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RESUMEN

Colletotrichum gloeosporioides (Penz)
Penz. & Sacc,, es el agente causal de
la antracnosis, una enfermedad que
causa pérdidas considerables en la
produccion de frutos tropicales. El
objetivo de este estudio fue evaluar
extractos vegetales de plantas que
crecen comdnmente en el estado
de Puebla y que puedan inhibir a C
gloeosporioides. Extractos oleosos y

etandlicos de hojas de capulin (Pru-

nus serotina subsp. Capulf) nogal

(Juglans regia), pirul (Schinus mo-

lle), ruda (Ruta chalepensis) y ma-
rubio (Marrubium vulgare) fueron
obtenidos, y se determind la concen-
tracion minima inhibitoria (CMI), em-
pleando diferentes concentraciones
de extractos oleosos y etandlicos
(150 a 2000 mg L. Con los resulta-

dos obtenidos de la CMI se evalud
el crecimiento radial a concentra-
ciones menores y se ajustaron al
modelo de Gompertz modificado
para evaluar el crecimiento maximo
en la fase estacionaria, la fase lag y
la velocidad méxima de crecimien-
to. Tanto los extractos oleosos de
ruda (500 mg L) y capulin (750 mg
L"), como los extractos etandlicos
de ruda (150 mg L") y pirul (300 mg
L"), presentaron la mayor inhibicién
sobre C. gloeosporioides, afectan-
do significativamente (P< 0.05) las
variables crecimiento méximo y
velocidad de crecimiento radial
(en un 60 % de reduccién) del
fitopatdgeno.

PALABRAS CLAVE: Prunus
serotina subsp. Capuli, Schinus

GLOEOSPORIOIDES

molle, Ruta chalepensis, antimi-
crobianos de origen natural.

ABSTRACT

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc. is the causal agent
of anthracnose, a fungal disease
that causes considerable losses in
postharvest of tropical fruits pro-
duction. The aim of this study was
to evaluate plant extracts that com-
monly grow in the State of Puebla,
which caninhibit. C. gloeosporioides.
and ethanol extracts from the leaves
of capulin (Prunus serotina subsp.
Capul, nogal (Juglans regia), pirul
(Schinus molle), ruda (Rufa chale-
pensis) and marubio (Marrubium
vulgare) leaves were obtained. Mini-
mum inhibitory concentration (MIC)
was determined using different

concentrations of the extracts (150
to 2000 mg L). Radial growth was
evaluated with concentrations be-
low the MIC values; data were fitted
to the modified Gompertz model
to evaluate maximum growth in
the stationary phase, the lag pha-
se and the maximum growth rate.
Chloroform extracts of ruda (500
mg L"), capulin (750 mg L") and
ethanol extracts of ruda (150 mg
L1) and pirul (300 mg L") showed an
antifungal effect on C. gloeospo-
rioides, significantly affecting (P<
0.05) maximum growth and radial
growth rate of the phytopathogen
fungi (60 % of growth inhibition).

KEYWORDS: Prunus serotina
subsp. Capuli; Schinus molle, Ruta
chalepensis, natural antimicrobials.



INTRODUCCION

La antracnosis causada por Colle-
totrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc., es una de las en-
fermedades que afecta a frutos
de importancia comercial, sobre
todo en regiones con temperatu-
ras y humedades relativas eleva-
das. Generalmente se presenta en
todas las etapas fenoldgicas del
cultivo, y causa pérdidas consi-
derables en la produccién, pre-
cosecha y postcosecha de frutos
tropicales como mango y papa-
ya. En México esta enfermedad
se encuentra diseminada en las
entidades federativas donde se
producen frutas tropicales y sub-
tropicales, con ataques destructi-
vos en la floracién, fructificacion
y postcosecha.

El patdgeno afecta hojas,
ramas, inflorescencias y frutos,
ocasionando severos dafios que
demeritan la calidad externa e
interna de los frutos en cosecha
y poscosecha, lo que causa pér-
dida de valor comercial y menor
rendimiento por unidad de super-
ficie. La enfermedad inicia con
manchas pequefias y redondas,
torndndose acuosas y de color
oscuro cuando estd en estado
avanzado. Ademds de provocar
dafio superficial, la lesion tam-
bién penetra en el fruto deterio-
rando la pulpa, provocando que
los frutos se pudran totalmente
y se desprendan de la planta con
facilidad (Suzuki y col., 2010; Intra
y col., 201).

Comlnmente el control de la
antracnosis se lleva a cabo me-
diante la aplicacién de compues-
tos quimicos como el proclorax,
oxicloruro de cobre, captan, orto-
cida, carbendazina, clorotalonil y
la combinacidn de sulfato cdprico
y cal hidratada, cuya aplicacién
repetitiva ha generado resisten-
cia por el patégeno (Huerta y col.,
2009; Bobbarala y col., 2009).

Como una alternativa a esta

Avila-Sosa y col. (2013). Extractos naturales contra antracnosis.

problematica, desde hace tiempo
se sabe que las plantas producen
compuestos antimicrobianos que
pueden estar presentes en dife-
rentes drganos, es decir, semillas,
hojas, flores, etc., que se pueden
usar para controlar enfermeda-
des en productos hortofruticolas.
En este contexto, extractos de
plantas de las familias botani-
cas Sapotaceae (Achras sapota,
Chrysophyllum cainito y Pouteria
sapota), Fabaceae (Pachyrrizus
erosus), leguminosas (Phythece-
llobium dulce), solandceas (Ces-
trum nocturnum) y Verbenaceae
(Lantana camara) proporcionaron
una serie de productos derivados
(flavonoides, fenoles, terpenos,
aceites esenciales, alcaloides,
lectinas y polipéptidos), que han
mostrado un efecto antimicrobia-
no en diversas enfermedades fun-
gicas de frutos como C. gloeospo-
rioides, Rhizopus spp., Aspergillus
spp. y Mucor spp. (Bautista-Bafios
y col., 2002; 2008,. Barrera-Necha
y col., 2003, 2004; Chukwuemeka
y Anthonia, 2010). En los Gltimos
afos se han reportado alrededor
de 40 especies de plantas dife-
rentes para controlar C. gloeos-
porioides (Herndndez-Albiter
col., 2005, 2007, Barrera y col.,
2008; Bluma y col., 2008; Brand y
col., 2010; Avila-Sosa y col., 2011).
Por tanto, el objetivo de este es-
tudio fue el de evaluar extractos
vegetales de plantas que crecen
en el estado de Puebla como in-
hibidores del agente causal de la
antracnosis.

MATERIAL Y METODOS

Material bioldgico

Hojas de capulin (Prunus seroti-
na subsp. Capuli), nogal (Juglans
regia), pirul (Schinus molle), ruda
(Ruta chalepensis) y marubio
(Marrubium vulgare) fueron re-
colectactadas en la poblacion de
Santa Maria Nenetzintla, Puebla,
México. La identificacion taxond-

mica se realizd en el Herbario y
Jardin Botanico de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla
(BUAP), las muestras fueron se-
cadas a temperatura ambiente
(20 = 5 °C) y se molieron utili-
zando una licuadora (Osterizer
blender 4655-13, México, D.F.), el
polvo resultante se guardd en
frascos de vidrio en un lugar seco
a temperatura ambiente.

Obtencidn de extractos

Los extractos oleosos se obtu-
vieron mediante extraccion en
Soxhlet. Se colocaron en la parte
media del cuerpo extractor del
sistema, cartuchos de papel filtro
(Whatman no. 2) con aproxima-
damente 16 ¢ de hojas molidas,
se usé cloroformo como solven-
te (Aldrich Chemical Co. México,
D.F); y se realizé una extraccion
continua por 2 h; para separar el
solvente del extracto se realizd
una destilacién simple en rotava-
por (Yamato RE200, Santa Clara,
CA. USA) a 65 °C (Avila-Sosa y
col., 201). Para los extractos eta-
nélicos, se colocaron en un frasco
de vidrio estéril con tapa 5 ¢ de
hojas molidas y 25 mL de alcohol
etilico absoluto (Aldrich Chemical
Co. México, D.F), el frasco se ce-
rré, se agité mecanicamente has-
ta humedecer completamente el
polvo de hojas y se guardd en un
lugar limpio y seco, permanecien-
do en reposo 24 h, a temperatura
ambiente (20 + 5 °C); después la
mezcla se filtrd y se separé el sol-
vente con un rotavapor (Yenjita y
col., 2010).

Aislamiento e identificacion de

Colletotrichum gloeosporioides

C. gloeosporioides fue aislado
segln lo reportado por Peraza y
col. (2005) a partir de papayas
(Carica papaya L.) con sintomas
claros de antracnosis. Se
limpié con hipoclorito de sodio
(Aldrich  Chemical Co. México,

D.F.) el contorno del &rea con las
caracteristicas de la infeccién,
y se realizé un raspado con asa
estéril, después se inoculd en
Papa Dextrosa Agar (PDA) (Merk,
México,D.F.)y seincubba28+2°C
por 12 dias, hasta observar que la
muestra presentara un desarrollo
completo en las cajas. Las
colonias con mayor coincidencia
morfolégica a la reportada en la
bibliografia fueron seleccionadas
para un microcultivo. Finalmente
se realiz6 la observacion
microscépica (Zeiss Primo Star,
Gottingen, Alemania) con azul de
lactofenol (Merk, México, D.F.).

Evaluacion de la CMI y ensayo
antifdngico

Para determinar la CMI se utilizaron
placas de PDA a las que se agrega-
ron diferentes concentraciones de
los extractos oleosos y etandlicos
(150, 300, 450, 600, 750, 900, 1200,
1500, 1800 y 2000 mg L 7). Se utili-
zaron testigos del crecimiento del
hongo con PDA, PDA + cloroformo y
PDA +etanol. Cada placa fue inocula-
da con un asa que contenfa esporas
del hongo en el centro de la misma
y se incubaron a 18 + 2 °C en estufa
de cultivo (BG E-41, México, D.F.) por 11
dias, tiempo en el que se observé un
crecimiento completo sobre la placa
control de PDA. Se determind la CMI
con la ausencia de crecimiento del
hongo (Voda'y col., 2008).

Para el ensayo antiflngico se
hizo crecer el hongo por 7 dias
en PDA, posteriormente se ver-
tieron 10 mL de agua destilada
y se rasp6 con asa estéril hasta
recuperar una suspension de es-
poras, las cuales se cuantificaron
con un hemocitémetro (Sigma
Bright-Line, Kansas City, KA USA)
y microscopio (Zeiss Primo Star,
Gottinghen, Alemania) para de-
terminar el nimero de esporas
por mL. Se prepararon placas de
PDA con los extractos usando
concentraciones inferiores a las



minimas inhibitorias determina-
das y en el centro de las mismas
se colocaron 20 uL de una solu-
cion de esporas a una concentra-
cion aproximada de 107 esporas
mL1, se incubaron a 18 + 2 °C por
11 dfas. El crecimiento radial se
midid cada 24 h hasta que las pla-
cas control de PDA presentaron
un crecimiento completo (Ortiz y
col., 2006). Todos los ensayos se
realizaron por cuadruplicado.

Analisis de datos y modelizacion:
Debido a que las curvas de creci-
miento en el ensayo antiflingico
presentaron un comportamiento
no lineal los datos fueron ajus-
tados a la ecuacién de Gompertz
modificada:

In (g—j) = Aexp (—exp(Upg, xe JA) A - 1) +1)

donde D, es el didmetro en cm al
tiempo cero, D, es el didmetro de
la colonia a un tiempo £ A es el
crecimiento maximo del hongo en
la fase estacionaria (cm), A es la
fase lag del hongo (dias), vmax
es la velocidad maxima de creci-
miento (cm d), y e=In? (1) (Char

Crecimiento de C.
gloeosporioides () en presencia
de cloroformo (e) y los extractos
oleosos deruda (500 mg L-1)y
capulin ( 750 mg L-1)durante
1r dias.

Figure 7. Growth curves of

C. gloeosporioides @)with
chloroform (e) and chloroform
extracts of ruda (w500 mg L-1) and
capulin (a 750mg L-1) for 11 days.
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y col., 2007). Los datos obtenidos
fueron analizados mediante un
analisis de varianza con un nivel
de confianza del 95 %, para el
andlisis de medias se utilizé la
prueba de Tukey con ayuda del
programa Minitab 14 (Minitab Inc.
Minneapolis MIN, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las CMI en las que se observo
una inhibicién visible sobre el
crecimiento in vitro de C. gloeos-
porioides, fueron diferentes para
los extractos oleosos y etandlicos
de cada especie. Como se obser-
va en la Tabla 1, se experimentd
hasta una concentracion méxima
de 2000 mg L, en donde los ex-
tractos oleosos y etandlicos de
marubio y el extracto oleoso de
nogal no mostraron efecto inhibi-
torio. Los que presentaron la CMI
mds baja fueron los extractos eta-
nélicos de ruda (150 mg L") y pirul
(300 mg L-1), estas concentracio-
nes son menores a las reportadas
por Avila-Sosa y col. (2011), quie-
nes utilizaron extractos etandli-
cos de orégano mexicano, jarilla
y pericén con una CMI de 400 mg

In (Dy/Dy)

Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de los extractos
etanolicos y oleosos de capulin (Prunus serotinasubsp. Capuli),
nogal (Juglans regia), pirul (Schinus molle), ruda (Ruta chalepensis)
ymarrubio (Marrubium vulgare) sobre la inhibicion de C.

gloeosporioides.

Table 1. Minimum inhibitory concentrations (MIC) of ethanolic and
chloroform extracts of capulin (Prunus serotinasubsp. Capuli), nogal
(Juglans regia), pirul (Schinus molle), ruda (Ruta chalepensis), and
marrubio (Marrubium vulgare) on C. gloeosporioides inhibition.

CMI (mg L")

PLANTA EXTRACTOS ETANOLICOS EXTRACTOS OLEOSOS
Capulin 1800 750

Nogal 1800 Q]

Pirul 300 1200

Ruda 150 500
Marrubio ) )

(-) No present6 CMI a concentracién méxima de 2000 mg L.

L', evidenciando con esto que las
especies de ruday pirul presenta-
ron un mayor efecto inhibitorio a
una menor concentracion.

Ensayo antiflingico y modeliza-
cién del crecimiento radial

El crecimiento de C. gloeosporiol-
desse vio afectado de manera di-
ferente para los extractos oleosos

y etandlicos de cada especie. De
acuerdo con la Figura 1, se obser-
va que la fase de adaptacion en
el extracto oleoso de ruda es mas
alargada que en los testigos y en
el extracto de capulin, las fases
exponenciales para el control
sin extracto y sin cloroformo son
similares, lo que demuestra que
el uso del cloroformo como sol-

Tiempo (Dias)



vente de extraccién no afecta a
C. gloeosporioides. La fase expo-
nencial que presenta C. gloeospo-
rioides en los extractos oleosos
se ve afectada por la concentra-
cién de los extractos de capulin
y ruda presentes en el medio de
cultivo generando una disminu-
cion en el crecimiento radial. Con
respecto a los extractos etandli-
oS se observa en las curvas de
crecimiento (Figura 2) que la fase
lag y la fase exponencial se ven
modificadas en los extractos de
pirul y ruda; se presenta un efec-
to fungistatico por parte de los
extractos, ya que retrasa la adap-
tacion y el crecimiento normal de
C. gloeosporioides al medio de
cultivo; el extracto etandlico de
ruda posee principios activos que
provocan que el hongo necesite
més tiempo de adaptacion dismi-
nuyendo el crecimiento exponen-
cial.

Al realizar la modelizacién
matemética de las curvas de
crecimiento radial (Tabla 2) con
la ecuacion de Gompertz, éstas
mostraron un coeficiente de co-
rrelacion promedio de 0.9853 +

Figura 2. IS

Crecimiento de C.
gloeosporioides () en
presencia de etanol () y los
extractos etanolicos de pirul
(¢300mgL-1) yruda (» 150 mg
L-1)durante 11 dias.

Figure 2. Growth curves of

C. gloeosporioides (@) with
ethanol (@) and ethanolic
extracts of pirul (#300 mg L-1)
andruda (az 150 mg L-1) for 11
days.

Navarro-Cruz y col. (2013). Evaluacion de la distribucion de Weibull.

0.034, lo que confirma un ade-
cuado ajuste del modelo mate-
mético. La obtencidn de las varia-
bles bioldgicas derivadas de esta
ecuacion sirven para describir el
efecto del desarrollo de C. gloeos-
porifoides (Figura 2) en ausencia
y presencia de los extractos con
actividad antifdngica, y confir-
man lo visto en las cinéticas de
crecimiento. Existen diferencias
significativas (P< 0.05) para los
valores de crecimiento maximo
(A) y velocidad maxima de creci-
miento (vmax) entre los extrac-
tos etandlicos de capulin, nogal,
pirul y ruda, el extracto oleoso
de ruda y los testigos, siendo
los extractos de ruda los que
presentan la mayor actividad an-
tifingica (150 mg L"). En general
a concentraciones menores a las
CMI de los extractos disminuye la
velocidad de crecimiento de C.
gloeosporioides, 1o que sugiere
que los principios activos acttan
como compuestos toxicos que
afectan a las células y provocan
su disminucion en el crecimiento
radial. No hubo diferencias signi-
ficativas (P< 0.05) para los valor-

In (Dy/Dy)

Valores de Ia ecuacion de Gompertzi (media+ desviacion estindar)
para los extractos etanolicos y oleosos de capulin (Prunus serotina
subsp. Capuli), nogal (Juglans regia), pirul (Schinus molle) y ruda
(Ruta chalepensis) sobre Ia inhibicion de C. gloeosporioides.

Table 2. Gompertz T ‘parameters (mean + standard deviation) for
ethanolic and chloroform extracts of capulin (Prunus serotina subsp.
Capuli), nogal (Juglans regia), pirul (Schinus molle) y ruda (Ruta
chalepensis) on C. gloeosporioides inhibition.

A
Crecimiento
Maximo

EXTRACTOS OLEOSOS

vmax (cm d -')
Velocidad de
Crecimiento

A (d)
Fase lag

Testigo 6.21 £ 0.56° 0.59 +0.03° 2.42 +0.02
Testigo + . ; \
Cloroformo 4.85 =015 0.62 + 0.03 2.82 + 0.24
Pirul . .
1200 mg L 5.27+0.39 0.42 + 0.02° 2.02 +0.29
Capulin . .
750 mg L' 6.23+0.83 0.43 + 0,020 278 + 0.40
Ruda 3M+073° 0.37 + 0.04° 2.69 + 032
500 mg L 11+07 137 + 0,04 69 + 0,
EXTRACTOS ETANOLICOS

Testigo 6.21 £ 0.56° 0.59 + 0.0% 2.42 +0.02
Testigo + . ; ,
Etanol 1.25+1.89 0.59+0.00 2.82 + 079
Capulin , .
1800 mg L 5.20 +0.15° 0.68 + 0.07 2.30 + 0.09
Nogal .
1800 mg L 525+ 021 0.48 +0.032 2.67 £0.35
Pirul , .
300 mg L 5.58 + 0.43° 0.56 + 0.08 2.48 +0.22
Ruda . .
150 mg L 311039 0.32 + 003" 273+ 0.05

ab.cMedias con distinta letra en columnas para cada tipo de extracto son estadisticamente
diferentes (Tukey P<0.05).

Tiempo (Dias)

10 12




es de fase lag (A) entre los extrac-
tos y los testigos.

Tanto Lopez-Malo y col. (2005)
como Helal y col. (2007) coinciden
en afirmar que los antimicrobia-
nos de origen natural provocan
en mohos dafios irreversibles en
paredes, membranas y organelos
celulares, polarizando el poten-
cial de membrana vy alterando la
doble capa lipidica provocando
un mayor flujo de electrones en
la misma y alterando su homeos-
tésis. Sangeetha y col. (2013) afir-
man que la mayorfa de extractos
derivados de plantas contienen
una alta concentraciéon de com-
puestos fendlicos que son capa-
ces de reducir la velocidad de
crecimiento del patégeno afec-
tando a los sitios activos de las
enzimas y el metabolismo celular.
De Costa y Gunawardhana (2012) y
Sellamuthua y col. (2013) reportan
que los componentes de diversos
extractos derivados de plantas
mostraron una capacidad de au-
mentar la capacidad antioxidante
y la capacidad de absorcién de
oxigeno en los tejidos vegetales,
incluyendo en los sistemas en-
zimdticos y no enzimaticos. La
influencia de estos componentes
puede causar un gran impacto
en la mejora de la resistencia de
los tejidos de las plantas frente a
patdgenos y reducir el deterioro
fisioldgico (Tzortzakis, 2010; Mag-
boola y col., 2012; Shiy col., 2012).

Los resultados presentes
muestran valores similares de
inhibicion de C. gloeosporioides
utilizando diferentes extractos
de plantas a los obtenidos por
Avila-Sosa y col. (2011), quienes
encontraron efectos similares con
extractos etandlicos y oleosos de
pericon (Tagetes lucida), jarilla
(Baccharis salicifolid) y orégano
(Lippia berlandieri var. Scanner).

CienciaUAT. 7(2): 6-11 (Ene-Jun 2013). ISSN 2007-7521

Bolivar y col. (2009) lograron inhi-
bir C. gloeosporioides con extrac-
tos de rabo de alacran (Heliotro-
pium indicum) a concentraciones
superiores a 2000 mg L' sélo que
utilizaron la técnica de papel im-
pregnado, y Guerrero y col. (2007)
reportaron la inhibicién de C
gloeosporioides con extractos de
la planta conocida como hojasén
(Flourensia cernua) a 500 mg L,
y demostraron un mayor efecto
fungicida al usar una mezcla de
metanol-cloroformo, encontrando
un porcentaje de inhibicién mice-
lial a concentracion de 4000 mg
L* Bafios y col. (2004) utilizaron
concentraciones similares a las
de este trabajo con extractos de
ajo (Allium sativum), hierba santa
(Piper auritum) y eucalipto (£u-
calyptus globulus) para inhibir
C. gloeosporioides. Otros estu-
dios como el de Hernandez y col.
(2007), encontraron reducciones
significativas sobre el crecimiento
micelial de C. gloeosporioides de
extractos acuosos de ajo (Allium
sativum L.), acuyo (Piper auritum
HBK.), quayaba (Psidium guajava
L.) y eucalipto blanco (Eucalyptus
globulus Labill.), evidenciando un
efecto fungistdtico electivo que
dependid de la especie de la plan-
ta y del patdgeno.

CONCLUSIONES

Los extractos de ruda (Rufa
chalepensis), — pirul  (Schinus
molle) y capulin (Prunus serotina
subsp.  Capul)) presentan, en
condiciones in vitro, la mayor
inhibicion del crecimiento radial
sobre C. gloeosporioides. Todos los
extractos con actividad antiflngica
a concentraciones inferiores a la
concentracion minima inhibitoria
afectan tanto el crecimiento
méaximo como la velocidad de
crecimiento radial. Este estudio
contribuye al conocimiento de
este tipo de plantas que crecen
en el Estadoide Puebla y que se
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