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RESUMEN
La antracnosis de los citricos causada por Colletotrichum gloeosporioides, es

una enfermedad de importancia econémica en la produccion mundial, estéa se
presenta en precosecha y postcosecha. Para su control se recurre cominmente
a la aplicacion de fungicidas quimicos, pero debido a su uso continuo, se ha
favorecido la resistencia de este hongo, a su vez esto afecta la eficacia en su
control. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la efectividad de extractos
acuosos de malezas para el manejo de dicha enfermedad. Se recolect6 estafiate
(Ambrosia confertiflora), cardo santo (Argemone mexicana), girasol (Helianthus
annuus), higuerilla (Ricinus communis), toloache (Datura discolor) y bledo
(Amaranthus palmeri) en la zona norte del estado de Sinaloa y se identificd
molecularmente cada especie en base a la region de ADN ribosomal.
Posteriormente se obtuvieron los extractos acuosos de cada una y se evaluaron
en las dosis 1, 2 y 4%, en bioensayos in vitro, en medio PDA, e in vivo en frutos
de toronja, naranja valencia y limén persa, se realizaron dos aplicaciones con
una frecuencia de 7 dias. En las pruebas in vitro se observo que el extracto de
toloache (D. discolor) ejercié una inhibicion a partir del 50% en las dosis
evaluadas, la concentracion al 4% no mostré diferencia significativa con el
producto quimico carberdazim®. Por otro lado, en los ensayos in vivo sélo se
evaluo el extracto acuoso de D. discolor al 4%, el cual tuvo efecto en la reduccion
de la antracnosis en frutos de limén persa en la segunda aplicacion. Estos
resultados indican que el extracto acuoso de D. discolor puede ser efectivo en el
manejo de esta enfermedad en frutos de limon persa, esto abre camino para
futuras investigaciones enfocadas al disefio de estrategias alternativas para el

control del patégeno.

Palabras clave: Antracnosis, malezas, control biologico, C. gloeosporioides
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ABSTRACT

Citrus anthracnose caused by Colletotrichum gloeosporioides, is economically
important in world production, it occurs in pre-harvest and post-harvest. For its
control, the application of chemical fungicides is exclusively used, but due to its
continuous use, the resistance of this fungus has been favored, in turn this affects
the effectiveness of its control. The objective to this work was to evaluate the
effectiveness of aqueous extracts of weeds for the management of this disease.
weakleaf bur ragweed (Ambrosia confertiflora), Mexican pricklypoppy (Argemone
mexicana), sunflower (Helianthus annuus), castor (Ricinus communis), desert
thorn-apple (Datura discolor) and palmer pigweed (Amaranthus palmeri) were
collected in the northern area of the Sinaloa State and molecularly identified
based on ribosomal DNA region. Subsequently, the agueous extracts of each
one were obtained and evaluated at doses 1, 2 and 4%, in in vitro assays, in PDA
medium, and in vivo in grapefruit, Valencia orange and Persian lemon fruits, two
applications were carry out with a frequency of 7 days. In the in vitro assay, the
extract of desert thorn-apple (D. discolor) exerted an inhibition from 50% in the
evaluated doses, the concentration at 4% did not show a significant difference
with the chemical product carberdazim®. On the other hand, in the in vivo tests,
only the 4% aqueous extract of D. discolor was evaluated, which had an effect
on reducing anthracnose in Persian lemon fruits in the second application. These
results indicate that the aqueous extract of D. discolor can be effective in the
management of this disease in Persian lemon fruits, this opens the way for future
research focused on the design of alternative strategies for the control of the

pathogen.

Key words: Anthracnose, weeds, biological control, C. gloeosporioides



l. INTRODUCCION
Los principales paises productores de citricos son: Brasil, China, Unién Europea,

EEUU y México, nuestro pais ocupa el quinto lugar (FAS, 2020). En México se
estimé una produccion nacional de citricos de 6, 615,344 t, entre los que
destacan las especies: limén, toronja y naranja; el estado de Veracruz es el
principal productor a nivel nacional, por sus condiciones climaticas tropicales y
subtropicales; por otro lado, el estado de Sinaloa ocupa las posiciones 9, 8y 14
en la produccién de toronja, limén persa y naranja, respectivamente (SIAP,
2020).

La produccion de citricos a nivel mundial se ve afectada por diversas
enfermedades de origen abidtico y bidtico, estas Ultimas ocasionadas
principalmente por Colletotrichum spp., con pérdidas economicas de hasta un
100% en frutos postcosecha (Prusky, 1996; Guarnaccia et al., 2017). Especies
de este género, son causantes de tres enfermedades importantes en citricos en
todo el mundo: la antracnosis, caida de fruta postfloracion y antracnosis de lima
(Lima et al., 2011; McGovern et al., 2012).

Cruz-Lagunas et al. (2020) reportaron sintomas de antracnosis en una
plantacién de toronja (Citrus x paradisi) en el estado de Guerrero, México, con
una incidencia del 15% en frutos, asociado como agente causal Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.; donde se describe la presencia de
lesiones de pudricion blanda, de color marrédn claro, variables en tamafio y forma.
En el 2020 se dio a conocer el primer reporte en México de la presencia de C.
gloeosporioides y C. siamense como agentes causales de antracnosis en Citrus

spp. (Peréz-Mora et al., 2020).

Para el control de este fitopatbgeno, es comun el uso de diversos
productos quimicos de accién fungicida, principalmente los inhibidores externos
de quinonas (Qol), conocidos como “estrobilurinas” (Piccirillo et al., 2018) y los
benzimidazoles (MCB) (Peres et al., 2004). Se ha revelado la resistencia de
cepas de Colletotrichum spp. (Ma y Michailides, 2005: FRACC, 2021) debido al
uso irracional de ambos grupos quimicos; por lo que se infiere una reduccion de

su eficacia en el control.



El uso de extractos vegetales con propiedades antifingicas es una
alternativa, de control biolégico, para el manejo de esta enfermedad. Se ha
documentado ampliamente el efecto antifingico de extractos etandlicos y
acuosos; tal es el caso de los resultados obtenidos de la aplicacion de extractos
provenientes de hojas de la planta Datura inoxia, que inhibieron el crecimiento
de Sclerotinia sclerotiorum y Fusarium solani (actualmente: Neocomospora
solani) (Sandoval-Denis et al., 2019; Matias et al., 2020). Asi como el biocontrol
in vitro e in vivo de extractos de plantas medicinales nativas de Egipto, para el

manejo de antracnosis en frutos de mango (Zakaria et al., 2020).

La elaboracion de fungicidas a base de plantas ha ganado interés en los
ultimos afos por sus atributos: bajo costo, eficacia y amigables con el ambiente
(Mushatq et al., 2012). Se han realizado diversos trabajos a nivel mundial sobre
la actividad antifingica de extractos obtenidos de malezas contra hongos
fitopatdogenos (Qasem y Abu-Blan, 1995,1996; Thembo et al., 2010; Karim et al.,
2017). Las especies de plantas clasificadas como malezas son un grupo muy
amplio con una gran distribucion, lo cual representa un potencial para su
aprovechamiento en la extraccion de compuestos con actividad antifungica
(Qasemy Abu-Blan, 1995; Mushatq et al., 2012).

El presente estudio tiene como obijetivo evaluar el efecto in vitro e in vivo
de extractos acuosos de especies consideradas malezas, presentes en los
cultivos agricolas de la region norte del estado de Sinaloa, para el manejo de la
antracnosis causada por C. gloeosporioides en postcosecha de citricos y con ello
sentar bases para contribuir en el control biolégico de un problema fitosanitario,
gue hoy en dia es resuelto por medio de la aplicacion de fungicidas quimicos, los
cuales ocasionan efectos adversos en el ambiente y la salud humana. Este
trabajo favorece el desarrollo sustentable y aprovechamiento de los recursos
naturales de la regién, al ofrecer alternativas que puedan ser incorporadas en el
manejo agroecoldgico, para reducir el uso de fungicidas quimicos en el combate

de enfermedades en la produccion agricola.



Il. JUSTIFICACION

Por la alta produccion de citricos en el pais y la presencia de
enfermedades emergentes que demeritan el valor en el mercado, en la presente
investigacion se propone la adaptacion de métodos de control biolégico, como
parte de una alternativa estratégica para el manejo de antracnosis en citricos

causada por C. gloeosporioides.

Los antecedentes de investigaciones sobre el control biolégico con la
aplicacion de extractos vegetales de malezas en otros paises, nos indican su
efectividad en el control de hongos fitopatdgenos. Sin embargo, en nuestro pais
se carece del registro de trabajos previos, por lo cual el objetivo de este estudio,
es proporcionar bases para el desarrollo de conocimiento y establecer
estrategias para su aprovechamiento, sentar bases para futuras investigaciones
enfocadas al manejo de enfermedades en diversos cultivos. De igual manera,
contribuir al desarrollo sustentable de los recursos naturales de la region,

mediante el empleo de métodos de biocontrol.



[ll. ANTECEDENTES
3.1 Biocontrol de C. gloeosporioides mediante extractos vegetales

El uso de extractos vegetales es una alternativa de control bioldgico; han
sido ampliamente estudiados por su actividad antifangica, asociada al contenido
de diversos compuestos activos derivados del metabolismo secundario de la
planta (Das et al., 2010). La aplicacién de extractos de Ruta chalapensis,
Eucalyptus globulus, Datura stramonium y Adhatoda schimperiana han sido
efectivos contra el desarrollo de la antracnosis causada por C. gloeosporioides

en frutos de mango (Alemu et al., 2014).

Echinops sp. reduce de manera significativa la severidad de C.
gloeosporioides en frutos de papaya, mientras que los extractos de Lantana
camara, L. viburnoides, Echinops sp., y R. chalepensis inhiben al 80% en

germinacion de conidios del patégeno in vitro (Ademe et al., 2013).

Recientemente un estudio realizado en Egipto reporté que la aplicacion
de extractos, etandlicos y acuosos, de P. sinaica evita el crecimiento de C.
gloeosporioides, in vitro y en frutos de mango. Se observé por HPLC que los
extractos presentaron gran cantidad de compuestos fendlicos, principalmente
acido elagico; por lo que los autores sugieren que dichos compuestos pueden
ser los responsables de la inhibicion del crecimiento y de los cambios
ultraestructurales observados en las hifas de C. gloeosporioides por microscopia

electronica (Zakaria et al., 2020).

Los hallazgos mencionados anteriormente sugieren que los extractos
vegetales pueden ser una alternativa para el control de antracnosis causada por

C. gloeosporioides.

3.2 Mecanismos de control antifungico de extractos vegetales

Existen una gran variedad de compuestos quimicos producidos por
plantas superiores con propiedades antimicrobianas, tales como alcaloides,
flavonoides, terpenos, acidos organicos, aceites esenciales y saponinas, a los

cuales se les atribuye participacion importante en los mecanismos de control



frente a hongos fitopatégenos (Field et al., 2006; da Cruz Cabral et al., 2013;
MatusSinsky et al., 2015).

La escina, una saponina proveniente de planta, mostré en la interaccion
del patosistema Brassica napus, Leptosphaeria maculans, un mecanismo dual
de control, que involucra la actividad antifingica y la induccion de defensa en la
planta (Trda et al., 2019). Los mecanismos subyacentes de la actividad de
saponinas, estan basados en la capacidad de formar complejos con esteroles en
las membranas de microorganismos y en consecuencia ocasionan la
perturbacién de la misma (Morrissey y Osbourn, 1999; Augustin et al., 2011; Sreij
et al., 2019). La actividad antifingica de estos compuestos se conoce desde
hace décadas (Wolters, 1966; Gruiz, 1996).

La aliospirosida, una saponina extraida de Allium cepa, confirié proteccion
a plantas de fresa contra C. gloeosporioides. Esta saponina tiene potencial para

el control de la antracnosis en dicho cultivo (Teshima et al., 2013).

Karim et al. (2017) sugieren que los acidos grasos saturados, como el
acido octadecadienoico y el acido n-hexadecanoico, provenientes de extractos
acuosos de Datura metel, pueden ser responsables de la actividad antifingica

contra C. gloeosporioides.

Un trabajo reciente dio a conocer la actividad antifingica del extracto de
P. sinaica contra C. gloeosporioides, que exhibié una alta cantidad de acido
elagico, asociado como responsable de cambios ultraestructurales en las células
del patégeno, principalmente dafio en las membranas, en la envoltura nuclear y

la presencia de grandes vacuolas (Zakaria et al., 2020).

De acuerdo con lo anterior, el presente trabajo evaluo el efecto antifiungico
de extractos acuosos, obtenidos de especies catalogadas como malezas en la
region norte del estado de Sinaloa, México, con la finalidad de ser propuestas
como alternativa viable en el manejo de antracnosis en citricos, ocasionada por
C. gloeosporioides. Esto abre camino a nuevas investigaciones en la regién con

un enfoque sustentable para el aprovechamiento de los recursos naturales.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Generalidades de los citricos

4.1.1. Importancia de la produccién mundial
Los citricos son considerados la fruta de mayor importancia en el comercio

internacional por su valor econémico (Maya-Ambia, 2017). La FAO revel6 en el
2013 que México ocupo el quinto lugar de produccion mundial de citricos, con un
5.6%, seguido de China (24%), Brasil (14.5%), Estados Unidos (7.49%) y la India
(7.46%). Actualmente México se mantiene en el quinto lugar, entre los principales

paises productores (FAS, 2020).

Se estimo en el afio 2019, una produccion de naranjas de 2.53 millones
de toneladas (t), para consumo en fresco y 90 mil t para jugo. La produccion de
toronjas se estimo en 350 mil t, mientras que la produccion de limén y limas fue
de 2.19 millones de t (FAS, 2019).

Los citricos constituyen un producto agricola basico en México, por ser
esencial en la dieta de la poblacidn; en el pais se destinan un poco mas de medio
millon de hectareas al cultivo, ubicadas en 23 entidades federativas. El 91% de
la produccion total en el pais se concentra en 10 estados: Tamaulipas, Veracruz,
Tabasco, Yucatan, Nuevo Leodn, Puebla, Sonora, Colima, Michoacan y Oaxaca
(Maya-Ambia, 2017). Por otro lado, en el estado de Sinaloa se destinan 1529 ha
al cultivo de limén persa con un rendimiento de 18 t ha, 1649 ha para naranja
valencia con un rendimiento aproximado de 11t ha'y enla produccién de toronja
95 ha con un rendimiento de 16 t ha* (SIAP, 2020).

4.2. Toronja (Citrus x paradisi)
La toronja, también llamada pomelo o pamplemusa, es un hibrido cuyo

origen se desconoce (Rosa-Hernandez et al., 2016), se cree que proviene de un
cruce natural entre la pampelmusa (C. maxima) y la naranja dulce (C. sinensis)

en Barbados, alrededor del siglo XVII (Cruz-Fernandez, 2007).

4.2.1. Clasificaciéon taxondmica de la toronja (C. x paradisi).
Basado en GBIF (2020);



Reino: Plantae; Division: Tracheophyta; Clase: Magnoliopsida; Orden:
Sapindales; Familia: Rutaceae; Género: Citrus; Especie: Citrus x paradisi
Macfad

4.2.2. Caracteristicas botanicas de la toronja (C. x paradisi)
Cruz-Fernandez (2007), describe a C. x paradisi:

Arbol: perennifolio el cual puede llegar a medir de 5 a 8 m de altura, con copa
redondeada, follaje poco denso y fuste ancho; las ramas jévenes se caracterizan
por tener espinas cortas y flexibles en las axilas foliares; las hojas son simples,
alternas, ovaladas y dentadas, de 7 y 15 cm de largo, tienen una superficie

coracea y de color verde oscura por el haz, sujeta con peciolos cortos y alados.

Flor: hermafroditas, fragantes, tetrameras, blancas o purpureas, pueden estar

en racimos pequefos o solitarias.

Fruto: hesperidio globoso de aproximadamente 15 cm de diametro; el epicarpio
es grueso liso o rugoso, carnoso, color variable (verde, amarillo, naranja o
rosaceo). El endocarpio posee tonalidades blancas, amarillas o rojas, puede
contener de 11 a 14 carpelos, firmes, jugosos, dulces o acidos (segun la

variedad) divididos por membranas de caracteristico sabor amargo.

4.2.3. Variedades de toronja (C. x paradisi) en México
En México se cultiva una gran variedad de toronjas, de las que destacan

entre sus principales caracteristicas la tonalidad de su pulpa y el uso de su
producto final. Entre las principales variedades de toronja en México estan Red
Blush, RB-Nucelar, Shambar, Marsh, Rio Red, Henserson; la de mayor
rendimiento es la variedad Red Blush también conocida como Ruby, Ruby Red,
Red Marsh y Red Seedless, originada por mutacién espontanea de la variedad
Thompson, en Texas en 1931 (Cruz-Fernandez, 2007).

El fruto de la variedad Red Blush tiene un diametro de 95 a 100 mm
(Figura 1), posee un espesor de cascara de 7 mm, con tres semillas por fruto,

color de pulpa rosado (Santinoni et al., 2012).



Figura 1. Toronja variedad Red Blush.

4.3. Limén (Citrus x limon)

La clasificacion botanica de las especies del género Citrus es muy dificil
debido a la frecuente formacion de hibridos e introduccion de numerosos
cultivares mediante polinizacion cruzada. Las variedades mas antiguas, hibridos
y cultivares, necesitan a menudo técnicas para identificar a C. limon. Como
muchas otras especies de citricos prolificos, da surgimiento a numerosas

variedades, cultivares e hibridos (Citrus page, 2020).

4.3.1. Clasificacion taxonémica del limoén
Basado en GBIF (2020);

Reino: Plantae; Division: Tracheophyta, Clase: Magnoliopsida; Orden:

Sapindales; Familia: Rutaceae; Género: Citrus; Especie: Citrus x limon (L.)

4.3.2. Caracteristicas botanicas de limoén (C. x limon)
Mabberley (2004), describe al limén Citrus x limon (L.):

Arbol: altura de 2.5 a 3 m; hojas perennes lanceoladas.

Flor: bisexuales, blancas con un tinte violeta en los bordes de los pétalos,
reunidas en pequefios racimos o individualmente, crecen en las axilas de las

hojas.

Fruto: alargado, ovalado, puntiagudo en forma de baya verde que se vuelve
amarilla durante la maduracion. La baya se rellena en el interior con una jugosa
pulpa dividida en segmentos. El pericarpio estd formado por un exocarpio
delgado cubierto de cera, que es la parte exterior del mesocarpio. La parte

interna del mesocarpio, también conocida como albedo, esta formada por una
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esponja (tejido de parénquima blanco). El endocarpio, o "pulpa de la fruta", se
divide en segmentos por el tejido blanco del mesocarpio.

4.3.3 Variedades de limon (C. x limon) en México

Los hibridos son producidos para obtener frutos con valiosas propiedades
organolépticas e industriales, incluidos frutos sin semillas, alta jugosidad y el
gusto requerido (Citrus page, 2020). A nivel nacional se producen tres especies

de limon en México; mexicano, italiano y persa (SIAP, 2017).

En el caso del limén persa o también conocido como lima acida Tabhiti,
algunas variedades utilizadas en distintos paises son; Bearss, ldemor y Pond
(University of California Riverside, 2018). El limon persa (C. latifolia), es un
hibrido entre lima mexicana (C. aurantifolia Sw.) y la cidra (C. medica L.) (Cortes,
1990). El fruto es de color verde obscuro, esférico-oblongo de cascara delgada,
algunos con rugosidad (Figura 2), la pulpa es de color amarillo verdoso, muy

jugosa y acida (Jackson, 1991).

Figura 2. Limén Persa (Citrus latifolia L.)

4.4. Naranja (Citrus x sinensis)
La naranja valencia o naranja dulce (C. sinensis), surgi6 de una

hibridacién entre retrocruzas de dos hibridos iniciales e independientes de

pummelo-mandarino (Ibafez et al., 2015).



4.4.1. Clasificacion taxonémica de la naranja

Basado en GBIF (2020);

Reino: Plantae; Division: Tracheophyta; Clase: Magnoliopsida; Orden:
Sapindales; Familia: Rutaceae; Género: Citrus; Especie: Citrus x sinensis

4.4.2. Caracteristicas botanicas de la naranja (C. x sinensis)

Segun lo descrito por Proloran, 1977; Webber, et al., 2004; Reig Valor et al.
2020.

Arbol: es grande y prolifico, vigoroso de porte erecto, tiene follaje verde oscuro,
coriaceo, oblongo a eliptico, brillante.

Flor: tiene racimos de flores blancas que florecen en primavera.

Fruto: esta formado por un ovario simple de 8-10 carpelos soldados (segmentos)
rodeados por una corteza resistente. Su forma es esférica, de tamafio mediano
(5 a 12 cm. de diametro), de piel colorada en la madurez. La pulpa esta formada
por vesiculas, que contienen el zumo, unidas por un filamento 6 vascular a las

paredes dorsales de los segmentos.

4.4.3. Variedades comerciales de naranja (C. x sinensis) en México
México produce principalmente variedades para el consumo en fresco en

el mercado nacional y, en menor cantidad, para la industria. Las variedades mas
comunes son Navel y Valencia, la produccion de esta Ultima es la que predomina
en el pais (Gébmez-Cruz, 1997).

Es importante que el fruto tenga las caracteristicas como buen sabor, alto
porcentaje de jugo, escasa cantidad de semilla, buen aspecto, coloracion firme,
facilidad para despegar la cascara, maduracion extra temprana o muy tardia,
permanencia en el arbol sin desmerecer calidad, adaptacién para consumo en
fresco e industrializado (Bonfiglioli, 1990). En la (Figura 3) se observa el fruto de

la variedad de naranja valencia.
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Figura 3. Naranja Valencia (Citrus sinensis)

4.5 Principales enfermedades de origen bidtico en citrico

4.5.1 Enfermedades causadas por bacterias

Entre las principales enfermedades de origen bidtico en citricos, se
describen algunas como el cancro asiatico de los citricos. Leduc et al. (2011),
documentan el primer reporte en Senegal de la aparicion de esta enfermedad
ocasionada por la bacteria Xanthomonas citri pv. citri en toronja, la cual se
manifiesta en diversos organos de la planta ramas, tallos, tronco, fruto, en este
ultimo se observan lesiones corchosas, errumpentes, con bordes humedos y

margenes cloroticos, lo que perjudica la calidad (SENASICA, 2019).

La enfermedad conocida como Huanglongbing o dragon amarillo,
asociada a la bacteria “Candidatus Liberibacter asiaticus” (CLas), transmitida por
el psilido asiatico de los citricos, es de gran importancia economica en la
produccion de citricos (Oliver et al., 2020), esta bacteria actda en la interrupcion
del transporte del floema lo que provoca frutos prematuros, caida, menor calidad

de la fruta y la mortalidad del arbol (Oliver et al., 2020).

4.5.2. Enfermedades causadas por virus
Entre las enfermedades causadas por virus en citricos se encuentra el

Citrus yellow vein clearing virus (CYVCYV), conocido como virus del aclaramiento
de la vena amarilla de los citricos, el cual puede afectar la calidad y rendimiento

de distintas especies de citricos (Liu et al., 2020). Los cultivares de toronja son
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extremadamente sensibles al Citrus tristeza virus (CTV) (Read y Pietersen,
2015), por lo que se le considera como una de las enfermedades provocada por

virus de mayor importancia econémica en los citricos (Bar-Joseph et al., 1989).

4.5.3. Enfermedades causadas por nematodos
Una de las especies de nematodos fitoparasitos obligados en citricos es

Tylenchulus semipenetrans, conocido como el nematodo de los citricos
(Pretorious y Le Roux, 2017).

4.5.4. Enfermedades causadas por Oomycetes
La enfermedad de gomosis de los citricos ocasionada por Phytophthora

spp. aparece generalmente en la base del tronco, cerca del area de injerto (Pérez
et al.,, 2019), el patdégeno anilla el tallo y afecta la corteza de la raiz hasta
descomponer las raices fibrosas (Yan et al., 2017), provoca clorosis, defoliacion,

menor crecimiento vegetativo y de fruto (Srivastava y Shirgure, 2018).

4.5.5 Enfermedades causadas por hongos
Las principales enfermedades en citricos causadas por hongos se

asocian a Mycosphaerella citri y Lasiodiploida theobromae (Zhao et al., 2015;
Garcia-Martin et al., 2018).

La mancha grasienta de los citricos causada por M. citri, presenta como
sintomas caracteristicos, lesiones ligeramente elevadas con diferentes
tonalidades en el envés de hojas maduras (Saenz-Pérez et al., 2019), en las
primeras etapas de infeccién, el color inicia amarillo, posteriormente marron en
un avance intermedio y al final presenta necrosis o clorosis con margenes

aceitosos (Silva et al., 2015).

La enfermedad podredumbre de cuello causada por L. theobromae tiene
como sintomas caracteristicos la pudricién de tallo, el ablandamiento de corteza
en la periferia del botdn, esto le ayuda a dispersarse en otros érganos vegetales,
la superficie infectada toma una coloracién marrén (Zhao et al., 2016). El fruto se
necrosa debajo de la cuticula y se momifica, en etapas mas avanzadas el
patégeno provoca la senescencia y la muerte descendente (Picos-Mufioz et al.,
2015).
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El hongo Diaporthe citri causa pudricion en tallo y melanosis de frutos,
gomosis en hojas jévenes y brotes (Udayanga et al., 2014), tiene un amplio rango

de hospedantes (Timmer et al., 2000).

Otra enfermedad importante en citricos es la antracnosis asociada a C.

gloeosporioides (Cruz-Laguna et al., 2020), objeto de la presente investigacion.

4.6. Generalidades de Colletotrichum gloeosporioides

4.6.1. Taxonomia de C. gloeosporioides

El género Colletotrichum spp. se considera como uno de los grupos de
hongos fitopatégenos mas importante en postcosecha (Dean et al., 2012). Una
de las especies mas importantes que infecta frutales es C. gloeosporioides
(Penzing) Penzing & Saccardo (Adaskaveg y Hartin 1997; Bernstein et al., 1995;
Cannon et al., 2012; Dean et al., 2012).

La especie de C. gloeosporioides fue descrita por primera vez en Piensk
al suroeste de Polonia en el afio 1882, apoyado en Vermicularia gloeosporioides,
cuyo ejemplar tipo se aislo de citricos en lItalia (Orozco et al., 2004; Damm et al.,
2012). En la actualidad el hongo C. gloeosporioides se agrupa en la siguiente

clasificacion taxondmica (Martin-Félix et al., 2017).

Reino: Fungi; Phylum: Ascomycota; Subphylum: Pezizomycotina; Clase:
Sordariomycetes; Subclase: Hypocreomycetidae; Orden: Glomerellales;
Familia: Glomerellaceae; Género: Colletotrichum; Especie: Colletotrichum

gloeosporioides.

4.6.2. Caracterizacién morfolégica
Los estudios morfolégicos para identificar distintas especies de

Colletotrichum generalmente se basan en el uso de caracteres fenotipicos
microscopicos y macroscopicos. Los caracteres microscopicos son la forma y
tamafio conidial y apresorial, presencia o ausencia de setas y esclerocios
(Behnia et al., 2016). Los macroscopicos son la tasa de crecimiento, patron de
crecimiento, tipo de micelio y color de colonia, en medio de cultivo PDA
(Villanueva et al., 2005). Colletotrichum gloeosporioides posee un crecimiento in
vitro lento, coloracion gris y una masa micelial color naranja (Rodriguez et al.,
2009).
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Existe una amplia variedad de caracteristicas morfoldgicas que vuelve
mas complicado su estudio. La diferenciacion morfologica entre especies es
limitada, existe rara presencia de estado sexual, posee un alta variacion de
patogenicidad y morfologia cultural (Cannot et al., 2012; Johnson, 2018). Debido
a su amplia diversidad fenotipica, para la separacion de especies del complejo
C. gloeosporioides, se utilizan estudios de genotipo (Weir et al., 2012;
Rampersad et al., 2013; Behnia et al., 2016).

4.6.3. Caracterizacion molecular

Para la diferenciacibn de especies dentro del complejo C.
gloeosporioides se utilizan diversos marcadores moleculares. Weir et al. (2012)
utilizaron gs, cal y sod2, también se han estudiado diferentes conjuntos de loci
en complejos de especies y las diferenciacion de especies dependen tanto locus
como especie, no hay acuerdo entre los micologos en el locus o loci para utilizar
en la identificacion (Martin-Félix et al., 2017), tal es el caso de las especies en el
complejo C. gloeosporioides, que pueden identificarse con una combinacion de

secuencias ApMat y gs (Liu et al. 2015).

4.6.4 Ciclo de vida de C. gloeosporioides
El hongo C. gloeosporioides, conocido en su estado anamorfo imperfecto,

ocurre en gran variedad de hospedantes en los que produce acérvulos dentro
del tejido (Gautum, 2014). Anteriormente se le denominaba, en su estado sexual
o teleomorfo (perfecto) Glomerella cingulata (Gautam, 2014). Es un fitopatégeno
latente que se puede encontrar como enddfito, epifito o saprofito (Lima et al.,
2011; McGovern et al., 2012).

La epidemia de C. gloeosporioides se ve favorecida por altas
temperaturas (28- 32 °C), humedad relativa entre 80% a 95%, y precipitacion
anual por encima de 1000 mm, con frecuentes e intensas lluvias, alta nubosidad
y humedad constante que incrementa los periodos del punto de rocio en los
diferentes 6rganos vegetales. La enfermedad se intensifica cuando el cultivo se
establece en altas densidades y alta humedad del suelo (Paez, 1995; Freeman
et al., 1996; Talhinhas et al., 2005).

Este hongo prefiere un ambiente célido y humedo para propagarse de

manera uniforme y efectiva, invade principalmente tejidos dafiados o debilitados,
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produce varias estructuras especializadas durante el proceso de infeccion, estas
pueden ser conidios, acérvulos, setas y apresorios, los cuales tienen origen

durante la interaccién del hospedante y el patégeno (Gautam, 2014).

En el tejido de la planta se forma un nimero de acérvulos y conidios, los
cuales pueden extenderse por periodos relativamente cortos, también a grandes
distancias por medio de salpicaduras de lluvia o riego, donde la infeccion se
puede dar en diversos tejidos. La infeccion generalmente depende de la
formacién de apresorios, los cuales le permiten al hongo adherirse a la cuticula
del hospedante (Gautum, 2014). En la Figura 4 se observa el inicio de la etapa

de infeccién hasta la diseminaciéon de la misma.

2 2 o L
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Figura 4. Etapas de infeccidon de C. gloeosporioides. A) Adhesion y Germinacion,
B) Penetracion, C) Colonizacion y D Reproduccion. Tomada de Rojo-Baez et al.,

2017.

Se ha demostrado que el desenverdecimiento en el fruto claramente
incrementa la incidencia de antracnosis, porque el etileno estimula la
germinacion de conidios, la formacion y germinacion de apresorios (Brown,
1992).

Los acérvulos son cuerpos asexuales producidos durante el proceso de
infeccion en el tejido del hospedante, esta estructura posee forma de matraz con
un pequefo cojin en la parte inferior, en la cual se forman conidioforos cortos y
abarrotados que pueden observarse en la superficie de plantas, las setas son
generalmente de color marrén largo y emergen de los acérvulos (Cannon et al.,
2012).

Todo el proceso de infeccién, incluida la formacién de conidios, acérvulos,
setas y apresorios, resulta en necrosis tisular (Gautum, 2014). La madera muerta
y los restos vegetales se consideran fuentes primarias potenciales de indculo
(Gautum, 2014). Es importante conocer el ciclo de vida del patégeno para el

disefio de estrategias de manejo de la enfermedad, y evitar su diseminacion.
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4.6.5. Agente causal de la antracnosis
La antracnosis es una enfermedad de origen fungico que ocasiona la

muerte celular, provoca necrosis en frutos, ademés afecta otros tejidos como
tallos, hojas y flores (Caires et al., 2014; Silva et al., 2017).

Actualmente la enfermedad de antracnosis en citricos se asocia al género
Colletotrichum spp. (Damm et al. 2012; Weir et al. 2012). Se ha reportado la
presencia de antracnosis en toronja asociado a C. gloeosporioides (Cruz-Laguna
et al., 2020), donde se describen algunos sintomas caracteristicos en frutos,
como lesiones de color marrén claro de distintos tamafios cubriendo el 50% de
la superficie, al avance de la enfermedad se observan lesiones con hifas aéreas

grises (Figura 5).

Figura 5. Antracnosis asociada a C.
gloeosporioides en fruto de toronja (C.
paradisi). Imagen tomada de Cruz-Laguna et
al., 2020.

La antracnosis se presenta en dos fases: la fase biotrofica, donde el
patdgeno se alimenta de células vivas del hospedante, y la fase necrotréfica
tardia, en la que se alimenta de células muertas producidas en la primera fase,

sin causar la muerte del tejido vegetal (Bailey et al.,1992).

En la fase biotrofica, el patdogeno restringe la funcion de enzimas de la
planta que degradan las paredes celulares del mismo, esto impide que el
hospedante reconozca a su huésped (Centis et al.,, 1997), lo que limita la
respuesta de defensa. En la fase necrotrofica se manifiestan los sintomas de

antracnosis (Centis et al., 1997; Perfect et al., 1999).
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4.7 Manejo de la enfermedad de antracnosis

4.7.1 Métodos de control
A través de los afios se ha intentado una gran variedad de métodos de

manejo integrado para combatir Colletotrichum spp., agente causal de
antracnosis, pero el control quimico sigue siendo el principal método para tratar
esta enfermedad (Dowling et al., 2020).

4.7.2 Métodos de control cultural

Varias practicas culturales son empleadas para el manejo de la
enfermedad causada por Colletotrichum spp., las cuales buscan ajustar las
condiciones para disminuir la produccion de inéculo y diseminacion (Dowling et
al.,, 2020). Cabe seialar que la reduccion de la enfermedad en etapa de
postcosecha estara en funcion de la aplicacion de estas practicas de manejo.

Los métodos de control cultural implican la generacion y uso de material
de plantacién sano, riego limitado por salpicaduras de lluvia y por aspersion,
ajuste de nutrientes del suelo, manejo de las malezas y uso de cultivares con
susceptibilidad limitada a la enfermedad (Maas, 1998; Coelho et al., 2008;
Freeman, 2008; Walter et al., 2008). Para la mayoria de cultivos frutales se
recomienda eliminar frutos enfermos, momificados y tejido vegetativo
sintomatico mediante podas (Feil et al., 2003; Sutton et al., 2014; Wilcox et al.,
2015; Stensvand et al., 2017).

4.7.3 Métodos de control fisico

Los métodos de control fisico involucran tratamientos de modificacion del
ambiente favorable para el patbgeno, como cambios de temperatura y presion
atmosférica; tal es el caso del efecto del tratamiento térmico de agua caliente en
fruto postcosecha (Xueping et al., 2013) y el uso de contenedores de atmdésferas
modificadas (Karabulut y Baykal, 2004). Se ha evaluado también, el efecto de
reduccion in vitro de la supervivencia de conidios de C. gloeosporioides, con la
aplicacion de un tratamiento fotodinAmico antimicrobiano como una alternativa

convencional de fungicida (Menezas et al., 2014).

4.7.4 Métodos de control quimico
En los métodos de control quimico son cominmente empleados los

fungicidas de proteccibn multisitio, mancozed, thiram, ziram, captan y

17



clorotalonil, que histéricamente han proporcionado una eficacia de moderada a
buena contra las enfermedades en plantas, que incluyen a las ocasionadas por
Colletotrichum spp. (Dowling et al., 2020), pero se ha restringido el uso de
algunos fungicidas quimicos debido a estrictas regulaciones de exportacion
(Dowling et al., 2020). Actualmente solo se permiten los grupos quimicos, de
accion monositio, metil benzamidazol carbomato (MBC; FRAC 1), inhibidores de
desmetilacion (DMI; FRAC 3), inhibidores de succinato deshidrogenasa (SDHI;
FRAC 11), fenilpirrol (PP; FRAC 12), polioxinas (FRAC 19) y fluazinam (FRAC
9), recomendados en las guias de aspersion de Estado Unidos (Dowling et al.,
2020).

También el uso continuo de fungicidas inhibidores externos de quinonas
(Qol) conocidos como “estrobilurinas”, que actuan en la interferencia de la
respiracion mitocondrial y se aplican comunmente para el control de
Colletotrichum spp. (Piccirillo et al., 2018), ha ocasionado resistencia, atribuida
a mutaciones en el gen del citocromo b (CYTB), que previene la union del
fungicida (Ma y Michailides, 2005). Debido a este fenomeno, se debe considerar
el uso de métodos alternativos que reduzcan la frecuencia de aplicaciones de

fungicidas quimicos.

4.7.5 Métodos de control biolégico

4.7.5.1 Aplicacién de agentes de control biologico
Los métodos de control biolégico involucran el uso de organismos vivos y

derivados de ellos, que ejercen mecanismos de competencia por espacio 0
nutrientes, antagonismo, antibiosis, inhibicién sobre el patdégeno, tal es el caso
de evaluacion de cepas de Trichoderma aisladas de la rizosfera de arboles de
citricos para el control de C. gloeosporioides (Ferreira et al., 2020). Se ha
demostrado que el uso de la levadura Pichinia membranaefaciens inhibe el
crecimiento de C. gloeosporioides in vitro e in vivo (Zhou et al.,, 2016).
Numerosos microorganismos han sido probados contra C. gloeosporioides
incluyendo cepas avirulentas de Colletotrichum spp., y también el uso de algunas
bacterias como Bacillus subtilis y Streptomyces lydicus (Conway et al., 2004;
Freeman et al., 2004; Kim y Hwang, 2007; Chalfoun et al., 2011; Salazar et al.,
2013).
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4.7.5.2 Aplicacion de extractos vegetales

Las plantas son fuentes valiosas de moléculas biolégicamente activas,
gue poseen propiedades antifungicas, las cuales deben ser sometidas a pruebas
in vivo para evaluar la eficacia en el control de enfermedades en diversos cultivos
de interés agricola (Gurjar et al., 2012).

Las plantas tienen una capacidad ilimitada para sintetizar metabolitos
secundarios, de los cuales la mayoria pertenecen al grupo de los fenoles o sus
derivados sustituidos con oxigeno. Se clasifican subclases importantes en este
grupo, que incluyen: fenoles, acidos fendlicos, quinonas, flavonas, flavonoides,
flavonoles, taninos y cumarinas, estos compuestos exhiben un efecto
antimicrobiano y funcionan como parte esencial del mecanismo de defensa de

las plantas contra fitopatogenos (Gurjar et al., 2012).

4.8 Malezas con potencial antifungico

4.8.1 Uso de extractos de malezas con propiedades antifungicas
Diversos trabajos han reportado la actividad antifingica de extractos

obtenidos de malezas contra hongos fitopatogenos (Qasem y Abu-Blan,
1995,1996; Thembo et al., 2010; Matias et al., 2020). Se ha documentado el
potencial efecto antifingico de las especies de malezas de Anagallis arvensis,
Chenopodium murale, Inula viscosa, Solanum nigrum, Ranunculus asiaticus
contra los hongos fitopatdogenos Penicillium digitatum, Sclerotinia sclerotiorum,
Verticillium dahliae (Qasem y Abu-Blan, 1995). El efecto antifiUngico es variable
entre los distintos extractos de malezas, esta diferencia se puede dar por el
tamafo de la planta, constituyentes quimicos, habitat y etapa fenoldgica del
espécimen (Qasemy Abu-Blan, 1995).

Se ha documentado que existe una estable y efectiva inhibicion frente a
distintos aislados del hongo Fusarium spp. con extractos obtenidos de las
especies de malezas Vigna unguiculata y Amaranthus spinosus (Thembo et al.,
2012). También se ha reportado una actividad del 50% de inhibicion de
crecimiento de Alternaria alternata con el uso del extracto acuoso obtenido de
Lantara camara (Mushatq et al., 2012). Asi como la actividad antifiungica de

extractos de D. metel frente al hongo C. gloeosporioides (Karim et al., 2017).
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Hernandez-Soto et al. (2020) reportaron que el extracto acuoso de
Argemone mexicana a 2000 ppm, inhiben al 27% el crecimiento in vitro de S.
sclerotiorum. De igual manera el estudio de Bayaso et al., 2013 reporta que el
extracto acuoso al 100% de Ricinus communis, ejerce un control del 59% de
inhibicion in vitro de A. solani.

Rosas-Burgos et al. (2009), reportaron que el extracto metandlico al 70%
de Ambrosia confertiflora exhibe un 40.1% de inhibicion in vitro de Aspergillus
parasiticus. El extracto acuoso a 1600 y 2000 ug 100 mL* de D. inoxia ejercié
un 94% de inhibicion in vitro contra S. sclerotiorum (Matias et al., 2020).

Estos estudios revelan el potencial efecto antifingico que poseen algunas
especies de arvenses o comunmente conocidas como malezas, este podria ser
aprovechado para contribuir al disefio de productos biorracionales con accion

fungicida.

4.8.2 Compuestos bioactivos antimicrobianos provenientes de extractos
vegetales

Los fenoles simples y el acido fendlico son fitoquimicos bioactivos que
consisten en un solo anillo fendlico sustituido, la toxicidad fendlica para los
microorganismos se debe a los sitios y el nimero de grupo hidroxilo presentes

en el compuesto fendlico.

Las quinonas son compuestos muy reactivos con dos sustituciones de
cetonas en los anillos aromaticos, mientras que las flavonas, flavonoides y
flavonoles son de estructura fenolica con un grupo carbonilo, sintetizados por
plantas en respuesta a infeccion por fitopatégenos y resultan en la inhibicion in

vitro con amplio espectro (Gurjar et al., 2012).

Los taninos son sustancias fendlicas poliméricas que poseen propiedad
astringente, los cuales son solubles en agua, alcohol y acetona (Gurjar et al.,
2012). Las cumarinas son sustancias fendlicas compuestas por anillos de
benceno y a-pirona fusionados. Distintas partes especializadas de las plantas,
como raices, tallos, hojas, flores, frutos y semillas, son ampliamente utilizadas
en la preparaciéon de compuestos para el control de distintos fitopatbgenos
(Gurjar et al., 2012).
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El Cuadro 1 muestra los grupos de compuestos fitoquimicos con el

respectivo mecanismo de accién antimicrobiano.

Cuadro 1. Modo de accion de fitoquimicos, tomado de Gurjar et al., 2012.

Clase Mecanismo
Fendlicos simples Disrupcion de membrana
Acidos fénolicos Inactivacion enzimatica
Terpenoides Disrupcion de membrana
Alcaloides Se intercala en la pared celular
Flavonoides Union a adhesinas
Cumarinas Interaccion con DNA eucariético
Lectinas y polipéptidos Formacion de puentes disulfuro

4.9 Malezas en laregion norte del estado de Sinaloa
De acuerdo a lo descrito por Baker (1974), las plantas catalogadas como

malezas, son especies que crecen en habitats alterados. Se cree que estas
plantas poseen una alta capacidad de dispersion en el tiempo-espacio y una
amplia plasticidad fenotipica (Baker 1974; Espinosa-Garcia and Sarukhan 1997;
Radosevich y Holt 1984). Estas caracteristicas pueden ser una ventaja adaptativa
para su invasion en diferentes regiones, en el caso de la regidén norte del estado
de Sinaloa se identifican algunas especies como malezas, estas mismas

presentes en areas de cultivo agricola.

4.9.1 Estafiate (Ambrosia confertiflora DC.)

4.9.1.2 Distribucién
Esta especie es considerada nativa en México y se ha registrado su

distribucion en Aguascalientes, Baja California Norte, Baja California Sur,

Chihuahua, Coahuila., Colima, Durango, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Estado
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de México, Nuevo Leobn, Querétaro, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas,

Zacatecas y Sinaloa (Villasefior y Espinosa, 1998).

4.9.1.2 Caracteristicas botanicas

Basada en Correll y Johnston (1970); Cronquist et al. (1994); Nash y Williams
(1976); Payne (1964); Rzedowski y Rzedowski (2001); Villasefior (1989).
Habito y forma de vida: Planta monoica, herbacea perenne, erecta,
generalmente crece en colonias.

Tamafio: Hasta de 2 m de alto, aunque por lo comin mucho mas baja.

Tallo: Por lo general ramificado, con pelos rectos, agudos, erectos o recostados.
Hojas: Alternas, peciolos hasta de 15 cm de largo, ldmina lanceolada a ovada
en contorno general, hasta de 16 cm de largo, base prolongada hacia el peciolo,
1 a 4 veces dividida (pinnatipartida), los segmentos lineares a oblongos, agudos
a atenuados en el apice, con pelos rectos, agudos y recostados, abundantes o
escasos en ambas caras.

Frutos y semillas: El fruto es un aquenio, con una sola semilla, esta
completamente encerrado en el involucro, éste de 2 a 4 (raramente 5) mm de
diametro, glanduloso-pubescente, la base alargada y en el apice un pico
solitario, en la superficie (raramente 0) 6 a 20 espinas ganchudas de 1 a 2 mm

de largo.

4.9.1.3 Informacidon taxondmica

Basado en CONABIO (2021);

Reino: Plantae; Subreino: Tracheobionta (plantas vasculares); Superdivision:
Spermatophyta (plantas con semillas); Division: Magnoliophyta (plantas con flor);
Clase: Magnoliopsida (dicotiledoneas); Subclase: Asteridae; Orden: Asterales;

Familia: Asteraceae; Género: Ambrosia; Especie: Ambrosia confertiflora.

4.9.2 Cardo santo (Argemone mexicana L.)

4.9.2.1 Distribucién
Es una especie nativa de México y se ha registrado en Aguascalientes,
Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima, Durango, Guanajuato, Guerrero, Jalisco,

Estado de México, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana
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Roo, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz, Yucatan (Villasefior y
Espinosa, 1998).

4.9.2.2 Caracteristicas botanicas
De acuerdo a lo descrito por Vibrans (2009);

Habito y forma de vida: Hierba anual robusta
Tamafo: mide de 80 cm a 1 m de altura;
Tallo: es verde-azulado, glabro, glauco, espinoso.

Hojas: verde-azuladas, sésiles, glaucas con lineas azul brillante sobre las venas
principales, abrazadoras que miden hasta 20 cm de longitud, pinnatipartidas con

las divisiones dentado espinosas.

Flor: flores grandes solitarias de 4 a 7 cm de diametro, rodeadas de algunas hojas
reducidas y sésiles; pétalos de color amarillo brillante o algunas veces amarillo

palido.

Frutos y semillas: fruto capsular, oblongo ampliamente eliptico de 24 a 45 mm
de largo por 12 a 20 mm de ancho. El fruto es una capsula con espinas y sus

semillas son redondas y negras.

4.9.2.3 Informacidon taxondmica
De acuerdo Vibrans (2009);

Reino: Plantae, Phylum: Magnoliophyta, Clase: Magnoliopsida, Orden:
Papverales, Familia: Papaveraceae, Género: Argemone, Especie: Argemone
mexicana (L.), 1753.

4.9.3 Girasol (Helianthus annuus L.)

4.9.3.1 Distribucién
El girasol es una especie nativa en México y esta registrada en casi todos

los estados de la republica. Se registra en Aguascalientes, Baja California Norte,
Baja California Sur, Campeche, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Durango,
Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos, Nayarit,
Nuevo Leodn, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas, Veracruz,

Yucatan, Zacatecas y Sinaloa (Villasefior y Espinosa, 1998).
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4.9.3.2 Caracteristicas botanicas

Basada en Rzedowski y Rzedowski (2001).

Habito y forma de vida: Planta anual.

Tamafo: De hasta 3 m de alto.

Tallo: Erecto simple o ramificado, por lo general toscamente aspero.

Hojas: En su mayoria alternas, con peciolos de hasta 20 cm de largo, lamina
ovada a triangular-ovada o anchamente lanceolada, hasta 45 cm de largo y 35
cm de ancho, obtusa a acuminada en el apice, toscamente aserrada a subentera
en el margen, cuneado a acorazonada en la base, por lo comin escabrida
(aspera) hispida en ambas caras, trinervada.

Flores: Cabezuelas solitarias 0 agrupadas por varias en el extremo de los tallos;
involucro hemisférico, de mas de 2 cm de diametro, sus bracteas + 25 (0 mas en
las formas cultivadas) ovadas o anchamente lanceoladas, acuminadas en el
apice, casi siempre hispidas o hirsutas; receptaculo plano, paleas lanceoladas,
profundamente 3-cuspidadas; flores liguladas 8 o0 mas, sus laminas oblongas u
oblanceoladas, amarillas a anaranjadas, hasta 5 cm de largo; flores del disco en
general mas de 200, sus corolas a menudo oscuras en la parte apical, £ 7 mm
de largo.

Frutos y semillas: Aquenios oblongo ovoides, algo comprimidos, 3.5 a 5.5 (16)
mm de largo, grisaceo, a menudo moteado; vilano de dos escamas lanceoladas,

caducas.

4.9.3.3 Informacion taxondmica

Basado en CONABIO (2021);

Reino: Plantae; Subreino: Tracheobionta (plantas vasculares); Superdivision:
Spermatophyta (plantas con semillas); Division: Magnoliophyta (plantas con
flor); Clase: Magnoliopsida (dicotiledéneas); Subclase: Asteridae; Orden:
Asterales; Familia: Asteraceae; Género: Helianthus; Especie: Helianthus

annuus.

4.9.4 Higuerilla (Ricinus communis L.)

4.9.4.1 Distribucién
Es una especie exdtica en México, y se registra en los estados de Chiapas,

Chihuahua, Coahuila, Colima, Distrito Federal, Guanajuato, Guerrero, Jalisco,
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Estado de México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa, Sonora,
Tabasco, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz, Yucatan (Villasefior y Espinosa,
1998).

4.9.4.2 Caracteristicas botanicas

Basado en Rzedowski y Rzedowski (2001).

Habito y forma de vida: Planta herbacea alta, a veces arbustiva, de color verde
claro a azul-grisaceo, en ocasiones rojiza.

Tamafio: Hasta de 6 m de alto.

Tallo: Engrosado, ramificado.

Hojas: Lamina casi orbicular, de 10 a 60 cm de didmetro, profundamente
palmatilobada, las divisiones ovado-oblongas a lanceoladas, agudas o
acuminadas, borde irregularmente dentado-glanduloso; peciolo tan largo o mas
largo que la lamina: glandulas entre la [amina y el peciolo.

Flores: las masculinas con un perianto de 6 a 12 mm de largo, las flores
femeninas de 4 a 8 mm de largo, ovario densamente cubierto por largos
tubérculos blandos, que parecen pelos gruesos.

Frutos y semillas: El fruto es una capsula subglobosa, de 1.5 a 2.5 cm de largo,
con espinas cortas y gruesas (equinado); semillas elipsoides, algo aplanadas, de
10 a 17 mm de largo, lisas, brillantes, frecuentemente jaspeadas de café y gris,

conspicuamente carunculadas.

4.9.4.3 Informacion taxondmica

Basado en CONABIO (2021).

Reino: Plantae; Subreino: Tracheobionta (plantas vasculares); Superdivision:
Spermatophyta (plantas con semillas); Division: Magnoliophyta (plantas con
flor); Clase: Magnoliopsida (dicotiledoneas); Subclase: Rosidae; Orden:
Euphorbiales; Familia: Euphorbiaceae; Género: Ricinus; Especie: Ricinus

communis.

4.9.5 Toloache (Datura discolor Bernh.)

4.9.5.1 Distribucién
Symon y Haegi (1991) consideran que todas las especies de Datura son

nativas de América, México es un importante centro de diversidad del género.
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Por otra parte, se reporta la distribucién de la especie D. discolor a lo largo de la
costa del pacifico desde Baja California hasta Oaxaca (Luna-Cavazos y Bye,
2011).

4.9.5.2 Caracteristicas botanicas
De acuerdo con Matuda, 1952;

Habitos y forma de vida: Hierba.
Altura: de 60-80 cm de altura, ramosa.

Hojas: son pecioladas; limbos ovales, inequilateros, bruscamente agudos; base

truncada o redondeada.

Flor: es erecta, con pedunculo robusto; caliz tubiforme, 5-lobado en el apice;
corola en forma de trompeta, blanca, manchada de color purpureo palido; apice

del limbo con 10-dientes; de 5-6 cm. de diametro, tubo de 8-13 cm. de longitud.

Fruto: pedunculado, globoso, pequefio, inclinado a un lado, pericarpio espinoso,

no muy tupido.

Semilla: semillas negras.

4.9.5.3 Informacidon taxondmica
Basado en GBIF (2020);

Reino: Plantae; Division: Tracheophyta;, Clase: Magnoliopsida; Orden:

Solanales; Familia: Solanaceae; Género: Datura; Especie: Datura discolor.

4.9.6 Bledo (Amaranthus palmeri S. Watson)

4.9.6.1 Distribucion

Es considerada una especie nativa de México, y esta reportada en los
estados de Aguascalientes, Baja California Norte, Baja California Sur,
Chihuahua, Coahuila, Colima, Distrito Federal, Durango, Estado de México,
Guerrero, Jalisco, Michoacéan, Morelos, Nuevo Leon, Oaxaca, Sinaloa, Sonora,
Tamaulipas, Veracruz y Zacatecas (Rzedowski y Rzedowski, 2001; Villasefior y
Espinosa, 1998).
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4.9.6.2 Caracteristicas botanicas

Basada en Rzedowski y Rzedowski (2001).
Habito y forma de vida: Planta dioica, anual o a veces perenne, erecta, glabra
(sin ningun tipo de pelos).
Tamafo: Hasta de 1.5 (3) m de alto.
Tallo: con rayas longitudinales, verde a amarillo, café o rojizo, con frecuencia
profusamente ramificados desde la base.
Hojas: alternas, laminas foliares rombicas, ovadas a rombico-lanceoladas, de
1.5a 10 (17) cm de largo por 1 a 4 (8) cm de ancho; 4pice agudo a acuminado
con una espina fina en la punta; base redondeada a cuneada; nervacién
prominente en el enveés, a veces algo pubescente; peciolos delgados, de 1 a5
(10) cm de largo.
Inflorescencia: Unisexuales, en forma de espigas terminales densas, erectas o
mas o menos flexuosas (onduladas) o arqueadas, de 8 a 30 cmde largoy 0.7 a
1.5 cm de diametro, asi como en forma de glomérulos axilares, bracteas mas
largas que las flores, ovadas a lineares o angostamente triangulares, espinosas
en la punta.
Flores: son poco vistosas; las masculinas con 5 tépalos angostamente
triangulares, con punta rigida, desiguales, los externos de 2.5 a 4 (5) mm de
largo, los internos de 2 a 3 (4) mm de largo; flores femeninas con 5 tépalos
estrecha o ampliamente espatulados, carinado (con rebordes prominentes),
terminan en punta aguda y rigida con una extension del nervio medio, a veces
tefiidos con rojo, desiguales, los externos de 2.5 a 4 (5) mm de largo, los internos
de 2 a 3 (4) mm de largo; estigmas 2 o en ocasiones 3.
Frutos y semillas: fruto subgloboso, rugoso, se abre transversalmente, de 1.5
mm de longitud; semilla lenticular (redonda y comprimida), algo alargada, de 1 a

1.4 mm de diametro, de color café-rojizo oscuro, brillante.

4.9.6.3 Informacidon taxondmica
Basado en CONABIO (2021).

Reino: Plantae; Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares); Superdivision:
Spermatophyta (plantas con semillas); Division: Magnoliophyta (plantas con

flor); Clase: Magnoliopsida (dicotiledéneas); Subclase: Caryophyllidae; Orden:
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Caryophyllales; Familia: Amaranthaceae; Género: Amaranthus; Especie:

Amaranthus palmeri.

V. HIPOTESIS
-Al menos un extracto acuoso de las malezas estafiate (Ambrosia confertiflora),

cardo santo (Argemone mexicana), girasol (Helianthus annuus), higuerilla
(Ricinus communis), toloache (Datura discolor) o bledo (Amaranthus palmeri)
inhiben un 50% el crecimiento micelial del fitopatdgeno C. gloeosporioides in

vitro y en frutos de citricos.
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VI. OBJETIVOS

VI.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de extractos acuosos de las malezas estafiate (Ambrosia
confertiflora), cardo santo (Argemone mexicana), girasol (Helianthus annuus),
higuerilla (Ricinus communis), toloache (Datura discolor) y bledo (Amaranthus
palmeri), en la inhibicion de Colletotrichum gloeosporioides in vitro y en frutos

de citricos.

VI.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de extractos acuosos de malezas en la inhibicion micelial
de Colletotrichum gloeosporioides in vitro.
2. Evaluar efecto de extracto acuoso de Datura discolor en la inhibicion de C.

gloeosporioides en frutos de citricos.

3. Cuantificar inoculo de Colletotrichum gloeosporioides, en frutos de citricos
tratados con extractos, por la técnica g-PCR.
4. Evaluar la viabilidad in vitro del extracto acuoso de D. discolor en la

inhibicion de C. gloeosporioides.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1 Recolecta de especies de malezas
Se recolectd material vegetal (principalmente hojas) de las malezas

estafiate (E1), cardo santo (E2), girasol (E3), higuerilla (E4), toloache (E5) y
bledo (E6) en el municipio de Ahome, Sinaloa. Se registré la etapa fenologica de
cada especie y la temperatura del sitio, cada muestra se trasladé al Laboratorio
de Biotecnologia y Biologia Molecular de la Universidad Autonoma de Occidente
Unidad Los Mochis, para la posterior identificacién molecular y elaboracion de

extractos.

7.2 ldentificacion molecular de especies de malezas

7.2.1 Extraccion de DNA de tejido de malezas

Se realizo la extraccion de DNA gendmico de cada una de las malezas,
por el método de CTAB (Doyle, 1990). Se adicion6é 500 pL de solucion buffer
CTAB (Tris 100 mM pH 8, 20 mM de EDTA pH 8, NaCl 1.4 M, 2% CTAB, 2-
mercapto al 0.2%) a ~ 50 mg de tejido, se mezcl6 con vortex por 10 s e incubo a
30 min a 65 °C. Posteriormente, se agreg6é 250 pL de cloroformo, se paso
nuevamente por vortex durante 10 s y se centrifug6 a 13,000 g durante 10 min.
El sobrenadante se transfirid a un tubo nuevo y se agrego 0.7 V de isopropanol,
se mezcld por inversion, de cuatro a cinco veces, y se incubo a -20 °C durante
10 min. Para sedimentar el ADN, se centrifug6é a 13,000 g durante 10 min, se
decanto el sobrenadante. Para la limpieza, se agregd 500 pL de etanol al 70%,
y centrifugd a 13,000 g por 5 min, se decant6 de nuevo el sobrenadante. Para la
evaporacion de etanol, los tubos se colocaron sobre papel absorbente,

finalmente el ADN se diluyé en 50 pL de agua libre de nucleasas.

7.2.2 Amplificaciéon por PCR punto final
Se realizaron diluciones 1:10 de las extracciones de ADN, 1 pl de la

dilucion se empledé como templado para la amplificacion de un fragmento de
~700 pb de ADN ribosomal por PCR, con los oligos ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG)/ ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White et
al., 1990). Se realizaron reacciones que contenian, 2.5 pl de Buffer 10x, 0.75 pl
de MgCl2 (50 mM), 1 pl de DNTPs (10 mM), 1 pl de cada uno de los oligos (10
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pHM), 0.5 U de la enzima Taq polimerasa (Invitrogen ®), 1 pl de ADN de muestra
y agua ultrapura para un volumen final de 25 pl. Se establecié un programa: 94
°C por 5 minutos, 35 ciclos (95 °C, 60 °Cy 72 °C, durante 40 segundos) y 72 °C
durante 5 minutos. La amplificacion de los productos de PCR se visualiz6 por
electroforesis (40 minutos a 80 volts) en gel de agarosa al 2%. Los productos

amplificados se enviaron a purificaciéon y secuenciacién a Macrogen-Korea.

7.2.3 Andlisis filogenético

La edicion de secuencias de cada especie de maleza se realiz6 en el
software BioEdit version 7.0.5.3 (Hall, 1999), las secuencias editadas se
compararon con secuencias depositadas en el GenBank utilizando el algoritmo
BLASTn; 6 para estafiate (E1), 21 para cardo santo (E2) (Schwarzbach y
Kadereit, 1999), 25 para girasol (E3) (Schilling et al., 1998), 9 para higuerilla
(E4)(Enan et al., 2012), 14 para toloache (E5) (Dupin y Smith, 2018) y 27 para
bledo (E6) (Waselkov et al., 2018), como grupo externo Parthenium
hysterophorus, Arctomeconh umilis, Phoebanthus tenuifolius, Mercurialis annua,
Brugmansia arborea y Chamissoa altissima, respectivamente para cada una de

las malezas mencionadas.

Las secuencias se alinearon en MUSCLE (Edgar, 2004), y el arbol
filogenético se realizé en MEGAX (Kumar et al., 2018), con el método estadistico
de Maxima Verosimilitud, con el modelo de GTR+G+l, en E1, E2,y E5, GTR+G
enE3, GTR+GenE4y GTR en E6, todos los gaps se consideraron en el analisis
y la robustez de la topologia del arbol filogenético se evalué con 1000 réplicas
bootstrap. Finalmente, el filograma fue editado en el software FigTree version
1.4.0.

7.3 Obtencidn de extractos acuosos de malezas
Para la obtencion de extractos acuosos, se deshidraté el tejido foliar de

cada muestra de maleza, en una cadmara de secado, por aproximadamente 19
horas a 60°C. Posteriormente se molieron las hojas, se pesé 4 g y se disolvid en
40 ml de agua destilada estéril, para quedar a una concentracién de 1:10 p/v.
Posteriormente se calentaron a 120°C y se mantuvieron en ebullicién por 10
minutos. Finalmente se centrifugaron a 4500 rpm durante 10 minutos y por ultimo

se recupero el sobrenadante (Zakaria et al., 2020, modificado).
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7.4 Evaluacion in vitro de extractos acuosos de malezas contra C.
gloeosporioides

Se proporcion6 el aislado TMC-1 de C. gloeosporioides obtenido de
toronja previamente caracterizado morfolégica y molecularmente por Peréz-
Mora el al., 2020. Se preparé medio papa dextrosa agar (PDA), donde se
diluyeron los extractos acuosos con las concentraciones (1%, 2% y 4%) en 50
ml, como control se utiliz6 medio PDA sin extractos vegetales. Se vertié en
placas Petri de 60 mm de didmetro, después de solidificar el medio PDA se
colocg, en el centro de las placas, un disco de PDA de 5 mm de diametro con
crecimiento micelial del hongo, se establecié un control quimico con el fungicida
comercial Carbendazim®. Se tomo registro del crecimiento polar y ecuatorial de
la colonia cada 24 horas, con un vernier caliper (Stainless Hardened). El registro
se detuvo hasta que el micelio cubrio la caja del control. Se evalu6 el efecto
inhibitorio por medio de la formula de porcentaje de inhibicion de crecimiento
(GIP) (Elwakil et al. 2009).

GIP= Crecimiento del control - Crecimiento del tratamiento X 100

Crecimiento del control

7.5 Evaluacion in vivo de extractos acuosos de malezas contra C.

gloeosporioides

7.5.1 Preservacion de aislado fungico y conteo de conidios
Se preservo el aislado TMC-1 de C. gloeosporioides, para ello se realizo

una suspension de conidios en agua destilada estéril y se almaceno6 a -20°C
(Lépez et al., 2002). Posteriormente se sembrd en medio PDA y a partir de un
cultivo de diez dias se obtuvo una suspension conidial en agua destilada estéril
y se realiz6 la cuantificacion, para estimar la cantidad de conidios por ml, con un

hemocitdmetro.

7.5.2 Prueba de patogenicidad del aislado de C. gloeosporioides en
distintos hospedantes

Se confirm6 la patogenicidad del aislado TMC-1, de acuerdo a los
postulados de Koch, se inoculé en frutos de toronja, limén persa y naranja
valencia. Los frutos se desinfestaron previamente; se lavaron con jabon neutro,

se enjuagaron con agua de la llave, se les agreg6 etanol al 70% durante 3
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minutos, se mantuvieron en inmersion con NaCl al 1% durante 5 minutos, por
ultimo se enjuagaron con agua destilada estéril. Posteriormente se realizaron
tres heridas en cada fruto con un picadiente estéril y se inoculé 0.5 ml de
suspension conidial con 1x10% conidios por ml. Los frutos inoculados se
colocaron en una camara humeda de plastico e incubaron a 28 °C y 95% de

humedad relativa (Zakarias et al., 2020). El experimento se realiz6 dos veces.

7.5.3 Evaluacioén in vivo de extractos acuosos de malezas contra C.
gloeosporioides

Se evaluaron frutos de limén persa, naranja valencia y toronja Red blush
cosechados sanos, con tamafio uniforme, color comparables. Cada fruto se
desinfesto e inocul6 de la misma manera que en la prueba de patogenicidad. Los
frutos se protegieron en camaras humedas y después de 15 horas de incubacion,
se asperjaron en la superficie con extracto acuoso, en las concentraciones 1%,
2% y 4%, se utiliz6 el fungicida Carbendazim®, como control quimico, mientras
gue los frutos control se aplico agua destilada estéril (Koomen y Jeffries, 1993).
Se realizaron 2 aplicaciones con intervalo de 7 dias cada una, donde se registro
la medicion superficial y profundidad de lesidon en cada fruto por medio de un
calibrador digital TRUPER® modelo CALDI-6MP. Se utilizaron 5 réplicas por

tratamiento y el experimento se realizé dos veces.

7.6 Cuantificacion de C. gloeosporioides por medio de latécnica g-PCR

7.6.1 Extraccion de ADN de tejido de citricos infectado con C.
gloeosporioides

Se tom6 muestra de tejido dafiado del fruto realizando cortes con un
bisturi en las areas donde se indujo lesidén en cada fruto, se considerd un area
de 1 cmd. Posteriormente se extrajo el ADN gendémico por el método de CTAB.
Se agreg6 4 ml del buffer a la muestra y se maceré perfectamente, en mortero
con pistilo, se tom6 2 ml del macerado de cada muestra y se incubé en 65° C por
10 minutos, seguido se centrifugo las muestras a 10,000 rpm durante 5 minutos,
posteriormente se transfirio el sobrenadante (~1,500 pl). Después se agregé 500
pl de cloroformo y nuevamente se centrifugé a 10,000 rpm durante 10 min. Los
pasos siguientes se realizaron conforme a lo descrito para la extraccion de ADN

de maleza. EI ADN se cuantific6 en un NanoDrop One Spectrophotometer
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Thermo Scientific®. Se realizaron muestras compuestas (pool), de cada unidad
experimental se considero las 3 lesiones como una sola muestra, y a ésta como

una réplica bioldgica.

7.6.2 Amplificaciéon por g-PCR
La amplificacién se realiz6 en el termociclador CFx96%® (Bio-rad); el

programa establecido fue 95°C durante 3 minutos y 50 ciclos de 95 °C y 60 °C,
ambas temperaturas durante 30 seg. Las mezclas de reaccion contenian, para
cada pozo o tubo, 10 pL de Supermix (SsoAdvanced Universal Probe; Bio-Rad,
cat no 1725281), 6 uL de agua libre de nucleasas, 1 uL a 2 uM de cada uno de
los oligos/sonda (Cuadro 2) y 1 uL a 10 ng de ADN, se incluyé un control
negativo y un control de muestra sana en cada corrida de qPCR. Se realizaron

dos réplicas técnicas por tres réplicas bioldgicas por cada tratamiento.

Para evaluar la calidad de las extracciones de ADN y las mezclas de
reaccion, se utilizé como control endégeno la amplificacion con los oligos COXfpr
(Cuadro 2), disefiado en base al gen del citocromo oxidasa mitocondrial de los
citricos (Hu et al., 2013).

Se realiz6 una curva de concentracion conocida, de 0.01 a 100 ng, con

ADN de C. gloeosporioides.

Cuadro 2. Oligonucleotidos utilizados para la cuantificacion por g-PCR

Oligo Secuencia (5-3") Amplicén Referencia
ColTgF3 GCTTGGTGTTGGGGCCCTAC 127 pb, ITS Rahman et
al., 2019

C. gloeosporioides
ColTgR1 GGTTTTACGGCAAGAGTCCCT

ColTgP1 [FAM]JCCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGT

A[BHQ]
COXf GTATGCCACGTCGCATTCCAGA 68 pb, COX Hu et al,
2013
Citricos
COXr GCCAAAACTGCTAAGGGCATTC
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COXpc [FAMJATCCAGATGCTTACGCTGG [BHQ]

7.7 Pruebas in vitro de viabilidad de extracto acuoso
Se realiz6 una prueba de viabilidad del extracto acuoso con la

concentracion de mayor efectividad en ensayos in vitro, al 4%, en un periodo de
3 meses. El montaje se realiz6 de la misma manera que se indicé en las pruebas

in vitro.

7.8 Analisis estadistico

En los ensayos in vitro se considero un disefio experimental con arreglo
completamente al azar. Los datos se analizaron por medio de la prueba Kruskal
Wallis y una prueba de Conover a =0,05 en el software InfoStat version

estudiantil, cada tratamiento fue evaluado con tres réplicas.

Para los ensayos en fruto (in vivo), el disefio experimental se distribuyo
en un arreglo completamente al azar. Donde en la variable de profundidad de
lesion los datos se transformaron en logaritmicos, se analizé por ANOVA y una
prueba Tukey (p > 0,05) en el programa SAS version 9.4, a excepcion de los
datos obtenidos en la segunda aplicacién en las variables de profundidad de
lesion en frutos de toronja y lesion superficial en naranja valencia y limén persa
donde se analizados por Kruskal Wallis y una prueba Conover (p > 0.05) en el

software InfoStat version estudiantil.

En las pruebas de viabilidad del extracto, el experimento se realizé con 4
réplicas por tratamiento y los datos obtenidos se analizaron estadisticamente por
una prueba de Friedman y una prueba de comparacién de rangos Conover (p
<0.05) en el software InfoStat version estudiantil. Cada experimento se replico

una vez.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Recolecta de especimenes
El Cuadro 3 muestra los sitios, con georreferencia, donde se recolectaron

cada una de las malezas evaluadas en este estudio (Figura 6), todas en el
Municipio de Ahome, Sinaloa. Muestra también las variables, temperatura (que

oscilaron de 15 a 25°C) y etapa fenoldgica de la maleza, registradas al momento

de la colecta.

Cuadro 3. Datos de muestreo de malezas

Clave/Maleza Etapa Sitio de Coordenadas Temperatura
fenoldgica colecta (°C)
E1/ Floraciéon San Miguel 25°55"32"N 15
108°55°46"0
Estafiate
E2/ Vegetativa San Miguel 25°54°53“N 15
109°12°11"0
Cardo santo  (Hoja nueva)
E3/ 25°55°35N
Girasol Floracion San Miguel 108°55°48"0 15
E4/ Vegetativa E Porvenir 25°55"35" N 15
108°55°45" O
Higuerilla (Hoja nueva)
E5/ Floracién San Miguel  25°55°01" N 27
109°02°08"0O
Toloache
E6/ 25°55°33" N
Bledo Pre-floracion El Porvenir 108°55°45"0 15
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Figura 6. Especies catalogadas como malezas. A) Ejemplar 1,

Ambrosia confertiffora, B) E2, Argemone mexicana; C) ES3,
Helianthus annuus, D) E4 Ricinus communis; E) E5 Datura discolor;

y F) E6 Amaranthus palmeri.

8.2 Identificacion molecular de las especies de malezas
La comparacion, de las secuencias de malezas obtenidas, con las

depositadas en GenBank se muestra en el Cuadro 4. El estafiate (E1) comparte
un porcentaje de identidad de 99.56 con Ambrosia confertiflora (MH984863.1),
el cardo santo (E2) un 99.40 con Argemone mexicana (MH768272.1), el girasol
(E3) un 99.56 con Helianthus annuus (KF767534.1), la higuerilla (E4) 99.85 con
Ricinus communis (MN257690.1), mientras que el toloache (E5) y bledo (E6) un
100 por ciento Datura discolor (JX467605.1) y Amaranthus palmeri
(KY968865.1), respectivamente.

El andlisis filogenético de la secuencia ITS, de cada una de las malezas
indica que el estafiate (E1) pertenece a Ambrosia confertiflora DC, el cardo santo
(E2) a Argemone mexicana L. (E3), el girasol a Helianthuus annus L., la higuerilla
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(E4) a Ricinus communis L., el toloache (E5) a Datura discolor Bern. y el bledo a
(E6) Amaranthus palmeri S. Watson, todos en clados bien soportados con
valores bootstrap de 99, 98, 99, 98, 100 y 97, respectivamente (Figuras 7-12).

Cuadro 4. Comparacion de las secuencias de malezas con secuencias
depositadas en el GenBank

Clave/ Especie Cobertura Valor E Identidad
(%) (%)
Maleza (Numero de Acceso)
E1/ Ambrosia confertiflora 100 0.0 99.56
Estafiate (MH984863.1)
E2/ Argemone mexicana 99 0.0 99.40
Cardo santo (MH768272.1)
E3/ Helianthus annuus 99.56
. 100 0.0
Girasol (KF767534.1)
E4/ Ricinus communis 100 0.0 99.85
Higuerilla (MN257690.1)
E5/ Datura discolor 100 0.0 100.00
Toloache (JX467605.1)
E6 Amaranthus palmeri 100.00
99 0.0
Bledo (KY968865.1)
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Ambrosia confertiflora (E1)
99

9 | Ambrosia confertiflora isolate X101 (MH984863.1)

L Ambrosia pumila isolate APUM-X (KY752497.1)

—— Ambrosia maritima isolate X60 (MH984885.1)

100 J— Ambrosia psilostachyaisolate AMPS (KX147515.1)

67 | . T
Ambrosia artemisiifolia from Canada (EF065546.1)

Parthenium hysterophorus (KY215729.1)

0.020

Figura 7. Arbol filogenético del espaciador interno transcrito (ITS), inferido por
Méaxima Verosimilitud en MEGA X. La escala representa el promedio de
sustituciones por sitio. Se representan los valores Bootstrap sobre las ramas,
cerca de los internodos. La especie encontrada en este estudio se encuentra

marcada en negrita (Ambrosia confertiflora).
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99%

99%

99%

9%

99%

98%

Argemone squarrosa (AF057688.1)

| Argemone echinata(AF057689.1)

— Argemone arida (AF057664.1)

_] Argemone aurantiaca (AF057667.1)
| Argemone glabrata(AF057687.1)

Argemone hispida (AF057675.1)

Argemone munita subsp. argentea (AF057676.1)

— Argemone albiflora(AF057686.1)

- 4”— Argemone platyceras (AF057681.1)

L Argemone arizonica (AF057665.1)
‘{ Argemone grandiflora(AF057674.1)(2)

Argemone grandiflora (AF057674.1)

—— Argemone rotundata (AF057678.1)

- Argemone corymbosa subsp. arenicola(AF057660.1)

Argemone glauca (AF057651.1)

98% Argemone hunnemannii (AF057659.1)
98% __L Argemone rosea (AF057658.1)

— Argemone mexicana subsp. mexicana(AF057653.1)
Argemone mexicana (E2)

Argemone mexicana subsp. ochroleuca (AF057654.1)

Argemone fruticosa (AF057650.1)

0.050

Arctomecon humilis(AF057646.1)

— Argemone pleiacantha subsp. ambigua (AF057683.1)

Figura 8. Arbol filogenético del espaciador interno transcrito (ITS), inferido por
Méaxima Verosimilitud en MEGA X. La escala representa el promedio de
sustituciones por sitio. Se representan los valores Bootstrap sobre las ramas,
cerca de los internodos. La especie encontrada en este estudio se encuentra

marcada en negrita (Argemone mexicana).
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Helianthus pumilus (AF047959.1)

100%
Helianthus laevigatus (AF047965.1)

100%

Helianthus cusickii (AF047961.1)

Helianthus salicifolius (AF047955.1)

Helianthus smithii (AF047966.1)

Helianthus maximiliani 17A (AF047948.1)

|

oo L Helianthus microcephalus (AF047943.1)
Helianthus tuberosus (AF047953.1)
100%

__I_ Helianthus atrorubens ES 149 (AF047947.1)

1009 — Helianthus occidentalis 213 (AF047944.1)

100% Helianthus mollis (AF047946.1)

100% I— Helianthus decapetalus ES 117 (AF047942.1)

100% |— Helianthus giganteus ES 31 (AF047939.1)

Helianthus hirsutus AF047963.1
Helianthus divaricatus (AF047954.1)
100%
Helianthus grosseserratus (AF047951.1)

Helianthus cilaris RJ 121 (AF047932.1)

100% L Helianthus laciniatus (AF047930.1)
100%

Helianthus anomalus 1B (AF047914.1)

J Helianthus bolanderi7A (AF047921.1)
1009
Helianthus argophyllus (AF047922.1)

100%
99% Helianthus annuus (E3)

o | Helianthus annuus 3A (AF047924.1)

_,— Helianthus eggertii (AF047962.1)
100% | Helianthus schweinitzii (AF047964.1)

Helianthus porteri (AF047968.1)

Phoebanthus tenuifolius (AF047971.1)

0.0050

Figura 9. Arbol filogenético del espaciador interno transcrito (ITS), inferido por
Méaxima Verosimilitud en MEGA X. La escala representa el promedio de
sustituciones por sitio. Se representan los valores Bootstrap sobre las ramas,
cerca de los internodos. La especie encontrada en este estudio se encuentra
marcada en negrita (Helianthus annuus).
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Ricinus communis Yemen (JX084263.1)

Ricinus communis (JX084264.1)

Ricinus communis VVenezuela (JX084262.1)

Ricinus communis aislado de Tnez (JX084260.1)

98%

— Ricinus communis (JX084259.1)

Ricinus communis aislado Egipto (JX084258.1)

Ricinus communis (JX084264.1)
95%

Ricinus communis (E4)

Ricinus communis (MN257690.1)

97%

Ricinus communis UAE (JX084261.1)

Mercurialis annua (AY918196.1)

0.020

Figura 10. Arbol filogenético del espaciador interno transcrito (ITS), inferido por
Méaxima Verosimilitud en MEGA X. La escala representa el promedio de
sustituciones por sitio. Se representan los valores Bootstrap sobre las ramas,
cerca de los internodos. La especie encontrada en este estudio se encuentra
marcada en negritas (Ricinus communis).

42



Datura metel (MG693029)
97,4%
Datura wrightii (MG693040)

99,5%

70.9% Datura lanosa (MG693022)

5399, Daturainoxia(MG693019)

Y Datura inoxia (MG693018)

Datura reburra(MG693031)

Datura arenicola(MG693012)

78%

Datura discolor (E5)
62,6% 4&0%
Datura discolor (MG693017)

IDatura ceratocaula (MG693013)
00"

Datura ceratocaula (MG693014)

Datura kymatocarpa (MG693021)
60,3%
Datura leichhardtii(MG693026)

932%

—r Datura quercifolia(MG693036)
94,5%
Datura stramonium (MG693038)

Brugmansia arborea (MG693004)

0.007

Figura 11. Arbol filogenético del espaciador interno transcrito (ITS), inferido por
Méaxima Verosimilitud en MEGA X. La escala representa el promedio de
sustituciones por sitio. Se representan los valores Bootstrap sobre las ramas,
cerca de los internodos. La especie encontrada en este estudio se encuentra

marcada en negritas (Datura discolor).
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Figura 12. Arbol filogenético del espaciador interno transcrito (ITS),
inferido por Maxima Verosimilitud en MEGA X. La escala representa el
promedio de sustituciones por sitio. Se representan los valores Bootstrap
sobre las ramas, cerca de los internodos. La especie se marca en negrita
(Amaranthus palmeri).
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Cabe sefialar que la identificacion realizada se baso en la caracterizacion
molecular, pero podria complementarse con la identificacion botanica basada en
caracteristicas taxondmicas de cada uno de los ejemplares evaluados en este

trabajo.

8.3 Evaluacién in vitro de extractos acuosos de malezas contra C.
gloeosporioides

Los resultados de los experimentos in vitro revelaron que Unicamente el
extracto acuoso de toloache (Datura discolor), a diferentes concentraciones (1,
2 y 4%), redujo significativamente, el crecimiento de C. gloeosporioides, con
porcentajes de inhibicion a partir del 50% (51.65, 59.91 y 72.62%,
respectivamente), la concentracion al 4%, no mostro diferencia con el control
guimico, carbendazim® (85.57%) Figura 13.

Por otro lado, no existen diferencias significativas en el porcentaje de
reduccion de crecimiento del patdgeno, con los extractos acuosos de A.
confertiflora, A. mexicana, H. annus, R. communis y A. palmeri, en ninguna de
las concentraciones evaluadas, 1, 2 y 4% (datos no mostrados). Por lo cual se
descartaron del estudio para la evaluacion in vivo, donde solo se evaluo el

extracto que ofrecio la mayor inhibicion.

Figura 13. Efecto de los extractos acuosos de D. discolor en crecimiento in vitro
de C. gloeosporioides. A) Concentracion 1%, B) 2%, C) 4%, D) Carbendazim®,
E) Control.
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8.4. Evaluacién de extracto acuoso de la maleza D. discolor contra C.
gloeosporioides en citricos

8.4.1 Pruebas de patogenicidad del aislado de C. gloeosporioides

Se confirmé la patogenicidad del aislado TMC-1 de C. gloeosporioides
en frutos de toronja, naranja valencia y limén persa, (Figura 14). Se observaron
sintomas caracteristicos de la antracnosis en citricos, lesiones regulares e

irregulares, necréticas con margenes café claro y color naranja.

Figura 14. Antracnosis en citricos causada por C. gloeosporioides.

A) Toronja, B) Naranja valencia, C) Limon persa.

8.4.2 Evaluacion de extracto acuoso de la maleza D. discolor contra C.
gloeosporioides en toronja

En los frutos de toronja no se observo diferencia significativa en el tamafio
de lesion superficial en la aplicacion 1 (P<0.1092), mientras que la segunda
aplicacion (15 dias post inoculacion) con el extracto al 4% incrementd el
desarrollo de lesiones (P<0.0001) (Cuadro 5y Figura 15-A).

Cuadro 5. Efecto de extractos acuosos de D. discolor contra C. gloeosporioides

en frutos de toronja

Tratamientos Tamarfo de lesion superficial en fruto
(mm)
Aplicacion 1 Aplicacion 2
D. discolor 1% 1.86a 2.43abc
D. discolor 2% 2.55a 3.12ab
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D. discolor 4% 2.22a 3.49a

Carbendazim® 1.90a 2.37abc
Control (+) 2.48a 2.29bc
Control (-) 1.61a 1.52c

Medias con letra comdn no son significativamente diferentes (Tukey, p > 0.05).

De la misma manera, los resultados de la profundidad de lesion indican
gue no existe diferencia significativa en ninguna de las dosis evaluadas en la
efectividad de la reduccion de lesion causada por C. gloeosporioides (Cuadro 6
y Figura 15-B).

Cuadro 6. Efecto de extractos acuosos de D. discolor contra C. gloeosporioides

en frutos de toronja

Tratamientos Profundidad de lesién en fruto (mm)
Aplicacion 1 Aplicacion 2
D. discolor 1% 5.71a 13.91b
D. discolor 2% 6.64a 11.66b
D. discolor 4% 6.31a 9.08ab
Carbendazim® 6.21a Oa
Control (+) 6.64a 12.09b
Control (-) 0b Oa

Medias con letra comdn no son significativamente diferentes (Tukey, p > 0.05).
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Aplicacion 1 datos transformados log, Aplicacién 2 (Conover, p > 0.05)

1% 2% 4%  Carbendazim Control(+)  Control(-)

Figura 15. Efecto de la segunda aplicacién (a los 15 dias post inoculacién) de
extractos acuoso de D. discolor en frutos de toronja. A) Lesion superficial, B)
Profundidad de lesién, Control (+) inoculado con C. gloeosporioides, Control sin
inocular (-).

De acuerdo a estos resultados, bajo las condiciones descritas, las
concentraciones del extracto acuoso de D. discolor no son efectivas en frutos de

toronja.

8.4.3 Evaluacion de extracto acuoso de la maleza D. discolor contra C.
gloeosporioides de naranja valencia

En frutos de naranja valencia, las lesiones superficiales, ocasionadas por
C. gloeosporioides, son significativamente diferentes en la dosis al 4%, respecto
al control (P<0.0018) tanto en la aplicacion 1 como en la aplicacion 2 (P<0.0003)
(Cuadro 7 y Figura 16-A). Pero no en la profundidad, aplicacion (p<0.0006) y
aplicacion 2 (p< 0.2374) (Cuadro 8 y Figura 16-B).

Cuadro 7. Efecto de extractos acuosos de D. discolor contra C. gloeosporioides

en frutos de naranja valencia

Tratamientos Tamafo de lesion superficial en
fruto (mm)
Aplicacion 1 Aplicacion 2
D. discolor 1% 1.75abc 1.57bcd
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D. discolor 2% 1.82ab 1.81cd

D. discolor 4% 1.55bc 1.39abc
Carbendazim® 1.32c 1.53bcd
Control (+) 2.032 2.49d
Control (-) 1.42bc 1.182

Aplicacion 1 (Tukey, p > 0.05), Aplicacion 2 (Conover, p > 0.05)

Lo que indica que el extracto acuoso no presento buen efecto en naranja
valencia.
Cuadro 8. Efecto de extractos acuosos de D. discolor contra C. gloeosporioides

en frutos de naranja valencia

Tratamientos Profundidad de lesién en fruto (mm)
Aplicacion 1 Aplicacion 2

D. discolor 1% 3.00a 1.05a

D. discolor 2% 3.33a 2.93a

D. discolor 4% 2.86a 3.56a

Carbendazim® 3.42a 2.05a
Control (+) 4.04a 2.37a
Control (-) 0b Oa

Medias con letra comUn no son significativamente diferentes (Tukey, p > 0.05)
Aplicacion 1y 2 datos transformados log
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1% 2% 4% Carbendazim Control(+)  Control(-)

Figura 16. Efecto de la segunda aplicacion (a los 15 dias post inoculacién) de
extractos acuosos de D. discolor en frutos de naranja valencia. Control (+)
inoculado con C. gloeosporioides, Control (-); sin inocular.

En general, estos resultados sugieren que no existe efecto de reduccion
de la infeccion ocasionada por el fitopatdgeno en postcosecha de naranja
valencia, con las dos aplicaciones de las distintas dosis del extracto acuoso de

D. discolor.

8.4.4 Evaluacion de extracto acuoso de la maleza D. discolor contra C.
gloeosporioides en limon persa

En la aplicacion 1 de extractos acuosos de D. discolor, no se observé
diferencia significativa en las lesiones en frutos de limén persa, en ninguno de
los tratamientos (P<0.2757). Sin embargo, las lesiones ocasionadas por C.
gloeosporioides se redujeron con la segunda aplicacion, en la dosis al 4%
(P<0.0016) (Cuadro 9y Figura 17-A). Esto sugiere que el extracto acuoso de
D. discolor al 4%, tiene el potencial de inhibir al patdgeno en frutos de limén

persa.

Cuadro 9. Efecto de extractos acuosos de D. discolor contra C. gloeosporioides

en frutos de limén persa

Tratamientos Tamairio de lesion superficial en fruto (mm)

Aplicacion 1 Aplicacion 2
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D. discolor 1% 2.56a 3.06¢cd

D. discolor 2% 4.23a 2.71bcd

D. discolor 4% 2.48a 2.13a

Carbendazim® 2.30a 2.12ab
Control (+) 3.07a 4.14d
Control (-) 2.30a 2.26a

Medias con letra comuUn no son significativamente diferentes

Aplicacion 1 (Tukey, p > 0.05)
Aplicacion 2 (Conover, p > 0.05)

Por otro lado, se obtuvo una reduccion significativa de la profundidad de
lesion en fruto de limon persa con la segunda aplicacion del extracto acuoso en
la dosis 4% (p <.0001) (Cuadro 10y Figura 12-B), resultado consistente en la
lesion superficial del fruto (P<0.0016) (Cuadro 9), esto sugiere que dicho
extracto tiene el potencial para el manejo de antracnosis causada por C.

gloeosporioides en postcosecha de limon persa.

Cuadro 10. Efecto de extracto acuoso de D. discolor contra C. gloeosporioides

en frutos de limén persa

Tratamientos Profundidad de lesién en fruto (mm)
Aplicacion 1 Aplicacion 2

D. discolor 1% 3.72a 4.78ab

D. discolor 2% 4.16a 5.55ab

D. discolor 4% 3.90a 2.87b

51



Carbendazim® 2.12ab 3.96b

Control (+) 4.65a 9.42a

Control (-) Ob Oc

Medias con letra comun no son significativamente diferentes (Tukey, p > 0.05)

Aplicacion 1y 2 datos transformados log

1% 2% 4% Carbendazim Control(+) Control(-)

Figura 17. Efecto de la segunda aplicacion (a los 15 dias post inoculacion) de
extractos acuosos de D. discolor en frutos de limon persa. Control (+) inoculado
con C. gloeosporioides, Control (-); sin inocular.

8.4.5 Cuantificacion de C. gloeosporioides en frutos de limon persa
tratados con extracto de D. discolor al 4%

Se utiliz6 un método molecular cuantitativo, un ensayo de PCR en tiempo
real (g-PCR) de alta sensibilidad, se empled una sonda especifica para la
deteccion y cuantificacion de la especie C. gloeosporioides en base al ADN, para
estimar y corroborar los resultados observados en el tratamiento de limén persa
con el extracto al 4%. Los resultados muestran una tendencia similar; en la
amplificacion medida en unidades de fluorescencia (RFU) (Figura 18-A), con
respecto a una curva de concentracion de 0.01 a 100 ng de ADN del patégeno
(Figura 18-B), se observa que la curva de la muestra de fruto con el patégeno
(P) es similar a la amplificaciéon de 10 ng de C. gloeosporioides (10 ng-Cg)

mientras que las de las muestras de fruto tratadas con el control quimico (CQ) y
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la de frutos tratadas con el extracto de D. discolor al 4% (E-4%), muestran
amplificacion similar a la de 0.01 ng de C. gloeosporioides (0.01 ng-Cg). La
estimacion de moléculas de patdégeno indica menor cantidad en los tratamientos
CQy E-4% (Figura 18-C).

A) Cuantificacion de C. gloeosporioides

Log 1, Concentracién de DNA (ng)

Amplificacién de C. gloeosporioides

RFU

Ciclos

C) Cuantificacion de C. gloeosporioides en frutos de limon
persa

a
0.66
- I .
062

cQ E-4%

-
=
O oes a
o0
o

Tratamiento

Figura 18. Deteccion especifica de C. gloeosporioides, por q-PCR con los oligos
ColTgF3, ColTqR1 y ColTgP1. A) Regresion lineal entre el valor logaritmico de la
cantidad inicial de ADN del patdégeno y el valor logaritmico reciproco del ciclo umbral
(Ct). B) Curvas de amplificacion de los diferentes tratamientos; muestras (no frutos) con
la cantidad especificada de ADN del patégeno en ng (0.01 a 100 ng-Cg), fruto con el
patdgeno (P), tratado con control quimico (CQ), tratado con extracto de D. discolor al
4% (E-4%), fruto control sin patégeno (C), muestra sin templado (NTC). C) Estimacion
de la cantidad de moléculas del patégeno en los tratamientos especificados de frutos de
limén persa.
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8.5 Pruebas in vitro de viabilidad de extracto acuoso de Datura discolor
Con la finalidad de determinar el efecto del tiempo en la viabilidad del

extracto de D. discolor, se realizaron experimentos in vitro, de manera mensual,
con el extracto acuoso a la concentracion de mayor efectividad (4%). Se observa
gue el extracto mantiene la capacidad de reducir el crecimiento de C.
gloeosporioides, por un periodo de alrededor de 3 meses posteriores a la
preparacién (Cuadro 11), pero no con la misma efectividad. Es decir, en reciente
preparacion inhibi6 un 72.62% del crecimiento, como se menciond con

anterioridad, y un 24.38, 23.37 y 27.95% al 1, 2 y 3 meses respectivamente.

Cuadro 11. Porcentaje de inhibicion micelial de C. gloeosporioides con el
extracto acuoso de D. discolor al 4%, en un periodo de 3 meses

Tratamiento Periodos de evaluacion
Mes 1 Mes 2 Mes 3
Extracto de D. discolor al 4% 24.38a 23.37a 27.95a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes Conover, p > 0.05 (Conover,
1999)

IX. DISCUSION

En este trabajo se evalud, por primera vez, la factibilidad del uso de
extractos de especies vegetales, consideradas como malezas presentes en los
cultivos agricolas de la regién norte de Sinaloa, para el control de la antracnosis

en citricos causada por C. gloeosporioides.

9.1 Identificacion molecular de especies de malezas

Se recolectd e identificdé a nivel especie, cada una de las malezas
estudiadas, con base a la region ITS del ADN ribosomal. Diferentes estudios han
descrito, a través del tiempo, el uso de esta region para el andlisis filogenético
de distintos géneros de plantas (Schilling et al., 1998; Schwarzbach y Kadereit,
1999; Enan et al., 2012; Cheng et al., 2016; Dupin y Smith, 2018; Waselkov et
al., 2018), los oligos mas utilizados son ITS1-ITS4 (White et al., 1990) que
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originalmente se disefiaron para la identificacién de hongos (Cheng et al., 2016).
Sin embargo, esta region ha sido ampliamente estudiada en la sistematica
molecular de plantas para resolver la identificacion a niveles de género y especie,
esto por su alta resolucion de relaciones inter e intraespecificas (Staggemeier et
al., 2015; Yuan et al., 2015).

Agqui se describe la identificacion molecular de las especies Ambrosia
confertiflora, Argemone mexicana, Helianthus annuus, Ricinus communis,
Datura discolor y Amaranthus palmeri en el norte del estado de Sinaloa, México,
donde son consideradas malezas. Estos hallazgos son similares a lo reportado
por Rzedowski y Rzedowski, 2001; Villasefior y Espinosa, 1998; Luna-Cavazos
y Bye, 2011, quienes describen la distribucion de estas especies de plantas en

distintos estados de México.

A nuestro conocimiento, se identificaron por primera vez de manera
molecular aqui en la region a las especies de malezas anteriormente
mencionadas. La identificacion molecular de Amaranthus palmeri se reportd
recientemente por Verdugo-Navarrete et al. (2021), en la region norte del estado

de Sinaloa, similar a lo descrito en el presente estudio.

Se desconoce la utilidad de estas especies en los agroecosistemas, por
ello se sugiere su aprovechamiento para la elaboracion de productos eficaces en

el manejo de hongos fitopatdgenos de interés agricola.

9.2 Efecto antifungico in vitro de extractos de malezas contra C.
gloeosporioides

La eficacia de extractos acuosos en la inhibicion micelial de C.
gloeosporioides, se demostré con extractos provenientes de hojas de Datura
discolor en la dosis 4%, con un resultado de 72.62%, cercano a la eficacia
obtenida del fungicida comercial Carbendazim® (85.57%). Hallazgos similares
reportan Karim et al. (2017), donde sefialan una reduccion maxima de 80% del
crecimiento in vitro de C. gloeosporioides, con el uso de extractos etandlicos de
semillas de D. metel, en la dosis 1.5%, a su vez también los resultados obtenidos
en este estudio contrastan con lo reportado por los autores, quienes no
observaron efecto antifungico del extracto metandlico de hojas de D. metel. Esto

podria explicarse por la variabilidad de constituyentes fitoquimicos, distribucién
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geogréfica y la etapa fenoldgica del espécimen (Qasem y Abu-Blan, 1995), sin
embargo, no se descarta que son distintos métodos de extraccion y especies de

donde proviene el extracto.

Existe amplia evidencia sobre el potencial antifingico de especies del
género Datura contra diversos hongos fitopatdgenos incluido C. gloeosporioides
en distintos hospedantes (Alemu et al., 2014; Villacis-Aldaz et al., 2017;
Ummuhan, 2017; Matias et al., 2020), pero a nuestro conocimiento este es el
primero con D. discolor. Esta propiedad antifingica se atribuye a su composicién
guimica, principalmente metabolitos secundarios con actividad bioldgica (Karim
et al., 2017; Matias et al., 2020), a su vez estos afectan estructuras celulares del
hongo y poseen multiples mecanismos de accion que aun no se conocen con

exactitud.

Estudios previos han explorado la presencia de posibles compuestos
bioactivos de extractos vegetales que puedan cumplir un papel importante en el
control de hongos fitopatdogenos. Zakaria et al. (2020), reportan una alta cantidad
de acido elagico de extracto de Plantago sinaica, asociado a posibles cambios
ultraestructurales en las hifas de C. gloeosporioides. Karim et al. (2017)
demostraron que extractos metanodlicos de D. metel, contienen &acido n-
hexadecanoico, fitol, acido octadecanoico, acido oleico, o-xileno y ciclohexanol,
y sugieren que alguna de las moléculas puede estar potencialmente asociadas
a la inhibicion in vitro sobre C. gloeosporioides.

Es probable que el extracto acuoso de D. discolor contenga moléculas
con potencial antifangico, pero no se analiz6 en este estudio. Por lo que se
recomienda futuros estudios para la caracterizacion de metabolitos presentes en

D. discolor y sus efectos en la inhibicion del hongo.

9.3 Efecto antifungico del extracto acuoso de D. discolor para el manejo
de antracnosis causada por C. gloeosporioides en postcosecha de
citricos

9.3.1 Patogenicidad del aislado de C. gloeosporioides

Se observo en los resultados de este estudio la capacidad patogénica de

un aislado de C. gloeosporioides en postcosecha de citricos, este hallazgo es
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consistente con previos trabajos que reportan la presencia del fitopatégeno
causando antracnosis en citricos (McGovern et al.,2012; Aiello et al., 2015;
Guarnaccia et al., 2017; Douanla-Meli & Unger, 2017; Abbas et al., 2019; Perez-
Mora et al., 2020; Cruz-Laguna et al., 2020; Wang et al., 2021). El aislado de C.
gloeosporioides evaluado en esta investigacion fue obtenido originalmente
causando antracnosis en toronja en Sinaloa, México (Perez-Mora et al.,2020),
coincide con lo documentado por Cruz-Laguna et al., 2020 quienes identificaron
al fitopatégeno como el agente causal de antracnosis en toronja (Citrus paradisi)
en huertos de traspatio en Guerrero, México.

Por otro lado también se confirm6é que este aislado puede causar
antracnosis en frutos de limon persa (C. aurantifolia) y naranja valencia (C.
sinensis). De acuerdo a los reportes de Timmer et al.,1998 y Douanla-Meli &
Unger, 2017, describen a C. gloeosporioides en los hospedantes; C. sinensis y
C. limon en paises de América del Sur, parte de Africa, Asia y Europa. Esta
enfermedad es importante, porque este fitopatdgeno se encuentra ampliamente
distribuido en diferentes regiones productoras de citricos en el mundo incluido

nuestro pais.

9.3.2 Efecto in vivo antifungico del extracto acuoso de D. discolor
Se observo la reduccion de antracnosis causada por C. gloeosporioides

en frutos de limén persa (C. aurantifolia) con la aplicacion del tratamiento al 4%,
estos resultados coinciden con lo reportado por Ademe et al. (2013), quienes
indican la reduccion de la antracnosis causada por este fitopatégeno en frutos
de papaya con la aplicacion del extracto acuoso de Echinops sp. al 25%.
También otro estudio documentado por Alemu et al. (2014), mostré el efecto
antifangico de los extractos acuosos de Ruta chapalensis, D. stramonium y
Eucalyptus globulus, estos dos ultimos al 50%, redujeron la incidencia de
antracnosis en frutos de mango. Los autores sefialan que el uso de extractos
botanicos en el manejo de la antracnosis podria ser la alternativa ideal al uso de

fungicidas sintéticos.

Por otro lado, diversas investigaciones indican la efectividad de extractos
vegetales en la inhibicién in vitro de Colletotrichum spp. (Bazie et al., 2014; Karim

et al., 2017; Hernandez-Ceja et al., 2021), sin embargo, no todos los extractos
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son efectivos en pruebas in vivo, donde pocos logran el control de la enfermedad.
Esto es complejo de explicarse por la interaccion con multiples factores como el
ambiente, la respuesta del hospedante, el fitopatdgeno y el mecanismo de accién
del extracto (Nxumalo et al., 2021).

Se ha intentado dilucidar dichos mecanismos, de acuerdo con el estudio
de Meskin et al. (2002), quienes describen diferentes mecanismos de accion a
través por el cual los fitoquimicos pueden ejercer actividad antimicrobiana, tal
como la inhibicién de la actividad de enzimas y toxinas, dafio de la membrana,
supresion de factores de virulencia, inhibicion de la sintesis de proteinas, cabe
sefialar que aun se carece de estudios que puedan dar a conocer con certeza
estos procesos.

En este trabajo la efectividad del extracto acuoso al 4% estuvo en funcion
de las variables evaluadas y adicionalmente a la deteccion de la cantidad de
inéculo del hongo por medio de la prueba g-PCR, utilizando los oligonucleétidos
descritos por Rahman et al. (2019).

Se recomienda futuras investigaciones para explorar la efectividad de
extractos de origen botanico, obtenidos principalmente de otras malezas. Estos
resultados indican un primer reporte de la actividad antifangica del extracto
acuoso de D. discolor contra C. gloeosporioides, para el manejo de antracnosis
en postcosecha de limon persa, se sugieren estudios posteriores para aislar y

caracterizar los compuestos bioactivos involucrados con esta propiedad.

9.4 Pruebas de viabilidad de extractos acuosos de D. discolor
Los resultados en este estudio confirman que se mantuvo el efecto

inhibitorio de los extractos acuosos de D. discolor sobre el crecimiento in vitro de
C. gloeosporioides, hasta por 3 meses. También se observé una actividad de
proteccion en frutos de limon persa después de 15 dias de inoculacion con C.
gloeosporioides, empleando dos aplicaciones de extractos acuosos al 4%, con

una frecuencia de aplicacion de 7 dias.

Esto es similar a lo descrito en el estudio de Martinez et al. (2019), quienes
revelan el efecto antifungico de compuestos aislados de Brosimum rubescens,

donde el extracto soluble en diclorometano y 7-demetilsuberosina, mostré una

58



capacidad protectora después de 15 dias de inoculacién con C. gloeosporioides

en frutos de mango y en frutos de papaya después de 7 dias de almacenamiento.

El conocer el efecto de inhibicién del extracto acuoso a través del tiempo,
permite inferir su viabilidad y a su vez también proporciona informacion técnica

util para el uso y aplicacion eficiente del extracto en el manejo de la antracnosis.

X.CONCLUSION

En la presente investigacion se aporta informacién relevante para el
manejo de la antracnosis a base de métodos de control bioldgico, a su vez estos
mismos contribuyen en el desarrollo de estrategias amigables con el ambiente y
la salud humana, basadas principalmente en fuentes de origen botanico, tal
como la especie Datura discolor identificada en este estudio, esta es catalogada

como una maleza presente en los cultivos agricolas de la region.

El toloache (D. discolor ) podria tener un papel importante como potencial
fuente de compuestos antifungicos, es por ello que se sugieren posteriores
trabajos para el aislamiento y caracterizacion de estos, donde se evallen
diferentes tejidos vegetales de esta especie, debido a que en este trabajo
solamente se estudid en hojas. Esto abriria camino en la elaboracion de
productos biorracionales que puedan ser utiles en el manejo de enfermedades

de interés agricola.
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