2009).

Aguifiiga et al. (2015) reportaron que el extracto crudo etandlico de Sechium
compositum presentd efecto antiproliferativo significativo en la linea celular
mielomonocitica WEHI-3 a partir de 0.15 g mL, mientras que los extractos a base
de hexano, diclorometano y metanol fue de 0.6 g mL1. El extracto crudo presento
actividad antiproliferativa similar a Ara-C® a partir de 1.2 g mL? y el extracto de
diclorometano tuvo actividad similar en dosis de 5 g mL?'. En células
mononucleadas de médula 6sea de raton el extracto crudo de S. compositum tuvo
efecto significativo en dosis de 0.6 g mL™, el extracto de metanol en 1.2 g mL™,
hexano y diclorometano fue hasta los 2.5 g mL?, solo el extracto crudo presento
actividad antiproliferativa similar a Ara-C® en dosis de 5 g mL, mientras que los
extractos de hexano, diclorometano y metanol solo redujeron la proliferacion cerca

del 20 % a la misma dosis.

Con base en lo anterior, es posible que de forma semejante los extractos a base
de S. compositum sean capaces de inhibir el crecimiento celular, principalmente
por la presencia de cucurbitacinas, aunado a flavonoles, &cidos fendlicos y

saponinas.
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1 Aislamiento y caracterizacion morfolégica de Botrytis

El aislado de Botrytis se recolecto a partir de muestras de rosas "Polar Star” que
presentaron signos y sintomas caracteristicos de Botrytis en un invernadero de la

Empresa Flores Selectas, ubicada en Tequexquinahuac, Texcoco, México.

El aislamiento de Botrytis sp. se obtuvo mediante los procedimientos descritos por
Valdés et al. (2017), con algunas modificaciones. Se tomaron muestras de pétalos
de rosa con esporulacion abundante. Con ayuda de un asa se raspo la superficie
para liberar los conidios, y se agregaron en 90 mL de agua destilada estéril, esta
solucién se filtré con una gasa y se colocé en un matraz Erlenmeyer, y se
homogeniz6 por 5 min. Posteriormente se realizaron diluciones decimales hasta
10 en condiciones asépticas. De cada diluciéon se tomé una alicuota de 0.30 ml
para depositarse por triplicado en cajas Petri con el medio de cultivo papa-
dextrosa-agar (PDA) (Difco®, Becton Dickinson, Francia) + &cido lactico (25 %).
Cada alicuota se dispers6 de forma homogénea, sobre la superficie del medio
usando un asa de Digralsky. Los cultivos se mantuvieron en obscuridad
aproximadamente 24 h. Posteriormente con la ayuda de un estereoscopio, las
esporas con desarrollo del tubo germinativo, se transfirieron a cajas Petri con

medio PDA, y permitir su libre crecimiento a temperatura ambiente.

A continuacion, se determiné la tasa de crecimiento micelial del aislamiento, se
tomaron discos miceliales (5 mm de didmetro) monoconidiales, obtenidos del
margen de cultivos con crecimiento activo de 5 d, que se transfirieron
asépticamente a medio de cultivo PDA (Difco® Becton Dikinson, Francia). Los
cultivos se incubaron a temperatura ambiente en obscuridad contindia. El diametro
del crecimiento micelial de la colonia se midié en forma de cruz y se registré cada
24 h, durante 4 d. Para estimar la tasa de crecimiento (k), se calculo con la funcion
de crecimiento lineal y= k x + ¢ (donde y es el diametro del crecimiento, x el tiempo
y c¢ el factor constante) el cual se expresé en milimetros por dia (mm dia?)

(Zervakis et al., 2001). La colonia de Botrytis se caracteriz visualmente por color
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y formacion de masa conidial a los 4 d de crecimiento. Esta etapa se repitié dos

veces.

Para estudiar la morfologia conidial, se realizaron montajes de esporas en acido
lactico, a partir de las colonias con crecimiento, y se examinaron en microscopio
compuesto (Nikon Eclipse E400® EE.UU.). EL sistema de andlisis de iméagenes
Motic Image Plus v. 3.0 (Motic Group Co®, China) se us6 para determinar la forma
y tamafio (largo y ancho) de 50 conidios del aislado. De la medida de los conidios

se calculo la media y la desviacion estandar.

5.2 Aislamiento y caracterizacién morfolégica de Colletotrichum

Se utilizé un aislado de C. gloeosporioides, donado de la colecciébn de hongos
fitopatdgenos del Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad
Autonoma Chapingo. El cual se encontraba en conservacion en discos miceliales
en 15 % de glicerol a -80 °C.

Para reactivar el hongo se retiraron los discos (5 mm de didmetro) del glicerol y se
secaron en papel absorbente estéril. Posteriormente, los discos se colocaron en
cajas de Petri con medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA, Difco®, Becton
Dickinson, Francia) a 2 % con 100 ug mL* de estreptomicina (Sigma®, EE.UU.),
las cajas se incubaron a temperatura ambiente en oscuridad, y después de 72 h
se transfirieron discos miceliales (5 mm de didmetro) del borde de los crecimientos

fungicos en nuevas cajas Petri con medio PDA y se incubaron a 25°C por 7 d.

5.3 Caracterizacién molecular de ambas especies de hongos

La identificacion a nivel de especie de ambos hongos fue confirmada mediante la
amplificacion de la regién de 5.8 S rDNA. EI DNA gendmico se extrajo usando el
meétodo descrito Camacho-Tapia et al. (2016) con algunas modificaciones. Para
ello los hongos aislados se sembraron en PDA y mantuvieron a temperatura
ambiente en oscuridad, cinco dias después de la siembra se procedié a extraer el
DNA; de cada aislado tomé una pequefia porcién de micelio aéreo de la colonia,
usando espatula de acero inoxidable estéril, el micelio se depositd en mortero

estéril, posteriormente se le agrego nitrégeno liquido, se macero y se transfirio a
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un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL que contenian 500 pL de solucién buffer
(Tris 100mM, EDTA 10 mM, 2 % SDS, 0.2 mg mL?! de proteinasa
K)(SIGMA®Chemicals, EE.UU.), se mezcldé en vortex (10 s) y después se coloco
en microcentrifuga (Centrifuge 5810 R Eppendorf) a 13 000 g durante 10 min, y
se incubd por una hora a 38 °C. A cada tubo se le afiadié 70 pL de NaCl 5 M, 30
puL de CTAB 10% (CTAB; SIGMA®Chemicals, EE.UU.), y se mezclo6 por vortex por
10 s, después se incubo6 a 65 °C durante una hora. Posteriormente, se afiadieron
100 pL de acetato de potasio 5M, se mezcld con vortex por 10 s y se incubo a -20
°C durantel0 min, luego se agregaron 700 pL de cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1vlv) se pasaron por vortex por 10 s y nuevamente se centrifugd. Con
micropipeta, el sobrenadante se transfirid a tubo nuevo de microcentrifuga de 1.5
mL y se agregaron 640 uL de isopropanol y 60 pyL de acetato de sodio 3M. Los
tubos se mezclaron por inversion de cuatro a cinco veces y se almacenaron a -20
°C durante 10 min, luego se centrifugé a 13000 g durante 10 min, para sedimentar
el DNA y desechar el sobrenadante. Se agreg6 a cada tubo 500 uL de etanol al 70
%, se centrifugd a 13 000 g por 5 min y el sobrenadante se deseché de nuevo. En
papel absorbente se colocaron los tubos de forma invertida para escurrir el etanol,
posteriormente cuando la pastilla estuvo seca se agregaron 100 uL de agua estéril
libre de DNAsa y RNAsa. La calidad y concentracion del DNA se cuantificd
mediante un espectrofotometro Nanodrop Lite (Thermo Scientific ®, EE.UU.),

finalmente el DNA se almacend a -20°C para su uso posterior.

La PCR se realiz6 de acuerdo con los pardmetros de ciclado e iniciadores
especificados por White et al. (1990) utilizando los primers ITS 5 (GGA AGT AAA
AGT CGT AAC AAG G) y 4 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC), posteriormente
se prepar6 la mezcla de reaccién a volumen final de 50 uL, buffer de PCR 1x, 2.5
mM MgClz, 0.2 mM dNTP, 0.8 uM de cada primer, 1U DNA polimerasa (Promega,
EE.UU.) y 100 ng de DNA. La PCR se llevé a cabo en un termociclador C-1000
(Bio-Rad®, EE.UU.).
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Para el caso de ITS se realizé desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min, 35 ciclos
de 95 °C por 30 s, 55 °C por 30 s, 72 °C por 1 min; y extension final de 72 °C por
10 min. Los productos amplificados se verificaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1 % con buffer de corrida TAE 1X. Se uso6 de 7 pL del producto de PCR
y 3 uL de buffer de carga, para llevar a electroforesis a 90 volts. El gel se analizo
con luz ultravioleta con transiluminador M-26X usando el sistema de imagenes
GelDoc-ItTM 300 (UVP, EE.UU.).

Los fragmentos amplificados con los primers ITS 5/ITS 4, fueron purificados
mediante el protocolo de DNA clean & concentrator™-° (Zymo Research, EE. UU.).
Dichos fragmentos de DNA purificados se mandaron a secuenciar con la empresa
Macrogen® (Sedll, Korea). Las secuencias obtenidas fueron comparadas con la
base de datos en NCBI con el BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

5.4 Obtencion de jugo de chayote (Sechium compositum)

Frutos de S. compositum se cosecharon en febrero del 2018, los cuales se
encontraban en madurez fisiol6gica. Los frutos se lavaron con agua corriente; se
desinfestaron en solucién de hipoclorito de sodio (1 %) por 3 min; se enjuagaron
dos veces en agua destilada y se secaron con toallas absorbentes estériles,
posteriormente los frutos se cortaron en trozos pequefios, se procesaron en una
maquina de extraccion de aceite prensado en frio (modelo OPM-500,
JOOSHUN™ Guangdong China). El jugo extraido se centrifugo a 2150 g por 10
min. El sobrenadante resultante se almaceno a 4 °C, para la eliminacién de

bacterias se aplicé luz UV-C a dosis de ~4 kJ m~.

5.5 Identificacion de compuestos del jugo por HPLC

El andlisis de compuestos se realizé por HPLC, en cromatégrafo Infinity serie 1220
de Agilent Technologies (St. Clara, CA, EE. UU.), equipado con una columna
Thermo Fisher Hypersyl ™ ODS C18 (125 x 4 mm; tamafio de particula de 5 pm).

Los flavonoides se analizaron a 30 °C en elucién isocratica con fase movil que

comprende agua: acetonitrilo (65:35;v/v), con pH ajustado a 2.5 con &cido
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trifluoroacético, suministrado al caudal de 1 mL min-*. El volumen de inyeccién de
la muestra fue de 20 pL, la longitud de onda de deteccion fue de 235 nm vy los
compuestos de referencia estandar empleados fueron rutina, floretina, florizidina,

miricetina, quercetina, naringenina y galangina.

Para compuestos fendlicos se utilizé la columna de Nucleosil (125 x 4 mm) de
Macherey-Nagel con gradiente de (A) H2O a pH 25 con TFA (&cido
trifluoroacético) y (B) ACN (acetonitrilo). Las condiciones fueron: flujo 1 mL min-;
30 °C, volumen de inyeccion 20 pL, utilizando como estandares los acidos:
cafeico, galico, clorogénico, vanillinico, p-hydroxibenzoico, p-cumarico, ferulico y

siringico.

Las cucurbitacinas se analizaron a 25 °C utilizando una columna Symmetry Shield
RP18 de Waters (Milford, MA, EE. UU.) (250 x 4.4 mm; tamafio de particula de 5
pMm). La elucion isocratica se llevd a cabo con una fase movil agua: metanol:
acetonitrilo (50: 30: 20; v/v/v) suministrado al caudal de 1 mL min-1. El volumen de
inyeccion de la muestra fue de 20 L, la longitud de onda de deteccion fue de 235
nm y los compuestos de referencia estandar empleados fueron las cucurbitacinas
B,D,E, el

5.6 Control in vitro de Botrytis cinerea, con jugo de S. compositum

Doscientos mililitros de medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) se mezclaron
antes de su solidificacion con cada una de las concentraciones del jugo (Cuadro 1)
y se vaciaron en cajas de Petri (9 cm de diametro) estéril, para solidificacion.
Posteriormente en el centro de cada caja se colocé un disco de 5 mm de diametro
de PDA con micelio de la cepa de B. cinerea de 4 d de edad. Cada tratamiento
tuvo 10 repeticiones. El testigo quimico fue ciprodinil + fludioxonil (Switch®) (2 g L-
1), mientras que el testigo absoluto fue medio PDA. Las cajas de Petri se
incubaron a 23 °C, y el didmetro ecuatorial del hongo se midié cada 24 h con

vernier digital hasta que el testigo absoluto cubri6 la caja Petri.
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Cuadro 1. Concentraciones de jugo de frutos de Sechium compositum probado

para la inhibicién del crecimiento micelial in vitro de B. cinerea.

Tratamiento Especie vegetal Concentracion (%)

1 1

2 2.5
3 5

4 Jugo de frutos de S. compositum 7.5
5 10
6 15
7 20

8 25

9 30
10 40
11 Testigo absoluto (solo PDA) 0
12 Testigo quimico (PDA + Ciprodinil + 2gL?

Fludioxonil (SWITCH®) )

5.7 Control in vitro de C. gloeosporioides con jugo de S. compositum

Doscientos mililitros de medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) se mezclaron
antes de su solidificacion con cada una de las concentraciones del extracto
vegetal (Cuadro 2) y se vaciaron en cajas de Petri (9 cm de didmetro) estéril, para
solidificacion. Posteriormente en el centro de cada caja se colocé un disco de 5
mm de diametro de PDA con micelio de la cepa de C. gloeosporioides de 8 d de
edad. Cada tratamiento tuvo 10 repeticiones. El testigo quimico fue tiabendazol
(Tecto® 60) concentracion de 1 g L1, mientras que el testigo absoluto fue solo el
medio PDA. Las cajas de Petri se incubaron a 23 °C, el diametro ecuatorial del
hongo se midié cada 24 h con un vernier digital hasta que el hongo cubri6 la caja
Petri del testigo absoluto.
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Cuadro 2. Jugo de frutos de Sechium compositum probado para la inhibicién del

crecimiento micelial in vitro de C. gloeosporioides.

Tratamiento Especie vegetal Concentracion
(%)

2
4
7.5
15
Jugo de frutos de S. compositum 22.5
30
375
45
52.5
Testigo absoluto (solo PDA) 0

© 0 N O o A~ WN P

[
= O

Testigo quimico (PDA + 1gL*
tiabendazol (Tecto 60%)

5.8 Germinacién de esporas

Para determinar el efecto del jugo en la germinacion de esporas de ambas
especies, se utilizaron caja Petri de diametro de 6 cm a los que se le agregaron 4
mL de medio de cultivo PDA. Antes de que el PDA solidificara se mezclé con el
jugo vegetal hasta lograr la homogenizacibn de cada concentracion.
Posteriormente  se colocaron 20 pL de suspension de 1 x10% esporas por mL
(20,000 esporas) de cada hongo en sus respectivos tratamientos. Se evalud la
germinacion a las 3, 6, 9, 12,15 y 24 h (los datos son adimensionales, ya que
fueron obtenidos del andlisis del area bajo la curva del progreso del porcentaje de
germinacion) empleando microscopio compuesto (Nikon Eclipse E400® EE.UU.).
Una espora fue considerada germinada cuando el largo de su tubo germinativo

alcanzé la mitad del diametro de la espora.
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5.9 Efecto antifungico in vivo del jugo de S. compositum en B. cinerea

Los doce tratamientos, se prepararon en suspensiones de agua-agar (1 %). Para
la inoculacién, se cosecharon rosas de las variedades “Polar star” y “Proud” las
cuales fueron cosechadas de un invernadero comercial local y se transportaron al
laboratorio. Discos de 1 cm de didmetro fueron tomados del centro de los pétalos
utilizando un sacabocados. Los discos de pétalos se enjuagaron suavemente con
agua deionizada, se colocaron en agua-agar (1%) con o sin jugo de S.
compositum, de tal manera que los pétalos de rosa se empaparan por ambos
lados de la suspension. Los pétalos se colocaron cuidadosamente en PDA que
contenia concentraciones de jugo de S. compositum, y luego la suspension de
conidios (2 pL, 108 conidios/ mL= 2000 conidios) se coloc6 en el centro de cada
pétalo con el fin de determinar el efecto del jugo S. compositum sobre la infeccion
del hongo. De esta manera se aseguro la distribucion uniforme del jugo alrededor
de los conidios. Se utiliz6 agua-agar y Switch® a la misma concentraciéon de
conidios en pétalos como control positivo y negativo, respectivamente. Posterior a
la inoculacion, las cajas de Petri se transfirieron inmediatamente a 23 °C. Después
de 24, 48 y 72 h, los resultados de la infeccidbn se hicieron mediante registro

fotografico y diametro de infeccién del hongo en el pétalo.

5.10 Analisis estadistico

Con el fin de corroborar que se cumplieran los supuestos estadisticos de los datos
obtenidos, se realizaron las pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza.
Posteriormente los analisis de varianza y pruebas de separacion mdultiple de
medias (Tukey, a= 0.05) asi como el analisis de regresion lineal para determinar la
concentracion y dosis (in vitro) letal 50 (CLso) se aplico el Probit con Statical

Analysis System, version 9.1 para Windows (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Morfologia y caracteristicas de Botrytis cinerea

En medio de cultivo PDA, la colonia de Botrytis tuvo micelio denso, color de blanco
a café y tasa de crecimiento micelial de 7.84 a 26.7 mm dia! (media= 22.5 mm
diat) (Figura 1; Cuadro 3). El crecimiento de la colonia cultivada en PDA es similar
a lo obtenido por Tanovi¢ et al. (2009) quienes tuvieron rangos de crecimiento de
7.3-26.7 mm dia! y media de 25 mm dia!, Ferrada et al. (2016) obtuvieron tasas

de crecimiento de 27.4+ 1.1 mm dia! para B. cinerea.

Los conidios presentaron tamafio promedio de 8.83 -15.88 x 5.09-9.75 um estos
caracteres morfolégicos son similares con los reportados por Saito et al. (2016)
con 6.0-14 x 4.5-10.0 um, y con Zhou et al., (2014) con 5.6-15.7 x 4.2-11.2 ym y
Walker et al., (2011) con 8-13 x 5-6.5 pym para B. cinerea.

Cuadro 3. Caracteristicas morfoldgicas de Botrytis sp.

Colonia Conidio (n=50)

Aislado  Color TC?2 (mm dia?) Longitud (um) Ancho (um) Forma

media(min-max)  media(min-max)

Botrytis  café 22.5 11.18 (8.83-15.88) 7.91 (5.09-9.75) Ovalado

TC?2= Tasa de crecimiento micelial (incubacién 23 °C en oscuridad continua) en

medio de cultivo PDA (papa-dextrosa-agar).

Botrytis sp. presentd conidios de hialinos a marron palido, de forma eliptica a
ovoide con superficie gruesa, variable en tamafo. Los caracteres morfolégicos de
las estructuras de reproduccién asexual y de la colonia registrada en este trabajo
sirvieron para distinguir las diferentes especies de Botrytis (Figura 1). Lo anterior
coincidié con lo reportado por Ferrada et al. (2016) y Lorenzini et al. (2014),
quienes indican que B. cinerea comprende especies distinguibles
morfoloégicamente; sin embargo, se realizo el analisis molecular para identificar la
especie de este complejo. Ademas, Beever et al. (2007) indican que los caracteres

morfolégicos de la especie de Botrytis varian diferentes condiciones de incubacion
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(medio de cultivo, luz, humedad relativa y temperatura) o por el continuo proceso
de transferencia y obtencion de subcultivo; por ejemplo, Staats et al. (2005)
construyo una clasificacion del género con base en los datos de secuencia de

ADN, tomando en cuenta la reproduccion sexual y tipo de huésped.

Roy, (2001) investigo que B. cinerea no puede ser un hongo de alta especificidad,
debido a que observando diversas plantas hospedantes que ocupan habitats
similares y que crecen durante el mismo periodo del afio ofrecen posibilidades de
cambio del hospedante, por lo que el patdbgeno muestra flexibilidad en el uso de
diferentes entornos para germinar y obtener nutrientes de la planta huésped
(Williamson et al., 2007).

La forma y tamafio de los conidios, asi como los caracteres de las colonias, deben
usarse con precaucién, ya que estos son dependientes de las condiciones de
crecimiento Zhou et al. (2014) trabajo con setenta y cinco aislamientos de B.
cinerea y encontrd que la temperatura optima de crecimiento micelial fue de 15-20
°C y 25 °C para la germinaciéon de conidios, mientras que Mirzaei et al. (2008)
estudiaron la taxonomia de Botrytis concluyendo que las caracteristicas unidas a
la especificidad del huésped, y muestran influencia por las condiciones
ambientales y culturales, las cuales pueden modificar caracteres taxonémicos,
tales como dimension y forma de los conidios. Jarvis, (1977) manipulo la
temperatura y medio de cultivo obteniendo como resultados tamafos y formas
conidiales diferentes, los cuales se mostraron como cambios morfolégicos

irreversibles en el hongo.
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Figura 1. (A) Colonia de B. cinerea con cuatro dias de crecimiento en medio de
cultivo papa-dextrosa- agar (PDA), aisladas de tejidos de Rosa sp., con sintomas
de moho gris. (B) Conidios de B. cinerea formados en medio de cultivo PDA
después de 22 dias de incubacion a 23 °C en obscuridad continta. Microscopio de

luz de campo brillante 40 X.

A pesar de que existe amplia variacion en el comportamiento del crecimiento de
Botrytis, por ejemplo, en la formacion de apresorios debido a cambios de
temperatura y humedad relativa, en este trabajo las caracteristicas del patégeno
fueron similares a las reportadas por Ma et al. (2018) y Kamaruzzaman et al.
(2018).

6.2 Morfologia y caracteres de la colonia de C. gloeosporioides

Las caracteristicas de la colonia del aislado de C. gloesporioides fue
proporcionado por la coleccion de hongos fitopatbgenos del Departamento de
Parasitologia Agricola de la Universidad Autbnoma Chapingo, como se muestra en
el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Caracteristicas morfolégicas de C. gloeosporioides.

Colonia Conidio (n=50)

Aislado _ Longitud (um) Ancho (um)
Color TC?2(mm diat) o S
media(min-max) media(min-max) Forma

Colletotrichum . 12.71(9.07- o
. Gris 11.25 3.63(2.37-5.03) Cilindrica
gloesporioides 16.24)

TC2= Tasa de crecimiento micelial (incubacion 23 °C en oscuridad continua) en
medio de cultivo PDA (papa-dextrosa-agar).

En medio de cultivo PDA, la colonia mostro crecimiento denso, blanco tornandose
gris oscuro con tasa de crecimiento micelial de 8.45 a 11.76 mm dia?! (media=
11.25 mm dia?) (Figura 2). El crecimiento de la colonia es similar con lo reportado
por Sharma et al. (2013) cuya colonia creci6 entre 5.1-13.0 mm dia! y con Vieira et
al. (2014) quienes reportan entre 7.47- 12.97 mm dia™.

El aislado presento conidios hialinos, unicelulares, cilindricos, con los extremos
redondeados y con el hilo incospicuo (Figura 2). Asimismo, el intervalo de medias
promedio de los conidios del aislado fueron 9.7-16.24 x 2.37-5.03 pm. Estos
caracteres morfoldgicos son similares con los reportados por Sharma et al. (2013)
con 7.0-18.3 x 3.0-5.7 um y Vieira et al. (2014) con 9.97- 16.44 x 4.14-6.33 um.
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Figura 2. (A) Colonia de C. gloeosporioides con ocho dias de crecimiento,
aislados de tejidos de aguacate con sintomas de antracnosis. (B) Conidios de C.
gloeosporioides formados en medio PDA después de 10 dias de incubacion a 23

°C en oscuridad continua. Microscopio de luz de campo brillante (40 X).

El crecimiento de las colonias es variable en PDA, aunque las caracteristicas
fueron similares a las reportadas por Téliz et al. (2007) quienes mencionan color
blanco grisaceo a gris oscuro, al reverso de color blanco a gris oscureciéndose
especialmente con la edad. El micelio aéreo fue liso y fieltro o en mechon
asociado con conidioéforos. Se ha reportado que los caracteres morfolégicos de las
colonias, solo son utiles para discriminar a nivel de complejos de Colletotrichum,
pero no para determinar a nivel de especie dentro de estos (Weir et al., 2012).
Udayanga et al. (2013) indican que el complejo C. gloeosporioides comprende
subespecies indistinguibles morfolégicamente y es necesario el uso de andlisis

filogenéticos para detectar las diversas especies cripticas dentro de este complejo.

6.3 Analisis molecular de Botrytis sp.y C. gloesporioides

De los hongos caracterizados morfologicamente como Botrytis y Colletotrichum, se
obtuvieron secuencias de la region 5. 8 S del RNA ribosomal, con un tamafio de
600 pb (NUmero de acceso: MK764899) y 597 pb (Nimero de acceso: MK764900)
respetivamente. Al analizarlos con la herramienta BLASTn del NCBI, se encontr
100% de similitud con Botrytis cinerea de Morelia, Michoacan (Numero de acceso:
MH458885) y 99.82 % para Colletotrichum gloeosporioides de Alemania (Numero
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de acceso: AJ301907) respectivamente; lo cual soporta la caracterizacion

morfologica.

6.4 Compuestos del jugo de frutos de S. compositum

Los frutos de S. compositum tienen 87.17 % de agua y 12.83 % de materia seca,
con rendimiento de jugo menor al 80 %, previamente centrifugado, a fin de
eliminar las saponinas y otros residuos que impedian la obtencidén de jugo claro
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Contenido medio de compuestos fenolicos, flavonoides y cucrbitacinas

en jugo de frutos de S. compositum sin tratamiento y con tratamiento UV-C.

Compuestos fendlicos Flavonoides Cucurbitacinas
(mg kg™ (mg kg™) (mg kg™t
Ac. galico 115.72 Rutina 62.70 Cucurbitacina D 2.50
115.40 54.93 19.49
Ac. clorogénico 452.68 florizina 85.45 Cucurbitacina | 861.69
451.66 132.64 847.58
Ac. siringico 12.72 mirecetina  145.82 Cucurbitacina B 0.94
12.60 163.51 0.34
Ac. vainillico 19.33 quercitina 15.37 Cucurbitacina E 7.62
18.51 19.02 7.42
Ac. p-hidroxibenzéico  36.01 naringenina 137.61
34.77 172.66
Ac. caféico 80.45 floretina 25.44
78.65 30.61
Ac. ferulico 0.0 galangina 4.08
0.0 4.45
Ac. p-cumarico 19.38 Total 476.47

19.23 flavonoides 577.82

En el cuadro 5, las cucurbitacinas son el grupo mas importante en la composicién
del jugo, estos compuestos son triterpenos tetraciclicos, altamente oxigenados que
mayormente se presentan como glucésidos. Son sustancias toxicas debido a su
sabor amargo, que se dividen en 12 grupos, desde cucurbitacina A hasta
cucurbitacina T (Soto-Hernandez et al., 2009) (Figura 3). Las cucurbitacinas mas
importantes son la E, B, D, e |. Las cucurbitacinas E y D resultan de la acetilacién

de la | y D, una caracteristica que aumenta hidrofobicidad y citotoxicidad (Shi et
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al., 2006; Wu et al., 2004). Las cucurbitacinas E, e | difieren respectivamente, de la
B y D por la presencia del doble enlace entre C1 y C2 que aumentan tanto la
hidrofobicidad y toxicidad (Bartalis et al., 2005).

. C,; .C; bond

""’/, B C,—0G Acetyl
D C,—-0C, H
E C=C Acetyl
I Ci=C H

Figura 3. Estructura quimica de las cucurbitacinas B, D, E, e .

Las concentraciones de cucurbitacinas descritas para S. edule var. nigrum
spinosum fueron la D, | y B (0.127, 0.013 y 1.008 mg g! de extracto
respectivamente (Aguifiiga-Sanchez, 2015), mientras que para el tipo de chayote
S. edule var. nigrum minor cv. Perla Negra® las concentraciones de cucurbitacinas
fueron de 0.00137, 0.00935, 0.0098 y 0.0040 mg g! para la D, I, By E
respectivamente (Salazar-Aguilar et al., 2017). Se puede observar que para S.
compositum, el contenido de cucurbitacina | es sobresaliente, mientras que en la
concentracion de cucurbitacina D, B y E son menores. Debido a su toxicidad se
ha atribuido a las cucurbitacinas de los tipos B, D, e | del genero Sechium
actividad citotéxica y antitumoral (Setzer et al., 2003; Cadena-lfiiguez et al., 2011;
Aguifiiga-Sanchez et al., 2015).

Aguifiga-Sanchez et al. (2015), reportaron para frutos de chayote de S. edule var.
nigrum spinosum la presencia de flavonoides como: florizidina, naringenina,
floretina y apigenina en concentraciones de 0.005, 1.556, 0.018 y 0.290 mg g%,
mientras que en el hibrido de chayote H-387®, se identificd rutina, florizidina,
mirecetina, quercetina, naringenina, floretina, galangina y apigenina con
concentraciones de 1.273, 0.0168, 0.889, 0.005, 3.304, 4.616, 21.940 y 0.362 mg
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g! de extracto, respectivamente. Otro cultivar importante de S. edule, Perla
Negra®, registré contenidos de rutina, miricetina, quercetina, naringenina,
floretina, galangina y apigenina con concentraciones de 0.00034, 0.00185,
0.00025, 0.00226, 0.00472, 0.00043 y 0.00018 mg g (Salazar-Aguilar et al.,
2017).

Al compararlos con el jugo de S. compositum, se observé que tiene mayor
diversidad y concentracion de flavonoides en los frutos, esto es relevante debido a
que los flavonoides presentan actividad antioxidante y antibacteriana por la accion
de la apigenina, galangina, flavona y gluconidos de flavonol, isoflavonas,
flavanonas y chalconas, que poseen actividad antibacteriana, la cual se atribuye a
interacciones moleculares que inducen la inactivacion de proteinas microbianas,
como las adhesinas o proteinas de transporte de membrana, alterando la
permeabilidad e interfiiendo con el crecimiento celular (Cardona et al., 2013;
Kumar et al., 2013). En cuanto la actividad antioxidante los mecanismos pueden
incluir la supresion de la formacion de ROS (por inhibicion de enzimas o por
guelacién de elementos traza involucrados en la generacion de radicales libres),
barrido de ROS y regulacion positiva o proteccion de las defensas antioxidante
(Mishra et al., 1994; Halliwell et al., 1998).

La accion de los flavonoides involucra la mayoria de los mecanismos
mencionados anteriormente, la quercetina en particular es conocida por sus
propiedades quelantes y de estabilizacion del hierro, ademas de la quercitina y
naringenina, reoportadas como antioxidantes altamente efectivos en atrapar

especies reactivas al oxigeno (ERO) (Van-Kan et al., 1997).

Con relacién a los compuestos fendlicos, se ha reportado que los frutos de
chayote S. edule var. nigrum spinosum se identificaron al &cido galico,
clorogénico, vainillico, p-hidroxibenzdico, caféico y p-cumarinico (0.072, 0.823,
0.032, 0.020, 0.091 y 0.032 mg g* de extracto, respectivamente), mientras que
para el hibrido H-387 descritas con la presencia de acido galico, clorogénico,
siringico, vainillico, p-hidroxibenzoico, cafeico, ferulico y p-cumarinico por

Aguifiiga-Sanchez et al. (2015), evidencian que S. compositum tiene mayor
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concentracion de &acidos fendlicos, para quienes se ha descrito actividad
antioxidante (Mufoz-Jauregui et al., 2007). Los compuestos fendlicos tienen
actividad antifungica, al ser de bajo peso molecular, pueden difundirse a través de
la membrana del microorganismo, y penetrar en la celula, interfiriendo en las rutas
metabdlicas para inhibir la biosintesis de ergosterol, glucano, quitina, proteinas y

glucosaminas en hongos (Ansari et al., 2013).

6.5 Efectividad del jugo de frutos de S. compositum sobre el crecimiento in

vitro de B. cinerea

Se observo efecto inhibitorio in vitro de B. cinerea con el jugo de S. compositum. A
las 24 h después de la inoculacion del patégeno en el medio PDA no hubo
crecimiento de las colonias en todas las concentraciones de jugo evaluadas, con
excepcion del tratamiento testigo; sin embargo, a las 48 h, en concentraciones
bajas de jugo (1.0, 2.5y 5.0 %) el hongo presentd crecimiento (Figuras 4 y 5). El
medio con 5% de jugo tuvo control del 94.87 %, a 2.5 % de jugo la inhibicién fue
del 90% y a 1% se logré inhibiciéon del 83.15 %, mientras que el testigo quimico
Switch® (ciprodinil + fludioxonil) inhibi6 86 %, 4 d después de inoculacion. El
analisis estadistico mostré que el tratamiento con 1 % de jugo y quimico no
presentaron diferencias estadisticamente significativas. Por otro lado, las cajas
con concentraciones mayores (7.5, 10, 15, 20, 25, 30 y 40 %), no presentaron

crecimiento del hongo durante la evaluacion.
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Figura 4. Crecimiento micelial de B. cinerea en medio de cultivo papa-dextrosa-
agar (PDA) con diferentes concentraciones de jugo de frutos de S. compositum y

fungicida quimico Swicht® (ciprodinil + fludioxonil).
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Figura 5. Crecimiento micelial de las colonias de B. cinerea en medio de cultivo
papa-dextrosa-agar (PDA) a diferentes concentraciones de jugo de frutos de S.
compositum y con fungicida quimico Swicht® (ciprodinil + fludioxonil) 4 dias

después de inoculacion.
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Es interesante notar que el crecimiento del hongo en las concentraciones bajas de
jugo se presentd solo en la porcion de PDA que se coloco en el medio con el
jugo, y cuyo crecimiento fue ascendente, con consistencia esponjosa, y poco
crecimiento lateral, como si tratase de evitar el contacto con el medio, diferente al
testigo absoluto, cuyo crecimiento se presentd en toda la superficie del medio, con
la formacion de micelio; mientras que en aquellas cajas con jugo de chayote a
bajas concentraciones el micelio creci6 de forma compacta con esporulacion
adelantada, como respuesta a la toxicidad del medio, atribuyéndose el efecto a la
presencia de cucurbitacinas, siendo las del tipo E, e | las de mayor concentracion

en el jugo de frutos de S. compositum.

De acuerdo con Metcalf et al. (1982), frutos de Cucurbita foetidissima HBK,
contienen alta concentracion de cucurbitacinas E, e | en fruto fresco, con 360 mg
kg!y 1590 mg kg? respectivamente, Rangel-Guerrero et al. 2018 evaluaron el
efecto inhibitorio de extractos de frutos de C. foetidissima de diferentes
procedencias geograficas, en el crecimiento in vitro de Botrytis sp., Fusarium sp.
Phytoptora capcisi y Rhizoctonia solani, los resultados mostraron mayor efecto
inhibitorio de los extractos en R. solani (94.3 — 100 %), y Botrytis sp. (42 - 100 %),
sin efecto inhibitorio significativo en Fusarium sp. y P. capcisi. El efecto inihibitorio
se puede atribuir a que C. foetidissima contiene ademdas de cucurbitacinas,
flavonoides y compuestos fendlicos. La variacion en los resultados, se atribuyd a
la procedencia de los frutos y el efecto que ejerce el ambiente en la sintesis de

compuestos del metabolismo secundario.

Bar-Nun et al. (1990) aplicaron cucurbitacina | (0.01 %) a frutos de pepino
(Cucumis lattus) y hojas de repollo (Brassica oleracea) previo a la inoculacién con
B. cinerea, registrando que ésta previno la infeccién del tejido, observando que el
crecimiento del hongo estuvo restringido al sitio de la infeccidén lo que sugiere la
capacidad de la cucurbitacina | para inhibir la accion de la lacasa producida por B.
cinerea, y proteger al tejido vegetal. Ademas, Bar-Nun et al. (1989) evaluaron que
las cucurbitacinas I, y D inhibieron la formacion de lacasa extracelular en B.

cinerea que implica mecanismos de ataque de este patdogeno para invadir al
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huésped. El patdgeno ataca a travées de la produccion de enzimas de
desintoxificacion, como la lacasa, protegiendo a Botrytis de las secreciones del
huésped, pero cuando la lacasa no esta activa, la capacidad patdégenica de
Botryitis se reduce (Staples et al., 1995).

Switch® es el fungicida quimico a base de ciprodinil (sistémico) y fludioxonil (no
sistémico). El cyprodinil es absorbido por los tejidos de la planta y transportado por
el xilema via acropétala, inhibiendo la penetracion y crecimiento micelial del hongo
tanto dentro del tejido como en la superficie foliar; por su parte el fludioxonil inhibe
también el crecimiento micelial del hongo en la superficie de la hoja con modo de
accion diferente. Los estudios bioquimicos indican que ciprodinil afecta la sintesis
de metionina y la secrecion de enzimas hidroliticas de las células de los hongos,
mientras que el fludioxonil inhibe una proteina kinasa involucrada potencialmente
en la ruta de transduccién de la sefial de osmo sensibilidad en los hongos
(Syngenta, 2019). Sin embargo, al igual que la cepa que crecié en medio con altas
concentraciones de jugo de S. compositum, el fungicida quimico mostré efecto
fungistético, ya que, al tomar micelio de ambos medios, y colocarlo en medio de

PDA, el crecimiento fue normal.
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Cuadro 6. Porcentaje de inhibicidon (96 h de inoculacion) y germinacion (5 h de
inoculacion) in vitro de B. cinerea en medio con diferentes concentraciones de jugo

de S. compositum.

Concentracion Inhibicibn Germinacién

Parametros %
1 83.153¢ o¢
2.5 90.690° 0°
5 94.878° 0
Jugo de S. compositum 7.5 1002 0c
10 1002 o¢
15 1002 0°
20 1002 o¢
25 1002 0°
30 1002 o¢
40 1002 o¢
Testigo absoluto (solo PDA) 0 0° 1002
Testigo quimico 2gL? 86.058¢ 32.333°
(PDA + Ciprodinil + Fludioxonil (SWITCH®)
p-valor <0.0001 <0.0001
R2 0.994523 0.999560
DLso 0.30710

*DMS: Diferencia minima significativa; letras diferentes en la misma columna
indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05). DLso: Dosis letal 50

Los resultados de la prueba de germinacion mostraron que, en las cajas del
testigo absoluto, se inicié la germinacion de conidios a las tres horas y a la 52 hora
el 100 % de los conidios habian germinado. A las 48 h, solo en las
concentraciones de 1.0, 2.5 y 5.0%, presentaron germinacion de conidios, con

valores de 53.0, 32.0 y 18.0%, respectivamente.

Las cajas con concentraciones mayores de jugo (7.5 a 40%), no presentaron
germinacion durante el tiempo de evaluacion. En contraste, las cajas con fungicida

quimico Switch® (ciprodinil + fludioxonil) presentaron germinacién de conidios a las
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cuatro horas de inicio del experimento, hasta que a las 24 h alcanzaron 100 % de
esporas germinadas. Cotoras et al. (2004) evaluaron el efecto de dos
diterpenoides (acido 3B-hidroxi kaurenoico y acido kaurenoico) (40 ug mL?) en la
germinacion de B. cinerea registrando que estos compuestos retrasaron la

germinacion de conidios (Figura 6).
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Figura 6. Porcentaje de germinacion de conidios de B. cinerea en medio de cultivo
papa-dextrosa-agar (PDA) en presencia de jugo de frutos de S. compositum a

diferentes concentraciones y testigo quimico Switch® (ciprodinil + fludioxonil).

Se ha mencionado que las plantas al ser atacadas por los patdégenos biosintetizan
compuestos de defensa que inhiben la produccién de cutinasas y lacasas de los
hongos. En Monilinia fructicola, la produccion de cutinasa se inhibi6 con la
presencia de acidos fendlicos (acido clorogénico y caféico). El 4cido caféico con
centraciones de 1 mM ha mostrado que reduce la produccion de cutinasa en
medio liquido de B. cinerea (Bostock et al., 1999). Ademas, Gonen et al. (1996)
encontraron que la cantidad de mRNA codificada para lacasa, se reprime
drasticamente en B. cinerea por la presencia de cucurbitacinas D. Por lo anterior y

considerando que el jugo de frutos de S. compositum es rico en compuestos
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fendlicos, flavonoides y cucurbitacinas, explica el efecto inhibitorio en la

germinacion de conidios de B. cinerea.

6.6 Efectividad del jugo de frutos de S. compositum en el crecimiento in vivo

de B. cinerea

Los pétalos de rosa del cv. Proud fueron inoculados con 2 uL de B. cinerea (108) y
después de 3 d se observé un cambio en el color del pétalo tornandose mas
obscuro con relacién al testigo absoluto. El crecimiento de B. cinerea a las 24 h
se manifesté como oxidacion en el area donde fue colocado el inoculo, a las 48 h
el diametro de la infeccion aumentd invadiendo mayor superficie del pétalo. Los
cambios mas drésticos se presentaron a las 72 h donde en el testigo absoluto, 30
% y 40 % de jugo, mostraron dafio por oxidacién en todo el pétalo. Mientras que
con 20 y 25 % de jugo tuvieron 40 % de dafio, pero se manifestd con apariencia
seca en el area de la infeccion evitando que se expandiera al resto del pétalo. Las
concentraciones de 1.0 a 15.0 % tuvieron dafio entre 50 % y 60 % del pétalo, en
estos tratamientos el area infectada presento degradacion del tejido. Mientras que,
el testigo quimico presento 85 % de dafio en el pétalo, tenia coloracién café

obscura en el area invadida por el hongo y apariencia seca (Figura 7).
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Figura 7. Apariencia de pétalos de Rosas “Proud” 72 h después de inoculacion
con B. cinerea, co-cultivadas en diferentes concentraciones de jugo de S.
compositum mezclado con PDA.

Con relacion al efecto de la inoculacion de B. cinerea en pétalos de rosa cv. Polar
star, se observé que al contacto con el jugo de S. compositum, los pétalos se
tornaron obscuros (Figura 8). Después de las 24 h se observd coloracion café
oscura en el area donde fue colocado el inoculo, presentando mas de 30% de

dafio, a las 48 h los didmetros de la infeccibn aumentaron invadiendo mayor
superficie.

Los cambios mas notables se observaron a las 72 h, las concentraciones mas
altas (30 y 40%) y mas bajas (1 a 10 %) de jugo de S. compositum presentaron
dafio (pudricién) en los discos de pétalo de 50 a 100%. Los tratamientos de 15, 20
y 25% de jugo presentaron dafios aproximadamente del 45 %, con deshidratacion
en el area infectada evitando que ésta se expandiera al resto del pétalo. El

tratamiento quimico mostr6 de igual forma apariencia seca en el pétalo, pero
mayor oxidacion.
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Figura 8. Apariencia de pétalos de Rosas “Polar star”, 72 h después de
inoculacién con B. cinerea, co-cultivadas en diferentes concentraciones de jugo de

S. compositum mezclado con PDA.
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Cuadro 7. Dafio en pétalo de rosa inoculada con B. cinerea, con la presencia de

diferentes concentraciones de jugo de S. compositum a las 72 h.

Variedad de rosa Cog-(:sg;[rr]z;\)c(:)iséi?unj]ug/c()))de Dafio e(gA)e)I pétalo
0 1002
1 57.86¢
2.5 51.43dc
PROUD 5 60.71¢
7.5 51.43dc
10 50.71dc
15 53.579%
20 41.43¢
25 42.149
30 85.00P°
40 90.00%
SWITCH®(Ciprodinil + 85.71
Fludioxonil)
0 1002
1 59.29def
2.5 71.43bc
POLAR 5 64.29¢de
7.5 68.570cd
10 54.29¢f
15 48.57fh
20 45.00"
25 42.14"
30 99.292
40 98.574
SWITCH®(Ciprodinil + 79.29b
Fludioxonil)

*DMS: Diferencia minima significativa; letras diferentes en la misma columna
indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).
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6.7 Efectividad del jugo de frutos de S. compositum en el crecimiento in vitro

de C. gloeosporioides

El crecimiento de la cepa de C. gloeosporioides in vitro, se inhibié con la presencia
del jugo. A las primeras 24 h las cajas con 2 y 4 % de jugo presentaron
crecimiento de forma ascendente hasta cubrir totalmente la porcion de medio de
cultivo inoculado creciendo en forma cilindrica y abultada, como si tratase de evitar
el contacto con la superficie del medio, logrando inhibicion de 41 y 50 %
respectivamente al final de la evaluacion (8 d después de la inoculaciéon). Por el
contrario, el crecimiento del hongo en el medio testigo fue diferente ya que solo
habia micelio, mientras que en los medios con 2 y 4 % de jugo, la coloracién del
micelio fue grisacea lo que indica cierta esporulacion, y crecimiento acelerado del
hongo, resultado del rechazo de este hacia el medio. Los tratamientos con 7.5-
52.5 % de jugo, después de 24 h, tuvieron crecimiento ascendente, en la porcién
del medio que contenia el hongo (Figuras 9 y 10). En los dias posteriores, para las
concentraciones de 7.5 a 37.5% el hongo se limit6 a crecer en el medio del
inoculo, presentando coloracion grisacea del micelio, cuando el medio base del
inoculo fue cubierto por completo, empez6 a descender hacia la superficie del
medio que contenia la caja de tal manera que lo rompid, tratando de evitar el
contacto con este. En dichos tratamientos se logré inhibir mas de 70 %, el mismo

porcentaje de inhibicion se logré en el medio con 45y 52.5 % de jugo (Cuadro 6).
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Figura 9. Crecimiento micelial de C. gloeosporioides con ocho dias de

crecimiento en medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA).
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Figura 10. Curvas de crecimiento micelial de C. gloeosporioides en medio de

cultivo papa-dextrosa-agar (PDA).

51



Song et al. (2011) evaluaron raices de Astilbe myriantha Diels que mostré > 68%
de inhibicion a 100 mg mL? después de 72 h, contra C. gloesosporioides, el
fraccionamiento del extracto etandlico mostrd que de 7 triterpenos el acido 3b, 6b,
24-trihidroxiurs-12-en-27-oico, tuvo actividad inhibitoria de mayor espectro, al
probarse contra Rizopus solani, Fusarium oxysporum f. sp. Niveum, F. oxysporum
f. sp. Cubens, C. gloeosporioides, Penicillium citrinum, C. lagenarium y P.
digitatum resultaron con una DLso de 13.9 a 34 ug mL1. Dentro de los triterpenos
aquellos que poseen grupos hidroxilo en C-6 y C-24 y grupo funcional carboxilico

C-27 poseen cierta actividad contra hongos patégenos.

Matias et al. (2018) evaluaron el potencial fungicida del extracto vegetal de
Richardia brasiliensis y sus fracciones en donde obtuvieron una mezcla de
triterpenos que contenia el acido oleanolico. Este triterpeno presenta actividad
fungicida ya que tiene un esqueleto lipofilico basico, que facilita la ruptura de la
pared celular y el paso de los constituyentes presentes en el extracto, y como
resultado obtuvieron que las fracciones puras proporcionaron reduccién del
crecimiento micelial de C. gloesporioides, con 160 ug 100 mL?; y para
Lasiodiplodia theobromae, una fraccién pura del extracto etandlico registro efecto
inhibitorio a 80 ug 100 mL.

Dooh et al. (2014), probaron las propiedades antifungicas de cinco extractos de
Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum contra cinco cepas de C. gloeosporioides en
diferentes concentraciones (6.25, 125 y 25 pL mL?t) sobre yuca (Manihot
esculenta Crantz), mostrando inhibicién de entre 11.9 % y 93. %, atribuyendo el
efecto a la presencia de cumarinas, fenoles, alcaloides, terpenos, esteroles y

flavonoides de los extractos acuosos.

La lacasa (p-difenol: oxidorreductasa de oxigeno; EC 1.10.3.2), es una enzima
extracelular producida por algunos hongos, que contiene cobre y cataliza la
oxidacion de sustratos fendlicos. Guetsky et al. (2005) reportaron que en
aislamientos de Colletotrichum gloeosporioides, la lacasa regula el nivel de

epicatequina (compuesto antifingico), y junto con la reduccion de dienos, permiten
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la activacion de la infeccion quiesciente del hongo durante el proceso de
maduracion en frutos de aguacate. El papel de la lacasa incluye la desintoxicacion
de fitoalexinas y otros compuestos fendlicos de plantas, ademas de proteger al
hongo contra compuestos oxidativos que genera el huésped (Breuil et al., 1999).

Las cucurbitacinas son compuestos que han probado reprimir la produccion de
lacasa tanto intracelular como extracelular en B. cinerea infectado en pepino
(Cucumis pepo L.), ademas de que se ha registrado que alteran la movilidad
electroforética de la lacasa extracelular (Bar-Nun et al., 1990; Viterbo et al., 1994).

Las plantas son ricas en diversas sustancias con potencial fungitoxico que, en
comparacion con los fungicidas sintéticos, son practicamente inocuos para el
ambiente. Segun Agrios (1997), los compuestos fendlicos, flavonoides y
triterpenos inhiben las enzimas hidroliticas de los hongos y desarrollan la
resistencia de los tejidos de las plantas jovenes al ataque de los fitopatdgenos.
Zuanazzi et al. (2004); y Cushnie et al. (2005) indican que estos compuestos
pueden causar cambios metabdlicos en patdgenos fangicos, actuando en la
inhibiciébn de la sintesis de acido nucleico, permeabilidad de la membrana y

metabolismo energético.

El jugo de frutos de S. compositum utilizado en este trabajo presento actividad
fungistatica, lo cual pudo estar determinado por la presencia de diferentes
metabolitos secundarios. En el analisis fitoquimico del jugo se detecto la presencia
de cucurbitacinas principalmente. Este trabajo pone de manifiesto que al menos
para C. gloeosporioides, el efecto del jugo fue fungistatico, sin embargo, no hay
reportes de actividad fungicida de estos compuestos, por lo que es necesario
evaluar el efecto por separado de las moléculas presentes, lo cual serviria para

definir que molécula es la que ejerce efecto en el hongo.

En la prueba de germinacion de esporas, el testigo inicio a las 3 h y alcanz6 100 %
a las 5 h, mientras que el medio con 2 y 4% de jugo, la germinaciéon empezoé a las
4 h'y crecié exponencialmente hasta las 24 h, donde alcanzd 100 %. Mientras que
los tratamientos con 7.5 a 37.5% de jugo empezé a las 6 h, los de 45 y 52.5% de

jugo, empezo6 a las 12 h, pero a las 24 h todos los tratamientos alcanzaron 100%.
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El testigo quimico Tiabendazol (Tecto 60®) inici6 la germinacién a las 12 h, y a las
24 h alcanz6 67 % (Figura 11).

Colletotrichum gloeosporioides
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Figura 11. Porcentaje de germinacion de conidios de C. glorosporioides en medio
de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) en presencia de jugo de frutos de S.

compositum a diferentes concentraciones y testigo quimico Tecto® (tiabendazol).

Achraf et al. (2012) evaluaron la efectividad del extracto acuoso de Asphodelus
tenuifolius y Zygophyllum album L., en la inhibicion de la germinacion de
Penicillium expansum logrando 95.48 % y 93.82 %. El estudio fitoquimico mostro
gue ambas plantas son ricas en taninos y mostraron la presencia de saponinas,
flavonoides, esteroides, esteroles insaturados y terpenos, mientras que los

cardendlidos y alcaloides se encontraron solo en Z. album .

De la misma forma Dooh et al. (2014) reportaron que el extracto de Thevetia
peruviana (Pers.) K. Schum en diferentes concentraciones (6.25, 12.5y 25 yL mL"
1) inhibi6 100% la germinacién de C. gloeosporioides atribuido a diversidad en la
composicién del extracto (cumarinas, fenoles, alcaloides, terpenos, esteroles y
flavonoides).

Prapassom et al. (2012) evaluaron la Inhibicién de la germinacion de esporas de
C. gloeosporioides con los extractos metandlicos de hojas de Piper sarmentosum

y con cloroformo de Mentha cordifolia al 1.25%; ademas del extracto de acetona
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de Piper betle de 10 pg mL? inhibi6 la germinacién de esporas de C.
gloeosporioides en 72.91% (Johnny et al., 2011). Las caracteristicas fitoquimicas
mostraron que los compuestos bioactivos en Mentha sp. son sitosterol y [-
sitosteril-B-dglucosido, y en Piper sp. son lignanos, esteroides, neolignanos,
alcaloides, propenilfenoles, terpenos, piperdélidos, calconas, flavanonas, flavonas y
amidas que contienen restos de isobutilo, pirrolidina, dihidropiridina y piperidina
(Johann et al., 2007; Villasefior et al., 2002).

Este estudio muestra que el jugo de S. compositum tiene fuertes actividades
fungiestaticas contra C. gloeosporioides. Esto puede sugerir su potencial para
futura formulacion en productos para el control de antracnosis. Estudios mas
extensos de sus caracteristicas fitoquimicas y eficacia in vivo queda por

determinar.

Cuadro 8. Porcentaje de inhibicién (192 h de inoculacién) y germinaciéon (5 h de
inoculacion) in vitro de C. gloeosporioides en medio con diferentes

concentraciones de jugo de S. compositum.

Concentracion Inhibicion Germinacion
Parametros %
2 41.67" 65°
4 50.7969¢ 50¢
7.5 74.1619¢ 0d
Jugo de S. compositum 15 77.9081¢d 0d
22.5 81.1094° od
30 79.1038¢ 0d
37.5 75.49f 0d
45 76.8763¢d® 0d
52.5 73.5619f od
Testigo absoluto (solo PDA) 0 0 1002
Testigo quimico (PDA + lglL? 87.54632
Tecto 60® (Tiabendazol))
DLso 2.27270
p-valor <0.0001 <0.0001
R? 0.994055 0.999468

*DMS: Diferencia media significativa; Valores que comparten la misma letra no hay
diferencia estadisticamente significativa (Fisher, P < 0.05). DLso: Dosis letal 50.
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VII. CONCLUSIONES

El jugo de frutos de Sechium compositum mostré actividad inhibitoria en el
desarrollo de B. cinerea y C. gloeosporioides, con mayor efectividad para B.
cinerea. Lo anterior se atribuy6 a la capacidad de las cucurbitacinas contenidas en
el jugo, de inhibir la produccion de lacasa extracelular en B. cinerea que implica

mecanismos de ataque de este patdégeno para invadir al huésped.

El control de C. gloeosporioides aunque fue en menor porcentaje, si ejerce control,
atribuido a que los compuestos fitoquimicos de S. compositum facilitan la ruptura
de la pared celular del hongo, reduciendo su crecimiento micelial; sin embargo, el
extracto aceler6 su esporulacion. Este es el primer trabajo de investigacion que
reporta el comportamiento de B. cinerea y C. gloeosporioides en presencia de jugo
de chayote en el medio de cultivo, que resulté provocar efecto fungistatico. Lo
anterior sugiere realizar trabajos futuros combinando jugo de frutos de chayote con

otros compuestos de actividad fungicida.
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