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RESUMEN.

Los hongos del género Fusarium son un problema en los cultivos agricolas,
estos pueden atacar a los cultivos en las diversas etapas de desarrollo desde la
pregerminacion hasta la postcosecha, situacién que implica pérdidas economicas
para los productores. La forma de control mas comun sobre Fusarium es mediante el
uso de agroquimicos que muchas veces debido al mal manejo provocan la pérdida
de controladores biologicos, ocasionando el incremento de plagas y enfermedades
en el predio. Los extractos de origen vegetal son una alternativa a los plaguicidas de
origen quimico, para el control de plagas y enfermedades ya que no generan
resistencia y son amigables con el medio ambiente. Los resultados de la investigacion
gue se exponen en el presente documento se obtuvieron a partir del trabajo realizado
en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto Tecnolégico de China, Se
evaluaron tres extractos etandlicos (sabila: cascara y gel; toronja: cascara; y naranja
agria: cascara) y cuatro extractos acuosos (Sébila: cascara, Sabila: cascara y gel,
Naranja agria: cascara y Toronja: cascara) en concentraciones de 250 pug/mL, 500
pg/mL, 750 pg/mL, 1 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL, 20 mg/mL, 50 mg/mL, 70 mg/mL,
100 mg/mL y agua purificada esterilizada como testigo en cada uno de los extractos,
con la finalidad de determinar su capacidad de inhibicién en el crecimiento in vitro de
una cepa de Fusarium sp. midiendo el crecimiento radial partiendo del disco infectado
hasta el borde del didmetro del micelio dia a dia durante siete dias. Los extractos
etanolicos de sabila (cascara y gel con 100% y 65% de inhibicidon en concentraciones
de 100 y 70 mg/mL) y naranja agria (63.6 % de inhibicidon en concentracion de 70
mg/mL); y acuosos de sabila (cascara y gel en concentracion de 100 mg/mL con
47.5% de inhibicion) demostraron tener capacidad de afectar el crecimiento de
Fusarium. De acuerso con los resultados de este trabajo, y aunque se requiere
profundizar en las investigaciones al respecto, los extractos etandlicos de sabila y
naranja agria podrian representar una alternativa eficiente para el control de
Fusarium en los cultivos.

Palabras clave: tamizaje fitoquimico, metabolitos secundarios, fungicidas

bilégicos.
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1 INTRODUCCION.

En la agricultura mundial, los hongos fitopatbgenos son causantes de
enfermedades de pre y postcosecha en los cultivos de hortalizas, cereales y frutas,
siendo estos responsables de pérdidas econOmicas cuantiosas; también son
responsables de las pérdidas de diversidad biolégica, es decir, a la alteracion que
existe en el crecimiento y desarrollo de las plantas hospedantes de controladores
bioldgicos alrededor de los cultivos. (Agrios, 2005).

Particularmente, los hongos del género Fusarium son un problema agricola
importante debido a que reducen la calidad y el rendimiento de los cultivos; y ademas
otro dafio importante es el ocasionado por las micotoxinas, que son responsables de
enfermedades graves tanto en los seres humanos como en los animales (Nicolaisen
et al., 2009). Los hongos del género Fusarium ocasionan enfermedades en las
plantas cuyos sintomas consisten en marchitamientos vasculares, necrosis,
pudricién de raices, pudriciébn de tallos, pudricion de frutos, granos y semillas
(Nelson, 1990).

En la agricultura convencional el control mas comun del género Fusarium es
mediante el uso de agroquimicos; el mal manejo provoca resistencia en las plagas,
enfermedades y perdida de controladores biolégicos. Una alternativa para controlar
estos problemas en los cultivos son los extractos de origen vegetal, ya que no
generan resistencia y no alteran la biodiversidad de los controladores biolégicos en
los predios (Altieri y Nicholls, 2000).

El efecto de los extractos vegetales sobre los patdgenos se debe a los
metabolitos secundarios presentes en ellos (Marcano y Hasegawa, 2002). Algunos
de los metabolitos incluyen fenoles, y en algunos casos los alcaloides, que juegan un
papel importante en la defensa de las plantas contra patdgenos, insectos y herbivoros
(Swain, 1997).

2026

Margarita

Maza

ano de =sesesesese——



Al respecto se sabe que las especies del género Citrus (incluyendo naranjas
y toronjas) tienen gran valor comercial, ya que se ha comprobado la presencia de
varios metabolitos secundarios como polifenoles y aceites aromaticos esteroidales
(Murphy, 1999). Otra especie que se conoce como productora de metabolitos
secundares es el Aloe vera que se caracteriza por ser portadora de un amplio
espectro de actividades bioldgica entre esta la antifingica y antimicrobiana debido a
la presencia de constituyentes fendlicos (Okamura et al. 1996), el gel esta constituido
principalmente de agua, mucilagos, carbohidratos, acidos y sales organicas,
enzimas, saponinas, taninos, aminoacidos, trazas de alcaloides, vitaminas y diversos

minerales (Reynolds, 2004)..

El objetivo del presente trabajo es conocer el potencial inhibitorio de extractos
obtenidos a base de cascara de naranja agria, cascara de toronja y pencas de sabila
y caracterizar los metabolitos secundarios presentes en dichos extractos.
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2 JUSTIFICACION.

El uso de productos quimicos inorganicos afecta el suelo, subsuelo, y la fauna,
provocando la pérdida de controladores biolégicos, lo que promueve un incremento
de plagas y enfermedades en los cultivos involucrando una mayor cantidad de
plaguicidas para el control de los problemas y enfermedades que se estén
presentando.

El problema de hongos fitopatégenos es grave, este se debe a su presencia
desde la pregerminacion provocando necrosis en raiz y tallo, en cosecha y
postcosecha mermando la calidad y cantidad del producto debido a que los hongos
producen necrosis en los frutos.

Uno de los principales problemas generado por hongos en cultivos de interés
agricolas, es el Damping off, pudricion del tallo en las plantas. El exceso de humedad
genera condiciones para que hongos pertenecientes a los géneros Phytophthora,
Rhizoctonia, Fusarium. y Verticilllum puedan proliferar y atacar a la planta
provocando la sintomatologia mencionada. ElI control mas comudn a dicho
padecimiento es a través del uso de agroquimicos.

Como alternativa al uso de agroquimicos para el control de Damping off se
puede recurrir al uso de productos organicos que pueden ser obtenidos de plantas
gue presenten resistencia a los hongos causantes de dicha enfermedad, a través de
la producciéon de metabolitos que inhiben el crecimiento de los hongos. Algunas de
las ventajas de los productos de origen vegetal sobre los agroquimicos
convencionales es su menor impacto sobre los factores bidticos y abibticos,
afectando menos a los controladores naturales en el medio y por lo tanto se logra una

reduccion de la presencia de plagas en los cultivos.
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3 OBJETIVOS.

3.1

3.2

Objetivo general.

Evaluar in vitro el efecto de extractos organicos y acuoso obtenidos de toronja
(Citrus paradisi), naranja agria (Citrus aurantium) y sabila (Aloe vera) sobre el
crecimiento de Fusarium sp.

Objetivos especificos.

Obtener extractos organicos y acuosos de cascaras de toronja (Citrus
paradisi) y naranja agria (Citrus aurantium) pulpa y epidermis, de pencas de
sabila (Aloe vera).

Determinar las caracteristicas fitoquimicas cualitativas de los extractos.
Evaluar el potencial inhibitorio de los extractos vegetales in vitro en cepas de

Fusarium sp.
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4 REVISION LITERARIA.

El efecto de los extractos de las plantas sobre algunos patégenos, ya sean de
interés médico o agricola, se debe a que contienen metabolitos secundarios con
efecto fungicida y/o bactericida, destacan los compuestos fendlicos, cumarinas,
flavonoides, taninos, quinonas, entre otros. Existen trabajos donde también se han
evaluado Aceites Esenciales (AE) para el manejo de F. oxysporum; en ese sentido
esta el trabajo de AE de R. officinalis, en una concentracion de 20 pg mL-1 se inhibe
el 93 % del crecimiento de F. oxysporum; mientras que con 10 pug mL-1 de los AE
de P. anisum y S. hortensis se inhibe totalmente el crecimiento de F. oxysporum. ,
concluyeron que los AE de Chenopodium ambrosioides al 2% y Chenopodium
album al 0.03 %, inhiben por completo el crecimiento de F. oxysporum, F.
Lycopersici, hasta por 11 dias. (Barrier, 2017) Los extractos se pueden obtener a
través de diferentes métodos: destilacidbn con vapor-extraccion con solvente,
extraccion con fluido supercritico (Stashenko et al., 2003); soxhlet y lixiviacion o
percolacion en frio. Existen trabajos de investigacion donde se emplean extractos
de plantas para el manejo de agentes fitopatdgenos, en ese sentido estan los que
se han hecho para inhibicion de Phytophthora infestans 1042control de Pythium
(Lira-Saldivar et al., 2003; Osorio et al., 2010), control de Verticillium dahliae (L6pez-
Benitez et al., 2005), Sclerotinia sclerotiorum (Al-Reza et al., 2010), Fusarium
oxysporum (Lopez-Benitez et al., 2005; Jasso de Rodriguez et al., 2007; Zamora
Natera et al., 2008; Dania et al., 2014)

4.1 El género Fusarium

Los hongos son pequefios organismos productores de esporas, generalmente
microscépicos, eucariéticos, ramificados y a menudo filamentosos que carecen de
clorofila y que tienen paredes celulares que contienen quitina, celulosa, o ambos

componentes (Agrios, 1998). Los hongos patdégenos son organismos que provocan
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enfermedades a su hospedero, que puede ser animal o vegetal, y pueden
ocasionarle una muerte prematura (Sanchez et al. 2005). En agricultura, estos
organismos causan el deterioro patologico de frutas, hojas, tallos y productos
subterrdneos (raices; tubérculos) ocasionando podredumbre o necrosis (Juarez et
al. 2010).

4.1.1 Ciclo y condiciones de crecimiento del género Fusarium.

Acufia y Araya (2017) mencionan que algunos hongos del género Fusarium
pueden sobrevivir varios afios en el suelo, infectando a las plantas en desarrollo, las
principales fuentes de inéculo son el suelo, tubérculos de semilla infectada, sacos y
equipamientos e infraestructura con manejos sanitarios deficientes. El hongo infecta
a la planta principalmente por heridas ocasionadas durante el periodo de cosecha,
haciéndose evidente el dafio al mes siguiente del almacenaje, pero desde el
momento de la infeccion se pueden producir sintomas de enfermedad, como

pudricidn y esporulacion, que pueden propagar el dafio a otras plantas.

4.1.2 Caracteristicas del género Fusarium.

Al microscopio, la fidlide es generalmente fina, con forma de botella; simple
o ramificada; cortas o largas; monofialidica (que emergen esporas de un poro de la
fillide) o polifialidica (de varios poros). Los macro conidios presentan forma de
medialuna, hialinos y septados. Para su correcta clasificacion es importante observar
el largo, ancho, curvatura, septos, agrupaciones mucoides (esporodoquios) y
detalles de las células de los extremos (célula apical y pie). Los microconidios,
ausentes en algunas especies, poseen variadas formas (fusiformes, ovales,
clavadas, entre otras), agrupaciones (estructuras mucoides llamadas “falsas
cabezas”), en cadenas largas o cortas; todas observables a la lupa (40x). Otro tipo
de conidios son los mesoconidios, de menor tamafio que los macroconidios y nunca

forman estructuras mucoides. Por ultimo, pueden observarse las clamidosporas
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caracteristicas con doble pared gruesa, lisa o rugosa; de manera aislada, en pareja
0 en grupo. (Tapia y Amaro 2014). (Fig. 1)
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Figura 1.- Estructuras tipicas del género de Fusarium (Monzén & Rodriguez-Tudela, S/A).

4.1.3 Taxonomia del género Fusarium.

Los hongos del género Fusarium, pertenece al reino Fungi, segun
Maharachchikumbura et al. (2016) se agrupan dentro de la divisibn Ascomycota, en
la clase Sordariomycetes del orden Hypocreales en la familia Nectriacea.

Kuhar (2013) menciona que la cantidad de formas, colores y tamafios que
tienen los hongos pertenecientes a este género es inmensa.

Avalos et al. (2018) indica que su distribucién es cosmopolita y se han
encontrado colonizando tanto habitats continentales como marinos, ya sea como
saprobios, parasitos o simbionte. Por otro lado, Maharachchikumbura et al. (2016)
menciona que es una de las clases mas grandes de los Ascomycotas que
comprende una gama muy diversa de hongos caracterizados principalmente por los
peritecios tipica de los ascomata. Raymundo (2017) menciona que se caracteriza
por presentar peritecios solitarios, 0 estos crecen sobre, o inmersos, en estromas de
colores brillantes, blancos, amarillos, anaranjados, rojos, a veces verdosos, rara vez

negruzcos y las ascosporas son hialinas amarillentas o verdes. Cepero et al. (2012)
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menciona los géneros de esta familia presentan peritecios tipo Nectria y producen
gran cantidad de metabolitos toxicos. Villa et al. (2015) menciona que los hongos del
género Fusarium son filamentosos, cosmopolitas, tienen un micelio bien desarrollado,
septado y conidioforos de forma muy caracteristica, aunque algunas especies tienen
un talo unicelular, son considerados principalmente como hongos de campo, los
hongos de este género mas comunes son Fusarium oxysporum, F. solani, F.

verticilloides, F. dimerum y F. chlamydosporum.

4.1.4 Importancia econ6mica del género Fusarium.

Las especies del género Fusarium son los agentes causales de gran
cantidad de enfermedades en cultivos agricolas de todo el mundo y generan
importantes pérdidas econémicas debido al dafio que provocan en las cosechas y
en el periodo de almacenaje (Senasica 2012).

Rivera (2009) menciona que una subespecie de F. oxysporum es la causa
de las pérdidas de entre 10% y 53% del cultivo de papa en el mundo, y la literatura
especializada no refiere condiciones ambientales particulares que limiten el
desarrollo de este hongo patégeno en las zonas productoras de papa en México, por
lo que es considerado un fitopatdogeno de alto riesgo.

A otras especies del género Fusarium como son F. oxysporum y F. solani
junto a géneros como Phytophthora spp., Rhizoctonia spp., Phytium spp.se les
conoce como los agentes causales de marchitez en los paises de Chile y México
desde 1967 (Rivera 2009).

4.2 Extractos vegetales.

Santamaria et al. (2015) define a los extractos vegetales como compuestos
gue contienen sustancias biolégicamente activas que se encuentran presentes en
los tejidos de plantas, y son obtenidos a través del uso de un disolvente (alcohol,

agua, mezcla de estos u otros solventes selectivos) siguiendo un procedimiento de
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extraccion adecuado, ajustandolo de acuerdo con el tipo de planta, la parte utilizada,
el solvente y de la técnica de extraccion, en funcion de dichas caracteristicas se
podra obtener una diferente gama de sustancias.

Viuda et al. (2008) menciona dentro de los extractos vegetales mas utilizados
en la agricultura se encuentran aquellos preparados con base en material vegetal

proveniente de genero Citrus y genero Aloe.

4.2.1 Las plantas del género Citrus.

Las plantas del género Citrus han sido muy estudiadas para el control de
microorganismos, y se informa que pueden inhibir el crecimiento de varias especies
de hongos, esto se debe a que producen diferentes tipos de metabolitos secundarios
tanto en los frutos como en las hojas, los metabolitos encontrados incluyen alcaloides,

terpenos, fenoles, flavonoides, taninos y saponinas (Aristizabal, 2011).

4.2.2 Las plantas del género Aloe.

Las plantas del género Aloe son una amplia fuente de micronutrientes
esenciales (Na, Ca, Mg, K entre otros), en fitoquimicos activos estan (acido
ascorbico, tocoferoles o vitamina E y en compuestos fendlicos totales como el acido
galico) que son capaces de reducir los radicales libres que causan las reacciones de
oxidacion (Loots et al. 2007, Mclnerney et al. 2007, Miranda et al. 2009, Dominguez
etal. 2012), que incluso la cantidad de micronutrientes y fitoquimicos activos algunas
veces llega a ser superior en los contenidos encontrados en otras fuentes conocidas
por ser ricas en estos compuestos; por ejemplo, el género Citrus (De Chavez et al.
1992; Ojeda 2007, Dominguez et al. 2012).
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4.3 Métodos de extraccion.

La extraccion de compuestos biolégicamente activos se puede realizar por
meétodos convencionales como la destilacion por arrastre de vapor, hidrodestilacion,
hidrodestilaciébn asistida por radiacion de microondas, otros procedimientos
utilizados comdnmente son: por maceracion, por lixiviacion y por Soxhlet (Leon,
2015).

4.3.1 Extraccién por Maceracion.

Este es un método de extraccidn solido-liquido donde el material vegetal que
se desea extraer contiene compuestos solubles en el liquido de extracciéon, para
realizar este proceso el material vegetal se corta en trozos pequefios o0 se
muele/masera, fresco 0 seco se coloca en recipientes adecuados, afiadiendo el
solvente seleccionado de acuerdo con la polaridad deseada (hexano o éter de
petroleo, cloroformo, metanol, etanol) en reposo o en un equipo con agitacion
continua, a temperatura ambiente durante cinco dias cada extraccion (Bonatti,
1991).

4.3.2. Extraccién por Lixiviacion.

En este método de extraccién se produce el desplazamiento de sustancias
solubles por medio de un disolvente liquido, se utiliza industrialmente para preparar
elixires; el material vegetal fresco se coloca en un recipiente a temperatura ambiente,
durante 3 dias, con acetona o algun otro solvente o mezcla de solventes, sin ser
necesario cortar en trozos dicho material, después de este tiempo se decanta y se

evapora la acetona en un rotaevaporador (Walton y Brown, 1999).
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4.3.3. Extraccion por Soxhlet.

La extraccion por el método de Soxhlet segun Verde et al. (2016) es un
proceso de extracciéon continua en el que el material solido que contiene los
compuestos deseados, se coloca dentro de un dedal de papel filtro grueso, que se
carga en la camara principal del extractor Soxhlet, donde se hace pasar el solvente,

repitiendo el ciclo hasta que sea necesario, puede ser durante horas o dias.

4.4. Metabolitos secundarios.

Las plantas, organismos autétrofos, ademas del metabolismo primario
presente en todos los seres vivos, poseen un metabolismo secundario que les
permite producir y acumular compuestos de naturaleza quimica diversa. Estos
compuestos derivados del metabolismo secundario se denominan metabolitos
secundarios o productos naturales, se distribuyen diferencialmente entre grupos
taxondémicos, presentan propiedades biolégicas, desempefian funciones ecoldgicas
y se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como medicamentos,

insecticidas, herbicidas, perfumes, colorantes, entre otros (Garcia y Carril, 2009).

4.4.1. Importancia de los metabolitos secundarios.

Existe un extenso repertorio de metabolitos secundarios presentes en
concentraciones variables, en todos los tejidos vegetales cuya funcion primordial
parece ser la defensa contra invasiones microbianas. Estos compuestos se
caracterizan por su estado permanente (Vivanco, et al. 2005). Segun Hernandez et
al. (2007) dentro de los principales productos derivados de las plantas han mostrado
un efecto antimicrobiano los flavonoides, fenoles, terpenos, aceites esenciales,
alcaloides, lectinas y polipéptidos. Independientemente de su estructura quimica su
funcién segun (Vivanco, et al. 2005) sirven de barrera inicial a la propagacién de

bacterias u hongos dentro de los tejidos de la planta. Pueden, ejercer una presion
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selectiva sobre los patdgenos potenciales; que, con el tiempo podria desarrollar, por
mutacién, mecanismos de resistencia, y perpetuar asi el ciclo de cambio en

patégeno y hospedador.
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5. MATERIALES Y METODOS.

El ensayo se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto

Tecnoldgico de China, en el periodo de agosto del 2018 a junio de 2019, se realizaron

diversas actividades: colecta, preparacion de extracto, extraccion, etc. (Fig. 2).

Preparacid
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solvente.
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Figura 2.- Esquema
de actividades
realizadas para la
obtencién de extractos
y pruebas en cepas de
Fusarium sp.

Para poder
realizar los
extractos
vegetales se optd
por utilizar el
etanol al 100%
como disolvente
debido a que este
reactivo es soluble
en agua y puede
interactuar con el
material que se
usaria en fresco.
Se decidi6é utilizar
material  vegetal
fresco debido a
que la hoja de
sabila tiene un alto
contenido de agua

y al secarlas se




obtiene poco material, y en la preparacién de los extractos se requiere una gran

cantidad.

5.1. Preparacién de los extractos.

Las hojas de sébila fueron colectadas de predios ubicados en el ejido de
China, y el fruto de la naranja agria y de la toronja se recolectaron en el Instituto
Tecnologico de China, Campeche. Para preparar extractos con hexano, etanol y agua

destilada esterilizada, se mantuvo una proporcion de 1/3 (m/v).

5.1.1. Extraccién con etanol.

Extracto de Sabila: Cascaray gel.

Las hojas de séabila se lavaron con agua destilada esterilizada, se cortaron
trozos de aproximadamente 3.0 cm?®y se pesaron 149.50 g, se colocaron en un frasco
de vidrio trasparente de 1000 mL de capacidad al cual se le afladieron 449 mL de

etanol e inmediatamente se sell6 el frasco con papel film (Tabla 1).

Tabla 1. Extractos vegetales de sabila, naranja y toronja) aplicando la proporcion 1/3 (m/v) en los
disolventes de etanol, hexano y agua.

Extracto. Peso de material Volumen de disolvente. Disolvente.
vegetal. (g) (mL)
Sabila: cascara y gel. 149.50 449 Etanol
Naranja agria: cascara  156.97 471 Etanol
Toronja: cascara. 180.50 542 Etanol
Sabila: ciscara y gel. 159 477 Hexano
Naranja agria: cascara. 203 609 Hexano
Toronja: cascara. 200 600 Hexano
Sabila: cascara. 129.90 377.70 Agua
Sabila: cascara y gel. 213 639 Agua
Naranja agria: cascara. 201 603 Agua
Toronja: cascara. 75 225 Agua

Este procedimiento se realizé en la preparacion de todos los extractos de
etanol, hexano y acuosos, todo el material vegetal que se utilizo fue lavado con agua

destilada.
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El contacto del material macerado tanto en etanol como en hexano estuvo
con el disolvente por 72 h en agitacion constante, después de ese tiempo y con la
finalidad de eliminar el material vegetal que se contenga se realizé un filtrado
utilizando un embudo, gazas y algodon, los extractos se colectaron en frascos de
vidrio, sellandolos y resguardandolos en un lugar alejados de la luz directa y a
temperatura ambiente, hasta el momento de su uso.

La mezcla de material vegetal macerado estuvo en contacto con agua
destilada esterilizada por 24 h en agitacion constante, después se filtro utilizando un
embudo, gazas y algoddén para eliminar materia vegetal, se taparon los extractos
realizandoles agujeros en la tapa para evitar la fermentacion y se resguardo a 5°C

para utilizarse posteriormente en los ensayos para el control de Fusarium.
5.1.2. Extraccion por rotaevaporador.

Extraccion de los metabolitos de los extractos vegetales.
Esta etapa se llevo a cabo a través del uso de un rotaevaporador (Caframo
vv 2000) (Fi. 3), ubicado en el Laboratorio de Agua-Suelo-Planta del Instituto

Tecnoldgico de China.
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Figura 3.- Separacion de solvente-extracto vegetal.

Las condiciones experimentales del rotaevaporador para la extraccion de
metabolitos secundarios fueron: temperatura de condensaciéon de 4°C, temperatura
de evaporacion de 80°C y rotaciéon de 120 rpm, posteriormente se redujo a 80 rpm,
este procedimiento se realiz6 para los tres extractos disueltos en etanol (Cascara de
Naranja, Cascara de Toronja y Sabila: cascara y gel). En el caso de los extractos
vegetales utilizando hexano, los metabolitos se extrajeron con las siguientes
condiciones experimentales: temperatura de condensacion de 4°C, temperatura de
evaporacion de 70°C y rotacion de 40 rpm; igualmente, este procedimiento se realizé
para los tres extractos (Cascara de Naranja, Cascara de Toronja y Sabila: cascara 'y
gel).

Para los extractos acuosos las condiciones de purificacion se dieron
empleando una jeringa de 10 mL y una membrana MILLEX GV de 0.22 um, se
utilizaron 10 ml de cada uno de los cuatro extractos (Sébila: cascara, Sabila: cascara
y gel, Naranja agria: cascara y Toronja: cascara). a través de una jeringa haciéndolo
pasar por una membrana MILLEX GV de 0.22 um de didmetro de poros (Fig. 4) el
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contenido se recolecto6 en un tubo de ensayo de 50 mL y se almaceno en refrigeracion
a5’C.

Figura 4.- Dispositivos utilizados en el filtrado de los extractos: jeringa de plastico de 10 mL de
capacidad y acrodisco MILLEX GV de 0.22 um de didmetro de poro.

5.2.  Analisis fitoquimicos de los extractos vegetales.

Para los analisis fitoquimicos se emplearon las técnicas mencionadas por
Valencia-Ortiz. (1995) en el que se explican los paso a seguir para identificar las

familias de los compuestos quimicos (Tabla 2).

Tabla 2. Métodos empleados y compuestos a determinar en el andlisis quimico cualitativo de los
extractos etandlico, hexanico y acuoso (Valencia-Ortiz,1995).

Método. Compuesto.
Shinoda. Flavonoides
Cloruro Férrico. Fenoles.
Gelatina. Taninos
Nihidrina. Grupo amino.
Lieberman- Triterpenos
Burchard. P '
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Borntraguer. Quinonas.

Baljet Lactonas.
Dragendorff Alcaloide.
Espuma. Saponina
Rosemheim. Leucoantocianidinas.

5.3. Evaluacion de la capacidad de inhibicidon de los extractos de etanol,

hexano y agua destilada.

En un tubo Eppendorf se colocé 1.0 pl de agua destilada y esterilizada,
posteriormente con el aza de siembra se tomé una muestra de Fusarium sp., se
introdujo en un tubo Eppendorf, se agitd vigorosamente para que las esporas se
esparcieran homogéneamente, y se introdujeron discos de papel filtro de 6.0 mm de
diametro previamente esterilizados.

Se prepararon 250 mL del medio de cultivo para cada uno de los ensayos
(etanol, hexano y agua destilada) en una proporcién 1/25 (m/v) que se esterilizo en
autoclave a 116°C durante 30 min.

Los medios de cultivo con los extractos se prepararon en campana de flujo
laminar (Lumina L-120), se procedi6 a agregar la cantidad del extracto requerido en
la caja Petri (Tabla 3), y posteriormente se agregd la cantidad de medio de cultivo
para las concentraciones de 250 pg/pL, 500 pg/uL, 750 pg/pL, 1 mg/mL, 5 mg/mL,
10 mg/mL, 20 mg/mL, 50 mg/mL, 70 mg/mL y 100 mg/mL), se agito hasta obtener
una mezcla homogénea y se dejo solidificar. Sobre la mezcla solida de PDA con los
extractos se colocaron los discos de papel filtro que contenian las cepas de Fusarium
sp., se agrego un testigo por cada ensayo (etanol, hexano y agua) el cual constaba
de agregar 1.0 uL de medio de cultivo PDA en una caja Petri y posteriormente se

colocaba el disco infectado de Fusarium sp.

Tabla 3. Célculo dilucidn extracto-agar PDA de los extractos de sabila, toronja y naranja para los
ensayos etandlicos y acuosos.

# Anexo. Titulo.
Anexo 1 Célculo de dilucién extracto-agar PDA para el extracto etandlico de
sabila: cascaray gel.
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Anexo 2

Anexo 3

Anexo 4

Anexo 5

Anexo 6

Anexo 7

Célculo de dilucion extracto-agar PDA para el extracto etandlico de
toronja: cascara.

Célculo de dilucion extracto-agar PDA para el extracto etandlico de
naranja agria: cascara.

Célculo de dilucion extracto-agar PDA para el extracto acuoso de
sabila: cascara.

Célculo de dilucion extracto-agar PDA para el extracto acuoso de
sabila: cascara y gel.

Célculo de dilucion extracto-agar PDA para el extracto acuoso de
naranja agria: cascara.

Célculo de dilucion extracto-agar PDA para el extracto acuoso de
toronja: cascara.

6. RESULTADOS.

Se realizaron analisis fitoquimicos para identificar los compuestos quimicos
presentes en el material vegetal utilizado, se probaron los extractos vegetales con

etanol, hexano y agua destilada y esterilizada para conocer su potencial inhibitorio

en las diversas concentraciones aplicadas en cepas de Fusarium sp.

6.1. Analisis fitoquimico de los extractos vegetales.
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De acuerdo con el analisis quimico cualitativo que se realizaron en los
extractos vegetales de sébila, naranja y toronja la presencia de metabolitos

secundarios que se determinaron se indica en la Tabla 4.

Tabla 4. Analisis quimico cualitativo de los extractos vegetales de sabila, naranja y toronja.

EXTRACTANTE
METABOLITOS ETANOL HEXANO AGUA
IDENTIFICADOS TIPO DE MATERIAL VEGETALS®
T:C NC SCG SC NC T:.C SCG SC. SICG N:C T:C

Saponinas - - - - - - - + - -
Saponina esteroide - - - - - - + - + +
Lactona S I S A A b S & 5 N o S b S ++ -+
Taninos + ++ - - + + - - - B} 3
Leucoantocianidinas - - - - - - - - + +
Xantonas y Flavonas  +++ +++ - - - - - + . } )
Flavonoles - - - - - - - - - + ++
Triterpenos esteroide - - - - - - - - - + +
Grupo amino +++ - + - - - - - - o+ A+

Presencia del metabolito: +++ Muy alta, ++ Alta, + Positivo, — Negativo. §Toronja: céscara (T:C.),
Naranja agria: cascara (N:C.), Sabila: ciscara (S:C.), Sabila: cascaray gel (S:Cy G.).

Como se puede observar, el género Citrus y Aloe vera contienen diversos
compuestos quimicos. Se identificaron presencia muy alta de lactona en casi todos
los extractos salvo los extractos acuosos de sabila: cascara y sabila: cascara y gel
gue obtuvo una presencia alta y de la misma manera se observo en el extracto
etanolico de sabila: cascara y gel. Para el grupo amino se obtuvo presencia muy alta
en el extracto etandlico de toronja y en los extractos acuosos de naranja agria y
toronja, y positivo en el extracto etandlico sabila: cascara y gel. En los extractos
etandlicos de toronja y naranja se obtuvo presencia muy alta de Xantonas/Flavonas
y en el extracto hexanico solo se observo en positivo. Para los extractos acuosos de
naranja agria y toronja se obtuvo una presencia alta de flavonoles. El metabolito
secundario tanino se idéntico en presencia alta en el extracto etandlico de naranja y
positivo en el extracto etandlico de toronja, esta misma presencia se obtuvo en los
extractos hexanicos de naranja y toronja. Los compuestos que tuvieron una menor
presencia son saponinas, saponina esteroide, leucoantocianidinas y triterpenos

esteroide.
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6.2. Evaluacion de la capacidad de inhibicion de los extractos.
6.2.1. Extractos con hexano.

Al eliminar el disolvente del macerado de (sabila, naranja y toronja) por medio
de arrastre de vapor, se pudo observar que el volumen de extracto obtenido era
minimo (2 mL), al realizar el ensayo de inhibiciébn de crecimiento de Fusarium se
observo que el extracto aun contenia residuos de hexano, que se percibia porque al
contacto con el PDA, aun caliente, se detecto el olor caracteristico de este solvente,
lo que impedia la mezcla entre el medio de cultivo (PDA) y el extracto.

Al incrementar la cantidad de extracto sobre PDA se observé que no existia
una mezcla homogénea causando que el medio de cultivo se alojara Unicamente en
los bordes de la caja Petri. Por esta razén se decidio eliminar el ensayo de inhibicion

usando extractos obtenidos en que se utilizé6 hexano como disolvente.
6.2.2. Extractos etandlicos.

A diferencia de lo sucedido con los extractos obtenidos utilizando hexano, los
extractos en el que se utilizdé etanol como disolvente no tuvieron ningun problema al
mezclarse con el PDA por lo que fue posible realizar las pruebas de inhibicién sobre

Fusarium.

6.2.2.1. Sabila: cascaray gel.

Después de un periodo de evaluacion de siete dias sobre el efecto de los
extractos de sabila se observé que el crecimiento de Fusarium se inhibio en tres
concentraciones (100, 70 y 50 mg de sébila en 1.0 mL de agar), en la concentracién
de 100 mg de sabila en 1.0 mL de agar se obtuvo el mejor resultado, en dicho

tratamiento no se observo crecimiento de micelio. En la concentracion 70 mg/mL se

- Yatla YA 28
PAVYAS

ano de =sesesesese——
Margarita

Maza




observo el segundo mejor resultado obteniendo un crecimiento radial del micelio de
0.70 cm en promedio. El tercer mejor resultado se obtuvo con la concentracion de 50

mg/mL obteniendo un crecimiento radial de 1.20 cm de diametro (Fig. 5).

2.50
Concentracion (material vegetal/PDA).

—~ 2.00 [750 pg/mL] [500 pg/mL]
% [250 pg/mL] === [1 mg/mL]
N
© @[5 mg/mL] e [10 Mg/ ML)
5 1.50
c e (20 mg/mL] e [50mg/mL]
S
@) e [70mg/mL] el 100 mg/mL]
=
5 1.00 ey Testigo.
£
o
[¢D)
S
O 0.50

0.00 J

1 2 3 4 5 7

Dias de medicion.

Figura 5.- Actividad antifungica del extracto de sabila sobre el crecimiento radial del micelio de
Fusarium sp.

A diferencia de las concentraciones de 100, 70 y 50 mg/mL, para las
concentraciones de 20, 10, 5, 1 mg/mL y 700, 500 y 250 pg/mL se dieron crecimientos
variados muy cercanos al obtenido por el Testigo (PDA sin extracto vegetal). En las
concentraciones de 20, 10 y 5 mg/mL se observo un crecimiento radial de 1.80 cm a
los 7 dias después de la siembre para los tres tiramientos mencionados. El
crecimiento del micelio para las concentraciones de 1 mg/mL y 250 pg/mL fue de 2.0
cm y en las concentraciones de 500 y 700 pg/mL se obtuvo un desarrollo de micelio
idéntico al del Testigo de 2.2 cm de diametro el séptimo dia de observacion.

En todos los tratamientos la inhibicion del desarrollo del micelio fue siguiendo

la misma tendencia; esto es, en los tres tratamientos de mayor concentracién (100,
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70, 50 mg/mL) del extracto se produjo un menor crecimiento radial del hongo muy
evidente a partir del tercer dia de observacion.

6.2.2.2. Naranja: cascara.

Después del periodo de evaluacion del crecimiento de Fusarium en PDA con
los extractos de naranja usando etanol como disolvente, se observo que el
crecimiento de Fusarium fue variado y la mayor inhibicion fue en los medios de cultivo
en que se adicionaron concentraciones de 70, 100 y 50 mg de naranja por cada
mililitro de agar (Fig. 6).

250 Concentracién material vegetal/PDA
’g —4—[750 pg/mL] [500 pg/mL]
o 200 [250 pg/mL] [1 mg/mL]
— == [5 mg/mL] —@—[10 mg/mL]
-_g 150 =t [20 mg/mL] = [50mg/mL]
gL
i)
c
5 1.00
£
g 050
(@)

0.00

1 2 Dias de mediéion. 5 7

Figura 6.- Actividad antifingica del extracto de naranja sobre el crecimiento radial del micelio de
Fusarium sp.

El mejor resultado se obtuvo con la concentracion de 70 mg/mL con un
crecimiento radial de 0.80 cm; el segundo mejor resultado se obtuvo con las
concentraciones de 100 y 50 mg/mL, con un crecimiento radial registrado el séptimo
dia de observacién de 1.10 cm en ambas concentraciones.

El crecimiento de Fusarium en PDA con extractos de naranja con
contracciones de 20 mg/mL hasta 250 pg/mL fue variado. En la concentracion de 20
mg se obtuvo un crecimiento radial de 1.50 cm; en el medio PDA con concentraciones

de 10 y 5 mg/mL el crecimiento radial fue idéntico de 1.60 cm el séptimo dia. Con la

PR, 30
2026
ano de
Margarita

Maza




concentracion de 1 mg el crecimiento fue de 1.90 cm. En el medio cuya concentracion
fue de 250 pg de naranja en 1 mL de agar se obtuvo un desarrollo radial de 1.95 cm.
En el PDA con 500 y 700 pg/mL se obtuvo un crecimiento radial de 2.0 cm, desarrollo

similar al que se obtuvo en el Testigo que fue de 2.20 cm.

6.2.2.3. Toronja: cascara.

En los extractos de toronja obtenidos usando etanol como disolvente se
observé que el crecimiento de Fusarium tuvo variaciones de acuerdo con la
concentracion utilizada. La mayor inhibicién fue en las concentraciones de 50 y 70
mg de toronja en 1 mL de agar, en la concentracién de 70 mg/mL de agar se observo
un crecimiento radial de 1.05 cm, seguido de la concentracion 50 mg/mL con 1.25 cm

de crecimiento radial de micelio (Fig. 7).
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Figura 7.- Actividad antifungica del extracto de toronja sobre el crecimiento radial del micelio de
Fusarium sp.

En orden decreciente el desarrollo radial del micelio fue en funcién de la
concentracion de 100 mg/mL (1.70 cm), 20y 10 mg (1.75 cm), 5 mg/mL (1.80 cm); el
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efecto de la concentracion sobre la inhibicion de Fusarium (2.10 cm) de 1 mg del
extracto fue idéntico a las concentraciones de 250 y 500 ug/mL, mientras que con la
concentracion de 750 pg/mL se obtuvo un desarrollo radial de 2.20 cm

comportamiento similar al que se detect6 en el Testigo (2.20 cm).

6.2.3. Extractos acuosos.

Las pruebas de inhibiciébn de Fusarium a partir de extractos realizados con
agua destilada y esterilizada se pudieron realizar utilizando cascara de sabila, una
mezcla entre pulpa y cascara, cascara de naranja, y cascara de toronja. Con dichos

extractos no se tuvo ningun problema para que se disolvieran el medio de cultivo
PDA.

6.2.3.1. Sabila: cascara.

El registro de la inhibicién de Fusarium después de cinco dias de observacion

utilizando agua destilada esterilizada como disolvente se representa en la Figura 8.
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Figura 8.- Actividad antifingica del extracto de sabila; cascara sobre el crecimiento radial del
micelio de Fusarium sp.

El potencial de inhibicién en el crecimiento de Fusarium del extracto de sabila:
cascara fue minimo, las concentraciones que obtuvieron los mejores resultados
fueron las de 100 y 50 mg/mL. El mejor resultado se obtuvo al adicionar 100 mg/mL
de extracto en agar, en dicho tratamiento el crecimiento radial fue de 1.70 cm, y el
segundo mejor resultado fue con 50 mg/mL con 1.80 cm de crecimiento radial. En
aquellos medios en que se adicion6 70 mg/mL de extracto se registré un crecimiento
de 1.85 cm, y en concentraciones de 20, 5, 1 mg/mL y 250 pg/mL se obtuvo un
crecimiento radial de 1.90 cm. Por otro lado, al adicionar 10 mg y 500 pg/mL de
extracto el micelio crecié hasta 1.95 cm. Con menor poder de inhibicion se detecto
en la concentracion de 700 pg/mL con 2.0 cm idéntico al desarrollo del hongo que se

observo en el Testigo.

6.2.3.2. Sabila: cascaray gel.

Los extractos de sabila constituidos por cascara y gel obtenidos usando agua
destilada y esterilizada como disolvente mostraron un comportamiento variado sobre
el crecimiento de Fusarium. Los mejores resultados se obtuvieron en las

concentraciones de 100, 70 y 50 mg de extracto (Fig. 9).
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Figura 9.- Actividad antifingica del extracto de sabila; cascara y gel sobre el crecimiento radial del
micelio de Fusarium sp.

La concentracion que obtuvo mejor inhibicion fue la de 100 mg de extracto
con un crecimiento radial de 1.05 cm. La concentracion de 70 y 50 mg/mL si
demostraron inhibicion ambas limitando el desarrollo del hongo a 1.20 cm de
crecimiento radial. Con las concentraciones de 20, 10, 5 y 1 mg/mL de extracto el
desarrollo del hongo fue de hasta 1.80 cm. En las concentraciones de 700 y de 250
pg/mL de extracto indujeron un crecimiento de 1.90 cm, similarmente a la
concentracion de 500 pg/mL con 1.95 cm en los tres casos se registraron
crecimientos radiales muy cercanos al obtenido por el Testigo (2.0 cm de radio) que
abarcé casi la totalidad de la caja Petri.

6.2.3.3. Naranja: cascara.

Al finalizar la evaluacion de inhibicion de los extractos de naranja sobre
Fusarium se observdé un variado crecimiento radial. Las concentraciones que

obtuvieron mejores resultados fueron las de 100, 70 y 50 mg/mL de extracto (Fig. 10).
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Figura 10.- Actividad antifangica del extracto de naranja sobre el crecimiento radial del micelio de
Fusarium sp.

La concentracion que obtuvo mejor inhibicién fue la concentracion de 100 mg
de extracto en la que se observé un crecimiento radial de 1.30 cm. El segundo mejor
resultado se obtuvo en las concentraciones de 70 y 50 mg/mL en los que se
observaron un crecimiento radial idéntico de 1.50 cm. En las concentraciones de 20,
10 y 5 mg/mL se obtuvo un mayor crecimiento radial de 1.80 cm. Para la
concentracion de 1 mg se observé un crecimiento radial de 1.85 cm, similarmente al
registrado en la concentracion de 250 pg/mL con 1.95 cm. En las concentraciones
observadas de 500 y 700 pg/mL se obtuvieron similares crecimientos de 2.00 cm los
cuales son idéntico al obtenido por el Testigo (2,00 cm).

6.2.3.4. Toronja: cascara.
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En las concentraciones del extracto de toronja que fueron evaluadas se
observo que la inhibicidén del crecimiento radial de Fusarium fue minima y las mejores

concentraciones fueron 100 y 70 mg de extracto (Fig. 11).
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Figura 11.- Actividad antifingica del extracto de toronja sobre el crecimiento radial del micelio de
Fusarium sp.

En el mejor resultado se obtuvo en la concentracion de 100 mg/mL se observo
un crecimiento radial de 1.60 cm, seguido de la concentracion de 70 mg/mL que
obtuvo un crecimiento de 1.70 cm. En la concentracion de 50 mg/mL se pudo
observar que el potencial inhibitorio fue decreciendo ya que en esta concentracion se
observo un crecimiento radial de 1.80 cm, Para las concentraciones de 20, 10 y 5
mg/mL se observé un minimo potencial inhibitorio obteniéndose un crecimiento radial
de 1.90 cm. En las concentraciones de 1 mg, 250 y 500 pug/mL de extracto se
observaron idénticos crecimientos radiales de 1.95 cm, muy cercanos a los obtenidos
por la concentracion de 700 ug/mL y el Testigo que obtuvieron un crecimiento radial
idéntico de 2.00 cm.
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7. DISCUSION.

Los estudios fitoquimicos de los extractos vegetales permitieron determinar
de modo cualitativo los compuestos quimicos presentes en la cascara de sabila, en
la cascara y gel de la penca de sébila, en la cidscara de naranja y en la cascara de
toronja. En los extractos etandlicos los metabolitos secundarios identificados fueron
lactona, taninos, grupo amino y xantonas/flavonas; en los extractos acuosos se
pudieron identificar saponinas, saponina esteroide, lactona, leucantocianidinas,
xantonas/flavonas, flavonoles, triterpenos esteroide y grupo amino.

Se identificaron presencias muy altas de lactonas en practicamente todos los
extractos vegetales a exepcidon de los extractos acuosos de sabila; metabolito que
pudiera ser el responsable principal en la inhibicion de Fusarium. Al respecto, Ruiz y
Suarez (2015) mencionan que los grupos tiol de la cisteina parecen ser las dianas
primarias de las lactonas sesquiterpénicas que dan lugar a la inhibicién de diversas
funciones celulares que conducen a las células a la apoptosis (muerte celular).

Para el extracto etanolico de toronja se obtuvo una presencia muy alta de
grupo amino, y en el extracto de sabila se detecto la presencia de este mismo
compuesto. En el extracto de naranja y toronja utilizando agua destilada y esterilizada
se identific la presencia muy alta de grupo amino. En una investigacion realilzada
por Carda et al (2012) mencionan que los alcaloides son un grupo importante de
aminas biol6gicamente activas, que son biosintetizadas por algunas plantas para
protegerse de insectos y otros animales depredadores. Wink y Schimmer (citado en
Sepulveda et al 2003) mencionan que los alcaloides tienen efectos inhibitorios en el
crecimiento de microorganismos patégenos ya que poseen la capacidad de
intercalarse con el ADN, deteniendo la sintesis de proteinas, inducir la apoptosis e
inhibir las enzimas del metabolismo de carbohidratos.

En los extractos de sabila, naranja y toronja obtenidos con agua destilada y
esterilizada como disolvente, se pudieron identificar saponinas y saponina esteroide.

Ahumada (2016) menciona que entre las propiedades biologicas de la saponinas se
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encuentra la antifungica y su funcionalidad depende de la diversidad estructural que
adopta este metabolito.

En la identificacion de xantonas y flavonas, se obtuvo presencia muy alta en
los extractos etandlicos de naranja y toronja, para el extracto acuoso de sabila:
cascara se detectd una presencia en positivo. Reyes et al (1997) indican que las
xantonas son compuestos activos contra el crecimiento del hongo Lenzites trabea
causante de pudricion morena de la madera.

En los extractos acuosos de naranja y toronja se identificé presencia alta de
flavonoles. En el extracto etanolico de naranja y en el extracto de toronja, se
obtuvieron presencias positivo del compuesto tanino, en abundancias similares al
igual que al utilizar hexano como disolvente. Montes-Belmont (2009) menciona que
los compuestos fendlicos (quinonas, flavonas, flavonoides, taninos y flavonoles)
forman complejos con los aminoacidos nucleofilicos de las proteinas lo que conduce
a la inactivacién de los hongos fitopatégenos. En otra investigacién conducida por
Cartaya y Reynaldo (2001) mencionan que los flavonoides de naturaleza lipofilica
(flavonas, flavanonas e isoflavanonas polimetoxiladas y/o isopreniladas),
leucoantocianidinas y otras sustancias fendlicas actlan como compuestos
antifingicos en las plantas y constituyen verdaderas barreras frente al ataque de los
hongos fitopatégenos ya que dichos metabolitos se pueden encontrar directamente
en sus tejidos.

En las pruebas de inhibicion de Fusarium se pudo observar que el extracto
gue demostré tener mayor potencial inhibitorio fue el extracto etandlico de sabila:
cascara y gel en concentracion de 100 y 70 mg/ml con 100 y 65% respectivamente.
En el extracto etandlico de cascara de naranja: con 70 mg/mL de concentracion con
63.63%, y extracto acuoso de sabila: cascara y gel en 100 mg/mL con 47.5%.

Considerando los porcentajes de inhibicion y al compararlos con otros
autores se obtuvieron resultados similares. En estudios realizados por Torres (2017)
menciona que los extractos vegetales de Aloe vera y Moringa afectaron en 95% el
desarrollo de la germinacion de esporas y en 68% el crecimiento micelial de

Colletotrichum sp., y Fusarium sp. Barkai-Golan, (2001), menciona que se evaluaron
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extractos de A. vera e indica que tiene una capacidad de inhibir la germinacion de
esporas de Botrytis cinerea en 95% y el crecimiento micelial en 68%, resultados
similares a los obtenidos en este trabajo de 100 y 65% de inhibicion de Fusarium con
extractos etanolico de sabila. Por otro lado, Chuchuca (2019) indica que la mejor
alternativa de control a la enfermedad denominada pudricion de corona en banano
causada por hongos fue usando extractos etandlicos de Aloe vera al 2%. Resultado
similar al obtenido aplicando extractos etandlicos de sabila obteniendo un 100% de
inhibicién de Fusarium.

Comparando los resultados de inhibicion obtenidos en este trabajo con la
investigacion realizada por Aristizabal (2011) en que menciona que se encontraron
varios tipos de metabolitos secundarios en los extractos de cascaras y semillas de
naranja y toronja, como flavonoides, fenoles, terpenos y glucésidos, pero a pesar de
esto ningun extracto presentd inhibicion frente a Fusarium roseum; se obtuvieron
resultados similares en esta investigacién usando extracto etandlico y acuoso de
cascara de toronja con 52 y 20% de inhibicion respectivamente en cepas de
Fusarium. Por otro lado, Gémez, (2014) menciona que el aceite esencial de cascara
de naranja (Citrus aurantium), presenté actividad antifingica con 94% de inhibicion,
comparado con el resultado obtenido en este trabajo por el extracto etandlico de
naranja agria con 63.63% de inhibicién de Fusarium.

En resumen de acuerdo con los resultados los tratamiento con mayor
potencial para utilizarse como agentes fungicidas biolégicos es el extracto a base
pencas de sabila en concentraciéon de 100 mg/mL y como agente fungistéatico el
extracto a base de cascara de naranja en concentracion de 70 mg/mL aunque se
requiere profundizar en la investigacion debido a las limitantes para identificar los
metabolitos que realizaban la actividad antifingica de las familias identificadas en el
analisis fitoquimico de igual manera para cuantificar la presencia de estos en
compuestos en los extractos Por lo tanto puede ser este trabajo es un presente
positivo para el desarrollo de fungicidas bioldgicos a partir de extractos naturales

provenientes de sébila y fungistaticos provenientes de cadscara de naranja que se
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pudieran utilizar como alternativas o en combinacién con el manejo tradicional que

consiste en la aplicacion de fungicas quimicos.
8. CONCLUSION.

Se lograron obtener sin inconvenientes los extractos utilizando los
disolventes etanol y agua destilada y esterilizada. El extracto con disolvente hexano
fue eliminado; ya que contenia partes del disolvente y al ser un compuesto hidrofébico
no se logré una mezcla homogénea de medio PDA y extracto.

Los metabolitos identificados como las lactonas y el grupo amino en el
extracto etandlico de sabila, y los metabolitos identificados lactona, taninos,
xantonas/flavonas y grupo amino en el extracto etanolico de naranja, si pudieran estar
influyendo con un papel importante en la inhibicion de Fusarium sp ya que estos
compuestos poseen varias actividades biolégicas entre ellos la antifungica.

Para el extracto acuoso de sabila: cascara y gel se entiende que las
saponinas, lactona y xantonas/Flavonas identificadas en el tamizaje fitoquimico,
pueden presentar actividad antifingica y podrian ser los responsables de la inhibicion
de Fusarium.

La capacidad de inhibiciobn de los extractos vegetales evaluados sobre el
crecimiento radial de Fusarium fue mejor en aquellos en que se utilizé sabila: cascara
y gel a concentracion de 100 mg/ml (100%).

Basado en los resultados obtenidos se puede decir que el extracto vegetal a
base de sabila puede ser una opcién para el control de Fusarium, pero es necesario
profundizar en la identificacion y cuantificacion de los metabolitos presentes en el
analisis fitoquimico y conocer cuales son especificamento los que estan realizando la

antctividad antifungica y fungistatica.
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9. RECOMENDACIONES.
Especificar que metabolitos estan presentes de las familias identificadas en el analisis
fitoquimico cualitativo y conocer cudles son los que estan realizando la actividad
inhibitoria, para probar in vitro en cepas de Fusarium sp., precisar y corroborar los

datos obtenidos en esta investigacion.

Se recomienda obtener extractos de las diferentes etapas fenologicas del fruto de
Citrus y hojas de la sabila, aplicarlos a Fusarium sp y comparar resultados con los

obtenidos en esta investigacion.

Se recomienda evaluar el extracto con mejor resultado en cultivos en campo, para

conocer si son nocivos a la fauna bidtica.
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ANEXQOS.
Ensayo extracto etandlico.
Anexo 1.- Calculo de dilucion extracto-agar PDA para el extracto etanolico de sabila:

cascara y gel.

Concentraciéon.  Extracto medio PDA.
750 pg/mL 0.89 999.11
500 pg/mL 0.59 999.4
250 pg/mL 0.29 999.71

1 mg/mL 1.19 998.81
5 mg/mL 5.96 994.03
10 mg/mL 11.92 988.07
20 mg/mL 23.85 976.14
50 mg/mL 49.26 950.73
70 mg/mL 68.97 931.04
100 mg/mL 119.20 880.80

Anexo 2.- Calculo de dilucién extracto-agar PDA para el extracto etanolico de toronja:

cascara.

Concentracion. Extracto medio PDA.
750 pg/mL 0.93 999.07
500 pg/mL 0.62 999.38
250 pg/mL 0.31 999.69

1 mg/mL 1.24 998.75

5 mg/mL 6.22 993
10 mg/mL 12.45 987.55
20 mg/mL 24.9 975.1
50 mg/mL 49,59 950.41
70 mg/mL 69.42 930.58
100 mg/mL 124.5 875.5
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Anexo 3.- Calculo de dilucién extracto-agar PDA para el extracto etanolico de naranja

agria: cascara.

Concentraciéon.  Extracto medio PDA.
750 pg/mL 0.93 999.06
500 pg/mL 0.62 999.37
250 pg/mL 0.31 999.68

1 mg/mL 1.24 998.75

5 mg/mL 6.21 993
10 mg/mL 12.42 987.6
20 mg/mL 24.85 975.15
50 mg/mL 48.37 951.67
70 mg/mL 67.66 932.34
100 mg/mL 124.29 875.71

Ensayo extracto acuoso.

Anexo 4.- Célculo de dilucién extracto-agar PDA para el extracto acuoso de sabila:

cascara.

Concentracion. Extracto medio PDA.
750 pg/mL 0.7534 999.25
500 pg/mL 0.5023 999.49
250 pg/mL 0.2511 999.74

1 mg/mL 1.0046 998.99

5 mg/mL 5.02 994.97
10 mg/mL 10.04 989.95
20 mg/mL 20.09 979.9
50 mg/mL 50.23 949.76
70 mg/mL 70.32 929.67
100 mg/mL 100.46 899.53
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Anexo 5.- Célculo de dilucion extracto-agar PDA para el extracto acuoso de sébila:

cascara y gel.

Concentracion. Extracto medio PDA.
750 pg/mL 0.7507 999.24
500 pg/mL 0.5005 999.49
250 pg/mL 0.2502 999.74

1 mg/mL 1.001 998.99

5 mg/mL 5.005 994.99
10 mg/mL 10.01 989.98
20 mg/mL 20.02 979.97
50 mg/mL 50.05 949.94
70 mg/mL 70.07 929.92
100 mg/mL 100.1 899.89

Anexo 6.- Célculo de dilucién extracto-agar PDA para el extracto acuoso de naranja

agria: cascara.

Concentracion. Extracto medio PDA.
750 pg/mL 0.7389 999.26
500 pg/mL 0.4926 999.5
250 pg/mL 0.2463 999.75

1 mg/mL 0.9853 999.01

5 mg/mL 492 995.07
10 mg/mL 9.85 990.14
20 mg/mL 19.7 980.29
50 mg/mL 49.26 950.73
70 mg/mL 68.97 931.02
100 mg/mL 98.53 901.46
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Anexo 7.- Célculo de dilucion extracto-agar PDA para el extracto acuoso de toronja:

cascara.

Concentracidon.  Extracto medio PDA.
750 pg/mL 0.7441 999.25
500 pg/mL 0.4961 999.5
250 pg/mL 0.248 999.75

1 mg/mL 0.9922 999.007
5 mg/mL 4.96 995.03
10 mg/mL 9.92 990.077
20 mg/mL 19.84 980.15
50 mg/mL 49.61 950.38
70 mg/mL 69.45 930.54
100 mg/mL 99.22 900.77
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