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RESUMEN: Phytophthora sp. y Rhizoctonia sp. son patdgenos de relevancia
agrondmica debido a su capacidad de causar dafios en diferentes etapas del ciclo
productivo de las plantas. Por lo que se ha motivado a la busqueda de alternativas
sostenibles para su manejo. El objetivo del presente trabajo consistié en la obtencion de
extractos de las plantas medicinales Cyathea divergens, Bocconia frutescens y
Cnidoscolus multilobus y su uso en el control de los agentes causales de damping off
Phytopthora sp. y Rhizoctonia sp. Para esto se prepararon extractos etanolicos y se
realizd una caracterizacion fitoquimica parcial para determinar la presencia de
metabolitos de interés, posteriormente se determind el porcentaje de inhibicion de
crecimiento micelial (% ICP) mediante la prueba de medio envenenado utilizando una
concentracion de 10,000 ppm teniendo como control los medios con etanol para
descartar el efecto inhibitorio del solvente. Para ambos patogenos el mayor % ICP fue el
de B. frutescens con un 82% para Phytophthora sp. y un 53% para Rhizoctonia sp. en
ambos casos el concentrado con menor %ICP lo presentd C. divergens. Por lo que el
estudio mostro la efectividad antifiingica estadisticamente representativa (p < 0.05) de
las plantas estudiadas de la Sierra Norte de Puebla, sugiriendo su uso para futuras
investigaciones.

Palabras clave: biocontrol, biofumigante, Bocconia frutescens.

ABSTRACT: Phytophthora sp. and Rhizoctonia sp. are pathogens of agronomic
relevance due to their ability to cause damage at different stages of the productive cycle
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of plants. Therefore, the search for sustainable alternatives for its management has been
motivated. The objective of the present work was to obtain extracts from the medicinal plants
Cyathea divergens, Bocconia frutescens and Cnidoscolus multilobus and their use in the control
of the causal agents of damping off Phytopthora sp. and Rhizoctonia sp. For this, ethanolic
extracts were prepared and a partial phytochemical characterization was carried out to determine
the presence of metabolites of interest. Subsequently, the percentage of inhibition of mycelial
growth (% ICP) was determined by means of the poisoned medium test using a concentration of
10, 000 ppm having as a control the media with ethanol to rule out the inhibitory effect of the
solvent. For both pathogens, the highest % ICP was that of B. frutescens with 82% for
Phytophthora sp. and 53% for Rhizoctonia sp. In both cases, the concentrate with the lowest %
ICP was presented by C. divergens Therefore, the study showed the statistically representative
antifungal effectiveness (p < 0.05) of the studied plants from the Sierra Norte de Puebla,
suggesting its use for future research.

Key words: biocontrol, biofumigants, Bocconia frutescens.

INTRODUCCION

Los patdgenos como Phytophthora sp. y Rhizoctonia sp. son agentes causales de ahorcamiento
del tallo o damping off y desempefan un papel importante en la patologia vegetal, sirviendo como
modelo de estudio para el manejo de enfermedades que causen perdidas en todas las etapas del
cultivo y que representan una amenaza a nivel mundial ya que su capacidad para causar dafios en
diferentes etapas del ciclo de vida de las plantas es evidente. Aunque los sintomas de ambas
enfermedades normalmente son mas notorias en etapa de emergencia y en plantula también
pueden causar pudriciones de raiz, tallos, amarillamientos en hojas, marchitamientos y finalmente
la muerte de la planta, (Giachero et al., 2022).

Aunque el uso de agroquimicos ha sido la alternativa tradicional para el manejo para el manejo
de estos fitopatogenos, la tendencia actual apunta a alternativas mas sostenibles, como el uso de
productos bioldgicos (Akber et al., 2023), y el uso de metabolitos secundarios extraidos de
plantas. En este sentido las plantas medicinales destacan por tener propiedades con efectos
beneficiosos para la salud humana o animal. Estas se han utilizado desde tiempos ancestrales por
diversas culturas y pueblos que poseen un amplio conocimiento de sus propiedades y usos. Sin
embargo, sus aplicaciones se extienden mas allad de las terapéuticas ya que sus usos en otras
industrias como la agricola han sido documentados. Algunas de estas aplicaciones incluyen el
uso de concentrados de plantas para formular biopeliculas que mejoran la vida post cosecha de
frutas, también como biofumigante, como agentes naturales que controlan plagas en los cultivos
sin afectar al medio ambiente ni a la salud humana (Castresan et al., 2013; Moreno Paredes &
Cedefio Luzardo, 2021).

En el estado de Puebla, México, la gran diversidad de especies de plantas medicinales que se
distribuyen en diferentes regiones y ecosistemas ha sido documentada (Rodriguez Landa-
Guerrero et al., 2020), para algunas de estas plantas se han encontrado usos que van desde la
industria alimenticia hasta la farmacéutica. Ejemplos destacables incluyen a Cyathea divergens
y otras ciataiceas que han sido investigadas por sus propiedades antinflamatorias y
antimicrobianas, también se han estudiado debido a su contenido de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante (Chaparro-Hernandez et al., 2022; Nath et al., 2019), Bocconia frutescens
de la cual se conocen sus usos para combatir algunas enfermedades en plantas, tener efectos
insecticidas, ademas de que contener una alta concentracion de compuestos fenolicos y capacidad
antioxidante (Lopez-Guzman, 2018; Montes R. et al, 2013; Yu et al., 2014a), Cnidoscolus
multilobus y otras plantas del mismo género de la cuales se existen amplios estudios de su uso
potencial farmacologico y nutricional (De Oliveira-Junior et al.,, 2018; Lyons et al., 2020;
Padilla-Camberos ef al., 2021).

A pesar de este conocimiento, ain existe una brecha significativa en la literatura cientifica en
cuanto a la descripcion y caracterizacion los efectos antifiingicos de las plantas anteriormente
mencionadas especialmente frente a los patégenos Phytophthora sp. y Rhizoctonia sp. En este
contexto la presente investigacion ha tenido como objetivo la obtencion de extractos etandlicos a
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partir de las plantas medicinales Cyathea divergens, Bocconia frutescens y Cnidoscolus
multilobus y su uso en el control de los agentes causales de damping off Phytopthora sp. y
Rhizoctonia sp.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion y obtencion de las plantas

Las plantas Cyathea divergens, Bocconia frutescens y Cnidoscolus multilobus se seleccionaron
en base a literatura consultada y el conocimiento de los pobladores de la region en sus usos
medicinales. Fueron identificadas taxondmicamente mediante la aplicacion en linea Plants of the
world online (POWOQO) ademas de ser registradas en el herbario de la Universidad Interserrana del
Estado de Puebla Ahuacatldn con los nimeros de Voucher 0041, 0042 y 0043 a cargo de la
ingenieria en biotecnologia, también se corroboraron sus usos en el libro “Catalogo de plantas
utiles de la Sierra Norte de Puebla, México” (Alfaro et al., 1995). Las plantas seleccionadas
fueron obtenidas en tres distintas colectas en la sierra norte de Puebla siendo el municipio
Tepango de Rodriguez (20°00'10"N 97°47'49"0) el mas cercano a las colectas, el 24 de febrero
se colectaron partes de tallo cortando hasta la mitad sin derribar la planta de C. divergens, el 27
de febrero se colectaron hojas jovenes con un largo de 30 a 35 cm y un ancho de 20 a 25 cm de
B. frutescen, finalmente, el 4 de abril de 2023 se colecto raiz de C. multilobus, las muestras se
tomaron segun el uso comiin que tienen las partes de la planta, se mantuvieron en bolsas plasticas
perforadas y en hielera hasta su procesamiento.

Las cepas de Phytophthora sp. y Rhizoctonia sp., fueron donadas por el Centro de Desarrollo de
Productos Biodticos del Instituto politécnico nacional y fueron identificadas y corroboradas hasta
género morfologicamente. Para reactivarlas se dispusieron discos de 5 mm de didmetro en medios
PDA (Difco™) y EMA (Difco™) ambos adquiridos de AVANTOR PERFORMANCE
MATERIALS MX.

Preparacion de los extractos etanélicos

Los extractos evaluados fueron producidos en las instalaciones del laboratorio de microbiologia
de la Universidad Interserrana del Estado de Puebla. Se utiliz6 el método descrito Benitez-Benitez
et al., (2020) con modificaciones en los tiempos de maceracion; las muestras colectadas se
lavaron con agua corriente durante dos minutos y posteriormente se sumergieron en hipoclorito
de sodio al 1% durante cuatro minutos, seguido de un lavado con abundante agua destilada para
retirar el exceso de hipoclorito y secados a la sombra por 24 h. Para obtener el concentrado
etandlico se tomod una muestra de 100 g de material vegetal por cada 400 mL de etanol al 96%, y
se mezclaron matraces Erlenmeyer, las mezclas se mantuvieron en etanol durante dos semanas
para posteriormente ser filtrada en papel filtro Whatman No.1. El concentrado se transfiri6 a
frascos ambar y refriger6 a 4 °C para su posterior utilizacion.

Analisis fitoquimico de los concentrados

Se llevo a cabo una caracterizacion fitoquimica parcial con el fin de identificar las posibles
familias de compuestos fitoquimicos presentes que podrian estar contribuyendo a la actividad de
inhibicion del crecimiento de los hongos, en caso de que esta se presente. Se utilizaron diversas
técnicas cualitativas, las cuales se describen de manera concisa en el manual de practicas de
farmacognosia de la Universidad Veracruzana (Rodriguez Landa et al., 2020) brevemente a
continuacion:

Determinacion de alcaloides (Dragendortf)

Para preparar el reactivo de Dragendorff, se combinaron 8 g de nitrato de bismuto con 20 mL de
acido nitrico al 30%, junto con una solucion de 27.2 g de yoduro de potasio en 50 mL de agua.
La mezcla se dejo reposar durante 24 h, se decantd en un matraz y se aforé a 100 mL. Para el
desarrollo de la técnica, se colocaron 3 gotas del extracto en un tubo de ensayo y se anadieron 3
gotas del reactivo. La formacion de precipitados naranja-marron indica la presencia de alcaloides.
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Determinacion de flavonoides (Shinoda)

En un tubo de ensayo, se dispusieron 3 gotas del extracto junto con un trozo de cinta de magnesio
de 0.5 cm? y se agregaron 4 gotas de HCI concentrado, todo bajo la campana de extraccion. Se
considera positivo para flavonas, flavonoides o flavonoles si la coloracion cambia hacia tonos
naranja, rojo o rojo azulado.

Determinacion de saponinas (Test afrosimétrico)

Se colocaron 3 mL del concentrado en un tubo de ensayo, al cual se le afladieron 5 mL de agua
destilada. La mezcla fue calentada a ebullicion en bafio maria durante 2 min y se agitd
vigorosamente. Se evalud la aparicion de espuma persistente, la persistencia en minutos de la
espuma se califica con cruces: 5-20 min (+ poco persistente), entre 20-25 min como (++
medianamente persistente), y mas de 30 min como (+++ altamente persistente).

Determinacion de Glucésidos cardiotonicos (terpenoides y esteroides) (Liberman-Burchard)
En un tubo de ensayo se depositaron 5 gotas del extracto, seguido de la adicion de 0.5 mL de
anhidrido acético y 0.5 mL de cloroformo. La mezcla fue enfriada a 0 °C, y posteriormente se
agregaron 2 gotas de acido sulfurico. La aparicion de un color azul, que luego transita hacia el
naranja antes de transformarse en verde, indica un resultado positivo.

Determinacion de cumarinas (Baljet)

Se preparo la Solucion A mediante la disolucion de 4cido picrico al 1% en etanol, mientras que
la Solucion B se obtuvo al disolver hidroxido de sodio al 10 % en agua destilada. Para la prueba,
se afiadieron 4 gotas del concentrado y 3 gotas de una solucién preparada combinando
equitativamente las Soluciones A y B (1:1). Un cambio de color hacia tonos naranja o rojo oscuro
se considera positivo para la presencia de cumarinas.

Evaluacion del porcentaje de inhibicion de crecimiento de los hongos con los extractos

Se evaluaron los tres extractos antes mencionados, sobre Phytopthora sp. y Rhizoctonia sp.
utilizando la técnica de cultivo envenenado considerando una concentracion de 10, 000 ppm de
cada extracto, como control se utilizaron medios con etanol de 96% a 10, 000 ppm para descartar
el solvente como posible inhibidor de crecimiento de los patégenos. Se utilizaron dos medios de
cultivo EMA y PDA en placas de 60 mm de diametro. Los hongos aislados en los respectivos
medios de cultivo con 10 dias de maduracion se resembraron utilizando un sacabocados de 5 mm
de diametro y colocandolos en la orilla de la placa. Las placas fueron selladas y colocadas de
manera invertida y se incubaron a 26 + 2 °C. El crecimiento radial de los hongos fue medido cada
24 h con un vernier digital de la marca Truper ® tomando en cuenta el maximo de crecimiento
de 96 h para Rhizoctonia sp. y 140 h para Phytophthora sp. tiempo que llevo a los controles para
colonizar el 100% de la caja Petri.

El porcentaje de inhibicion de crecimiento del patdgeno fue calculado por la formula descrita por
Arce-Araya et al. (2019) la cual se describe en la ecuacion 1:

Ecuacion 1: Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial (% ICP)

(Crecimiento radial sin extracto — crecimietno radial con extracto )
% ICP = T — « 100
crecimiento radial sin extracto

Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizo tres replicas por cada uno de las combinaciones y se utilizo un disefio completamente
al azar (DCA) con un ANOVA de un factor para determinar el efecto del tratamiento (Medio +
extracto) y se realiz6 una prueba de comparaciones multiples de Tukey para determinar las
diferencias entre los tratamientos (p < 0.05). Los datos fueron analizados con el programa
estadistico Microsoft Excel LTSC Profesional Plus 2021 con licencia corporativa de la
Universidad Interserrana del Estado de Puebla Ahuacatlan.
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RESULTADOS

El perfil fitoquimico realizado se describe en la fabla I en donde se observd presencia de
flavonoides, siendo estos junto a esteroles los unicos compuestos que se presentaron en las tres
plantas de manera similar. Por otra parte, destacé la ausencia de alcaloides en C. divergens siendo
positivos estos compuestos para las otras plantas. Asimismo, la ausencia de triterpenos en C.
multilobous fue evidente. Finalmente, solo en B. frutescens se observo la ausencia de cumarinas.

Tabla 1. Compuestos fitoquimicos de los extractos etandlicos de C. divergens, B. frutescens, C. multilobus
colectados en la Sierra Norte de Puebla
Table 1. Phytochemical compounds of the ethanolic extracts of C. divergens, B. frutescens, C. multilobus collected
in the Sierra Norte of Puebla

Triterpenos y Coumarinas

Plantas  Alcaloides Saponinas Flavonoides . Esteroles
esteroides
C. multilobus + +++ + - + +
C. divergens - + + + + +
B. frutescens + + + + - +

Para saponinas + poco persistente, + + medianamente persistente y + + + altamente persistente, para
el resto de los de las pruebas + presencia y — ausencia del grupo de los compuestos fitoquimicos.

Los efectos inhibitorios de los concentrados se detallan en la tabla 2, para Phytophthora sp. el
extracto B. frutescens presentd el mayor ICP con un 82% de inhibicién del patéogeno en ambos
medios de cultivo, en comparacion con el menor efecto inhibitorio que fue C. multilobus en el
medio de cultivo EMA con un ICP de 70%, el resto de las combinaciones se mantuvieron con
porcentajes menores al antes mencionado. Para Rhizoctonia sp. el efecto de B. frutescens
nuevamente fue el que mayor ICP presentd con 51% para el medio PDA y 53% para el medio
EMA, por otra parte, los concentrados que tuvieron menor ICP para este patogeno fueron los de
la planta Cyathea divergens 33% para el medio EMA y 15% de inhibicion en PDA.

Tabla 2. Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de los concentrados de plantas de C. divergens, B. frutescens,
C. multilobus obtenidos en la Sierra Norte de Puebla sobre aislamientos fingicos de Rhizoctonia sp. y Phytophthora sp.
Table 2. Percentage of inhibition of mycelial growth of plant extracts of C. divergens, B. frutescens, C. multilobus
obtained in the Sierra Norte of Puebla on fungal isolates of Rhizoctonia sp. and Phytophthora sp.

Fitopatégeno

Phytophthora sp. Rhizoctonia sp.
Tratamiento
EMA + Etanol 0,00 +0,00? 0,00 £ 0,002
EMA + Cyathea divergens 77,78 + 0,90 4 33,32 427,74 2be
EMA + Bocconia frutescens 82,16 +2,644 51,47 +£13,80°¢
EMA + Cnidoscolus multilobus 70,15+0,92" 45,41+ 12,89 be
PDA + Etanol 0,00 + 0,00 ® 0,00+ 0,00 *
PDA + Cyathea divergens 75,18+ 5,38 b¢ 14,90 + 4,36
PDA + Bocconia firutescens 82.31+1,894 53,26+ 6,33 ¢
PDA + Cnidoscolus multilobus 78,27 +£2,57 44,86 +5.07 b°

Medias con superindice comun en la misma columna no son significativamente diferentes (p >
0,05) segtin la prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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DISCUSION

Los flavonoides son compuestos fenolicos ampliamente distribuidos en el reino vegetal y han
sido objeto de numerosos estudios debido a sus diversos efectos bioldgicos, que incluyen
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas, sin embargo, la mayoria de los
estudios se han centrado en el drea médica, por ejemplo, se ha comprobado su eficacia frente a
bacterias de interés médico como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus, del mismo modo, se ha estudiado a estos compuestos con el objetivo de determinar su
efecto antifungico frente a Candida albicans, Candida glabatra, Aspergillus fumigatus, entre
otros (El Moussaoui ef al., 2019; Mohotti et al., 2020; Olicon-Hernandez et al., 2019); por otra
parte, las cumarinas son compuestos que también se encuentran considerados dentro del grupo
de los flavonoides y su uso también se ha documentado en el 4rea biomédica para determinar su
efecto inhibitorio contra A. fumigatus y Candida sp. y frente algunos hongos de interés agricola
como Fusarium solani y Rhizoctonia solani (Navarro-Garcia et al., 2011), estos compuestos se
encontraron presentes en los extractos de las plantas estudiadas y al igual que en otros estudios
los extractos presentaron una actividad fungistatica inhibiendo el crecimiento de los patdgenos el
mismo efecto ha sido reportado por otros autores (Faizal et al., 2020; Joaquin-Ramos et al.,
2020b; Rodriguez A., 2015), se conocen diversos mecanismos de accion de estos compuestos se
sabe que actuan en la degradacion de la membrana plasmatica de los microrganismos, alterando
su funcionamiento mitocondrial, inhibiendo la division celular e incluso inhibiendo la sintesis de
proteinas (Al Aboody & Mickymaray, 2020; Montagner ef al., 2008).

Los alcaloides son biomoléculas de presencia relativamente comun en plantas, pero de funciones
y mecanismos complejos, sus usos médicos van desde efectos antitumorales, diuréticos,
antivirales, antihipertensivos, entre otros (Badri ef al., 2019), aunque el mecanismo de accion de
estas moléculas va depender del tipo de alcaloide estudiado, se conoce que el efecto antibacterial
se debe principalmente a la inhibicion de la sintesis de acido nucleico en la pared celular de
microrganismos (Cushnie ef al,, 2014), en este trabajo se observd la presencia de estos
compuestos en C. multilobus y B. frutescens, Yu et al., (2014b), mencionan como los alcaloides
especificamente de la familia de las papaverdceas como B. frutescens tienen un efecto de
inhibicion de hasta el 50% contra Phytopthora capsici; por otra parte Pacheco-Hernandez et al.,
(2020), mencionan que la actividad antifingica de C. multtilobus puede deberse a la alta
produccion de acidos organicos extraidos de la planta, sin embargo, estos autores utilizaron las
partes aéreas de la planta y en el presente trabajo solo se utilizo la raiz de la plata para elaborar
los extractos, esto debido a que en base al conocimiento popular de la region y la corroboracion
mediante revision bibliografica esta es la parte de la planta que se utiliza con fines medicinales.
En esta investigacion el menor ICP se presentd para Rhizoctonia sp. esto puede deberse a la
patogenicidad del patogeno, ya que otros autores han observados que las incidencias y el indice
de severidad son mayores en Rhizoctonia sp. que Phytophthora sp. (Alfiky et al., 2022; Gémez-
Hernandez et al., 2018; Parajuli & Baysal-Gurel, 2022); en algunos estudios se ha demostrado
que metabolitos secundarios como las saponinas presentan actividad antifingica frente a
microrganismos como Botritys cinérea 'y Fusarium oxysporum esto pudiendo explicar
parcialmente la inhibicion del crecimiento de los hongos para este estudio (Joaquin-Ramos et al.,
2020a; Porsche ef al., 2018), aunque se documentado el mecanismo de las saponinas en la
interaccion con células animales en plantas su efecto protector se debe a dos factores primero la
actividad de las saponinas incrementada en respuesta al ataque de patdogenos aumentando la
activacion de la enzima diguanilato ciclasa la cual es enzima clave involucrada en la produccién
de celulosa en las plantas la segunda como fuente importante de monosacaridos en la planta
(Francis et al., 2003).

Los registros de otros autores mencionan que C. divergens se utiliza principalmente y se limitan
a artesanias u ornamentales y muy pocas veces con efectos medicinales o con algun efecto
antifingico (Martinez ef al., 2007).
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CONCLUSIONES

Se mostrd a efectividad antifungica estadisticamente representativa (p < 0.05) de las plantas
estudiadas en el presente trabajo procedentes de la Sierra Norte de Puebla siendo B. frutescens el
concentrado que mayor inhibicion presentd y C. divergens el que menor efectividad tuvo. La
eficacia que puede ser atribuida a la presencia de algunos metabolitos como alcaloides, saponinas
y cumarinas. Por otra parte, a pesar de la riqueza de especies de plantas medicinales en la region,
existe aln una brecha significativa en la literatura cientifica en cuanto a la descripciéon y
caracterizacion de los efectos antifungicos de estas plantas frente a microrganismos como
Phytophthora sp. y Rhizoctonia sp. Los resultados bajo condiciones de laboratorio sugieren el
potencial de estas plantas como una alternativa sostenible, sumado a esto la diversidad de
metabolitos presentes sugieren un potencial multifuncional en las plantas estudiadas para la
proteccion de cultivos. Se requiere realizar extractos con diferentes solventes, partes de la planta
y condiciones edafoclimaticas que permitan identificar la extraccion y eficacia maxima de los
extractos.
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