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RESUMEN

En el presente estudio se evalud la eficiencia
de extractos vegetales de Larrea tridentata
obtenidos con diclorometano, etanol,
metanol y agua, sobre el crecimiento radial
in vitro de cuatro hongos fitopatogenos, los
cuales primeramente fueron identificados
en género y especie empleando claves
taxonoémicas y técnicas moleculares.
Para los bioensayos in vitro se aplicaron
disefios completamente al azar con cuatro
tratamientos y tres repeticiones en cada
hongo, utilizando las concentraciones: 0,
250, 500 y 750 ppm para Alternaria sp.; 0,
2000, 2500 y 3000 para Aspergillus sp.; 0,
1500, 1750 y 2000 para Penicillium sp. y 0,
150,200 y 250 ppm para Rhizopus sp. Cada
tratamiento tuvo tres repeticiones. El analisis
molecular determind la especie tenuissima
para Alternaria, niger para Aspergillus,

polonicum para Penicillium y oryzae para
Rhizopus. En cuanto a las pruebas in vitro,
se determinaron inhibiciones del 100% para
tres de los hongos en estudio: Alternaria
tenuissima con extracto EtOH a 750 ppm;
Aspergillus niger con extracto DCM a
3000 ppm y Rhizopus oryzae a partir de
150 ppm y 250 ppm de los extractos DCM
y EtOH respectivamente. Se presento
una inhibicion del 82% a 2000 ppm para
Penicillium polonicum. Se concluye que a
pesar de las diferencias en susceptibilidad
entre las especies fungicas, los extractos
de Larrea tridentata obtenidos con etanol
y dicloromentano son efectivos para el
control de los hongos fitopatégenos bajo
estudio in vitro.

Palabras clave: gobernadora, fitoquimica,
diclorometano, metanol, etanol, agua.
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ABSTRACT

In the present study was evaluated the
efficiency of plant extracts from Larrea
tridentata extracted with four solvents in vitro
inhibition of radial growth of Penicillium
polonicum, Aspergillus niger, Rhizopus
oryzaey Alternaria tenuissima. Fungi were
identified using colonial, morphological
taxonomic keys and the corresponding
molecular techniques identified species
each. A design was randomly applied
altogether with 16 treatments in each
mold, corresponding to four solvents:
dichloromethane, ethanol, methanol and
water, with four concentrations: 0, 250,
500 and 750 ppm to Alternaria sp.; 0,
2000, 2500 and 3000 to Aspergillus sp.; 0,
1500, 1750 and 2000 to Penicillium sp. and
0, 150, 200 and 250 to Rhizopus sp. Each
treatment had three replicates. Molecular
analysis determined the tenuissima specie to
Alternaria, niger to Aspergillus, polonicum
to Penicillium and oryzae to Rhizopus.

About in vitro testing, inhibition of 100%
for three of the study were determined fungi:
Alternaria tenuissima EtOH extract to 750
ppm; Aspergillus niger with DCM extract
and Rhizopus oryzae 3000 ppm from 150
ppm to 250 ppm of the DCM and EtOH
extracts respectively. 82% inhibition at
2000 ppm for Penicillium polonicum was
presented. It is concluded that despite the
differences in susceptibility between the
fungal species, Larrea tridentata extracts
obtained with ethanol and dichloromethane
are effective for the control of postharvest
fungi under in vitro study.

Key words: creosote bush, phytochemical,
dichloromethane, methanol, etanol, water.
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INTRODUCCION

La presencia de microorganismos
patoégenos en la poscosecha de productos
hortofruticolas ocasionan considerables
pérdidas econdémicas: hasta 50% en
paises como México; el manejo se basa
casi exclusivamente en la utilizacion de
fungicidas quimicos sintéticos, que generan
un gran impacto en los ecosistemas y
la salud, provocando a su vez, que los
productos agricolas no sean aceptados para
exportacion (Sudheer e Indira, 2007).

En los ultimos afos, la tendencia va
hacia la utilizacion de alternativas mas
seguras para el control de hongos, y
reducir asi, la dependencia a los fungicidas
artificiales (Troncoso-Rojas y Tiznado-
Hernandez, 2007). Entre las opciones
de control se encuentra el empleo de
compuestos naturales aislados de plantas,
conocidos como extractos vegetales, ya
que se consideran biodegradables e inocuos
(Hernandez et al., 2007). Las plantas que
se desarrollan en zonas aridas son producto
de miles de afios de adaptacion fisiologica
para su sobrevivencia y poseen un alto
grado de especializacion bioldgica (Lira-
Saldivar, 2003). Dentro de las especies
vegetales representativas de dichas zonas
en el noroeste de México, Larrea tridentata
conocida como “gobernadora” es una fuente
invaluable de moléculas biolégicamente
activas, tales como diversos metabolitos
secundarios que presentan actividad biocida.
En la medicina tradicional herbolaria se
han utilizado extractos de gobernadora
como antidoto para varicela, diabetes,
enfermedades venéreas, tuberculosis,
resfriados, calculos renales y biliares (Lii
et al., 2010), incluso se ha encontrado
que inhibe la replicacion y transcripcion
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del virus de inmunodeficiencia adquirida
(Garcia et al., 2010). Este arbusto dominante
del desierto sonorense se caracteriza por los
compuestos extraidos a partir de la resina
que cubre hojas y tallos jovenes, ya que
produce un potente antioxidante: el 4acido
nordihidroguaiarético (ANDG) que posee
actividad fungicida (Arteaga et al., 2005),
y compuestos metilados derivados de este
acido que han despertado el interés por su
actividad antiviral (Gnabre et al., 1996).

Debido al efecto inhibidor en numerosos
sistemas enzimaticos, L. tridentata y ANDG
tienen un amplio espectro como agentes
antisépticos, que se ha probado al evaluar
in vitro diversas dosis de los extractos en
45 bacterias fitopatdogenas, entre las mas
importantes: Erwinia amylovora, Erwinia
atroseptica y Pseudomonas solanacearum;
como nematicida, se reporta la inactivacion
de nematodos colectados de suelo infestado
donde se tenia sembrado melon (Cucumis
sativus), vid (Vitis vinifera) y nogal (Carya
illinoinensis) (Lira-Saldivar, 2003); Las
propiedades antifingicas de L. tridentata
han sido corroboradas con trabajos desde
hace aproximadamente 40 afios mediante
ensayos in vitro. Se ha demostrado activi-
dad antifiingica in vitro contra Aspergillus
flavus, Rhizoctonia solani, Pythium sp. y
Alternaria solani entre otros hongos fito-
patdgenos (Vargas-Arispuro et al., 1997,
Lopez-Benitez et al., 2005; Lira-Saldivar
et al., 2002; Lira-Saldivar et al., 2003).
Por lo anterior, el objetivo de este estudio
fue evaluar la eficiencia de los extractos
vegetales de L. tridentata sobre la inhibicion
del crecimiento radial in vitro de los hongos
fitopatogenos Alternaria sp., Aspergillus
sp., Penicillium sp. y Rhizopus sp, con la
finalidad de establecer las dosis minimas
de inhibicion para futuros ensayos in vivo.

MATERIAL Y METODOS

Preparacion de los extractos

Se realizé6 un muestreo aleatorio a partir
de la tercera parte superior de plantas de L.
tridentata en el poblado de Las Guasimas,
municipio de Guaymas, Sonora (27° 56’ 16”
Ny 100° 35’ 11 O). Una vez colectadas,
las muestras se identificaron en el herbario
del DICTUS de la Universidad de Sonora.

Extractos DCM y MeOH

El material fresco se secd en estufa
(FELISA) a 62 + 2°C hasta peso constante,
y se procesé en un molino para café
(BRAUN, KSM-2) hasta obtener un polvo
fino que se paso por tamiz 20 (FIICSA) de
0.84 mm (Lopez-Benitez et al., 2005). 90
g de material pulverizado, se colocaron en
un dedal de celulosa (43 mm x 123 mm,
Whatman) para realizar la extraccion con
dicloromentano, en un sistema Soxhlet,
a 35°C por 15 h. El sobrenadante se
evapor6 hasta sequedad por evaporacion
rotatoria (HEIDOLPH, HEID560) a 35
°C y 100 rpm (extracto diclorometano
“DCM?”). El residuo vegetal se seco a
temperatura ambiente para eliminar el
solvente y se colocd en un extractor Soxhlet
con metanol a 40°C por 15 h (Encinas,
1998). El sobrenadante se evapord en
rotavapor a40°C, 100 rpm y 337-mbar hasta
obtener una pasta espesa (extracto metanol
“MeOH”) (Rivera-Castafieda et al., 2001;
Lira-Saldivar ef al., 2006).

Extractos EtOH y H,O

Se macerd (Vargas-Arispuro et al, 2005)
1 kg de muestra fresca en 10 L de etanol-
agua 70:30 (v/v) por ocho dias a 25°C, en
condiciones de oscuridad (Reyes, 1995).
Transcurrido el tiempo de maceracion, se
filtr6 sobre gasas para eliminar el material
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vegetal de mayor tamaifio, el liquido se
filtré con papel Whatman #5; se evaporo6 a
40°C, 175 mbary 100 rpm, la fase solida se
considerdé como el extracto etanol (“EtOH”)
y el sobrenadante (extracto agua “H,0”) se
congel6 a -45°C para someterse a un proceso
de liofilizacion.

Los extractos DCM, MeOH y EtOH
se depositaron en bafio maria a 55°C
hasta sequedad. Todos los extractos se
almacenaron a una temperatura de 4°C.

El rendimiento de cada uno de los extractos
se determind tomando en cuenta su peso,
en relacion con el peso total de la muestra,
segun la formula propuesta por Lira-
Saldivar ef al., (2006), que es: Re= (W2/
W1)*100, donde Rc es el % de materia
contenida en el extracto, W1 es el peso de
la muestra antes de la extraccion y W2 es el
peso de la muestra después de la extraccion.

Obtencion e identificacion de hongos

El laboratorio de Ecologia Quimica del
Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo (CIAD A.C) Unidad Hermosillo
proporcioné una cepa de Alternaria
sp. previamente identificada por sus
caracteristicas morfologicas. Penicillium
sp. y Aspergillus sp. se aislaron de frutos de
papaya del mercado local que presentaban
signos de pudricion y Rhizopus sp. de frutos
de tomate recolectados de un invernadero
comercial del Valle del Yaqui, Sonora; se
cortaron trozos de 0.5 cm? del area del fruto
que presentaba caracteristicas especificas de
cada hongo, se desinfectaron con hipoclorito
de sodio por cinco minutos, y un lavado con
agua destilada estéril, para posteriormente
colocarse en cajas petri con agar dextrosa de
papa (ADP), hasta obtener colonias puras.
Todas las especies se resembraron en agar
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dextrosa de papa y se incubaron a 28°C por
cinco dias (Hernandez-Castillo et al., 2008).

Caracterizacion cultural y morfolégica

Para la caracterizacion morfologica se tuvo
en cuenta el color de la colonia en el anverso
y el revés de la placa, textura y la presencia
de crecimiento aéreo (Lezcano et al., 2012).
La coloracion de la colonia se determind por
la tabla de colores de Rayner (1970). Para
observar el tamario, la forma y el color de las
estructuras vegetativas y reproductivas en los
cultivos fungicos se utiliz6 un microscopio
optico (10-100x) (ZEISS, Primo Star).
Para corroborar la clasificacion de género y
especie, se emplearon claves taxondmicas
(Alexopoulos, 1996; Barnett y Hunter, 1972).

Identificaciéon molecular

Para comprobar el género y especie
de los hongos aislados, se realiz6 una
identificacion molecular empleando la
técnica de secuenciacion de ITS1-5.8S-1TS2
del ADNry dominios D1/D2 del 28S ADNr
en el Centro de Biotecnologia Genomica
del Instituto Politécnico Nacional. La
identificacion molecular se realizd con
la comparacion de la secuencia obtenida
y todas las secuencias nucleotidicas de
hongos reportadas en la base de datos del
NCBI (National Center for Biotechnology
Information).

Bioensayos in vitro para determinar el
efecto de los extractos sobre el crecimiento
radial de los hongos

Se utilizo la técnica de medio envenenado
(Guerrero-Rodriguez et al., 2007). El medio
ADP se esterilizo durante 15 minutos a 15 1b/
pulg? manteniéndose a 45°C (Misra y Saho,
1977). En una campana de flujo laminar,
al medio de cultivo se adicionaron los
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extractos previamente disueltos en acetona-
agua (1:1). La mezcla medio ADP-extracto
se homogenizé en un vortex y se vertio en
cajas de Petri (5 cm). Una vez que el medio
solidific6 a temperatura ambiente, por
picadura central (Lira-Saldivar ef al., 2006)
se inocularon los hongos Alternaria sp.,
Aspergillus sp., Penicillium sp. y Rhizopus
sp. (Tequida-Meneses et al., 2002; Bautista-
Bafios et al., 2004; Guerrero-Rodriguez
et al., 2007). La actividad antifingica
de los extractos se determind midiendo
el crecimiento radial del hongo en dos
diametros cruzados a partir del tercer dia de
incubacion (Bautista-Bafios et al., 2002).
El porcentaje de inhibicion se determind
con la formula: % de inhibicion=(dc-dt/
dc)*100, donde dc es el diametro promedio
en centimetros del crecimiento micelial del
control, y dt es el diametro del crecimiento
micelial con los diferentes extractos (Kishore
et al., 1996).

Disefio experimental

Se aplico un disefio completamente al azar
evaludndose 16 tratamientos para cada
hongo, que correspondian a cuatro solventes:
diclorometano, etanol, metanol y agua, con
cuatro concentraciones:; 0, 250, 500 y 750
ppm para Alternaria sp.; 0, 2000, 2500 y
3000 para Aspergillus sp.; 0, 1500, 1750 y
2000 para Penicillium sp.y 0, 150,200y 250
ppm para Rhizopus sp. Cada tratamiento tuvo
tres réplicas. Se utilizoé un control negativo
que consistié en un fungicida comercial a
base de tiabendazol 45.75% (Mertec 340
F, Arysta lifescience). Las concentraciones
definidas para los hongos se derivaron de
ensayos preliminares (datos no publicados),
ajustandolas hasta encontrar la concentracion
minima inhibitoria, segun lo revisado en
Vargas-Arispuro et al., (2005). El analisis
estadistico se realizd mediante una ANOVA

y las medias se compararon mediante la
prueba de Diferencia Minima Significativa
(DMS p=<0.05) en el software Statgraphics
version 4.1

DISCUSIONES

Rendimiento de los extractos

El rendimiento promedio de los extractos
mostro variabilidad con relaciéon a los
diferentes solventes utilizados. Con
metanol se obtuvo un rendimiento de 95%
y 18% con diclorometano, etanol y agua
presentaron un rendimiento de 4.71 y 3.24%
respectivamente. Estos resultados estan
relacionados con el grado de polaridad
de los solventes (Moreno et al., 2011) y
la afinidad que presentan los compuestos
presentes en la parte aerea de L. tridentata.
Los porcentajes del rendimiento de la
extraccion fueron mayores a los obtenidos
por Pérez-Pérez (2003), quien reportd un
rendimiento de 0.92 % para diclorometano
y 1.13% con metanol, a partir de 400 g de
L. tridentata. Sin embargo, fueron menores
que los reportados por Lira-Saldivar et al.
(2003), ya que con el empleo de plantas de
L. tridentata del desierto Sonorense (Norte
de San Pedro, Loreto, Cd. Constitucion y
Sur de Mulegé) a diferentes latitudes (24,
25, 26 y 27°) obtuvieron rendimientos de
37.43% y 27.36% para metanol y etanol
respectivamente. Estas diferencias en
el rendimiento de extraccion, podrian
atribuirse a que la produccion de metabolitos
secundarios en las plantas se realiza en
funcion de las condiciones ambientales del
lugar en que se desarrollan (Lira-Saldivar et
al., 2003) y a las metodologias de extraccion
empleadas, ya que las variaciones en cuanto
a temperatura tienen un importante papel en
la recuperacion de los compuestos de interés
(Martins et al., 2012). Dado que existe una
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variacion natural de los constituyentes
de las plantas, no es posible establecer
una comparacion significativa respecto al
porcentaje de recuperacion obtenido en este
trabajo con los descritos en la literatura.

Caracterizacion cultural y morfolégica
de hongos

El primer paso de identificacion a nivel
género esta constituido por las caracteristicas
coloniales, y las caracteristicas morfologicas
representan la identificacion a nivel especie
(Ochoa et al., 2007).

Alternaria tenuissima

Las colonias de Alternaria sp. se
desarrollaron en un periodo de tres a cuatro
dias. Presentaron apariencia vellosa, la
coloracion inicial es gris, seguido de tonos
negros o intensos en el centro y de bordes
grisaceos (fig. 1-G). La identificacion
morfolégica concuerda con la descripcion de
la especie tenuissima con conidios simples,
tabicados, donde en sus extremos forman
conidios muriformes de color pardo (fig.
1-H) (Pontoén et al., 2002; Dillard y Cobb,
2008). Alternaria sp. incluye especies
fitopatégenas y saprofitas que pueden
causar dafio del fruto en campo y deterioro
importante durante el almacenamiento y
transporte (Bottalico y Logrieco, 1992). Se
caracteriza por crecer a bajas temperaturas,
por lo que esta involucrado en el dafio
durante el almacenamiento en refrigeracion.
Segun Pose ef al. (2010), los dafios que
ocasiona a frutos pueden ser de dos tipos:
lesiones que afectan la superficie y lesiones
que causan pudricion en el corazoén del fruto.
Estas especies producen aproximadamente
70 metabolitos secundarios, de los cuales 30
se reconocen por su alta toxicidad (Barkai-
Golan y Paster, 2008).
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Aspergillus niger

Las colonias de Aspergillus sp. mostraron
coloracion blanca y verde al inicio,
aterciopeladas y de verde oscuro al madurar,
tienden a presentar una corona radial
amarilla (fig. 1-C). Segun la morfologia, la
cepa pertenece a la especie niger, y puede
ser identificada por sus cabezas conidiales
de color negro o café oscuro, son globosas,
radiadas o divididas y van formando
columnas de cadenas de conidios irregulares
o bien definidas (fig. 1-D) (Saez et al., 2002;
Pitt y Hockings 2009).

Penicillium polonicum

En medio PDA los aislamientos de
Penicillium sp. presentaron crecimiento
rapido (de dos a cuatro dias), vellosas y
aterciopeladas de color verde, tienden a
presentar una corona radial ancha y blanca
(fig. 1-A). La identificacion morfologica
mostré que las colonias pertenecen a la
especie polonicum, ya que es un hongo
filamentoso con conidios tabicados de pared
lisa, ramificado al final y fialides en forma de
botella, de la cual nacen los conidios de color
azul o verde-azul en forma de cadenas (fig.
1-B). (Ponton et al., 2002; Pitt y Hockings,
2009).

Rhizopus oryzae

A los cuatro dias de incubacion, se observo
que las colonias en medio PDA cubrieron
toda la superficie de la caja con micelio aéreo
denso y algodonoso, presentaron coloracion
blanquizca a gris oscuro (fig. 1-E). Las
caracteristicas morfologicas concuerdan con
la especie oryzae, presenta esporangioforos
delgados erectos, esporangios globosos de
paredes delgadas, una columela prominente
y esporangios esféricos negros (fig. 1-F)
(Ponton et al. 2002; Barrera-Necha et al.,
2008; Pitt y Hocking, 2009).
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Identificacion molecular de hongos

El primer paso de identificacion a nivel
género esta constituido por las caracteristicas
coloniales, y las caracteristicas morfologicas
representan la identificacion a nivel especie
(Ochoa et al., 2007). Dichos procedimientos
tradicionales de identificacion se basan
principalmente en el reconocimiento de las
caracteristicas morfoldgicas de la colonia.
Recientemente las herramientas de biologia
molecular han conducido al desarrollo de
métodos especificos y sensibles para la
identificacion rapida.

El analisis comparativo de las secuencias
(cuadro 1) permitié la identificacion de
las especies tenuissima para el género
Alternaria, niger para Aspergillus, polonicum
para Penicillium, y oryzae para Rhizopus.
Estos organismos han sido reportados
como patdgenos pre y poscosecha, asi
como causantes de enfermedades durante
el almacenamiento de granos. A. tenuissima
causa reblandecimiento de frutos (Wright
et al., 2005) y existe evidencia sobre el
deterioro poscosecha que provoca a frutos
de tomate (Logrieco et al., 2003; Andersen
et al., 2004; Pose et al., 2004). Asimismo,
es uno de los agentes causales que provoca
la pudricion del florete del brocoli (Fraire-
Cordero et al., 2010). En estudios recientes
se ha demostrado su presencia en lesiones
de hojas de cartamo cultivado en el Valle
del Yaqui, Sonora (Quintana et al., 2011).
Por otro lado, una de las enfermedades
poscosecha mas comunes en fresa es la
podredumbre negra, causada por 4. niger,
que produce micotoxinas importantes
desde el punto de vista de salud publica,
ya que pueden provocar intoxicaciones por
la presencia de aflatoxinas (Guédez et al.,
2009).

Efecto in vitro de extractos sobre el
crecimiento miceliar de hongos

Alternaria tenuissima

El efecto de los diferentes extractos
de L. tridentata sobre el crecimiento
micelial de 4. tenuissima se presenta en
el cuadro 2. Se puede observar que el
extracto obtenido con etanol a 750 ppm
inhibi6 al 100% el crecimiento de dicho
hongo. Seguido por el extracto DCM a
750 ppm que presentd un porcentaje de
inhibicion de 97.7. Los extractos MeOH
y H,O a 750 ppm, presentaron actividad
antifungica minima, ya que inhibieron
el 16.3 y 10.0% del crecimiento de A.
tenuissima respectivamente. La inhibicion
que presentan los extractos de L. tridentata
con etanol se atribuye a la concentracion de
compuestos antifingicos que este contiene,
entre éstos el acido nordihidroguayarético
(NDGA) y otros fitoestrogenos que le
otorgan esa capacidad (Lira-Saldivar,
2003), como la quercetina y el kaempferol,
que han sido aislados a partir de extractos
metanolicos (Martins et al., 2012). Otros
estudios in vitro donde se ha evaluado el
potencial antifungico de extractos de L.
tridentata sobre el desarrollo de especies
del género Alternaria, presentan inhibicion
en concentraciones mayores que las del
presente estudio, como lo expuesto por
Jasso de Rodriguez et al. (2007), quienes
confirman la actividad antifingica de
los extractos de gobernadora al utilizar
etanol como solvente de extraccion a 4000
ppm con una inhibicién del 66.4% del
crecimiento radial de Alternaria alternata.
Lira-Saldivar et al. (2003), lograron la
inhibicion de Alternaria solani al 100%
con concentraciones de 8000 ppm con
etanol; Hernandez-Castillo ez al. (2006) en
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una mezcla de extractos etandlicos de L.
tridentata y quitosano a dosis de 2000-2000
ppm se inhibid el 14% del crecimiento radial
de Alternaria dauci.

Aspergillus niger

Las diferencias encontradas entre el efecto de
los extractos evaluados sobre el crecimiento
micelial de A. niger son estadisticamente
significativas (p<0.05). En el cuadro 3 se
muestra que el extracto DCM 3000 ppm
mostro el mejor efecto antifingico, ya que
inhibi6 el 100% del desarrollo in vitro de
A. niger. Los extractos EtOH presentaron
diferencias significativas con resultados de
inhibicion de 94.0 y 96.0% del crecimiento
radial de A. niger a concentraciones de 2500
y 3000 ppm respectivamente. Los extractos
de MeOH y H,0 a 3000 ppm presentaron
inhibicion del 9.3 y 10.3%, lo que indica que
la presencia de los compuestos inhibidores
tiene poca afinidad hacia los solventes
polares y/o de polaridad intermedia.
Investigaciones como las realizadas por
Tequida-Meneses ef al. (2002), demuestran
la efectividad de extractos etandlicos de L.
tridentata como inhibidor del crecimiento
radial, ya que reportaron la inhibicion de
A. niger hasta un 77.3% respecto al testigo.
Estos resultados son superados con los
obtenidos en este estudio (cuadro 3). En
la misma tendencia, Vargas-Arispuro et al.
(1997) reportan la inhibicion del crecimiento
radial de 4. niger en un 92% al utilizar
extractos de L. tridentata con diclorometano
a 500 ppm y un 12.5% con metanol a 500
ppm. Reyes et al. (2014) evaluaron el efecto
de extractos etandlicos de L. tridentata,
solos y combinados con sorbato de potasio,
con la finalidad de disminur el crecimiento
de Aspergillus flavus; encontraron que el
mayor porcentaje de inhibicion del hongo
ocurrié a las 1000 ppm, solo (71.9%) y
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combinado (82.8%). De acuerdo con Rios
et al. (1998), existen diversos factores que
estan involucrados e influyen de manera
importante en los resultados obtenidos
durante los procedimientos del estudio de
plantas como antimicrobianos, entre éstos,
el método de extraccion, la solubilidad
de la muestra en el medio de cultivo, y el
microorganismo en cuestion.

Penicillium polonicum

Los diferentes extractos aplicados en
P. polonicum presentaron diferencias
estadisticas significativas (p<0.05). Se
observo que los extractos DCM a 1750 y
2000 ppm presentaron una inhibicion de
81 y 82%, comparado con el testigo. Con
los extractos EtOH a 1750 y 2000 ppm
se obtuvo un 77 y 75% de inhibicion del
crecimiento de P. polonicum. Con MeOH y
H,O se obtuvo una inhibicion de 34% a 2000
ppm. Aun cuando los extractos evaluados no
inhibieron el 100% del crecimiento miceliar
de P. polonicum (cuadro 4), presentan
actividad antifiingica considerable, ya que,
en el caso de alimentos, como lo productos
hortofruticolas, no necesariamente deben
de ser estériles, sino que se acepta un
determinado niimero de microorganismos;
estos resultados cobran importancia cuando
se pretende usar nuevas sustancias como
conservadores, para prolongar el tiempo de
latencia de un microorganismo y mantener
al producto dentro de su periodo de vida
util (Reyes et al., 2014). Diversos estudios
presentan efectos positivos en la inhibicion
de este género utilizando extractos de
L. tridentata. Tal es el caso de Tequida-
Meneses ef al. (2002), quienes reportaron
una inhibicion del 60% en el crecimiento
radial de Penicillium chrysogenum con el
empleo de extractos etandlicos a 6000 ppm
de L. tridentata. Por otro lado, Guerrero-
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Rodriguez et al. (2007), encontraron que
a partir de extractos de hojas frescas de
Flourensia cernua con etanol a 500 ppm
se logrd inhibir en un 94% el crecimiento
de Penicillum digitatum. También reportan
que los extractos de metanol-cloroformo,
hexano, éter y etanol reducen notablemente
la produccion de conidios.

Rhizopus oryzae

Los resultados presentados para R. oryzae
con los solventes etanol y agua, presentaron
diferencias significativas (p< 0.05). La
inhibicioén del crecimiento radial al 100%
de R. oryzae se obtuvo con los extractos
DCM a partir de 150 ppm y con etanol a
250 ppm (cuadro 5). El efecto fue diferente
con los extractos MeOH y H,O, ya que
las concentraciones presentaron bajos
porcentajes de inhibicion. L. tridentata
contiene alrededor del 10-15% en peso seco
de saponinas (Larragenin Ay acido Larréico)
y en otros estudios se ha encontrado que el
contenido rico de saponinas en extractos
vegetales para el control de la pudricion
de los frutos por Rhizopus sp., muestra
resultados favorables en comparacién con
agentes quimicos que se utilizan para este
fin (Lira-Saldivar, et al., 2006; Gonzalez et
al.,2010). Jasso de Rodriguez et al. (2007)
observaron que la capacidad antifiingica
de los extractos de L. tridentata y etanol
a concentraciones de 4000 ppm inhiben
el crecimiento radial de Rhizopus sp.
Barrera-Necha y Bautista-Bafios (2008)
realizaron ensayos a partir de extractos
de metanol de Cestrum nocturnum y
obtuvieron porcentajes de inhibicion de 46
a 94% en aislados de Rhizopus stolonifer a
concentraciones de 2, 5 y 10 mg/mL.

CONCLUSIONES

La identificacion molecular a nivel especie
permiti6 corrobar los resultados del analisis
morfolégico de los hongos bajo estudio, por
lo que es una alternativa rapida y segura
al momento de aislar microorganismos
de muestras vegetales. Por otro lado, la
presente investigacion reafirma el potencial
que tiene L. tridentata como una fuente de
compuestos con actividad biologica, ya que
se determinaron inhibiciones del 100% para
tres de los hongos en estudio: Alfernaria
tenuissima con extracto EtOH a 750 ppm;
Aspergillus niger con extracto DCM a 3000
ppm 'y Rhizopus oryzae a partir de 150 ppm
y 250 ppm de los extractos DCM y EtOH
respectivamente. Los extractos evaluados
en este estudio, en la mayoria de los casos,
presentaron control del crecimiento de
los hongos en concentraciones menores
respecto a los reportado por otros autores,
por lo que se concluye que L. tridentata
se puede utilizar en menor proporcion.
Desde este punto de vista, los resultados
obtenidos en este estudio dan la pauta para
bioensayos in vivo y la posterior obtencion
de biofungicidas comerciales para controlar
los hongos poscosecha evaluados, que
podrian prolongar la vida de anaquel de
productos hortofruticolas.
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Cuadro 1. Identificacion molecular de los diferentes hongos evaluados.

Cepa Identificacién molecular Identidad
Penicillium sp. Penicillium polonicum (AF033475.1) 99%
Aspergillus sp. Aspergillus niger (JF521496.1) 98%
Rhizopus sp. Rhizopus orizae (HM753609.1) 99%
Alternaria sp. Alternaria tenuissima (FJ755240.1) 99%

Cuadro 2. Crecimiento micelial de Alternaria tenuissima por acciéon
de los diferentes extractos de L. tridentata.

Concentraciéon DCM* EtOHY MeOHY H:0*
1) 1) 1 €M === - -mmmmmmmmeeooo
(14 5.00+0.0 C* 5.00+£0.0 D 5.00+0.0 D 5.00+£0.0 D
250 0.60£0.1 B 1.30+0.2 C 4.90+0.1 CD 5.000.0D
500 0.10+£0.2 A 0.60+0.1 B 4.70+0.2 C 4.700.1C
750 0.10+£0.1 A 0.00£0.0 A 420+0.3 B 4.500.0B
tiabendazol 0.00+£0.0 A 0.00+0.0 A 0.00+0.0 A 0.00+0.0 A

udiclorometano, *etanol, ¥metanol, *agua
¥ Control negativo (ADP sin extracto)

“Cifras con la misma letra son estadisticamente iguales (DMS p< 0.05). Cada valor corresponde a
la media de tres repeticiones + desviacion estandar.

Cuadro 3. Crecimiento micelial de Aspergillus niger por accion
de los diferentes extractos de L. tridentata.

Concentracion DCM* EtOHY MeOH"Y H20*
PPM  meeemmee oo CM - ------ccmmmmemooo
0y 5.00+£0.0 C 5.00+0.0 D 5.00+£0.0 D 5.00+0.0 D
2000 0.30£0.3 B 1.40+0.1C 5.00+£0.1 D 4.90+0.1 D
2500 0.10+0.2 AB 0.30+0.3B 4.70+0.0 C 4.60+0.0 C
3000 0.00+0.1 A 0.20+0.2 AB 4.50+£0.1 B 4.50+£0.1 B
tiabendazol 0.00+£0.0 A 0.00+0.0 A 0.00+0.0 A 0.00+0.0 A

udiclorometano, *etanol, ¥metanol, *agua
¥ Control negativo (ADP sin extracto)

zCifras con la misma letra son estadisticamente iguales (DMS p< 0.05). Cada valor corresponde a
la media de tres repeticiones + desviacion estandar.
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Cuadro 4. Crecimiento micelial de Penicillium polonicum por accion de los diferentes
extractos de L. tridentata.

Concentracion DCM* EtOH" MeOH"Y H>O*
131 0) 11 e T CM ----=-=-mmmmmmmme oo -
(04 5.00+0.0 C* 5.00+£0.0 C 5.00+£0.0 D 5.00£0.0 D
1500 0.97+0.1 B 1.28+02 B 3.53+0.1 C 3.50+0.1 C
1750 0.95+0.1 B 1.27+0.2 B 3.37+0.1 B 3.60+0.1 C
2000 0.90+0.2 B 1.15£0.0 B 3.30+0.0 B 3.28+0.0 B

tiabendazol 0.00£0.0 A  0.00+0.0 A  0.00+0.0 A 0.00+£0.0 A

diclorometano, *etanol, Ymetanol, *agua

¥ Control negativo (ADP sin extracto)

zCifras con la misma letra son estadisticamente iguales (DMS p< 0.05). Cada valor corresponde a
la media de tres repeticiones + desviacion estandar.

Cuadro 5. Crecimiento micelial de Rhizopus oryzae por accion de los diferentes extractos
de L. tridentata.

Concentracion DCM* EtOHY MeOHY H,0*
ppm - - ---------oo- oo CM------m e mmmmm e oo
0¥ 5.00+0.0 B* 5.00+0.0 D 5.00+0.0 C 5.00£0.0 C
150 0.00+0.0 A 1.05+0.0 C 4.90+0.0 C 4.70+0.3 C
200 0.00£0.0 A 0.70+£0.2 B 5.00+0.2 C 5.00£0.0 C
250 0.00+£0.0 A 0.00+£0.0 A 4.40+0.4 B 3.20£0.0 B

diclorometano, *etanol, ¥metanol, *agua

¥ Control negativo (ADP sin extracto)

“Cifras con la misma letra son estadisticamente iguales (DMS p< 0.05). Cada valor corresponde a
la media de tres repeticiones + desviacion estandar.
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