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Resumen

Lycopersicum esculentum Mill. es una hortaliza con elevada aceptacion dentro de la
poblacion mundial, la cual es afectada por Stemphyllium solani Webber, causante de la
mancha gris. El control de esta enfermedad se basa en la aplicacién preventiva de
fungicidas quimicos, por lo cual se hace necesaria la busqueda de controles
agroecoldgicos mas saludables, como el uso de extractos vegetales. Estos extractos
con frecuencia son obtenidos del género Citrus por ser este una abundante fuente de
compuestos fendlicos con actividad antifungica demostrada. El objetivo de este trabajo
fue determinar la actividad antifiingica in vitro de extractos de hojas de cinco especies
de citricos frente a S. solani. Los extractos se obtuvieron mediante extraccion asistida
por ultrasonido. Se determinaron las condiciones de extraccion asistida por ultrasonido
de fenoles totales en cuanto a tiempo de ultrasonido y rotoevaporacion. Para cada
extracto se establecidé la concentracion minima inhibitoria, se determiné el porcentaje
de inhibicién del crecimiento micelial y el porcentaje de inhibicion de la germinacion de
conidios, ademas de la fraccion quimica que inhibia el desarrollo del hongo. Se
determinaron como condiciones de extraccion de fenoles totales: tiempo de extraccion
20min sin rotoevaporar. En todos los extractos, se obtuvieron concentraciones de
fenoles totales superiores a los 36,17mg EAG/mL de extracto. El extracto de C.
aurantium var. sinensis L. M. Hiroe en etanol mostré la menor concentracion minima
inhibitoria frente a S. solani (0,04mg EAG/mL ). Los extractos evaluados, excepto el de
C. aurantium L. en etanol, mostraron porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial
de S. solani de 100%. Todos los extractos excepto el de C. aurantiifolia Christm.
Swingle en metanol, se consideraron promisorio en la inhibicion de la germinacion de
conidios siendo los extractos de C. reticulata Blanco en metanol y C. aurantium en
metanol los que mostraron mayores porcentajes de inhibicion (100%).Las
antraquinonas fueron los compuestos con mayor actividad antifingica en los extractos.
El presente estudio demostré la potencialidad del uso de extractos de hojas de Citrus

spp. para el control agroecolégico de S. solani.

Palabras claves: citricos, fenoles, mancha gris, tomate.



Abstract

Lycopersicum esculentum Mill is a vegetable very popular in the world population,
which is affected by Stemphyllium solani Webber, the cause of the gray leaf spot. The
Control of this disease is based on the preventive application of chemical fungicides,
that's why it is necessary to find healthier agroecological controls, as the use of plant
extracts. These extracts are often obtained from Citrus, a rich source of phenolic
compounds with demonstrated antifungal activity.The aim of this study was to
determinate the in vitro antifungal activity of extracts from leaves of five citrus species
against S. solani. The extracts were obtained by ultrasonic assisted extraction. The
conditions of extraction assisted by total phenol's ultrasound were determined, as
regards time of ultrasound and rotoevaporation. For each extract the minimum
inhibitory concentration was established, the percentage of inhibition of the mycelial
growth and the percentage of inhibition of germination of conidia were determined, and
also the chemical fraction that inhibited the growth of the fungus. As condition of
extraction of total phenols was determined the extraction time of 20min without
rotoevaporate. In all extracts, higher concentrations of total phenols to 36,17mgEAG/
mL of extract were obtained. The extract of C. aurantium var. sinensis L. M. Hiroe in
ethanol showed the lowest minimum inhibitory concentration against S. solani (0,04mg
EAG/mL).The tested extracts, except C. aurantium L. in ethanol, showed percentages
of inhibition of mycelial growth of S. solani of 100%. All the extracts, except C.
aurantiifolia Christm. Swingle in methanol, were considered as promising in the
inhibition of conidials, being the extracts of C. reticulata Blanco in methanol and C.
aurantium in methanol, the extracts with higher percentages of inhibition (100%). The
anthraquinones were the compounds with the highest antifungal activity in the extracts.
This study demonstrated the potential of using leaf extracts of Citrus spp. for the
agroecological control of S. solani.

Keywords: citrus, gray leaf spot, phenols, tomato.
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1. Introduccién

El tomate es uno de los vegetales mas difundidos y extensamente cultivados en el
mundo (Asgedom et al., 2011). Esta hortaliza ocupa un lugar preferencial en la dieta
de un gran numero de personas, debido a sus cualidades gustativas y su aporte
nutricional basado en un alto contenido de minerales y vitaminas (Torres y Guinand,
2013). Razon por la cual es elevada su produccién y comercializacion tanto en estado
fresco como conservado (lannacone y Murrugarra, 2002).

En Cuba, el tomate consta de gran importancia para la industria de conservas (Robles
et al., 2011) y con el objetivo de extender su calendario de cosecha, se practica el
modo de cultivo protegido. En estas instalaciones tienen lugar condiciones climaticas y
agronémicas que resultan muy favorables para el desarrollo de enfermedades
provocadas por hongos (Vazquez et al., 2005), entre las cuales la mancha gris o
quema foliar causada por Stemphyllium solani Weber, provoca notables afectaciones
en la produccién y comercializacion de este vegetal (Cedefio et al., 2011).

El control fitosanitario de esta enfermedad se realiza principalmente mediante el
empleo, de forma preventiva, de fungicidas sintéticos como Daconil, Zineb, Manzate,
Mancozeb, Captan y Oxicob mix (Mehta et al., 2002). Estos quimicos incrementan los
costos de produccién y causan perjuicios al ambiente y el hombre (Safaie et al., 2012),
por lo que resulta necesaria la busqueda de alternativas menos costosas y mas
saludables, pero efectivas, para el manejo de esta enfermedad. Los extractos
vegetales constituyen una fuente abundante de productos quimicos naturales con
actividad antifangica demostrada (Centurién et al., 2013), son biodegradables y de
menor costo econdmico (Kumar, 2012). Por esta razén, pueden desempefiar un papel
fundamental en un sistema ecoldgico integrado para el control de esta enfermedad
(Haouala et al., 2008).

Las especies pertenecientes al género Citrus L. constituyen una abundante fuente de
metabolitos secundarios (Vasudeva y Sharma, 2012). Entre los cuales se destacan
compuestos como alcaloides (Okwu et al., 2007) saponinas (Ashok kumar et al.,
2011)), flavonoides (Johan et al., 2007) y taninos (Arenas et al., 2009) que le confieren
actividad antioxidante (Joji et al., 2012), antiviral (Kostova, 2005), antibacteriana
(Javed et al., 2012) y antifangica (Minz et al., 2012).



En la mayor parte de los estudios que emplean extractos obtenidos de Citrus spp., se
han utilizado los frutos de estas plantas, siendo poco empleadas las hojas con este
proposito. Sin embargo, en el departamento de Biologia de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, se han realizado estudios que emplean extractos obtenidos de hojas
de Citrus aurantium L., Citrus aurantium L. subf. sinensis L. M. Hiroe, Citrus reticulata
Blanco, Citrus aurantiifolia Christm. Swingle y Citrus latifolia Tanaka ex Yu. Tanaka, en
los cuales se han cuantificado un elevado contenido de metabolitos bioactivos
(Herrera, 2011) con actividad antifungica in vitro frente a los patégenos de tomate
Passalora fulva Cook. y Alternaria solani Sor (Gonzélez, 2013), asi como estudios in
vivo frente a P. fulva (Ramirez, 2013). Si se tienen en cuenta los resultados de los
estudios citados con anterioridad, seria util probar el efecto de estos extractos frente a

S. solani.

Objetivo general

+ Determinar la actividad antifingica in vitro de extractos de hojas de Citrus spp.

frente a Stemphylium solani.

Objetivos especificos

1. Determinar las condiciones de extraccion asistida por ultrasonido de fenoles
totales a partir de hojas de Citrus aurantium L., Citrus aurantium L. subf.
sinensis L. m. Hiroe, Citrus reticulata Blanco, Citrus aurantifolia (Christm.)
Swingle y Citrus latifolia (Tanaka ex Yu. Tanaka), en cuanto a solvente, tiempo

de ultrasonido y rotoevaporacion.

2. Determinar el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de S. solani por

los extractos de hojas de citricos.

3. Determinar el porcentaje de inhibicibn de la germinacién de conidios de S.

solani por los extractos de hojas de citricos.

4. ldentificar los compuestos quimicos del extracto con actividad antifungica frente

a S. solani.



2. Revision bibliogréfica

2.1. Importancia econémica del cultivo del tomate

El tomate (Lycopersicum esculentum Mill. (1768) [syn. Solanum lycopersicum L.
(1753)] es una especie dicotiledonea perteneciente a la familia Solanaceae (Spooner
et al., 2005). Tiene su origen en la zona oeste de América del Sur, en Peru y México,
donde se desarrolla de forma silvestre. Su hébitat natural consiste en una estrecha
franja costera que se extiende desde el Ecuador (0 latitud) hasta el norte de Chile (30
latitud sur) y entre el Pacifico y los Andes, en altitudes que varian ente 0 y 2 000m
(Gbémez et al., 2000).

Las cualidades gustativas del tomate y la posibilidad de sus diversos usos en estado
fresco o elaborado le brindan una amplia aceptacién y preferencia en la alimentacién
humana, debido a que el consumo de este vegetal constituye una via sostenible para
la eliminacion de deficiencias de los micronutrientes (Gomez et al., 2000). Esto es
posible por su importante valor nutricional (Saeed et al.,, 2012) basado en aportes
minerales (calcio, hierro, fosforo, sodio) y vitaminicos (acido ascoérbico, tiamina y
riboflavina) a nuestra dieta (Sarita, 1993).

El tomate es cultivado en todo el mundo, destacdndose China, Espafa, Estados
Unidos, Egipto y Turguia como los paises con mayores superficies de tierras
dedicadas al cultivo (Tapia, 2013), el cual constituye una significativa fuente de
ingresos monetarios (Babalola et al., 2010). Para la segunda década del siglo XXI, el
tomate representa una especie de creciente importancia econémica, el cual constituye
el 30% de la produccion horticola, con alrededor de 2,9 x 10° ha sembradas y 72 744
000 t de frutos cosechados (Agudelo et al., 2011).

En contraste, la produccién de tomates a escala industrial mostré una tendencia
decreciente a partir del afio 2010, pues en el afio 2009 se obtuvieron valores de 42 x
10% y a partir de este se observéd una disminucion hasta 33 x 105 en el afio 2012. No
obstante a estos resultados, para el 2013 las produccién ascendioé un 5% con respecto
al afio anterior, lo que representé un aumento a 35 x 10%t de tomate (Tapia, 2013).
Aproximadamente el 93,5% del tomate se produce en el hemisferio norte (zona
Mediterranea, Estados Unidos [California] y China) y el resto en el hemisferio sur
(Brasil, Argentina y Australia) (Macua et al., 2012), donde el continente asiatico es el
de mayor produccion con 47 289 707t cultivadas y el africano el de mas baja
produccion con solamente 12 062 901t (Domingos, 2011). El 31,5% de la produccién
mundial corresponde a Estados Unidos (California), como mayor productor con una
gran estabilidad en el periodo 2009-2012 (Macua et al., 2012).



En Cuba, el tomate constituye uno de los cultivos de mayor importancia por su
extension, demanda y formas de consumo, siendo de gran interés para la industria de
conserva (Pupo, 2008). Se produce en casi todas las regiones y suelos, incluidos
algunos afectados por salinidad en las zonas orientales del pais (Moya et al., 2005).
Su cultivo constituye el 35% del volumen total de la produccién de hortalizas, lo que
representa 2660,3t y el 30% del area de siembra en Cuba (Guevara et al., 2013);
ademas, consta de un rendimiento promedio de 7t.ha?, uno de los mas bajos de
Centro América y del mundo (Toledo et al., 2012). Esto se debe en gran medida al
ataque de patdgenos oportunistas como Phytophthora spp., Pythium spp., Sclerotium
spp., ¥ Rhizoctonia spp. (Corpeiio, 2004), S. solani, Alternaria alternata, Colletotrichum
gloeosporioides (Guerrero et al., 2007), A. solani y P. fulva que llegan a afectar

notablemente la produccion y el periodo post cosecha (Florido et al., 2008).

2.1.2. Agente causal de la mancha gris del tomate

La mancha gris del tomate provocada por S. solani fue descubierta por primera vez en
las inmediaciones de Gainesville, Florida (Estados Unidos), en plantas de tomate
perteneciente a la variedad Globe, crecidas en un campo abandonado en el verano de
1924 (Weber et al., 1932).

Del género Stemphylium se han estudiado 20 especies patdgenas para plantas, seres
humanos y animales (Camara et al., 2002), la enfermedad que provocan estos hongos
afectan a numerosas especies en gran parte del mundo. Entre las especies que
causan las mayores afectaciones se encuentra S. solani, patégeno de L. esculentum,
Gossypium herbaceum L. (algodon), Lens culinaris Medik. (lenteja) y Allium sativum L.
(ajo) (lanovici et al., 2011).

S. solani es de origen monofilético (Camara et al., 2002 e Inderbitzin et al., 2009) y
consta de un estado sexual conocido como Pleospora (Camara et al., 2002),
pertenece al reino Fungi, phylum Ascomycota, a la clase Dothideomycetes, orden
Pleosporales, familia Pleosporaceae y se encuentra situado en el género Stemphylium
segun Weber (1932). Este hongo presenta hifas oscuras y diversamente ramificadas,
septadas e intercelulares, que muestra un crecimiento denso con produccién
abundante de conidios (Weber et al., 1932), los cuales son multiseptados, siempre
solitarios, pigmentados y formados a partir de una célula conidiéfora en la punta de las
hifas presentes en el micelio (Simmons et al., 1967 e Inderbitzin et al., 2009).

Los conidi6foros son oscuros y septados, ligeramente mas grandes que las hifas
estériles, encontrandose ramificados en cultivos viejos. Los conidios se forman

acrégena o pleurogenamente (Mayea et al., 1983), con frecuencia se encuentran


http://es.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92507&Fields=All
http://es.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=93033&Fields=All
http://es.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=57446&Fields=All

formando de uno a ocho conidios secundarios y ocasionalmente conidios terciarios, los
cuales son ligeramente méas pequefios que los secundarios; el 60% o mas de conidios
miden 45-60 x 20-23um. Estas estructuras son muriformes, de colores opacos a muy
oscuros y oblongo-rectangulares. Tienen forma mas o menos redondeada en los
extremos con varios septos longitudinales y constrefiidos cerca del tabique medio
(Alvarez y Delgadillo, 2004). También, existen otras caracteristicas morfolégicas en el
hongo, como la presencia de tabiques mas o menos irregulares, numerosos septos
transversales (dependiendo de la edad de los conidios) y la representacién de una
pared lisa en etapa juvenil pero poco reticulada tras la madurez (Weber et al., 1932).

Ciclo de vida

La infeccion causada por S. solani ocurre a menudo en semilleros o casas de
trasplante cuando las plantas aln se encuentran en estado juvenil (Schwartz y Gent,
2007). El desarrollo y la propagacion de la enfermedad por lo general mantienen el
ritmo de crecimiento de las plantulas en condiciones normales. Si el crecimiento es
rapido, la enfermedad es a menudo escasa, mientras que si el desarrollo de las
plantulas es inferior al normal, la enfermedad puede destruir las plantas de semillero
antes de trasplantar. La planta en su conjunto estd propensa a la infeccién en
cualquier momento durante su vida, todas las partes aéreas, excepto el fruto muestran
la enfermedad, siendo los tallos y las laminas de la hoja los érganos de mas
sensibilidad al ataque de S. solani (Weber et al., 1932).

Las esporas germinan rapidamente en clima célido y humedo a temperaturas
templadas (20-30°C) (Agrios, 2005), produciéndose un crecimiento extenso de las
hifas sobre la superficie de la hoja durante una sola noche. Estas hifas penetran la
epidermis directamente o a través de estomas (Schwartz y Gent., 2007). Dentro del
huésped, el hongo se desarrolla intercelularmente en un periodo de 48 a 72h antes de
gue las células gravemente afectadas muestren indicios de la enfermedad. Después
de tres dias, la infeccibn se puede distinguir macroscépicamente debido al color

pardusco que toman las células muertas presentes en el tejido (Agrios, 2005).


http://es.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=57446&Fields=All

En el hospedante se muestran conidiéforos cortos y erectos, los cuales sobresalen de
las estructuras estomaticas o atraviesan directamente la epidermis de las células
muertas. Pocas horas después se produce la formacion de conidios en las puntas de
los conidi6foros, los cuales se mantienen sujetos hasta ser retirados mecanicamente
por algin agente externo. En las hojas infectadas caidas se producen numerosos
conidios negros terminales que forman una superficie aterciopelada. En las hojas aun
unidas a la planta enferma, los conidiéforos son mas o menos dispersos (Alvarez y
Delgadillo, 2004).

El hongo sobrevive en residuos de cosechas y en el suelo o bien sobre la maleza
susceptible. Las esporas del patégeno son dispersadas facilmente por el viento, pero
también pueden propagarse por salpicaduras de lluvia y el agua de riego. El desarrollo
de la enfermedad puede verse favorecida ademas por periodos alternos de humedad y
sequedad en las hojas de la planta infectada (Corpefio, 2004). El hongo sobrevive en
hospedantes alternativos como gladiolos, malezas, otras solanaceas y sobre cultivos

muertos o en descomposicion (Schwartz y Gent, 2007).

Modo de infeccion

Esta enfermedad afecta a las hojas de tomate y primeramente a las hojas mas viejas.
Los primeros sintomas son motas circulares de color café a negro en las hojas, las
cuales se expanden lentamente hasta alcanzar de 2 a 4mm de didmetro
extendiéndose a ambos lados. En ocasiones, se desarrolla una mancha gris en el
centro de la hoja rodeada de una aureola amarilla, la cual puede secarse y
desprenderse dejando un agujero. Las hifas del hongo invaden las hojas causando
numerosas lesiones y su senescencia, esta defoliacion puede ser severa originando
gquemaduras solares en el fruto. Ocasionalmente aparecen lesiones similares en tallos

jovenes y peciolos (Agrios, 2005).

Afectaciones econdmicas que causa la enfermedad

En Cuba, con el fin de extender los calendarios de cosecha de las hortalizas
tradicionales se practica el modo de cultivo protegido, sistema donde tienen lugar
condiciones climaticas y agrondmicas que resultan muy favorables para el desarrollo
de hongos fitopatégenos (Bernal, 2003) como S. solani agente causal de la “Mancha
gris” o “Quema foliar” (Cedefio et al., 2011). Este patdgeno afecta mecanicamente el
follaje de la planta y favorece la senescencia de las hojas lo que en consecuencia
disminuye el proceso fotosintético. Posteriormente, el desarrollo de los frutos y
semillas de este cultivo disminuye, lo que provoca afectaciones irreversibles en la

produccion y comercializacion del mismo y con ello una marcada disminucién en el



porcentaje de exportaciones e importaciones tanto de consumo interno como

internacional.

2.1.3. Control de la mancha gris del tomate

El control de esta enfermedad se realiza a través de la utilizacion de varias técnicas
preventivas y culturales, cuyo fundamento radica en la utilizacién de variedades
genéticamente resistentes a este hongo, por ejemplo la variedad de tomate Phoenix,
Better boy, Tropic y Malucie (Damicome y Brandenrger, 1993 y Mehta et al., 2002),
ademas de la inspeccion de las plantas para detectar los primeros sintomas. También
se ha trabajado en el empleo de fungicidas sintéticos y se han estudiado estrategias
de control biol6gico, basado en el uso de extractos vegetales (Rodriguez et al., 2000 y
Khalil et al., 2005).

Control agrotécnico

Para el cultivo exitoso de esta hortaliza se hace necesaria la utilizacion de camas
elevadas con el fin de evitar zonas sombrias y favorecer la ventilacion de los
trasplantes para propiciar el secado rapido del follaje (Alvarez y Delgadillo, 2004). Es
conveniente ademas, el empleo de sesiones de riego que permitan el secado de los
cultivos antes del rocio nocturno, ya que el riego superior por aspersion es mas
favorable para el desarrollo de la enfermedad que el riego por surco (Gémez et al.,
2000). Otras medidas preventivas utilizadas para el manejo de esta enfermedad son la
realizacidon de un examen previo de los trasplantes antes de la plantacién en campo, la
utilizacion de rotaciones de cultivos con plantas no solanaceas y la eliminacién de
malezas y residuos de plantas infectadas inmediatamente después de la cosecha
(Mayea et al., 1983).

Control quimico

El control quimico de la enfermedad se realiza mediante la aplicacion preventiva de
diferentes fungicidas quimicos también llamados de contacto, los cuales suelen ser de
amplio espectro y actan solamente sobre la superficie de la planta donde el fungicida
ha sido asperjado, por lo que se recomienda cubrir la mayor parte de la planta con
este tipo de productos (B. de Faz, 1985). Son capaces de evitar la germinacion de los
esporangios en las células vegetal. En el caso de S. solani se utilizan los siguientes
fungicidas de caracter preventivo: Daconil 75% (SYNGENTA CROP PROTECTION
S.A) con principio activo clortalonil + carbendazepina, Zineb (SYNGENTA AGRO, S.A)



con principio activo Zinebzetilen-bis-dico-carbamato de Zn, Manzate D-80 (Du Pont
Ibérica, S.A.) con principio activo Etilenobisditiocarbamato + Zn + Mn y Manco y
Dithane M-45 con Mancozeb como producto activo y complejo (polimérico) de etilenbis
(ditiocarbamato) manganeso con sal de cinc, Captan (FMC Corporation, Estados
Unidos) con principio activo de N-triclorometilo ciclohexano-4 en 1,2-dicarboximida.
Estos antifingicos deben ser aplicados a intervalos de 7-10 dias (Alvarez y Delgadillo,
2004). Otro control quimico utilizado por los agricultores frente a la mancha gris del
tomate es el antifingico Oxicob mix (BRAVOAG, S.A. DE C.V.) y como principio activo
Oxicloruro de cobre + Mancozeb. Cuya accion altera o interrumpe numerosos
procesos bioquimicos de naturaleza enzimatica, indispensables para la respiracion y
transporte de energia en las células del hongo. Afecta la oxidacion de los acidos
grasos y de los aminoacidos, e impide la incorporacién de oxigeno y la liberacion de
CO; al medio. Ademas de inhibir la germinacién de la espora y el desarrollo del tubo

germinativo del hongo (http://www.bravoag.com.mx). El antifingico debe ser aplicado

de 2-4 kg.ha?, con cinco dias entre la Gltima aplicacién y la cosecha.

Control biolégico

Como estrategia de control biol6gico frente a este patégeno existen investigaciones
orientadas al empleo de bacterias antagonistas por sus potencialidades
biocontroladoras (Robles, 2011). Entre estas se destaca P. fluorescens que produce
antibiéticos y siderdéforos, los cuales son muy activos en el suelo (Bernal et al., 2006) y
Serratia plymuthica con una alta actividad quitinolitica y propiedades antifungicas
(Kurze et al., 2001). Por otra parte Pseudomonas spp., Serratia spp y Bacillus subtilis,
las cuales son capaces de producir endotoxinas, antibiéticos y proteinas con actividad
antifungica (Agrios, 2005); han sido utilizadas también como organismos antagonistas.
Otra estrategia de control biolégico lo constituye el empleo de extractos vegetales,
debido a la ventaja ambiental y econémica que representa este método para los
agricultores. En este sentido, se utilizaron por primera vez extractos hidroalcohdlicos in
vitro de Olea europaea L., frente a S. solani, que inhibieron parcialmente el crecimiento
fangico (10,7%) (Al-Mughrabi et al., 2001). Ademas, se emplearon in vitro frente este
hongo extractos con butanol y agua de hojas y raices de Euphorbia macroclada Boiss,
(Al-Mughrabi, 2003), con los cuales se obtuvieron porcentajes de inhibicion del
crecimiento micelial de un 47,1% y 43% respectivamente. Asi mismo, otras especies
como Acacia farnesiana Wall. (aroma amarilla), Parthenium hysterophorus L. (escoba
amarga) y Pluchea carlinensis L. (salvia cimarrona) fueron probadas en condiciones in
vitro, mostrando porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial superiores al 80%

(Rodriguez et al., 2000). De modo similar se han probado extractos etandlicos de



Anthemis nobilis L., Artemisia arborescense L., Convolvulus siculus L., Salvia triloba
L., Achillea tominotosa L. y Salvia indica B. Heyne ex Roem. y Schult. (Khalil et al.,
2005), obteniéndose con esta ultima resultados de inhibicion superiores al 65%.

Del total de estudios consultados, en ningln caso se determind la actividad antifungica
de los extractos en condiciones in vivo. La escasa existencia de esta clase de
investigacion, pudiera constituir una de las causas de no contar en el mercado con un
fungicida natural que pueda emplearse como una estrategia de manejo integrado para
esta enfermeda. Generalmente los resultados de estudios in vitro no son extrapolables
a las condiciones in vivo, debido a la complejidad de interacciones que se establecen
en los patosistemas, que influyen en las actividades de los metabolitos y los resultados

de la accion final del extracto.

2.2. Uso de extractos vegetales en el control de enfermedades del tomate

El desarrollo de resistencia de organismos patdgenos hacia diferentes agroquimicos,
ha provocado un aumento significativo de los costos de produccién y problemas
graves de contaminacién ambiental (Diaz et al., 2013). Consecuentemente, algunos
investigadores han enfocado su trabajo hacia la busqueda de técnicas alternativas,
surgiendo de esta forma los llamados controles biolégicos. Estas formulaciones
pueden ser mezclas muy simples de ingredientes naturales con actividades
especificas o mezclas complejas con efectos multiples tanto en el hospedante como
en el agente patdgeno (Krishna y McSpadden, 2006).

Las plantas son capaces de sintetizar una gran variedad de moléculas orgénicas o
metabolitos secundarios, productos naturales que han sido ampliamente estudiados,
siendo probada su aplicabilidad como fuente atractiva para el control de organismos
patégenos de tomate (Diaz et al., 2013) (Tabla 1). Una caracteristica importante de
estos extractos naturales es su capacidad de 100% de biodegradabilidad y caracter
inocuo (Diaz et al., 2013), ademas de poseer una mayor especificidad, debido a la
presencia de diversas estructuras quimicas que intervienen en procesos metabdlicos
mas especificos (Cotoras et al.,, 2004). Ademas, presentan un menor impacto
ambiental y econémico, y poseen un efecto similar o mayor que los antifingicos

sintéticos en el control de plagas (Diaz et al., 2013).


http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=456431-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DSalvia%2Bindica%2B%26output_format%3Dnormal

Tabla I. Extractos vegetales empleados en el control de hongos patégenos del tomate

Hongo fitopatégenos

Extractos vegetales

Actividad antifingica

Referencias

S. solani

A. solani

Extractos etanolicos de
Parthenium hysterophorus L.,
Acacia farnesiana Wall. y
Pluchea carlinensis L.

Extractos hidroalcohdlicos de
Olea europea L.

Extractos con éter-petroleo,
butanol, cloroformo y agua de
Euphorbia macroclada Boiss.

Extractos etanolicos de Salvia
indica L.

Aseites esenciales de
Plectranthus cylindraceus
Hoechst

Aseites esenciales de
Cuminum cyminum L. y
Pimpinella anisum L.

Extractos en agua, etanol, eter-
petroleo, ciclo-hexano, acetona
y cloroformo de Stevia
rebaudiana Bertoni

Extracto en etanol de
Azadirachta indica A. Juss

Extractos en acetona, éter,
benzeno, etil-acetato, petréleo,
etanol y agua de
Cinnamomum zeylanicum
Blume

Extracto etandlicos de Tagetes
erecta L.

Extractos etandlicos y acuosos
de Dodonaea viscosa L.

Extractos acuosos de hojas de
Cannabis sativa L.

89% de inhibicién del
crecimiento micelial

10,7% de inhibicién del
crecimiento micelial

24,5% de inhibicion del
crecimiento micelial

62% de inhibicion del
crecimiento micelial

100% de inhibicién del
crecimiento micelial

100% de inhibicién del
crecimiento micelial

7 mm de crecimiento
micelial

100% de inhibicion del
crecimiento micelial.
Reduccion de la
incidencia del ataque (in
Vivo)

100% de inhibicion de la
germinacion de esporas

74% de inhibicion del
crecimiento micelial

56,9% de inhibicion del
crecimiento micelial

53.5% de inhibicion del
crecimiento micelial

Rodriguez et
al.(2000)

Al-Mughrabi
(2001)

Al-Mughrabi
(2003)

Khalil et al.
(2005)

Marwah et al.
(2007)

El-Said y
Goder (2014)

Subudhi et
al. (2008)

Hassanein et
al. (2008)

Mishra et al.
(2009)

Pupo et al.,
2009

Aslam et al.
(2010)

Tapwal et al.
(2011)
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Tabla I. Extractos vegetales empleados en el control de hongos patdgenos del tomate

Hongo fitopatégenos

Extractos vegetales

Actividad antifiingica

Referencias

Fusarium oxysporium
Schlee.

Rhizoctonia solani
Khin.

Extracto en metanol y agua de
Acorus calamus L.

Extractos metandlico de Lauris
nobilis L.

Extractos etanolicos de
Parthenium hysterophorus L.

Extractos acuosos de Eugenia
caryophyllus L.

Extractos metanodlicos de
Eugenia aromatica Kuntze

Extractos acuosos de
Trachystemon orientalis L.

Aceites esenciales de Allium
sativum L.

Extracto en etanol de
Azadirachta indica A. Juss

Extracto etandlicos de
Azadirachta indica A. Juss.

Azadirachta indica A. Juss.

Extracto metandlico de
Thymus vulgaris L.

Extractos etanolicos de Salvia
indica L.

Extractos etandlicos de Allium
sativum L.

Extractos etanolicos y acuosos
de Adhatoda zeylanica Mill.

89% de inhibicion de la
germinacién de conidios

79% de inhibicion del
crecimiento micelial

95% de inhibiciéon del
crecimiento micelial

83,3% de inhibicion del
crecimiento micelial

92% Inhibicion del
crecimiento micelial

100% de inhibicién del
crecimiento micelial

90%de inhibicion del
crecimiento micelial

70% de inhibicion del
crecimiento micelial
Reduccion de la
incidencia del ataque in
vivo

80% de inhibicion del
crecimiento micelial

98% de inhibicién del
crecimiento micelial

100% de inhibicion del
crecimiento micelial

51,6% de inhibicion del
crecimiento micelial

20 mm de inhibicién del
crecimiento micelial

54.86% de inhibicién del
crecimiento radial del
micelio

Singh et al.
(2010)

Yanar et al.
(2011)

Rodriguez et
al. (2000)

Alkhail et al,
(2005)

Ngurah y
Khalimi
(2009)

Onarany
Yilar et al.
(2012)

Benkeblia
(2004)

Hassanein et
al. (2008)

Shrivastava
et al. (2011)

Hadian
(2012)

Al-Rahmah
etal. (2013)

Khalil et al.
(2005)

Dawar et al.
(2008)

Aslam et al.
(2010)
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Tabla I. Extractos vegetales empleados en el control de hongos patdgenos del tomate

Hongo fitopatégenos

Extractos vegetales

Actividad antifiingica

Referencias

Botrytis cinerea Pers.

Sclerotinia sclerotiorum
Lib.

Verticillium dahliae
Kleb.

Rhizopus stolonifer
Ehrenb

Colletotrichum
gloeosporioides Penz.

Phytophthora infestans
Mont

Passalora fulva Cooke
U. Braun & Crous

Aceite esencial de Thymus
vulgaris L.

Extracto etandlico de
Azadirachta indica A. Juss

Extracto metandlico de
Thymus vulgaris L.

Aceites esenciales de
Artemisia annua L.

Extractos acuosos de Carum
carvi L.

Aceites esenciales de Ocimum
sanctum L.

Aceites esenciales de
Pimpinella anisum S. G. Gmel

Aceites esenciales de
Artemisia annua L.

Aceite esencial de Thymus
kotschyanus Boiss

Extractos en éter-petrdleo,
butanol, cloroformo y agua de
Euphorbia macroclada Boiss

Aceites esenciales de
Artemisia annua L

Extractos en éter-petrdleo,
butanol, cloroformo y agua de
Euphorbia macroclada Boiss

Extracto de hojas de
Flourencia cernua

Aceites esenciales de
Artemisia annua L.

Aceites esenciales de
Artemisia annua L.

91.83% de inhibicién del
crecimiento micelial

96 % de inhibicion del
crecimiento micelial

100% de inhibicién del
crecimiento micelial

100% de inhibicion de la
germinacioén de conidios

94,4% de inhibicién del
crecimiento micelial

100% de inhibicién del
crecimiento micelial

100% de inhibiciéon del
crecimiento micelial

100% de inhibicion de la
germinacién de conidios

91% de inhibiciéon del
crecimiento micelial

81,3% de inhibicién del
crecimiento micelial

100% de inhibicién de la
germinacion conidial y
del tubo germinativo

56,1% de inhibicion del
crecimiento micelial

93,4% de inhibicién
micelial y de
esporulacién

100% de inhibicién
germinacion de conidios

72% de inhibicion de la
germinacion conidial y
del tubo germinativo

Safaie et al.
(2012)

Hadian
(2012)

Al-Rahmah
etal. (2013)

Soylu et al.
(2005)

Alkhail et al.
(2005)

Siripornvisal
et al. (2009)

Behdani et
al. (2012)

Soylu et al.
(2005)

Safaie et al.
(2012)

Al-Mughrabi
(2003)

Soylu et al.
(2005)

Al-Mughrabi
(2003)

Guerrero et
al. (2007)

Soylu et al.
(2005)

Pupo et al.
(2009)
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Tabla I. Extractos vegetales empleados en el control de hongos patdgenos del tomate

Hongo fitopatégenos Extractos vegetales Actividad antifungica Referencias
Extracto crudo de Allium 96% de inhibicion dela  Ting et al.
sativum L. germinacion de conidios  (2011)

Phytophthora capsici Extractos fermentados y no 100% de inhibicién del Diaz et al.

Leonian fermentados metanolicos y crecimiento micelial in (2013)

cetonicos de Larrea tridentata  vitro e in vivo
(Sessé & Moc. ex DC.) Coville
y Flourensia cernua

Extracto crudo de Adiantum 83% de inhibicién del Formighieri
capillus-veneris L crecimiento micelial et al. (2010)
Pythium Extracto metandlico de 100% de inhibicién del Al-Rahmah
aphanidermatum Edson Thymus vulgaris L. crecimiento micelial et al. (2013)

Los patdgenos mas estudiados en las investigaciones citadas fueron Alternaria solani
y Fusarium oxysporium con nueve y once estudios respectivamente. Los resultados
pueden deberse a que Fusarium oxysporium es considerado mundialmente como uno
de los hongos que mas afecta el cultivo del tomate y causa pérdidas econdmicas
serias a los productores (Al-Rahmah et al., 2013). Ademas, produce retraso en el
crecimiento de la planta y sintomas de marchitamiento foliar, hasta que ocurre la total
desecacion del cultivo (Tello y Lacasa, 1988).

En el caso de Alternaria solani, este hongo actia reduciendo el area fotosintética de la
planta y en ocasiones extremas puede producir desfoliacion total de la misma (Leiva et
al., 2006). De igual modo, en la eleccién frecuente de este patégeno como objeto de
estudio pudo influir la facilidad con que se realiza el cultivo y la manipulacion in vitro de
este hongo, lo que constituye una importante ventaja para su estudio (Veitia et al.,
2008)

Entre los extractos de plantas mas evaluados por los investigadores se encuentran los
de Allium sativum L.(ajo) y Azadirachta indica A. Juss (arbol de neem), los cuales son
capaces de inhibir el crecimiento micelial y la germinacion de esporas de los hongos,
A. solani (Hassanein et al., 2008), F. oxysporium (Hadian, 2012), R. solani (Dawar et
al., 2008), Phytophthora infestans (Nwachukwu y Asawalam, 2014), Passalora fulva
(Ting et al., 2011) y Sclerotium rolfsii (Farooq et al., 2010).

La actividad antifungica del ajo se debe a la presencia de derivados fendlicos y

saponinas en su composicion fitoquimica (Navarro et al.,, 2007), ademas de
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compuestos volatiles sulfurados como la alicina, la cual actia como un inhibidor
respiratorio y el ajoeno capaz de destruir la integridad de la pared celular del patégeno
(Khallil et al., 2001). Por su parte, el arbol de neem presentan propiedades
antifingicas debido a la presencia en su composicion quimica de constituyentes
biol6gicamente activos como alcaloides, flavonoides, triterpenoides, compuestos
fendlicos, carotinoides, esteroides y acetonas, siendo el de mayor actividad el
compuesto triterpenoide azadiractina (Hashmat et al., 2012). Este constituyente es
capaz de causar la deformacion en los micelios y vesiculas del hongo, produciendo de
esta forma la muerte del organismo debido a una vacuolizacion celular o shock
osmdético (Razzaghi et al., 2005).

Entre los extractos de plantas que mostraron la mayor actividad antifingica (100% de
inhibicibn del crecimiento micelial) se encuentran los aseites esenciales de
Plectranthus cylindraceus Hoechst, Cuminum cyminum L. y Pimpinella anisum L.
frente a S. solani, atribuido a la existencia en estas plantas de terpenos como el
carvacrol y a-terpenoleno (El-Said y Goder, 2014). De forma similar, aceites esenciales
de Artemisia annua inhibieron completamente el crecimiento micelial de Botrytis
cinerea, Phytophthora infestans, Sclerotinia sclerotiorum y Verticillium dahliae debido a
la presencia de fitoconstituyentes antifingicos como alcanfor, cetona, 1,8-cineol, 6xido
del caryofileno, a-copaeno y canfeno (Soylu et al.,, 2005). Ademas, el extracto de
Cinnamomum zeylanicum frente a Alternaria solani a causa de la presencia de fenoles
y terpenoides en su composiciéon fitoquimica (Mishra et al., 2009), el de Larrea
tridentata y Flourensia cernua, frente a Phytophthora capsici debido a la abundancia
de polifenoles, (Diaz et al., 2013), el de Thymus vulgaris frente a Fusarium oxysporium
y Pythium aphanidermatum por la presencia de compuestos fendlicos tales como el
timol y el carvacrol (Al-Rahmah et al., 2013) y los extractos de Trachystemon orientalis
(Onaran vy Yilar et al., 2012) que también inhibieron totalmente el crecimiento de
Fusarium oxysporum a consecuencia de la aparicion de estructuras sulfuradas y

saponinas en su composicion.

2.3. Extractos de citricos como fuente de compuestos antifiingicos

El género Citrus L. perteneciente a la familia Rutaceae constituye una abundante
fuente de metabolitos secundarios, entre los cuales se destacan los compuestos
fendlicos, con actividad antifungica demostrada (Landero et al., 2013). Estos
compuestos permiten la inhibicion de diversas patologias ocasionadas por hongos, ya
son sintetizados por la planta como parte de su programa normal de crecimiento y

desarrollo, 0 en respuesta al ataque de agentes externos y otras condiciones de estrés
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(Ribera, 2007). Muchos de estos metabolitos han sido caracterizados quimicamente, y
su importancia, tanto en la prevenciébn como control de enfermedades fungicas y
bacterianas, ha sido demostrada (Rodriguez et al., 2000 y Pérez et al., 2013)

En consecuencia, se han realizado estudios de determinacion de la actividad
antifungica frente a F. oxysporum con de extractos de frutos y hojas de C. sinensis, C.
aurantiifolia y C. reticulata, los cuales mostraron porcentajes de inhibicion del
crecimiento micelial de 83,55%, 71,10% y 68,14% respectivamente. La actividad
antifingica de estos extractos puede deberse a la presencia en hojas y frutos de
compuestos fenolicos y alcaloides cuyo modo de accion se basa en el deterioro de
diversos sistemas enzimaticos presentes el hongos, incluyendo aquéllos involucrados
en la produccién de energia. Ademas, interfieren en la integridad de las membranas
celulares y la sintesis de componentes estructurales de las mismas asi como
provocando una distorsion de la pared celular. (Okwu et al., 2007).

Similarmente, extractos hidroalcohdlicos de hojas de C. aurantium L., C. aurantium L.
subf. Sinensis, C. reticulata Blanco, C. aurantiifolia Christm. Swingle y C. latifolia
Tanaka ex Yu. Tanaka fueron probados frente a Passalora fulva y Alternaria solani
(Iglesias, 2012). En esta investigacibn se demostr6 que todos los extractos
anteriormente mencionados mostraron porcentajes de inhibicibn del crecimiento
micelial y la germinacion de conidios superiores al 50%, siendo el extracto de C.
aurantiifolia el méas efectivo frente P. fulva y el de C. latifolia el mas efectivo frente
frente a A. solani. La actividad antifangica de estos extractos frente a P. fulva se debié
a la presencia en sus hojas de fitoconstituyentes como las quinonas que constan de
una elevada capacidad de formar complejos irreversibles con los aminoacidos
hidrofilicos de las proteinas de membranas microbiales, lo cual conduce a la
inactivacion de estas (Domingo y Lépez, 2003). Sin embargo, frente a A. solani los
compuestos mas activos fueron los flavonoles 3-glicosilados y flavonas que deben su
actividad antimicrobiana a la capacidad de alterar las zonas hidrofébicas e hidrofilicas
de la membranas microbianas, interfiriendo con su fluidez, ademas de provocar la
fusién de organulos citoplasmaticos. Del mismo modo, estos compuestos pueden
formar complejos con la pared de las células microbianas y las proteinas solubles en el
citoplasma, alterando la funcién de estas estructuras (Cushnie y Lamb, 2005)

De modo anélogo, con el empleo de aceites esenciales de Citrus reticulata Blanco se
obtuvieron porcentajes de inhibicién de la germinacion de conidios de 100% frente a
Alternaria alternata, Rhizoctonia solani, Curvularia lunata, Fusarium oxysporum y
Helminthosporium oryzae. Los autores atribuyen este resultado a la presencia en los
aceites esenciales del monoterpeno limoneno causante de dafios estructurales a la

membrana celular de hongo y presente en un 46,7% en los extractos (Chutia et al.,
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2009). De igual forma, los aceites esenciales de Citrus aurantiifolia variedad Bearss,
Mexican y Sans épines con altas concentraciones de limoneno inhibieron totalmente el
crecimiento micelial de Phaeoramularia angolensis. (Dongmo et al., 2009).

También, se han empleado extractos con éter de petréleo y cloroformo a partir de
epicarpio C. latifolia frente a Monilia Fructicola y Botrytis cinérea Pers. obteniéndose
resultados promisorios a causa de la presencia de componentes como polifenoles,
cetonas, aldehidos, triterpenoides (Duarte y Ramirez, 2013) asi como extractos de
cascaras de frutos pertenecientes a C. sinensis, C. limon y C. reticulata frente a
Penicillium digitatum, Curvularia sp., y Colletotrichum sp. en los que se probo actividad
antifingica de los compuestos 6,7-dimethoxy-cumarina, tangeritina y nobiletina
(Johann et al., 2007).

Sin embargo, en la bibliografia consultada no se encontraron estudios que referencien
el empleo de extractos obtenidos a partir del género Citrus frente a S. solani, lo cual
resultaria conveniente debido a las elevadas concentraciones de metabolitos

bioactivos presentes en las hojas de estas plantas.
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2.4. Técnicas empleadas para la determinacion de la actividad antifungica

La actividad antifungica que poseen determinados extractos vegetales ha sido objeto
de estudio en numerosas investigaciones, siendo necesario el respaldo de estas por
diferentes ensayos experimentales; tales como la difusion, dilucion y microdilucion en
agar, el examen bioautogréfico, la cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a
espectrometria de masas y sistemas automatizados como la fotometria y turbidimetria.
Estas técnicas tienen como propdsito la comprobacién de la potencia y efectividad de
los productos en estudio para asegurar su confiabilidad (Touré et al., 2010).

Difusion en agar

La difusibn en agar es una técnica estandarizada por Bauer en 1966 (Hadacek vy
Greger, 2000). Esta presenta su basamento en la inhibicién del crecimiento flngico
mediante la difusiébn de sustancias activas en un medio solido, en el que el resultado
se evidencia con la formacién de halos de inhibicion (Huamani y Ruiz et al., 2005).
Esta técnica es aplicable en la determinacion de patrones de susceptibilidad
antimicrobiana, ademas de ser un método sensible y reproducible. Constituye uno de
los métodos mas utilizados en investigaciones para la evaluacién de sustancias puras
y tiene como ventaja el uso de una pequefia cantidad de muestra, ademas de que
permite probar varios compuestos frente un mismo microorganismo al mismo tiempo
(Chaparro et al., 2010). En contraste, este ensayo resulta de alto costo econémico lo
cual constituye una desventaja para su utilizacion (Hadacek y Greger, 2000).

Dilucién en agar

El método de diluciobn en agar fue descrito por Rideal y Walker en 1905 y
estandarizado para evaluar el crecimiento micelial de fragmentos flngicos por Espinel-
Ingroff et al., (1995). Esta metodologia tiene su basamento en la preparacién de placas
de Petri con agar, a las cuales se les agrega de forma independiente el compuesto a
evaluar a distintas concentraciones (Amadi et al., 2010), luego se inoculan cada una
de las placas con una suspensiéon del microorganismo objeto de estudio (Huamani et
al., 2005).

La técnica de dilucion en agar puede ser empleada para medir cuantitativamente la
actividad in vitro de un antifangico frente a un determinado cultivo. Con respecto a la
técnica de difusion, permite una definicibn mas exacta de la concentracién de los
componentes del medio y se muestra una mejor comparacién para la evaluacion de la
concentracion minima inhibitoria (MIC) (Hadacek y Greger, 2000), la cual representa la

menor concentracion capaz de inhibir visiblemente el crecimiento antimicrobiano,
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luego de un periodo de incubacién (Touré et al., 2010). No obstante, esta técnica tiene
como desventaja que es de mayor complejidad en su proceder y cuenta con una
instrumentacion mas costosa (Rey, 2008).

Microdilucién en agar

Este ensayo es una alternativa del método de dilucion que fue estandarizado por
Wilson et al. (1997). La técnica se basa en la aplicacion mediante diluciones seriadas
de un fungicida en una microplaca de 96 pocillos, la cual es inoculada con el
microorganismo en cuestion. Tras el periodo de incubacién y empleando una solucién
reveladora (debido a reacciones de oxidacion-reduccién) las muestras son evaluadas
(Calvo et al., 2011). El andlisis rapido de la actividad de los fungicidas y la facilidad
para evaluar gran cantidad de diluciones con empleo de poca cantidad de reactivos
constituyen ventajas de este método para un adecuado trabajo de laboratorio (Wilson
et al., 1997).

Bioautografia

Este método fue descrito por Slusarenko (1998). Su basamento consiste en la corrida
cromatogréfica en placa delgada (TLC) del producto a evaluar, al que posteriormente
se le aplica el microorganismo en cuestion y luego una solucién reveladora. Este
método a partir de la presencia de coloraciéon en la placa cromatografica permite
determinar zonas de inhibicion del crecimiento micelial (Mahlo et al, 2010).

La bioautografia resulta ventajosa pues permite la separacién e identificacion de
componentes antifingicos activos en la solucion, ademas emplea pequefas
cantidades de muestra para la realizacion del experimento (Runyoro et al., 2006). En
contraste, resulta desventajosa la elevada probabilidad de volatilizacién de algun
compuesto durante el ensayo, ocasionando la pérdida de fitoconstituyentes que

pudieran tener actividad antifangica (Hadacek y Greger, 2000).

Sistemas automatizados

Los sistemas automatizados constituyen un conjunto de técnicas que facilitan el
trabajo en el laboratorio, ya que mejoran la sensibilidad analitica de los métodos y son
capaces de detectar el desarrollo antifingico en una suspension, con y sin
antimicrobianos, antes que el laboratorista pueda detectar turbidez. Entre los métodos
utiizados en los sistemas automatizados podemos encontrar la colorimetria,
turbidimetria, fluorometria (Garcia, 2002). Estos sistemas favorecen la estandarizacion
y control de la calidad y facilitan la obtenciébn de resultados que pueden ser

procesados estadisticamente, lo cual le confiere un elevado grado de robustez a este
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método, ademas de disminuir los errores post-analiticos. Por el contrario, un
inconveniente de estas técnicas es el alto costo en insumos (aproximadamente 3
veces el valor de los métodos manuales), lo que dificulta su implementacion en paises

en vias de desarrollo (Trenholme et al., 1989).

Fotometria

Este método fue adaptado para medir actividad antifingica por Janh et al. (1995). El
mismo permite la determinacion cualitativa de un analito mediante de la dispersion que
forma este en el disolvente (Avellaneda, 2013). La aplicabilidad del método fotométrico
en la determinacion de la actividad antifungica se realiza mediante la utilizacion de un
indicador oxido-reductor, capaz de formar sefiales fluorescentes responsables de un
cambio metabdlico en algiin componente del microorganismo analizado (Hadacek y
Greger, 2000).

Turbidimetria

La turbidimetria es un método adaptado por Janh et al., (1995) para medir actividad
antifingica. Permite determinar la concentracién de particulas en una suspension, la
cual puede ser determinada midiendo la disminucién de la energia radiante que incide
atravesando una cubeta, similar en forma a un tubo de ensayo o midiendo la radiacién
dispersada a un angulo determinado. Este ensayo tiene como desventaja la posible
volatilizacién de los componentes empleados durante el tiempo de lectura, lo que
acarrearia pérdidas de fitoconstituyentes con posible actividad antifingica (Hadacek y
Greger, 2000).

Colorimetria

La técnica de colorimetria fue descrita por Kongkathipl (2003). La informacion obtenida
a partir de este ensayo es procesada automaticamente por un equipo y facilita tras la
aplicacion de una sustancia reveladora la determinacion de concentraciones de
microorganismos. La colorimetria provee resultados que pueden ser facilmente
comparables, pero a la vez, debido al empleo de indicadores de color, esta técnica
presenta costos muy elevados, lo que constituye una desventaja para su utilizacién
(Klanénik et al., 2010).

La evaluacion in vitro de la actividad biolégica de un producto antifingico es esencial
para conocer la sensibilidad del mismo, es por ello que debe seleccionarse el método
més efectivo y de mejor aplicabilidad para desarrollar un estudio que brinde los
resultados mas certeros posibles (Iglesias, 2012). Dentro de los ensayos

experimentales mencionados anteriormente, la microdiluciébn en agar constituye el
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método mas exacto para la determinacibn de la MIC; mientras que para la
determinacién de los porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial es mas
ventajoso la utilizacion de la dilucion en agar, que resulta mas estricto para la
obtencion de un resultado cuantitativo, que permitira conocer con exactitud la medida
de la inhibicion del crecimiento, independientemente de las desventajas que pueda
presentar (Garcia, 2002).
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3. Materiales y Métodos

3.1. Determinacion de las condiciones de extraccidon asistida por ultrasonido de

fenoles totales a partir de extractos de hojas de Citrus spp.

Las hojas de C. aurantium (naranjo agrio), C. aurantium subf. sinensis (naranjo dulce),
C. reticulata (mandarina), C. aurantiifolia (limon criollo) y Citrus latifolia (lima persa)
fueron colectadas en areas del Centro de Estudios Jardin Botanico de la Universidad
Central “Marta Abreu” de Las Villas, se realizo la identificacion taxonomica de las
plantas y posteriormente fue depositada una muestra vegetal de cada especie en el
herbario perteneciente a esta institucion (O. Méndez No. 9882, 9878, 9884, 9885,
9883 (ULV). El material colectado se lavé con agua destilada y secd en una estufa a
60°C durante 72h, posteriormente se trituré en un molino de cinco pulgadas (Chrisly &
Norris, Chelmesford, Reino Unido).

En la determinacién de las condiciones de de extraccion de fenoles totales asistida por
ultrasonido se consideraron como variables a evaluar la influencia en la concentracion
de fenoles totales de cinco tiempos de extraccion y el empleo o no de rotoevaporacion
después de la ultrasonicacion.

A 2g del material vegetal se le adicionara 20mL de metanol al 70%, etanol al 70% o
agua destilada, segun correspondiese. Posteriormente, se sometieron a bafio
ultrasénico (Branson Ultrasonic Corporation, Estados Unidos) durante 10, 15, 20, 25 o
30min a una temperatura de 27°C. Los extractos se filtraron al vacio (Water Circulating
Multi Propose Vacuum Pump SHB-III, Liuyi, China) y finalmente se rotoevaporaron o
no en un rotoevaporador (Heidolph, Alemania modelo Borata 4000). Se utilizaron 15

réplicas para cada variable.

3.1.1. Cuantificacién del contenido de fenoles totales

Se cuantificé el contenido de fenoles totales de los extractos segun el método descrito
por Tuberoso et al. (2009) con madificaciones. A 1mL del extracto se le adicionaron
80uL de Folin-Ciocalteau 1N y se dej6 reposar durante 5min. Seguidamente, se
anadieron 800uL de carbonato de sodio 7% y se completé hasta 2mL con agua
destilada. La muestra se agit6é fuertemente y se dejo reposar durante 90min. Se midio
la absorbancia en un espectrofotémetro UV-VIS (Rayleigh 1601, China) a una longitud
de onda de 750nm, mediante extrapolacion en una curva de calibracion empleando

como patrén acido gélico a diferentes concentraciones. El contenido de fenoles totales
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de cada extracto se determiné en mg equivalentes de acido galico/mL de extracto

(EAG/mL), todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

3.2. Determinacién de la actividad antifungica in vitro de extractos

hidroalcohdlicos de hojas de Citrus spp.

Los aislados de S. solani fueron suministrados por el Laboratorio de Microbiologia
Agricola de la facultad de Ciencias Agropecuarias perteneciente a la Universidad
Central "Marta Abreu” de Las Villas, Villa Clara, Cuba. El microorganismo fue
transferido a placa de Petri (9 x 9 cm) con medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA)

durante siete dias, a 27°C en oscuridad total.

3.2.1. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de extractos
hidroalcohdlicos de hojas de Citrus spp. frente a S. solani.

Se determind la MIC de los extractos hidroalcohdlicos de hojas de citricos segun el
método de microdilucion en agar descrito por Wilson et al. (1997), para cada extracto y
controles se realizaron por triplicado y el experimento se repitié una vez.

En una microplaca de 96 pocillos, fueron colocados en cada pocillo 100uL de medio
de cultivo Caldo Papa Dextrosa (PDB). Al primer pocillo de cada fila se le afadio
100pL del extracto a una concentracion de fenoles totales de 40mg EAG/mL de
extracto, a partir de esta concentracion se realizaron diluciones seriadas hasta
0,1565mg/mL empleando 100uL. Posteriormente, se agregaron 100uL de una
suspension de 5 x 10° propagulos/mL de S. solani, a cada pocillo.

En este ensayo se utiliz6 como control de esterilidad el medio de cultivo PDB sin el
microorganismo, como control positivo el microorganismo en medio de cultivo PDB con
el fungicida Silvacur 0,1% (Bayer Crop Science, Alemania) y como controles
negativos, el microorganismo en medio de cultivo PDB puro o con el solvente diluido
en agua a la misma proporciéon de dilucién de los extractos. Las placas se incubaron a
27°C durante tres dias con 100% de humedad relativa, en oscuridad.

Como indicador del desarrollo del hongo se afiadié a cada pocillo 40uL de una
solucion de p-iodonitrotetrazolio violeta (INT) a 0,2mg/mL. La INT incolora actia como
aceptor de electrones y es reducida apareciendo una coloracion roja en presencia de
organismos bioldgicamente activos. Cuando existe inhibicion de la actividad biolégica
de los organismos, la INT se torna incolora o reduce marcadamente su coloracion roja
inicial. La MIC se defini6 como la menor concentracion del extracto que inhibi6 el

desarrollo del hongo.
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3.2.2. Calculo del porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial de S. solani

por los extractos hidroalcohdlicos de hojas de Citrus spp.

Se determiné el efecto de los extractos que mostraron los menores valores de MIC en
el crecimiento radial de micelio, segun el método de dilucibn en agar descrito por
Guerrero, (2007). Para cada extracto y controles se realizaron tres réplicas y el
experimento se repitié una vez.

El PDA con los extractos a una concentracion de 20mg EAG/mL de extracto fue
vertido en placas de Petri (9 x 9 cm). Después de la solidificacién se colocé en el
centro de cada placa con un disco de 0,6cm de diametro de micelio de un cultivo de
siete dias de S. solani. Las placas fueron incubadas por siete dias en la oscuridad a
una temperatura de 27°C. Luego de las 72h de realizado el experimento, se midié
diariamente el didmetro del micelio. Se calculé el porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial utilizando la formula [(C-T)/C *100], donde C y T corresponden a
la extension hifal (cm) en los cultivos control y tratados, respectivamente. Se
consideraron promisorios los extractos que mostraron valores de inhibicidn superiores
al 50%.

En este ensayo se utilizé como control de esterilidad el medio de cultivo PDA sin el
microorganismo, como control positivo el microorganismo en medio de cultivo PDA con
el fungicida Silvacur combi 30 EC 0,1% (tebuconazol 22,5% vy triadimenol 7,5%) y
como controles negativos, el microorganismo en medio de cultivo PDA puro o con el

solvente diluido en agua a la misma proporcién de dilucion de los extractos.

3.2.3. Célculo del porcentaje de inhibicion de la germinacién de los conidios de

S. solani por los extractos hidroalcohélicos de hojas de Citrus spp.

La inhibicién de la germinacién de conidios se determind mediante la técnica de la
gota colgante descrita por Kumaresan et al. (2005).

En agua destilada estéril o en los extractos vegetales a una concentracion de 20mg
EAG/mL de extracto de fenoles totales, se agitdé un disco de micelio de 0,6cm de
diametro con el fin de lograr una abundante dispersion de los conidios contenidos en el
micelio. A portaobjetos excavados se les aplicé una gota de la suspension conidial de
S. solani a una concentracion de 5 x10° conidios/mL. Los portaobjetos fueron
colocados en camaras humedas e incubadas durante 24h a una temperatura de 27°C.
y en oscuridad. Para la determinacion del porcentaje de inhibicién de la germinacion

de conidios por los extracto, se evaluaron al microscopio tres campos por cada gota,
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contandose al azar 100 conidios y se determin6 el nimero de esporas germinadas
(cuando el tubo germinativo fue igual o superior en longitud al conidio). Se calculé el
porcentaje de inhibicion de la germinacion conidial empleando la férmula [(C-T)/C
*100], donde C y T corresponden al nimero de conidios germinados en los cultivos
Control y Tratados respectivamente. Se consideraron promisorios los extractos que
mostraron valores de inhibicién superiores al 50%.

Como control positivo se emple6 el fungicida Silvacur combi 30 EC 0,1% (tebuconazol
22.5% vy triadimenol 7,5%) y como controles negativos el solvente diluido en agua a la
misma proporcion de dilucion del extracto y agua destilada estéril, ademéas fue
utilizado un control de esterilidad. Para cada extracto y controles se realizaron tres

réplicas y el experimento se repitié una vez.

3.2.4. Identificacion de la fraccién quimica de los extractos hidroalcohdlicos de
hojas de Citrus spp. que inhibe el crecimiento de S. solani

Se determind segun el método bioautografico descrito por Mahlo et al. (2010) con
modificaciones. Los cromatogramas obtenidos en condiciones descritas por Iglesias
(2012) fueron inoculados con una suspensidbn de S. solani obtenidas en las
condiciones escritas en el acapite 3.3.3 a una concentracién de 5 x 10° propagulos/
mL, obtenidos a partir de un cultivo crecido en PDB durante 72h. Los cromatogramas
fueron incubados en camaras humedas a 27°C, 100% de humedad relativa y
oscuridad durante 24h. Transcurrido ese tiempo fueron asperjados con una solucion
de p-iodonitrotetrazolio violeta (INT) a 0,2mg/mL e incubados durante 24h en las
condiciones descritas anteriormente. La aparicibn de zonas blancas en los
cromatogramas indico la inhibicién del crecimiento fungico.

Se calculé el valor de R¢ de cada zona blanca en el cromatograma, midiendo el
desplazamiento relativo de cada mancha, respecto al frente del solvente. Las areas de
inhibicion se compararon con los R: relativos a las manchas en las placas de

Cromatografia en Placa Delgada (TLC) de referencias.

3.2.5. Procesamiento estadistico

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico PASW Statistics, version 18,
verificandose los supuestos de normalidad Sapiro Wilk. Los datos que no seguian

distribucién normal se procesaron mediante andlisis de varianza para dos variables no

relacionadas, U de Mann Whitney, y varias muestras independientes, Kruskal Wallis.
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En todos los casos las diferencias se consideraron significativas para un valor de
p<0,05.

24



4. Resultados

4.1. Condiciones de extraccién asistida por ultrasonido de fenoles totales a

partir de extractos de hojas de Citrus spp.

Se obtuvieron tres clases de extractos, cinco extractos en etanol 70%: C. aurantium
(C. aurantium-et), C. aurantium subf. sinensis (C. aurantium subf sinensis-et), C.
reticulata (C. reticulata-et), C. aurantiifolia (C. aurantiifolia-et) y C. latifolia (C. latifolia-
et), cinco extractos en metanol 70%: C. aurantium (C. aurantium-met), C. aurantium
subf. sinensis (C. aurantium subf sinensis-met), C. reticulata (C. reticulata-met), C.
aurantiifolia (C. aurantiifolia-met) y C. latifolia (C. latifolia-met) y cinco en agua
destilada: C. aurantium (C. aurantium-ac), C. aurantium L. subf. sinensis (C. aurantium
subf sinensis-ac), C. reticulata (C. reticulata-ac), C. aurantiifolia (C. aurantiifolia-ac) y
C. latifolia (C. latifolia-ac).

El tiempo de extraccion asistida por ultrasonido y la rotoevaporacion o no de los
extracos analizados, tuvieron influencia en la concentracién de fenoles totales de los

extractos de citricos (Figura 1y 2).
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Figura 1. Concentracion de fenoles totales en extractos de hojas de C. aurantium var. sinensis;
C. aurantium; C. latifolia; C. aurantiifolia; C. reticulata en etanol 70%, metanol 70% y agua a
diferentes tiempos de extraccion asistida por ultrasonido. Cada barra representa la media de 15
réplicas * error tipico de la media. (Kruskal Wallis (p< 0,05 )/ U de Mann Whitney (p< 0,01).
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Figura 2. Concentracion de fenoles totales de extractos de hojas de C. aurantium var. sinensis;
C. aurantium; C. latifolia; C. aurantiifolia; C. reticulata en etanol 70%, metanol 70% (-met) con
empleo o no de rotoevaporacion. Cada barra representa la media de 15 réplicas + error tipico
de la media. (U de Mann Whitney (p=< 0,05)
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Las mayores concentraciones de fenoles totales se obtuvieron cuando se aplico el

ultrasonido por 20min y no se rotoevaporo.

4.1.1. Contenido de fenoles totales

En todos los extractos se obtuvieron concentraciones de fenoles totales superiores a
los 36,17mg EAG/mL de extracto, como se muestra en la tabla Il. El extracto que
mostré la mayor concentracion de fenoles totales fue el de C. reticulata en agua,

mientras que el C. aurantiifolia en etanol mostré la menor concentracion.

Tabla Il: Concentracion de fenoles totales en extractos de hojas de citricos en etanol 70% (-et),
metanol 70% (-met) y agua (-ac). Letras distintas indican que las medias difieren
estadisticamente para p<0,05 (Kruskal Wallis/ U de Mann Whitney).

Extracto Concentracion de fenoles mg EAG/mL
(X £ desviacion estandar)

C. aurantium var. sinensis-et 64,68 +1,46°¢
C. aurantium-et 103,58 + 2,76 ©
C. latifolia-et 66,46 £ 3,67 ¢
C. aurantiifolia-et 36,17 +1,75¢9
C. reticulata-et 68,77 £ 2,44 ¢
C. aurantium var. sinensis-met 66,07 £1,21°¢
C. aurantium-met 100,77 £ 2,64 "
C. latifolia-met 68,52 + 3,04 ¢
C. aurantiifolia-met 41,20+1,94f
C. reticulata-met 75,81+ 2,02¢
C. aurantium var. sinensis-ac 84,83+ 1,66°¢
C. aurantium-ac 105,35+ 4,33°
C. latifolia-ac 85,73+4,05¢
C. aurantiifolia-ac 46,18 + 3,09
C. reticulata-ac 135,10+ 4,87 2
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4.2. Actividad antifungica in vitro de extractos hidroalcohdlicos de hojas de

Citrus spp.

4.2.1. MIC de extractos hidroalcohdlicos de hojas de Citrus spp. frente a S. solani

Todos los extractos mostraron actividad antifingica a concentraciones inferiores a
40mg equivalentes de acido gélico/mL de extracto (Tabla IIl). El extracto que mostro la
menor MIC fue el de C. aurantium var. sinensis-et mientras que los de mayor MIC
fueron: C. aurantium var. sinensis-ac, C. aurantiifolia-et, C. reticulata-ac, ademas de C.

latifolia y C. aurantium en los tres solventes de extraccion.

Tabla lll: Concentracion minima inhibitoria (MIC) de los extractos de citricos en etanol 70% (-

et) y metanol 70% (-met) y agua (-ac) frente a Stemphyllium solani.

Extracto/ control positivo MIC (mg EAG/mL)

Silvacur <0,04
C. aurantium var. sinensis-et 0,039
C. aurantium var. sinensis-met 0,04
C. aurantium var. sinensis-ac > 40
C. aurantium-et > 40
C. aurantium-met > 40
C. aurantium-ac > 40
C. aurantiifolia-et > 40
C. aurantiifolia-met 0,1562
C. aurantiifolia-ac 20
C. latifolia-et > 40
C. latifolia-met > 40
C. latifolia-ac > 40
C. reticulata -et 2,5
C. reticulata-met 2,5
C. reticulata-ac > 40

Teniendo en cuenta estos resultados, se emplearon en el célculo del porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial los extractos de C. aurantium var. sinensis en etanol
y metanol, C. aurantiifolia en metanol y C. reticulata en etanol y metanol, que fueron
los extractos que mostraron los menores valores de MIC y se establecié para los
demés ensayos de determinacion de actividad antifingica una concentracion de
trabajo de 20mg EAG/mL de extracto.
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4.2.2. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de S. solani por los

extractos hidroalcohdlicos de hojas de Citrus spp.

Los extractos evaluados con excepcion del extracto C. aurantiifolia-et presentaron
porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial de S. solani de 100%, este resultado
fue similar al obtenido cuando se empleé el fungicida sintético Silvacur combi 30 EC
0,1% (tebuconazol 22,5% vy triadimenol 7,5%) (Figura 3).

Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (%)

C. aurantium var. C. aurantiifolia- C. aurantiifolia-et C. reficulata-met C. reticulata-et Silvacurt
Sinensis-et met

Extractos evaluados

Error bars: +/- 1 SE

Figura 3. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial in vitro de S. solani por extractos de
hojas de C. aurantium var. sinensis; C. aurantium; C. latifolia; C. aurantiifolia; C. reticulata en
etanol 70% (-et) y metanol 70% (-met), a los siete dias de incubacién. Cada barra representa la
media de tres réplicas independientes + el error estandar. Letras distintas en las barras indican

gue las medias difieren estadisticamente para p<0,05 (Kruskal Wallis/ U de Mann Whitney).

En este trabajo no existe una correspondencia entre los extractos con menor MIC y los

extractos con mayor porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial.
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4.2.3. Porcentaje de inhibicién de la germinacion de los conidios de S. solani por

los extractos hidroalcohdlicos de hojas de Citrus spp.

Todos los extractos evaluados, con excepcion de C. aurantiifolia-met se consideraron
promisorios para la inhibicion de la germinacion de conidios de S. solani, ya que
mostraron una inhibicion superior al 50% (Figura 4). Los extractos que mostraron
mayor porcentaje de inhibicién de la germinacién de conidios fueron C. aurantium-met
y C. reticulata-met resultado que fue similar al obtenido cuando se empleé el fungicida
sintético Silvacur combi 30 EC 0,1% (tebuconazol 22,5% vy triadimenol 7,5%). En el
caso de C. reticulata-met, este resultado coincide con el que mostré una inhibicién del

crecimiento micelial de 100%.
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Figura 4. Porcentaje de inhibicién de la germinacion de conidios in vitro de S. solani por
extractos de hojas de C. aurantium var. sinensis; C. aurantium; C. latifolia; C. aurantiifolia; C.
reticulata en etanol 70% (-et), metanol 70% (-met) y agua (-ac) calculado las 24 horas de
incubacion. Cada barra representa la media de tres réplicas independientes + el error estandar.
Letras distintas en las barras indican que las medias difieren estadisticamente para p<0,05
(Kruskal Wallis/ U de Mann Whitney).
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4.2.4. Fraccion quimica de los extractos hidroalcohélicos de hojas de Citrus spp.

que inhibe el crecimiento de S. solani

Todos los extractos evaluados mediante bioautografia mostraron zonas de inhibicién
de la actividad de ambos hongos (Figura 5).

=y 20
8 9 10 11 12 13 14 15

, 14
ced VR , . ,

1 2 3 4 5 6 78910 1 12 13 14 15
Leyenda
1- C. aurantium var. sinensis-et 2- C. aurantium-et 3- C. latifolia-et
4- C. aurantiifolia-et 5- C. reticulata-et 6- C aurantium var. Sinensis-met
7- C. aurantium-met 8- C. latifolia-met 9- C. aurantiifolia-met
10- C. reticulata-met 11- C aurantium var. sinensis-ac 12- C. aurantium-ac
13- C. latifolia-ac 14- C. aurantiifolia-ac 15- C. reticulata-ac

Figura 5. Bioautogramas desarrollados con diferentes sistemas de solventes. (A) n-butanol-
acido acético-agua [BAA], (B) n-propanol-acetato de etilo-agua [PAA] y (C) metanol-acetato de
etilo-agua [MAA] frente a S. solani.

En todos los extractos de hojas de Citrus spp. se calcularon valores de R: de
compuestos con actividad antifungica no identificados por TLC, de igual manera,
compuestos identificados mediante TLC no mostraron esta actividad (Anexo 1).

En la tabla IV se muestran los compuestos quimicos, de cada extracto, con actividad
antifingica frente a S. solani.
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Tabla IV: Compuestos quimicos identificados en extractos de hojas de C. aurantium var.

sinensis; Citrus aurantium; Citrus latifolia; Citrus aurantiifolia; Citrus reticulata en etanol 70% (-

et), metanol 70% (-met) y agua (-ac) con actividad antifingica frente a Stemphyllium solani.

Extracto

Compuesto identificado con actividad antifungica

C. aurantium var. sinensis-et

C. aurantium-et

C. latifolia-et

C. aurantiifolia-et
C. reticulata-et

C. aurantium var. sinensis-met

C. aurantium-met

C. latifolia-met

C. aurantiifolia-met

C. reticulata-met

C. aurantium var. sinensis-ac

C. aurantium-ac

C. latifolia-ac

C. aurantiifolia-ac

C. reticulata-ac

Saponinas

Flavonoides 3,5 metoxilado y cumarinas
Otros

Antraquinonas

Saponinas

Otros

Saponinas

Otros

Antraquinonas

Otros

Saponinas

Otros

Flavonoides 3,5 metoxilado y cumarinas
Antraguinonas

Saponinas

Otros

Flavonoides 3,5 metoxilado y cumarinas
Antraguinonas

Saponinas

Otros

Antraquinonas

Otros

Antraquinonas

Saponinas

Otros

Antraguinonas

Saponinas

Flavonoides 3,5 metoxilado y cumarinas
Antragquinonas

Otros

Otros

Antraquinonas

Flavonoides 3,5 metoxilado y cumarinas |
Otros

Antraquinonas

Saponinas

Antragquinonas

Saponinas

Otros

Antragquinonas

Flavonoides 3,5 metoxilado y cumarinas

Antraquinonas
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De los compuestos identificados por TLC, mostraron actividad antifingica frente a S.
solani las antraquinonas, los flavonoides 3,5 metoxilados, saponinas y cumarinas, de
los cuales las antraquinonas fueron los compuestos que mostraron esta actividad con
mayor frecuencia (Tabla IV). Los extractos que mostraron la mayor cantidad de
compuestos quimicos con actividad antifangica fueron C. aurantiifolia-et, C. reticulata-

et y C. aurantiifolia-met.
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5. Discusioén

5.1. Condiciones de extraccion de fenoles totales asistida por ultrasonido a

partir de extractos hidroalcohdlicos de hojas de Citrus spp.

En este estudio se emple6 el método de extraccidon asistido por ultrasonido
satisfactoriamente, y se obtuvieron extractos con concentraciones de metabolitos
secundarios, sin pérdida de la actividad biologica de interés. Ademas, no se emplearon
solventes orgénicos que debido a sus propiedades fisicas pudieran afectar la
capacidad de cavitacion de las células (Li et al., 2008). En su lugar se usaron
solventes muy apropiados para la extraccion de fenoles como etanol y metanol,
ademas del agua (Falleh, 2012).

Se determind usar como tiempos de extraccion 20 min, pues de esta forma se
cuantificaron concentraciones de fenoles totales superiores. Estos resultados
coinciden con los publicados por otros autores (Espert et al.,, 2012), los que
recomiendan este tiempo de extraccion para conseguir la maxima extraccion de
fenoles totales, pues de esta manera aumenta gradualmente la cavitaciéon celular, lo
que conlleva a la ruptura de las paredes celulares y un maximo rendimiento de la
difusibn de metabolitos celulares a través de las membranas, sin provocar
afectaciones a los compuestos de interés (Falleh, 2012). En contraste, si se alargara el
tiempo de extraccioén, la incidencia de la propia técnica ultrasénica puede provoca la
consecuente ralentizacion del proceso total y el posible deterioro de los componentes,
dada su interaccién con los diferentes solventes (Ya-Qin et al., 2009).

En este trabajo se decidi6 no rotoevaporar los extractos, pues aunque en la
bibliografia consultada la utilizacién de la rotoevaporacién se describe como una
técnica que permite obtener una mayor concentracion de metabolitos secundarios en
el extracto a partir de la eliminacion de solventes, las altas temperaturas de ebullicion
a la que es sometida el extracto provocan la pérdida de varios compuestos quimicos
de importancia bioldgica (Mosquera et al., 2013).

La extraccion asistida por ultrasonido, minimiza de forma adecuada el consumo de
disolventes organicos toxicos y el tiempo de extraccidon (Espert et al., 2012). Asi
mismo, aumentan la velocidad de transferencia de componentes en los extractos,
provocada por una mayor penetracion del solvente en la matriz celular y por tanto un
aumento en el rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos a partir de material
vegetal. Ademas, constituye una técnica de alta intensidad y de bajo costo econémico,

reproducible y simple (Larrea, 2012).
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La cuantificacion del contenido de fenoles totales presentes en los extractos,
constituye una herramienta eficaz para la realizacion de ensayos in vitro, los cuales se
encuentran orientados a determinar actividades biologicas (Mujica et al., 2009). Uno
de los ensayos fotométricos mas universales, es el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteau desarrollado por Swain y Hills (1959), basado en la reduccion del &cido
fosfomolibdico hasta 6xidos azules de molibdeno (Ajila et al., 2011). Esta técnica
consta de una elevada aplicabilidad, la misma requiere instrumentos mas accesibles y
de menor complejidad (Garcia, 2004).

En la bibliografia consultada, en todos los estudios para la cuantificacion de fenoles
totales se utiliz6 el método de Folin-Ciocalteu y como patron el &cido galico. Sin
embargo, existen dificultades para la comparacion de los resultados analiticos, debido
a la utilizacién de diferentes unidades de medidas para expresar las concentraciones
de estos metabolitos como son: mg EAG/100g de peso fresco de extracto (Gorinsteina
et al., 2006) y mg EAG/100mL de extracto (Benites et al., 2011). De esta forma, a
partir de extractos de C. sinensis se determinaron concentraciones de fenoles de
118mg EAG/100g de extracto (Li et al., 2006) y 22mg EAG/100mL (Keskin- Sasié et
al.,, 2012). De modo similar, con el extracto de C. reticulata se obtuvieron
concentraciones de fenoles totales de 206mg EAG/100 mL (Benites et al., 2011). Los
resultados referidos con anterioridad son modularmente inferiores a los alcanzados en
el presente trabajo si se tiene en cuenta que los extractos evaluados se obtuvieron a
una concentracion de 0,1g de material vegetal por mL de solvente. Queda demostrado
que las especies de citricos evaluadas en este trabajo, contienen elevadas
concentraciones de fenoles totales.

En contraste, con extractos etandlicos de hojas de C. latifolia y C. aurantiifolia bajo las
mismas condiciones de extraccion, se obtuvieron concentraciones de fenoles totales
de 191 y 243mg EAG/mL de extracto (Gonzalez, 2013), resultados superiores a los
alcanzados en este trabajo con estas especies. Las diferencias entre estos resultados
pudo deberse a la época del afio en que se realizo la colecta del material vegetal y a la

edad del érgano de la planta colectado.
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5.2. Actividad antifungica in vitro de extractos hidroalcohdlicos de hojas de

Citrus spp.

Las necesidades actuales del uso de fungicidas ambientales como estrategia de
control biolégico, ha orientado las investigaciones hacia el uso de extractos de plantas
como fuente de metabolitos secundarios con propiedades antifungicas (Haggag y
Mohamed, 2007). En este sentido, uno de los géneros més utilizados es Citrus, dentro
del cual se han evaluado las especies C. aurantiifolia (Duarte y Ramirez, 2013), C.
sinensis (Rongai et al., 2012) y C. limettioides Tanaka (Vasudeva y Sharma, 2012)
frente a los patdégenos de planta Botrytis cinérea, Fusarium oxysporum y Cladosporium

herbarium respectivamente.

5.2.1. MIC de extractos hidroalcohdlicos de hojas de Citrus spp. frente a S. solani

La menor concentracion a la cual un producto es capaz de inhibir visiblemente el
crecimiento de un microorganismo luego de un periodo de incubacién, ha sido
estudiado en trabajos donde se investiga el papel de extractos de plantas como control
biolégico frente agentes patdgenos (Dzami¢ et al., 2008). El estudio de este parametro
resulta provechoso para determinar la dosis exacta a aplicar de un producto
antimicrobiano frente a cualquier microorganismo, asi como para confirmar su
resistencia (Sen y Batra, 2012).

Frente a S. solani se ha encontrado en la bibliografia consultada solamente un estudio
de determinacién de la MIC mediante dilucion en agar con extractos etandlicos de
hojas de S. indica donde se obtuvo un valor de MIC de 0,1mg/mL (Khalil et al., 2005),
mayor al obtenido con los extractos de C. aurantium var. sinensis en etanol y metanol
del presente estudio. Los autores atribuyen este resultado a la presencia de mono, di,
triterpenos, sesquiterpenos, lignanos y acidos fendlicos en las hojas de S. indica
(Arenas et al., 2009), compuestos que no se identificaron en las especies de citricos
utilizadas en este trabajo. Si se tiene en cuenta que algunos autores afirman que los
terpenos son los principales responsables de la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales (Sati y Joshi, 2011), debido a que ocasionan impermeabilidad y ruptura de
la membrana plasmatica, ademas de vaciamiento del contenido celular del patdgeno
(Ribera, 2007), se explica este menor valor de la MIC.

La interpretacion de los resultados de los estudios de determinacién de MIC, con
frecuencia resulta dificultosa debido al empleo de diferentes técnicas para la
determinacion de este parametro. En este sentido, mediante microdilucion en agar se

han obtenido valores de MIC de 1000ug/mL con extractos de la cascara de los frutos
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de C. sinensis, C. limon y C. reticulata frente a Penicillium digitatum (Pers.) Sacc.,
Curvularia sp. y Colletotrichum sp (Johann et al., 2007) debido a la presencia en estas
plantas de compuestos como flavonoides y cumarinas. Sin embargo, mediante difusion
en agar con aceites esenciales de hojas de C. aurantiifolia var. Mexican, C.
aurantiifolia var. Bearss y C. aurantiifolia var “Sans épines”, se han obtenido valores de
MIC de 1,4, 1,5 y 1,5mg/mL respectivamente ante Phaeoramularia angolensis T.
Carvalho & O. Mendes, dada la presencia en los extractos de aldehidos, compuestos
monoterpenoides hidrocarbonados (citral y limoneno), hidrocarburo de monoterpeno y
monoterpenoides oxigenados (acetato de nerilo y acetato geranil). (Dongmo et al.,
2009). Cuando se emplearon aceites esenciales extraidos de la cdscara de Citrus
reticulata mediante dilucién en agar se han obtenido valores de MIC de 0.2mg/100ml
frente a Alternaria alternata, Rhizoctonia solani y Curvularia lunata (Wakker) Boedijn, a
consecuencia del elevado contenido de compuestos aromaticos como limoneno y
geranial en el extracto (Chutia et al., 2009).

En el presente estudio con extractos de C. aurantium var. sinensis en etanol, C.
aurantium var. sinensis y C. aurantiifolia en metanol se obtuvieron valores de MIC
frente a S. solani, inferiores a las de los estudios consultados, esto pudo deberse a
que en el presente trabajo los extractos fueron evaluados mediante la técnica de
microdilucién en agar. Si se tiene en cuenta que en la microdilucién se emplea un
medio de cultivo liquido, la difusién de los componentes que tendra lugar en el mismo
serd mayor que la que tendra lugar en el medio de cultivo semisélido empleado en la

dilucién o difusion (Hadacek y Greger, 2000).

5.2.2. Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial de S. solani por los

extractos hidroalcohdlicos de hojas de Citrus spp.

La evaluacion in vitro de la inhibicién del crecimiento micelial de un hongo, constituye
un método eficaz por su rapidez y veracidad en la medicién de algun producto con
actividad bioldgica, que pueda ser empleado para tratar patologias que afectan
especies vegetales o animales (Rondén et al., 2006).

Frente a S. solani se han probado extractos butandlicos y acuosos de hojas y tallos de
E. macroclada, con los que se obtuvieron porcentajes de inhibicién del crecimiento
micelial superiores al 43% (Al-Mughrabi, 2003), este resultado puede deberse a la
presencia en este género de compuestos diterpenoides y esteres. Ademas, con las
especies A. farnesiana, P. hysterophorus y P. carlinensis se alcanzaron valores de
inhibicion superiores al 80%, resultado que es atribuido a la presencia en estas plantas

de flavonoides, fenoles, taninos, amino&cidos y saponinas (Rodriguez et al., 2000).
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Al emplear otras especies vegetales se han obtenido porcentajes de inhibicién del
crecimiento micelial inferiores al 50%, tal es el caso de los extractos etanodlicos de
Achillea tominotosa, Convolvulus siculus, Artemisia arborescenscens y Anthemis
nobilis con porcentajes de inhibicién micelial de 44, 33, 32 y 30 respectivamente (Khalil
et al., 2005). Asi como los extractos de Olea europea con los que se alcanzaron
porcentajes de inhibicibn de 10,1% pese a la presencia en el biopreparado de
cumarinas, flavonoides y acido feralico (Al-Mughrabi et al., 2001).

Los extractos de hojas de C. aurantium y C. reticulata en metanol empleados en este
trabajo inhibieron totalmente el crecimiento micelial de S. solani. Este resultado es
semejante al alcanzado con aceites esenciales extraidos de partes aéreas de
Plectranthus cylindraceus Hoechst (Marwah et al., 2007) y de Cuminum cyminum L. y
Pimpinella anisum L. Los autores atribuyen la actividad antifingica de estos extractos
a la existencia en estas plantas de terpenos como el carvacrol y a-terpenoleno (El-Said
y Goder, 2014), lo cual coincide con los resultados del presente trabajo porque
anteriormente fueron hallados en los extractos de C. reticulata en ambos solventes
compuestos terpenoides (lglesias, 2012) que pudieran ser activos frente a S. solani.
En el género Citrus se han realizado otros estudios de célculo del porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial, donde los aceites esenciales de C. aurantiifolia var.
Mexican, C. aurantiifolia var. Bearss y C. aurantiifolia var Sans épines inhibieron
totalmente el crecimiento de Phaeoramularia angolensis (Dongmo et al., 2009), al igual
que los aceites extraidos de C. sinensis que fueron probados frente a Aspergillus niger
Tiegh. (Sharma y Tripathi, 2008). En ambos estudios la actividad antifingica se
encuentra relacionada a las concentraciones de limoneno y neral en los aceites
esenciales de estas especies, sin embargo en los extractos de C. aurantiifolia y C.
sinensis empleados en el presente trabajo, no se hallaron terpenos.

Ademas, con extractos de cascaras de C. sinensis, C. aurantiifolia y C. reticulata se
obtuvieron porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial de F. oxysporum de 83%,
71% y 68% respectivamente, debido a la presencia de compuestos bioactivos como
alcaloides, saponinas, flavonoides y taninos (Okwu et al., 2007), similar al presente
estudio, donde en extractos con estas especies se obtuvieron elevadas
concentraciones de estos metabolitos. De acuerdo a estos resultados, se puede inferir
que los extractos de hojas de citricos son potencialmente curativos para infecciones
provocadas por S. solani.

Las diferencias entre los resultados de la MIC y el porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial pueden deberse al empleo de diversas técnicas para el calculo de
estos parametros, teniendo en cuenta que la difusion de los metabolitos varia entre un

medio de cultivo liquido y uno semisoélido (Hadacek y Greger, 2000). Ademas, al variar
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las concentraciones de fenoles totales cambiaron las proporciones de cada uno de los

componentes con actividad antifingica de los extractos.

5.2.3. Porcentaje de inhibicion de la germinacion de los conidios de S. solani por

los extractos hidroalcohdlicos de hojas de Citrus spp.

El estudio in vitro de la inhibicién de la germinacion de conidios, permite comprobar
que un producto puede ser aplicado como un antimicrobiano de caracter preventivo,
que detenga la formacidon de nuevos microorganismos a partir de otro ya existente
(Deepak et al., 2007).

Frente a S. solani la inhibicion de la germinaciéon de conidios se encuentra poco
estudiada in vitro. De esta forma, solo se ha encontrado un estudio referido a la
utilizacion de aceites esenciales de Plectranthus cylindraceus Hochst. ex Benth. que a
una concentracion de 125ug/mL? logré inhibir hasta un 70% la germinacion de
conidios, a consecuencia de la presencia en sus hojas de carvacrol y a-terpenoleno
(Marwah et al., 2007). En el presente estudio, todos los extractos a excepcién de C.
aurantiifolia en metanol, C. aurantiifolia en agua y C. aurantium var. sinensis en
metanol, se obtuvieron porcentajes de inhibicibn de la germinacion de conidios
superiores aunque su fitoquimica no revel6 esta clase de compuestos quimicos, lo que
evidencia la potencialidad preventiva de los extractos de hojas de citricos frente a S.
solani.

La inhibicién de la germinacion de conidios se ha estudiado también con extractos
acuosos de C. limon frente a Rhizopus stolonifer (Ehrenb) Vuill, obteniéndose valores
de inhibicion de 100% (Bautista et al., 2000), relacionados a la presencia de
flavonoides y cumarinas en los extractos (Johann et al., 2007). Ademas, se han
empleado extractos acuosos de hojas de C. limon y C. sinensis frente a A. niger,
Fusarium spp., Pyricularia oryzae Cavara, Verticilium fungicola (Preuss) Hassebr,
Penicillium digitatum, P. italicum Wehmer y Cochliobolus miyabeanus Dreschler
(Deepak et al., 2007), obteniéndose un 100% de inhibicibn de la germinacién de
conidios.

Los autores atribuyen la actividad antifingica de estos extractos a las elevadas
concentraciones de fitoalexinas, capaces de inhibir la germinacion conidial (Deepak et
al., 2007). Sin embargo, en el presente trabajo la inhibicion de la germinacion conidial
pudo deberse principalmente a la presencia de compuestos fendlicos que son capaces
de causar inflamacion en las puntas de las hifas, distorsion de las células y

arrugamientos de la superficie hifal (Okwu et al., 2007).
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De modo similar, extractos obtenidos de C. grandis inhiben la germinacién de conidios
de Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc. y Colletotrichum acutatum
J.H. Simmonds debido a la presencia de altas concentraciones de compuestos
fendlicos como: flavonoides, flavonas y glucésidos de flavona, metabolitos secundarios
gue poseen la capacidad de formar alcoholes y esteres que inhiben el crecimiento de
las hifas e impiden la germinacion de esporas, ademas de ser inhibidores enzimaticos
que afectan la respiracion celular de los hongos (Gaviria et al., 2013). Lo anteriormente
expuesto explica la actividad antifungica de los extractos de Citrus spp. en los cuales
se determind la presencia de estos metabolitos.

5.2.4 Fraccion quimica de los extractos hidroalcohodlicos de hojas de Citrus spp.
gue inhibe el crecimiento de S. solani

Los componentes del metabolismo secundario de las especies vegetales han sido
investigados con frecuencia, dada su aplicabilidad como productos antifungicos
activos. Mediante estos estudios se intenta demostrar qué metabolitos
especificamente son capaces de inhibir el desarrollo de patbégenos vegetales y su
modo de accion. En este trabajo se evidencia la actividad antifingica de
antraquinonas, cumarinas, flavonoides, saponinas, entre otros compuestos no
identificados frente a S. solani (Tabla IV)

Las quinonas basan su actividad antimicrobiana en su capacidad de formar complejos
irreversibles con los aminoacidos hidrofilicos de las proteinas de membranas
microbiales, produciendo de esta forma la inactividad de las proteinas. Su blanco méas
probable lo constituyen las adhesinas expuestas en la superficie de las membranas y
los polipéptidos presentes en la paredes celulares (Domingo y Lopez, 2003).

Se ha estudiado que las naftoquinonas (tectoquinona, 2-hydroxymethylanthraquinona,
3'-OHdeoxyisolapachol (2-[(1E)-3-hydroxy-3-methylbut-1-enyl] naftoquinona) extraidas
de la corteza de Tectona grandis L. muestran actividad antifungica frente a A. niger
(Sumthong et al., 2000). Similarmente, las antraquinonas presentes en el extracto de
Cassia tora L. son activas frente a Botrytis cinerea, Erysiphe graminis DC., Phytophora
infestans, Puccinia recondita Roberge ex Desm., Pyricularia grisea (Sacc.) Sacc. y R.
solani (Abad et al., 2007).

Estos metabolitos secundarios cuando son producidos sintéticamente también poseen
actividad antimicrobiana, tal es el caso de la 5,8-dihidroxi-1,4-naftaquinona y 5-
acetamido-8-hidroxi-1,4-naftaquinona activa frente a Staphylococcus aureus, Proteus

mirabillis, Salmonella gallinarum y Aeromonas hidrophila (Riffel et al., 2002).
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La actividad antimicrobiana de las cumarinas es posible a consecuencia de la
interaccion que tiene lugar entre la region hidrofilica de su estructura y el lado polar de
las membranas microbiales. De esta forma, el anillo benceno de estos compuestos y
su cadena alifatica, irrumpen en la estructura de mosaico fluido de la membrana
provocando el colapso celular (Viuda-Martos et al., 2008). Ademas, son capaces de
actuar como antioxidantes, inhibidores de enzimas y precursores de sustancias toxicas
asi como queladores de metales (Kostova, 2005).

La 5-methylcumarina presente en extractos metanolicos de partes aéreas de Mutisia
friesiana Cabrera, posee actividad antifungica ante Cladosporium cucumerinum Ellis y
Arthur (Abad et al., 2007) al igual que es capaz de potenciar la actividad antifungica de
aceites esenciales provenientes de hojas de Cinnamomum osmophloeu Kaneh frente
al patégeno de raices Coriolus versicolor Quél (Wang et al., 2005). Esta clase de
metabolito a elevadas concentraciones también retarda la germinacion de esporas de
A. niger (Adesina, 2005). Ademds, producidas de modo sintético las cumarinas
ecopoletina, umbelliferon, xanthotoxina y herniarina tienen un marcado efecto
fungicida frente a Fusarium culmorum (W.G. Sm.) Sacc. (Ojala et al., 2000).

Los flavonoides alteran las zonas hidrofobicas e hidrofilicas de las membranas
microbianas, interfiriendo con su fluidez, ademas de provocar la fusién de organulos
citoplasméticos y formar complejos con la pared de las células microbianas y las
proteinas solubles en el citoplasma, alterando la funcién de estas estructuras (Iglesias,
2012). Ademds, actian como potentes inhibidores enzimaticos, debido a las
interacciones que se producen entre el residuo de azucar de su anillo aromético y el
centro activo de las proteinas (Santacoloma y Granados, 2012).

La actividad de estos compuestos ha sido determinada en extractos en cloroformo de
hoja de Tridax procumbens L., los cuales inhiben el crecimiento de Helminthosporium
oryzae Breda de Haan, R. solani y Pyricularia oryzae Cavara (Acharya y Srivastava,
2010). Similarmente, han sido encontrados en extractos metandlicos de la corteza del
tallo de Careya arborea Roxb y probados frente a A. solani (Sambath et al., 2006) asi
como en extractos metandlicos de las semillas de Phaleria macrocarpa Scheff y
probados frente a A. niger (Hendra et al., 2011).

De modo similar, las flavonas encontradas en extractos en hexano de cascaras del
fruto de C. sinensis, C. limén y C. reticulata se han empleado como control biol6gico
frente a Penicillium digitatum, Curvularia sp. y Colletotrichum sp. (Johan et al., 2007).
Ademas, la flavona O-glicosilada naringina, extraidas de las hojas de Barringtonia
racemosa L., actda inhibiendo el crecimiento de Fusarium spp. y Rhizopus spp.
(Hussin et al., 2010). y las flavonas 3, 4, 5, 7-tetracetil-quercetina extraida de Adina

cordifolia (Roxb.) Brandis exhibe actividad antifungica frente a Aspergillus fumigatus
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Fresen. (Arif et al., 2011) y la polimetoxiflavona tangeretina del fruto de C. aurantium
actta ante P. digitatum (Lattanzio et al., 2006).

Las saponinas forman de complejos con esteroles y proteinas de las membranas
celulares lo que le confiere a la misma su actividad antimicrobiana, estas interacciones
producen grandes poros que alteran su permeabilidad con la consecuente lisis celular
(incluyendo la muerte celular programada) (Diaz, 2009).

La saponina a-tomatina presente en las hojas y frutos de L. esculentum posee
actividad antifingica ante Alternaria solani (Mert-Turk, 2006), de igual forma sucede
con la actividad de extractos de Yucca schidigera Ortgies relacionado a la presencia
de saponinas esteroidales espirostanol y furostanol glucésido contenidas en sus frutos
(Chapagain et al., 2007). Las saponinas triterpénicas le confiere a las hojas de Labisa
pumila Benth actividad antifangica frente a Fusarium spp y en Dhreslera graminea L.
permiten la inhibicién del crecimiento micelial de Rhizopus nodosus Namys (Karimi et
al., 2011). Asi mismo, las saponinas encontradas en raices de Medicago hybrid
reducen notablemente el crecimiento micelial de B. cinerea y Botrytis tulipae Lind.

En este estudio, mediante el método bioautografico se encontraron ademas otros
compuestos no identificados que mostraron marcada actividad frente a S. solani. En la
bibliografia consultada, se hace alusion a la presencia de otra clase de compuestos
metabdlicos con actividad antifingica y antimicrobiana, tal es el caso de los terpenos y
las lactonas, los cuales afectan la permeabilidad de las membranas y son capaces de
penetrar al interior de la célula, y actuar reciprocamente con los sitios intracelulares
criticos (Viuda-Martos et al., 2008). Asi como los aceites esenciales (Prabuseenivasan
et al., 2010) que provocan en las hifas de los hongos una disminucién de su diametro,
seguido de una precipitacion de biomoléculas en la pared celular, desorganizacion de
la membrana plasmatica mitocondrial, pérdidas de Ca?*, K* y Mg* por parte del micelio
y disminucion del contenido de lipidos (Bejarano y Centeno 2009). Ademas, causan la
inhibicion de la respiracion celular y alteran la permeabilidad de la membrana (Viuda-
Martos et al., 2008).

De esta forma, se ha determinado la actividad antifungica de triterpenoides hallados en
extractos de hojas de Cassia fistula L. frente C. albicans y Aspergillus spp. (Panda et
al., 2010 y Qin et al., 2010). Ademas, los sesquiterpenos 5 y 7-hidroxicalameneno,
drimenol, drimenal, viridifloral y gimnomitrol extraidos de Bazzania trilobata L. S.F.
Gray son activofrente a Botrytis cinerea, Cladosporium cucumerinum Ellis & Arthur,
Phythophthora infestans, Pyricularia oryzae y Septoria tritici Desm. (Abad et al., 2007).
De modo similar, se ha determinado la actividad antifiingica de lactonas encontradas
en extractos etandlicos del epicarpio de Citrus aurantiifolia frente a Botrytis cinerea y

Monilia fructicola L.R. Batra (Duarte y Ramirez, 2013).
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Ademas, se ha evaluado el efecto de aceites esenciales empleando especies como: C.
limén frente a Aspergillus flavus Link, Fusarium spp. y A. niger, (Bejarano y Centeno
2009) asi como aceites extraidos de C. aurantium frente a A. niger (Sharma y Tripathi,
2008) y Geotrichum candidum Link (Verma et al., 2011). Los autores atribuyen las
propiedades de estas sustancias a la presencia de D-limoneno, linalol o citral, a
diferentes concentraciones (Alma et al., 2004) asi como a la presencia de otros
compuestos fendlicos en su constitucién (Veldhuizen et al., 2006).

En nuestro estudio, los resultados demuestran la potencialidad antifingica presente en
extractos hidroalcohdlicos obtenidos a partir de hojas de citricos naturalizados en
Cuba, frente a S. solani, lo que establece una alternativa viable para su empleo como

una estrategia de manejo agroecoldgico de este patdgeno.
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6. Conclusiones

1. Se determinaron como condiciones de extraccion de fenoles totales a partir de
hojas de C. aurantium, C. aurantium subf. sinensis, C. reticulata, C. aurantiifolia

y C. latifolia, tiempos de ultrasonido de 20min y no rotoevaporacion.

2. Los extractos de hojas de citricos evaluados, excepto el de C. aurantium en
etanol, mostraron porcentajes de inhibicién del crecimiento micelial de S. solani
de 100%.

3. Los extractos de hojas de citricos evaluados excepto el de C. aurantiifolia en
metanol, se consideraron promisorios siendo los extractos de C. reticulata en
metanol y C. aurantium en metanol los que mostraron mayores porcentajes de
inhibicion (100%).

4. Las antraquinonas fueron los compuestos quimicos del extracto que con mayor

frecuencia mostraron actividad antifangica.
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7. Recomendaciones

+ Realizar el experimentos in vivo con los extractos con mejores resultados en el

control de Stemphyllium solani en condiciones in vitro.

+« Caracterizar por técnicas de mayor resolucién y especificidad los extractos de

hojas de Citrus spp con actividad antifungica frente a S. solani.

+ Determinar la actividad antifingica in vitro de las fracciones puras de los

compuestos identificados con actividad antifungica.
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Anexos

Anexo 1: Compuestos quimicos y Rs identificados en extractos de hojas de C. aurantium var.
sinensis, C. aurantium, C. latifolia, C. aurantifolia y C. reticulata en etanol 70% (-et), metanol

70% (-met) y agua (-ac) con actividad antifiingica frente a S. solani.

Extracto Sistema de R¢ del Compuesto Actividad
fase movil compuesto identificado antifangica

C. aurantium var. BAW 0,14-0,39 Saponinas +
sinensis-et

+

0,9-1 Flavo 3,5 metoxilado y
cumarinas
0,3-0,7
0,68-0,1
APA 0,44-0,53 Antraquinonas
0,66-0,75

+ + + +

AMA 0,13-0,3 Antraquinonas
0,31-0,47
0,6-0,7
C. aurantium-et BAW 0,14-0,21 Saponinas
0,21-0,32
0,61-0,75
0,85-0,93
0,93-1
APA 0,16-0,25 Antraquinonas
0,28-0,44
0,47-0,53
AMA 0,07-0,47 Antraquinonas
0,5-0,6
0,6-0,7
0,87-0,9
C. latifolia-et BAW 0,18-0,57 Saponinas
0,64-0,82
0,89-0,96
1
APA 0,16-0,19
0,38-0,44
0,78-0,88
0,91-0,94
AMA 0,1-0,13
0,13-0,27
0,31-0,47
0,53-0,67
0,9-0,93 Antraquinonas
C. aurantifolia-et BAW 0,11-0,36
0,43-0,57
0,64-0,86
0,89-0,96
1
APA 0,13-0,16
0,16-0,25
0,31-0,38
0,47-0,53
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Extracto Sistema de R¢ del Compuesto Actividad
fase movil compuesto identificado antifungica

0,56-0,88
0,91-0,97
C. aurantifolia-et AMA 0,07-0,13
0,13-0,17
0,27-0,33
C. aurantifolia-et 0,47-0,53
0,87-0,93

C. reticulata-et BAW 0,11-0,36 Saponinas
0,43-0,54
0,57-0,64
0,71-0,82

0,86-1 Flavo 3,5 metoxilado y
cumarinas

+ 4+ + + + A+ + A+ + o+

1-1,4

APA 0,09-0,47 Antraquinonas
0,56-0,69

AMA 0,1-0,27 Antraquinonas
0,27-0,4
0,47-0,53
0,60-0,67
0,73-0,83
0,87-0,93

C. aurantium var. BAW 0,14-0,32 Saponinas
sinensis -met

+ + + + A+ + + + ++

+

0,42-0,46
0,5-0,68
0,711 Flavo 3,5 metoxilado y
cumarinas
APA 0,13-0,5 Antraquinonas
0,72-0,97
0,38-0,56
0,63-0,69
0,75-0,81
0,84-0,91
AMA 0,13-0,27
0,27-0,43
0,5-0,53
0,53-0,73
C. aurantium -met BAW 0,07-0,89 Saponinas
APA 0,38-0,56
0,63-0,69
0,75-0,81
0,84-0,91
AMA 0,07-0,67
0,73-0,87 Antraquinonas
C. latifolia -met BAW 0,07-0,18
0,21-0,25
0,36-0,43
0,64-0,82
APA 0,16-0,25 Antraquinonas
0,28-0,34
0,88-0,91
AMA 0,13-0,2
0,27-0,33
0,53-0,60
0,73-0,87
C. aurantifolia -met BAW 0,07-0,39 Saponinas
0,43-0,46

+ +
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Extracto Sistema de R¢ del Compuesto Actividad
fase movil compuesto identificado antifungica

0,5-0,57
0,68-0,71
C. aurantifolia -met 0,75-0,86
0,93-1 Saponinas
APA 0,25-0,38 Antraquinonas
C. aurantifolia -met 0,31-0,44
0,44-0,5
0,84
AMA 0,13-0,23
0,27-0,33
0,47-0,53
0,57-0,67
0,73-0,8
0,87-0,93 Antraquinonas
C. reticulata-met BAW 0,07-0,29 Saponinas
0,57-0,75
0,79-0,93 Flavo 3,5 metoxilado y
cumarinas
APA 0,13-0,44 Antraquinonas
0,5-0,3
0,69-0,81
0,94
AMA 0,1-0,23
0,27-0,47
0,5-0,67
0,73-0,8
C. aurantium var. BAW 0,21-0,5
sinensis-ac

+ + A+ A+ A+ o+

+ + + A+ + + 4+ o+

0,57-0,64
0,93-0,96
APA 0,06-0,28 Antraquinonas
0,31-0,38
0,44-0,53
0,56-0,69
0,84-0,94
AMA 0,07-0,31 Antraquinonas
0,37-0,67
0,73-0,93
C. aurantium-ac BAW 0,14-0,25
0,29-0,46
0,54-0,68
0,76-0,89
APA 0,13-0,5 Antraquinonas
0,59-0,69
AMA 0,13-0,31
0,31-0,47
0,47-0,67
0,73-0,87 Antraquinonas
C. latifolia-ac BAW 0,18-0,25 Antraquinonas
0,39-0,43
0,82-0,86
APA 0,09-0,19
0,19-0,28
0,38-0,44
0,5-0,56
0,62-0,75
0,88-0,94
AMA 0,13-0,23

e T A S T T T T T T T T TG e T s S S S S S A S S

()]
N



Extracto Sistema de R¢ del Compuesto Actividad
fase movil compuesto identificado antifungica

0,24-0,4
0,47- 0,77

C. latifolia-ac 0,87-0,93 Antraquinonas
C. aurantifolia-ac BAW 0,11-0,18 Antraquinonas
0,21-0,29 Antraquinonas

C. aurantifolia-ac 0,43-0,54

0,71-0,86

0,89-0,93

APA 0,09-0,13
0,25-0,44 Antraquinonas

0,5-0,56

0,63-0,66

AMA 0,13-0,23

0,24-0,4

0,47- 0,77
0,87-0,93 Antraquinonas

C. reticulata-ac BAW 0,07-0,18
APA 0,22-0,31 Antraquinonas

0,63-0,72

0,88-0,94

AMA 0,07-0,4

0,4-0,73

0,87-0,93

+
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