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RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum L.) ha sido una hortaliza de gran importancia en el
mundo, sin embargo, el hongo Fusarium oxysporum es una de las enfermedades més
devastadoras que puede reducir significativamente su produccion. Por tal motivo, en
este estudio, se utilizaron extractos vegetales de Azadirachta indica A. Juss, Piper
auritum Kunth, Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum y Gliricidia sepium para
determinar la actividad fungicida contra el hongo fitopatogeno F. oxysporum f.sp.
lycopersici, empleando la técnica de alimento envenenado en cajas Petri donde se
inocul6 en el centro un disco micelial del hongo patégeno, se llevé a cabo un disefio
experimental simple con tres repeticiones. Los extractos que presentaron una mayor
actividad antifangica fueron usados en plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.)
en conjunto con Beauveria bassiana para tratar de potencializar el efecto fungicida. El

método de inoculacion a las plantas fue una aplicacion directa al suelo.

Se determinaron las actividades enziméaticas de glucanasas, quitinasas, peroxidasas
y catalasas, asi como la produccion de metabolitos secundarios de fenoles y

flavonoides en raices de plantas de tomate a diversos dias después del trasplante.

En este estudio se demostro que los extractos de A. indica y P. auritum, permitieron el
crecimiento de B. bassiana y presentaron actividad fungistatica con F. oxysporum f.sp.
lycopersici ya que se obtuvo un 42.10% y 26.43% de inhibicion respectivamente a las
144 h, teniendo diferencia estadistica significativa con respecto a los extractos de G.
sepium y T. peruviana. Ademas, la aplicacion de B. bassiana y extractos vegetales de
A.indicay P. auritum en plantas de S. lycopersicum L. incrementa la concentracion de
la actividad enzimatica y metabolitos secundarios, lo cual es de ayuda a la planta para

la generacion de mecanismos de defensa en presencia de un estrés.

Palabras clave: Fusarium, Beauveria bassiana, actividad enzimética, Solanum

lycopersicum L.



ABSTRACT

The tomato (Solanum lycopersicum L.) has been a vegetable of great importance in
the world, however, the fungus Fusarium oxysporum is one of the most devastating
diseases that can significantly reduce its production. For this reason, in this study, were
used vegetable extracts of Azadirachta indica a. Juss, Piper auritum Kunth, Thevetia
peruviana (Pers.) K. Schum and Gliricidia sepium to determine fungicide activity
against the phytopathogenic fungus F. oxysporum f.sp. lycopersici, using the poisoned
food technique in Petri boxes where a mycellial disc of the pathogenic fungus was
inoculated at the center, a simple experimental design was carried out with three
repetitions. Extracts that exhibited increased antifungal activity were used in tomato
plants (Solanum lycopersicum L.) in conjunction with Beauveria bassiana to try to
enhance the fungicide effect. The method of inoculation to plants was a direct

application to the soil.

Enzymatic activities of glucanase, chitinose, peroxidase and catalase, as well as the
production of secondary metabolites of phenols and flavonoids in tomato plant roots

were determined several days after transplantation.

In this study it was shown that the extracts of A. indica and P. auritum, allowed the
growth of B. bassiana and presented fungistatic activity with F. oxysporum f.sp.
lycopersici as it obtained 42.10% and 26.43% inhibition respectively at 144 h, having
significant statistical difference with respect to extracts of G. sepium and T. peruviana.
In addition, the application of B. bassiana and vegetable extracts from A. indicay P.
auritum in plants of S. lycopersicum L. increases the concentration of enzymatic activity
and secondary metabolites, which is to help the plant for the generation of defense

mechanisms in the presence of stress.

Keywords: Fusarium, Beauveria bassiana, enzymatic activity, Solanum lycopersicum
L.
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1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es considerado una de las hortalizas de mayor
importancia en muchos paises del mundo, ocupando el segundo lugar sélo superado
por el cultivo de la papa (Gonzales y Peteira, 2012). Primeramente, fue domesticado y
cultivado en América Central por las primeras civilizaciones indigenas de México,
posteriormente introducido en Espafia e lItalia y a mitad del siglo XVI a otros paises

europeaos.

China es el primer productor en el mundo, con 50,125,055 toneladas, el 23.75% del
total. (Galvez, 2015). El Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP)
publicé el cierre del afio 2016 para México una produccién de 3.3 millones de
toneladas; el avance al mes de julio2017, registra 1.6 millones de

toneladas, 17.8% mas que la obtenida al mismo mes del afio anterior.

Los tomates son frutos importantes en muchos paises, sin embargo, para mantenerlos
frescos se requiere una alta humedad, lo que promueve el crecimiento de hongos
patbgenos como Alternaria alternata, Fusarium sp., Fusarium oxysporum, entre otros,
que causan pudricién, una de las principales enfermedades en el tomate, la cual se
presenta posterior a la cosecha, causando grandes pérdidas (Hanaa et al., 2011;
Shixiang et al., 2013). La produccion de tomate a menudo se reduce de 30 a 40%, sin

embargo, a veces puede alcanzar hasta 80% (Nirmaladevi et al., 2016).

El hongo Fusarium oxysporum transmitido por el suelo es una de las enfermedades
mas devastadoras que ocupa el quinto lugar en hongos fitopatdbgenos, que puede

reducir significativamente la produccion de tomate (Dean et al., 2012).

El control biolégico, representa una estrategia innovadora para el manejo de
enfermedades de plantas de importancia agricola (Nava, et al., 2012). El uso concreto
de organismos que interfieren con los patégenos y plagas de las plantas es un enfoque
amigable con la naturaleza, ecolégico para superar los problemas causados por

métodos quimicos estandar de proteccion de las plantas (Borkvich y Ebbole, 2010).
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El control biolégico de fitopatdgenos se basa en la utilizacion de microorganismos
antagonistas presentes en la microbiota del suelo capaces de disminuir la actividad del
agente fitopatdgeno, como parte del manejo integrado de enfermedades de plantas, lo
cual hace necesario el conocimiento de los microorganismos benéficos y sus

mecanismos de accion (Pal y McSpadden, 2006).

El empleo de extractos vegetales para el control de plagas y enfermedades en el marco
de una agricultura sostenible constituye una alternativa promisoria, debido a su
elevada efectividad, bajo costo y no ser contaminantes del ambiente, ademas de evitar

el desarrollo a la resistencia (Rodriguez et al., 2000).

La simbiosis entre plantas y hongos ascomicetos entomopatégenos como Beauveria
bassiana, se ha convertido en un area importante de estudio en la proteccion de
cultivos, la agronomia y la ecologia en los ultimos afios. La simbiosis de ascomicetos
entomopatdégenos puede impactar positivamente crecimiento de las plantas,
resistencia contra las plagas de invertebrados y hongos patdégenos (Quesada et al.,
2014).
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2. ANTECEDENTES

2.1. El cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.)

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una planta horticola anual con una gran
distribucién mundial y un valor econémico elevado, gracias a su gran contenido en
compuestos antioxidantes presenta una serie de efectos beneficiosos para la salud a
través de su consumo (Bilton et al., 2001). Es la hortaliza mas popular y difundida
mundialmente, por lo tanto, la de mayor valor econdmico. Su demanda aumenta
continuamente en todo el mundo, y con ella su cultivo, produccion y comercio (Gélvez,
2015).

El tomate es una planta de la familia de las Solanaceas, la especie tipica es Solanum
lycopersicum L. que se caracteriza por su fruto jugoso, de epidermis rojiza 'y agradable
sabor. La planta es anual, con un ciclo vegetativo completo de 4 a 6 meses segun la
variedad (Las diferencias en las condiciones agroclimaticas y las fuerzas
microevolutivas han dado lugar una gran diversidad fenotipica en las variedades de
tomate, con una gran diversidad en tamafio del fruto, forma y color), se cultiva en todas
las regiones tropicales, subtropicales y templadas del mundo. La consistencia es
herbacea con tallos y hoja pubescentes de longitud y porte variable (Diez y Nuez, 2008;
Rodriguez et al., 2005; Figasa et al., 2015). Los tomates contienen grandes cantidades
de vitamina C (40% del valor diario recomendado), 15% de vitamina A, 8% de potasio
y, 7 a 10% de hierro recomendado para mujeres y hombres respectivamente (Bhowmik
et al., 2012).

El tomate es considerado como una de las hortalizas de mayor importancia en muchos
paises el mundo, por el gran nimero de productos que se obtienen. La produccion de
tomate se concentra en cinco estados de México que generan 54% del volumen
nacional. Sinaloa mantiene el liderazgo en la produccion con 23% del total, le siguen
San Luis Potosi con 11%, Michoacan 8% y Zacatecas 6%. (SIAP 2017).
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Cuadro 1. Clasificacién taxonémica de tomate (Solanum lycopersicum L.)

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta

Superdivision Embryophyta
Division Tracheophyta
Subdivisién Spermatophytina

Clase Magnoliopsida
Subclase Asteranae

Orden Solanales

Familia Solanaceae
Género Solanum L.
Especie Solanum lycopersicum L.

Fuente: NCBI (2019)

2.2. Plagas y enfermedades en el tomate (Solanum lycopersicum L.)

Los marchitamientos vasculares se encuentran entre las enfermedades de las plantas
mas dificiles de controlar. EI hecho de que una sola infeccién de una planta por una
espora es suficiente para introducir al patdgeno en ella (en la que se desarrolla y
propaga internamente), hace que la prevencion de la infeccion y su posterior control
con fungicidas de contacto sea practicamente imposible e ineficaz (Jaramillo et al.,
2007)

Los marchitamientos se deben a la presencia y actividades del patdgeno en los tejidos
vasculares xilémicos de las plantas. En pocas semanas el patégeno puede ocasionar
la muerte de plantas completas o de sus érganos que se localizan por arriba del punto
de invasion vascular en la mayoria de las plantas anuales y algunas perennes, Por lo
comun, el patébgeno continla propagandose internamente en forma de micelio o
conidios a través de los vasos xilémicos hasta que muere toda la planta. En tanto la
planta infectada continde viviendo, el hongo que produce los marchitamientos
vasculares se limita a los tejidos vasculares (xilema) y a algunas células circunvecinas

y nunca sale a la superficie de la planta, incluso tampoco produce esporas. Solo
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cuando la enfermedad ocasiona la muerte de una planta infectada, el hongo se
propaga hacia otros tejidos y esporula en la planta muerta o sobre la superficie de ésta
(Agrios, 2005).

La marchitez vascular del tomate producida por el hongo Fusarium, es una enfermedad
importante en el mundo, el patégeno causa pudricion radical y lesiones necréticas
extensivas en el cuello y base del tallo, marchitez y muerte. Las lesiones necroticas
con frecuencia ascienden hasta 30 cm a partir del cuello de la planta, las cuales
mueren generalmente al inicio de la maduracion de los frutos, causando la pérdida

total de la produccion (Morales et al., 2014).

Particularmente, Fusarium oxysporum es un hongo cosmopolita que existe en muchas
formas patogénicas, parasitando mas de 100 especies de plantas gimnospermas y
angiospermas, gracias a los diversos mecanismos que tiene el hongo para vencer las

defensas de muchas plantas (Bosland 1988).

2.2.1. El género Fusarium

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos ampliamente distribuidos en
el suelo y plantas. Debido a su capacidad de crecer a 37°C, son considerados
oportunistas (Leslie et al., 2006). Se caracteriza por producir colonias de rapido
crecimiento, con una tasa diaria cercana a un centimetro en medio papa dextrosa agar
(PDA) a 25 °C. La morfologia de las colonias es muy variable y puede presentar dos
tipos: una de tipo micelial caracterizada por la produccién de abundante micelio aéreo,
algodonoso, con una coloracion variable, de blanco a rosado durazno, pero
usualmente con un tinte parpura o violeta mas intenso en la superficie del agar y pocas

microconidias (Garcés et al., 2001).

Este patdgeno produce tres tipos de esporas asexuales. Los microconidios, que tienen
de una a dos células son las esporas que el hongo produce con una mayor frecuencia
y en mayor abundancia en todas las condiciones. Los macroconidios, son las esporas

tipicas de "Fusarium", estan constituidos de tres a cinco células, se adelgazan
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gradualmente y se encorvan hacia ambos extremos. El ultimo tipo de espora son las
clamidosporas, que estan constituidas por una o dos células, son de pared gruesa y
son esporas redondas que se forman terminal o intercalarmente en el micelio mas viejo

0 en los macroconidios del hongo (Agrios, 2005).

Cuadro 2. Clasificacién taxonémica de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

Dominio Eukaryota
Reino Fungi
Subreino Dikarya
Division Ascomycota
Subdivisién Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes
Subclase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales
Familia Nectriaceae
Género Fusarium
Especie F. oxysporum f.sp. lycopersici

Fuente: NCBI (2019)

2.2.1.1. Marchitamientos causados por Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

Es la principal enfermedad que causa problemas en el cultivo de tomate, disminuye en
un 60% el rendimiento y afecta la calidad del producto. Esta enfermedad, ha sido
reportado en por lo menos 32 paises (Culebro-Ricaldi et al., 2017), y prospera en una
diversidad de condiciones ambientales desde tropicos secos hasta climas templados
(Cai et al., 2003).

El patdgeno causa la enfermedad del marchitamiento vascular, es un organismo que
habita en el suelo y que sobrevive entre los cultivos en los restos de plantas infectadas
gue yacen en el suelo en forma de micelio y en cualquiera de sus formas de esporas,

pero lo hace con mayor frecuencia en forma de clamidosporas, es frecuente que una
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vez gque un area haya sido infectada por Fusarium se mantenga asi por tiempo
indefinido (Agrios, 2005).

Los primeros sintomas de la enfermedad se manifiestan en un ligero aclaramiento de
las nervaduras de los foliolos jovenes mas externos, después de lo cual ocurre la
epinastia de las hojas senescentes ocasionada por el debilitamiento de los peciolos.
Cuando las plantas son infectadas en la etapa de plantula, es frecuente que se
marchiten y mueran poco después de haber aparecido los primeros sintomas (Agrios,
2005).

El micelio del hongo se propaga intercelularmente a través de la corteza de la raiz y
cuando llega a los vasos xilémicos, entra en ellos a través de las punteaduras. Se
mantienen en los vasos y viaja a través de ellos, principalmente en sentido ascendente,
hacia el tallo y la corona de la planta. Cuando se encuentra en los vasos, dicho micelio
se ramifica y produce microconidios que son desprendidos y llevados hacia la parte
superior de la planta en el torrente de savia. Los microconidios germinan en el punto
donde cesa su movimiento ascendente, el micelio penetra la pared superior del vaso
y el hongo produce mas microconidios en el siguiente vaso (Agrios, 2005; Pérez et al.,
2014).

Las especies de Fusarium causantes de marchitez siguen un patrén similar de
infeccion; penetran por la raiz y colonizan en el tallo de las plantas el sistema vascular
(Turlier et al., 1994).

2.3 Interaccion planta-patégeno

Las plantas se encuentran en continuo contacto con otros organismos. Bajo
condiciones naturales, ellas interacttan ademas con un gran numero de
microorganismos potencialmente patogénicos. Sin embargo, las plantas normalmente
permanecen sanas debido, en parte, a la manifestacién de varios mecanismos de
defensa (Madriz-Ordefiafia., 2002).
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Los mecanismos de defensa involucrados incluyen una combinacién de cambios
fisicos, quimicos y moleculares, tales como lignificacion o la induccion de varias

proteinas relacionadas con la patogénesis (Sanchez et al., 2013).

El ataque de patdégenos es una condicion desfavorable que generalmente activa una
serie de mecanismos de defensa cuyo fin es detener, aminorar o contrarrestar la
infeccion. La activacion de la defensa en plantas supone la existencia de mecanismos
de reconocimiento mediante los cuales la planta determina la presencia del patégeno
(Madriz-Ordefiafa., 2002).

Las interacciones entre una planta y un microorganismo pueden mostrar varios tipos
que van desde las relaciones altamente perjudiciales para el hospedante, hasta
aguellas que benefician tanto al hospedante como al microorganismo. Como
consecuencia de una estrecha coevolucién, muchos microorganismos se desarrollan
de una forma patogénica solo en un &mbito limitado de hospedantes, frecuentemente
a nivel de género, especie y subespecies. De forma similar, las especies y cultivares
de plantas, por lo general son susceptibles solamente a pocas especies, aislamientos

o razas de patdgenos (Heath 2000a).

Los patdgenos de plantas, incluyendo hongos que causan marchitamiento,
secretan muchas enzimas que pueden contribuir a la virulencia. Estas incluyen
enzimas que se dirigen a las barreras fisicas, barreras quimicas de las plantas y
respuestas de defensa inducida (De Sain y Rep, 2015). Estas enzimas le permiten
al hongo degradar constituyentes importantes de las barreras de proteccion externa

de los hospederos, por lo cual puede penetrar y colonizar tejidos (Valencia et al., 2011).

Como parasitos, los fitopatégenos estdn obligados a obtener los nutrimentos de
fuentes existentes y para ello necesitan invadir y adaptarse al tejido del hospedante
para eventualmente reproducirse. Ademas, necesitan evadir o contrarrestar los

mecanismos de defensa de la planta (Madriz-Ordefafia., 2002).

Un patdégeno puede ser muy patogénico o poco patogénico para un hospedante dado.

El grado de patogenicidad se define frecuentemente como virulencia. De esta forma,
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y dependiendo de su habilidad de causar enfermedad, un patdogeno puede ser
altamente virulento para un hospedante y levemente virulento para otro (Collinge et al.
2001).

Una vez que el patégeno penetra la planta, ya sea a través de aperturas naturales
(estomas), o atravesando directamente la pared celular, hay induccion de cambios en
las células cercanas al invasor, y en la mayoria de los casos estos cambios bloquean

el avance del patégeno (Puentes, 2019).

2.4. Defensas quimicas de las plantas

Las plantas han desarrollado diversas estrategias de defensa contra condiciones de
estrés bidtico y abiotico, una de ellas es la produccion de metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana, en contra de herbivoros, o con actividad antioxidante
(Croteau et al., 2000).

Las barreras fisicas y bioquimicas preformadas constituyen la primera linea de defensa
de la plantas contra patégenos. Estas defensas pasivas incluyen la presencia de
superficies preformadas de cera y paredes celulares, enzimas antimicrobiales y
compuestos del metabolismo secundario (Thordal-Christensen, 2003; Mysore y Ryu,
2004).

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. Tienen por mision servir de barrera inicial a la propagacion de bacterias

u hongos dentro de los tejidos de la planta (Vivanco et al., 2005).

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular que no
solamente tienen una gran importancia ecoldgica porque participan en los procesos de

adaptacion de las plantas a su ambiente, como es el establecimiento de la simbiosis
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con otros organismos y en la atraccion de insectos polinizadores y dispersores de las
semillas y frutos, sino que también, una sintesis activa de metabolitos secundarios se
induce cuando las plantas son expuestas a condiciones adversas tales como: a) el
consumo por herbivoros (artropodos y vertebrados), b) el ataque por microrganismos:
virus, bacterias y hongos, c) la competencia por el espacio de suelo, la luz y los
nutrientes entre las diferentes especies de plantas y d) la exposicion a la luz solar u

otros tipos de estrés abibtico.

Los metabolitos secundarios, en particular los alcaloides, fenoles, flavonoides y
taninos, son compuestos quimicos que intervienen en las interacciones ecoldgicas
entre la planta y su ambiente. Se sintetizan cuando las plantas estan en condiciones
adversas, entre ellas, el ataque por herbivoros, microorganismos y la presencia de
diferentes especies que compiten por luz, agua y nutrientes (Sepulveda et al., 2003;
Granados et al., 2008).

Dentro de la compleja red de procesos bioquimicos de las plantas esta la ruta
fenilpropanoide, la cual aporta los compuestos mas importantes con funcionalidad de
defensa. Entre ellos se encuentran las cumarinas, ligninas, flavonoides, compuestos
fendlicos y fitoalexinas. Estos compuestos tienen una variedad de funciones de tipo
estructural en las plantas: en la membrana celular, la formacion de pigmentos en frutas
y flores, y el desarrollo de actividad directa contra la infeccién de hongos y bacterias,
razon por la cual han sido involucrados en los mecanismos de defensa de las plantas
(Solecka y Kacperska, 2003; Sgarbi et al., 2003).

Los flavonoides modulan la ingestion y el desarrollo de la oviposicion en los insectos,
la enzima polifenoloxidasa cataliza la oxidacién de metabolitos secundarios fendlicos,
resultando en quinonas sumamente reactivas, que se polimerizan en una goma que
atrapa a los insectos o reduce la calidad nutricional de las proteinas (Vivanco et al.,
2005).

En la actualidad se conocen aproximadamente 20,000 estructuras de metabolitos

secundarios que por su composicion quimica son clasificados en dos grupos
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principales: nitrogenados y no nitrogenados. Los que contienen nitrdgeno incluyen a
los alcaloides, aminoacidos no protéicos, aminas, glucésidos cianogénicos Yy

glucosinolatos (Dat et al., 2000).

2.4.1 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias
quimicas, con diferentes estructuras y propiedades quimicas y actividad biol6gica,
englobando més de 8.000 compuestos distintos. Como antioxidantes, pueden proteger
las células de las plantas contra el dafio oxidativo, por lo tanto, limitar el riesgo de
varias enfermedades degenerativas asociadas al estrés oxidativo causado por los
radicales libres (Scalbert et al., 2005).

La distribucion de los compuestos fendlicos en los tejidos y células vegetales varia
considerablemente de acuerdo, al tipo de compuestos que se trate, situandose en el
interior de las células o en la pared celular (Martinez-Valverde et al., 2000).

Algunos fenoles aparecen constitutivamente en la planta e inhiben el crecimiento de
diferentes patdgenos. Otros se forman en respuesta al ataque del patégeno y su
aparicion es considerada como una parte activa de la respuesta de defensa (Nicholson
y Hammerschmidt, 1992).

Estos compuestos quimicos estan ampliamente distribuidos en las plantas como
producto de su metabolismo secundario, algunos de los cuales son indispensables
para su funcionamiento y otros son utiles en los mecanismos de defensa bajo
situaciones de tension (Kim et al., 2003) y contra el ataque de organismos patégenos
(Bakan et al., 2003).

Los compuestos fendlicos participan en muchas funciones metabdlicas en plantas,
como son la sintesis de lignina, actividad alelopética, y en algunos casos en la
biosintesis de compuestos relacionados a la defensa como las fitoalexinas (Vlot et al.,
2009).
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En el mecanismo de actividad antimicrobiana de los polifenoles se ha demostrado que
los productos formados por oxidacion de los compuestos fendlicos inhiben enzimas
importantes debido a la oxidacion de grupos esenciales SH. La actividad inhibidora de
los polifenoles sobre las enzimas pectoliticas de los hongos patégenos debe contribuir
a proporcionar resistencia a la planta, impidiendo el crecimiento del patdgeno
(Oku,1994).

Quimicamente, presentan un anillo aromatico que tiene uno o mas grupos hidroxilos y
su estructura puede variar desde la de una molécula fendlico simple (acidos fendlicos)
a la de un complejo de alto peso molecular como un polimero de masa tales como

taninos condensados (de Albuquerque Gil, 2011).

OH

Figura 1. Estructura del fenol

Los fenoles de bajo peso molecular, tales como el acido benzoico y los
fenilpropanoides, se forman como respuesta primaria ante la infeccién. Los
compuestos fendlicos se acumulan rapidamente durante la interaccién huésped-
patégeno y median en la supresion de la enfermedad por medio de la inactivacién de
enzimas, o mediante la formacion de componentes estructurales de la planta. La
induccion de ésteres de ferulato o ésteres fendlicos de la pared celular puede actuar
directamente como compuestos de defensa, o indirectamente como precursores de la
sintesis de lignina, suberina y otras barreras de polifenoles inducidos por las heridas
(Pomar, 2000).
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Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos de sustancias mas
numerosos y ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Ellos son productos del
metabolismo secundario de las plantas, que son determinantes en la calidad sensorial

y nutricion de las frutas, verduras y otras plantas (de Albuquerque Gil, 2011).

2.4.2. Presencia de flavonoides

Los flavonoides constituyen una clase de compuestos polifendlicos de amplia
distribucién en el reino vegetal. Se encuentran en las plantas generalmente en forma
de glicésidos y son los pigmentos de las flores. Actian como atractores visuales para
favorecer la polinizacion, como un mecanismo de defensa frente al ataque de insectos
y microorganismos y como protectores de la radiacion UV por sus propiedades
antioxidantes (Martino, 2000). Los flavonoides componen un variado grupo de
metabolitos secundarios, algunos de ellos fendlicos, siendo la mayoria poderosos

antioxidantes in vitro (Campbell et al., 2004).

Se les han atribuido numerosas, variadas e importantes funciones en el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Muchas de ellas son vitales para la supervivencia, como la
atraccion de insectos que actian como vectores para la polinizacion o la dispersion de
semillas. Otras funciones se relacionan con la supervivencia en condiciones adversas,
ya que aumentan la tolerancia a factores estresantes y protegen frente a patégenos.
(Gould y Lister, 2006).

El papel de los flavonoides en la proteccion frente a los ataques por hongos puede
producirse a partir de sustancias antifingicas que se pueden encontrar ya presentes
en los tejidos de las plantas. Este es el caso de muchos flavonoides de naturaleza
lipofilica (flavonas, flavanonas e isoflavanonas polimetoxiladas y/o isopreniladas) que
presentan una actividad antifUngica muy considerable y que constituyen verdaderas

barreras frente a la penetracion de los hongos patégenos (Cartaya y Reynaldo, 2001).
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Se ha demostrado la actividad fungistatica de cuatro flavonoides contra el hongo
Deuterophoma tracheiphila, la cual produce desfoliacion y desecacion progresiva de

las ramas y tronco finalizando con la muerte (Tournaire et al., 1993).

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un nimero variable de grupos
hidroxilos fenélicos y presentan excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros
metales de transicion. Son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), con dos anillos aromaticos (A y B)
ligados a través de un anillo pirano (C). La estructura basica de un ndcleo flavonoide
consiste en 15 atomos de carbono que en los anillos C y A se numeran del 2 al 8,

mientras que en el anillo B desde 1' al 6" (Figura #). (Min et al., 2008).

Figura 2. Estructura basica de los flavonoides

Los flavonoides forman un grupo de alrededor de 3,000 compuestos fendlicos que
tienen una estructura quimica similar, dotandolos de propiedades funcionales. Se
entiende por fenilpropanoides a compuestos de una amplia gama que
biogenéticamente derivan del &cido shikimico en la llamada “ruta de los
fenilpropanoides o del acido shikimico”, a través de la cual las especies vegetales
biosintetizan mas de 8000 compuestos fendlicos y polifendlicos cuya caracteristica

mas relevante es su comportamiento antioxidante (Jovanovic, 2006).
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2.5. Mecanismos de defensa de plantas contra patégenos

El reconocimiento del patégeno dispara una gran gama de mecanismos inducibles de
defensa que contribuyen a la resistencia total de la planta. Los mecanismos inducidos
en el sitio de infeccion y asociados con la respuesta hipersensitiva incluyen la sintesis
de enzimas hidroliticas que atacan a hongos y bacterias, alteraciones en la sintesis de
proteinas estructurales de la pared celular, activacion de genes de defensa para
reacciones de hipersensibilidad (RH), resistencia sistémica adquirida, produccion de
lignina, fitoalexinas y enzimas hidroliticas que atacan la pared celular del patdégeno
(Camarena-Gutiérrez, 2006; Dangl et al., 2000).

La explosion oxidativa es una respuesta de defensa de la planta después del
reconocimiento del patégeno, lo que lleva a la reaccidn de hipersensibilidad (HR). Esta
respuesta se debe a la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), como
H202, O2" y OH" Las especies de oxigeno activo tienen varias funciones en la respuesta
de defensa de la planta. El peroxido de hidrogeno (H202) puede ser directamente
toxico para el patdégeno y esta involucrado con el fortalecimiento de la pared celular,

ya que H202 es necesario para la biosintesis de lignina (Resende et al., 2003).

La lignificacibn puede ser una caracteristica constitutiva en algunas especies,
pero también puede ocurrir como un proceso de refuerzo de los tejidos cuando estan
sujetos a dafio fisico. La lignificacion también se manifiesta durante la defensa a
patégenos. La acumulaciéon de lignina en grandes cantidades puede ocurrir de forma

localizada en los tejidos atacados por patdgenos (Gonzalez et al., 2011).

La lignina se produce por la union enzimética de unidades de fenilpropanoides
formando largos polimeros que confieren impermeabilidad y resistencia mecanica;
ademas, la lignina es resistente a la degradacion producida por muchos patégenos
(Gonzaélez et al., 2011).
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2.5.1. Peroxidasas

Las peroxidasas vegetales, son enzimas monoméricas que intervienen en una amplia
gama de procesos fisiologicos, tales como: la lignificacion, la suberizacién, el
metabolismo de las auxinas, el ensamblado de las proteinas de la pared celular, la
tolerancia a sales, el estrés hidrico (Ajithkumar y Panneerselvam, 2014) y la defensa

contra el ataque de patdégenos (Van Loon et al., 2006).

El peroxido de hidrégeno (H202) producido por la planta, como respuesta de defensa
en las interacciones planta-patdgeno, induce la expresion de genes relacionados con
las defensas de las plantas, las vias asociadas a la generacion de la cascada oxidativa
(Sofo et al., 2015) y otros sistemas protectores celulares endégenos del hospedero,
todo lo cual limita el tamafio de la lesion (Montoliu, 2010).

El incremento de la actividad peroxidasa, como consecuencia del incremento del H20:2
en las plantas, podria actuar como un catalizador en la polimerizaciébn de compuestos
fendlicos para la formacion de lignina y suberina en la pared celular, que actia como

barrera para bloquear la diseminacion del patégeno en la planta (Santiago et al., 2009).

Después de la infeccidn, la enzima peroxidasa también puede fortalecer la pared
celular realizando uniones cruzadas de glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (Bradley
et al., 1992).

Las propiedades de la matriz de la pared celular se pueden ver muy condicionadas por
la existencia de una serie de entrecruzamientos intermoleculares; siendo numerosos
los estudios que asignan a las peroxidasas un papel fundamental en la formacién de
estos enlaces. Las peroxidasas actuarian a nivel de la incorporacion de proteinas ricas
en hidroxiprolina a la matriz de la pared, pero también en la union de diversos
derivados del acido p-cumarico, como pueden ser los ferulatos o los hidroxibenzoatos
(Pomar, 2000). Algunos modelos de interaccion hospedero-patbgeno han aportado
evidencias del papel de la enzima peroxidasa como parte de los mecanismos de
defensa, por participar en la polimerizacion oxidativa de alcohol hidroxicinamilico para

formar lignina (Cuervo et al., 2009).
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2.5.2. Catalasas

La catalasa (CAT) es una enzima que contiene hierro en su estructura y cataliza la
dismutacion del H202 en agua y oxigeno molecular. Esta enzima se encuentra en todos
los organismos eucariota aerdbicos y constituye un mecanismo esencial para la
eliminacion del H202 generado en los peroxisomas por oxidasas que participan en la
[3-oxidacion de acidos grasos, la fotorrespiracion y el catabolismo de las purinas (Arora
et al., 2002).

Entre los antioxidantes enzimaticos se tiene a la catalasa (CAT) que elimina H202 en
los peroxisomas, superéxido dismutasa (SOD) que elimina el anion-radical superéxido,
ascorbato peroxidasa (APX) que elimina H202 en diversos compartimentos y el
guaiacol peroxidasa (POX) (Moller et al., 2007).

Es bien conocido que esta enzima participa en la construccién y lignificacion de la
pared celular, la biosintesis de etileno a partr del &cido 1-
aminociclopropanocarboxilico y peroxido de hidrégeno (H2032), la regulacion de niveles
de auxina, la proteccion contra el deterioro de tejidos e infeccion por microorganismos

patdgenos (Krylov, 1996).

El estrés aumenta el estado de oxidacion de la célula, lo cual induce un incremento en
la sintesis de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos para contrarrestar los efectos
de dicha oxidacion. Los principales antioxidantes enzimaticos son: peroxidasas,
catalasas, superdxido dismutasa y glutation S-transferasa. Los antioxidantes no
enzimaticos mas importantes son: acido ascorbico (AA, vitamina C), a-tocoferol

(vitamina E), glutatiéon y B-carotenos (Scandalios, 2001).

La catalasa protege a la planta contra el estrés oxidativo ejercido por las especies
reactivas de oxigeno (Camarena-Gutiérrez y Torre-Almaraz, 2007). El acido salicilico
se sintetiza por la via del metabolismo fenilpropanoide desde acido cinamico y acido
benzoico. Se acumula intracelularmente en un receptor especifico o se une a la enzima
catalasa (CAT). Normalmente la catalasa protege a la planta contra el estrés oxidativo

ejercido por las especies reactivas de oxigeno. Sin embargo, esta actividad de la

30



catalasa es bloqueada por la unién del acido salicilico. Asi que, alterando la cantidad
de acido salicilico dentro de la célula, se puede regular el nivel de las especies

reactivas de oxigeno como el peréxido de hidrogeno (Chen et al., 1993).

2.6. Control biolégico

El control biologico representa una estrategia innovadora para el manejo de
enfermedades de plantas de importancia agricola (Quiroz et al., 2008). El uso concreto
de organismos que interfieren con los patdgenos y plagas de las plantas es un enfoque
amigable con la naturaleza, ecolégico para superar los problemas causados por

meétodos quimicos estandar de proteccion de las plantas (Borkvich y Ebbole, 2010).

Con la aplicacién del control bioldgico se intenta restablecer el perturbado equilibrio
ecologico, mediante la utilizacion de organismos vivos o sus metabolitos, para eliminar

o reducir los dafios causados por organismos perjudiciales (Badii et al., 2000).

Las enfermedades vegetales resultan de la interaccion de un patégeno con un
huésped susceptible en un ambiente favorable. En el triAngulo clasico de la
enfermedad (huésped, patdgeno, ambiente), hay un cuarto factor que se tiene en

cuenta al hablar de control biolégico: los organismos antagonistas (Infante et al., 2009).

En términos de control bioldgico, los antagonistas son agentes biolégicos con potencial
para interferir en cualquiera de los procesos vitales de los patégenos vegetales. Los
antagonistas pueden ser de todo tipo de organismos: hongos, bacterias, neméatodos,
protozoos, virus, viroides y plantas. Un microorganismo antagonista puede presentar
cinco modos de accién frente a un patdgeno: competencia, antibiosis, explotacion,
resistencia inducida en el huésped vy lisis, ya sea de forma individual o asociada
(Infante et al., 2009).

El control con plantas se ha empleado con anterioridad y su funcionamiento se basa
en repeler insectos y agentes vectores de enfermedades. Las plantas utilizadas con

estos fines son hierbas aromaticas, malezas que, por los metabolitos secundarios y
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principios activos, favorecen o desfavorecen condiciones de desarrollo de otras plantas

o cultivos y previenen enfermedades (Celis et al., 2008).

Entre las medidas de control biolégico se han usado extractos de origen vegetal a partir
de hojas y semillas como manera preventiva contra el ataque de hongos como:

Sclerotinia sclerotiorum, F. oxysporum y F. roseum (Mendoza et al., 2007).

2.6.1. Beauveria bassiana

El hongo Beauveria bassiana es conocido como un microorganismo de doble control
bioldgico, atacando tanto a plagas de insecto como a fitopatégenos, y sumandole a
esto su amplia distribucion mundial, hacen de este microorganismo uno de los
referentes mas importantes para el control biolégico (Ownley et al., 2008; Vega et al.,
2009).

Se ha sugerido la competencia por espacio, el microparasitismo y resistencia inducida
como posibles formas de antagonismo (Griffin, 2007; Ownley et al., 2008). También ha
sido sugerido la antibiosis como modo de antagonismo de B. bassiana, ya que se ha
podido aislar metabolitos secundarios como beauvericina (Leckie et al., 2008). De igual
forma las enzimas son una de las principales moléculas utilizadas en este mecanismo,
estas pueden hidrolizar la pared celular del fitopatbgeno evitando su normal
crecimiento y permitiéndole la introduccion de sustancias toxicas causandole la muerte
(Aceves et al., 2005; Ownley et al., 2010).

Beauveria bassiana ha sido recuperado como un colonizador endofitico de varias
especies de plantas, y se ha demostrado para proteger las plantas frente a patégenos
de plantas (Ownley et al., 2004). El desarrollo completo lo alcanza a los 21 dias a 27°C
en medio solido; se caracteriza por presentar una apariencia polvosa de color blanco

algodonoso o amarillento cremoso (Hernandez-Veladzquez et al., 1996).

Se ha reportado que B. bassiana inhibe el crecimiento micelial in vitro de una gran

variedad de patogenos de plantas transmitidas por el suelo y foliares, incluyendo
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Gaeumannomyces graminis var. Tritici, Armillaria mellea y necatrix Rosellina, F.
oxysporum, Botrytis cinérea, y Rhizoctonia solani. Ademéas de la inhibicion del
crecimiento micelial, induce la lisis celular de las especies de patégenos de plantas,
tales como Pythium ultimum, P. debaryanum, y Septoria nodorum (Ownley et al.,
2004).

Cuadro 3. Clasificacién taxondmica de Beauveria bassiana

Dominio Eukaryota
Reino Fungi
Subreino Dikarya
Division Ascomycota
Subdivisién Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes
Subclase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales
Familia Cordycipitaceae
Género Beauveria
Especie Beauveria bassiana

Fuente: NCBI (2019)

2.6.1.1. Mecanismos de Beauveria bassiana

Presenta un ciclo dimorfico del crecimiento, cuando hay ausencia de hospedero
especifico, pasa a través de un ciclo vegetativo asexual que incluye germinacion,
crecimiento micelial y formaciéon de conidias. Cuando se presenta un hospedero se
cambia a un ciclo patégenico donde las conidiosporas germinan en la superficie de la
cuticula y los tubos germinativos penetran el integumento del hospedero directamente.
Una vez habiendo penetrado la cuticula, el hongo altera su morfologia de crecimiento
y produce cuerpos hifales que proliferan por gemacion. En seguida de la muerte del
hospedero, el crecimiento del hongo regresa a su etapa saprofita (Gillespie y Claydon,
1989).
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La accidon enzimatica de los hongos entomopatdégenos, aunque es muy compleja, fue
posible relacionarla con la capacidad infectiva y la patogenicidad sobre los insectos
(Smith et al., 1981). La cuticula de los insectos es una estructura consistente en
nanofibras de quitina cristalina integrada a una matriz de proteinas, polifenoles, agua
y pequefas cantidades de lipidos (Vincent y Wegst, 2004), que puede ser degradada

por proteasas y quitinasas.

Por su parte, la pared celular de los hongos es una estructura compleja compuesta de
quitina, glucanos y otros polimeros, formandose un entrecruzamiento entre estos
componentes, creando una estructura reticular compleja (Adam, 2004). Debido a que
las hidrolasas como quitinasas y glucanasas se han identificado como las
responsables de la degradacion de la pared celular de los hongos, las enzimas de los
hongos entomopatdgenos que hidrolizan estas estructuras pueden ser empleadas con

fines de control bioldgico (Adam, 2004).

2.7. Mecanismos de hongos para el control de enfermedades

Los hongos empleados como antagonistas de fitopatdgenos presentan habilidades,
tales como, la competencia por nutrimentos que es indispensable para la germinacion
de esporas o sitios de infeccion (Goldman et al., 1994). El micoparasitismo, que hace
referencia al papel de diferentes sustancias y la antibiosis con la produccién de
enzimas, asi como los metabolitos secundarios, siendo estos ultimos clave para
muchas interaccion que causan la destruccion del patégeno (Jensen y Wolffhechel,
1995).

El micoparasitismo consiste en un proceso complejo donde se encuentran
involucrados una variedad de eventos, entre ellos; el reconocimiento del huésped,
ataque y su subsecuente penetracién y por ultimo la muerte. En este proceso, los
microorganismos antagonistas secretan enzimas degradadoras de la pared celular

(CWDEsSs), estas enzimas estan involucradas en la hidrolisis de la pared celular del
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hongo huésped y posteriormente la liberacion de oligdmeros de la pared celular del
patogeno (Howell, 2003; Woo et al., 2006).

Las enzimas proteasas, quitinasas y glucanasas que sintetizan los hongos
entomopatdégenos degradan la cuticula del insecto y la pared celular de los hongos,
por lo tanto, tienen actividad biol6gica contra algunos insectos y hongos; también
algunos de los metabolitos secundarios que producen muestran actividad insecticida
y fangica (Franco et al., 2011).

La pared celular de los hongos es una estructura compleja compuesta de quitina,
glucanos y otros polimeros, se forma un entrecruzamiento entre estos
componentes, creando una compleja estructura reticular. ldentificAandose a las
quitinasas y glucanasas como las hidrolasas que degradan la pared celular de los
hongos. Por lo que las enzimas de que hidrolizan estas estructuras pueden ser
empleadas con fines de control biolégico. Ambas proteasas son enzimas
extracelulares, la sintesis de proteasas forma parte de los procesos infectivos en los
hongos patégenos Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Coccidioides immitis y
Aspergillus niger; es posible utilizar de la misma manera las proteasas producidas
por los hongos entomopatégenos en el control de insectos, de hongos
fitopatdgenos, bacterias y nematodos (Franco et al., 2011).

2.71. B-1,3-glucanasas

Los glucanos son polisacéaridos que consisten en unidades de glucosa. Existen dos
grupos de glucanos presentes en los hongos, los a-glucanos y [3-glucanos. El glucano
es la parte estructural mas importante de la pared y representa el 50-60% del peso
seco de esta estructura. La mayoria de los polimeros de glucano estan compuestos
de unidades de glucosa con uniones 3-1,3 (65-90%) y son insolubles en agua. El
proceso de la sintesis de B-glucano se produce en los hongos filamentosos en la punta
de las hifas y en los lados del crecimiento celular y de ramificacion (Fesel y Zuccaro,
2016).
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Las glucanasas son enzimas que degradan B-glucanos y se clasifican en dos grandes
grupos segun los mecanismos que utilizan para hidrolizar el sustrato, identificados por
los productos de hidrdlisis: (1) las exo-B-glucanasas, las cuales intervienen
hidrolizando las cadenas del polisacarido por ruptura secuencial en los extremos
reductores y no reductores, liberando glucosa, y (2) las endo-B-glucanasas, que
rompen aleatoriamente los sitios de enlace 3 de la cadena polisacaridica, liberando
pequefios oligosacaridos de diferentes longitudes. La degradacion de los B-glucanos
por los hongos se acomparia frecuentemente de la accion sinérgica de las endo- y exo-

B-glucanasas (Gonzélez et al., 2011; Gutiérrez et al., 2015).

Las B-1,3-glucanasas degradan polisacaridos en la pared celular del patégeno invasor,
y en la mayoria de los casos pueden ser categorizadas como proteinas relacionadas
con la patogénesis (PR), ya que su expresion a menudo esta inducida por una infeccion
(Rose et al., 2002).

Las glucanasas degradan los -1,3 glucanos que son los principales componentes de
la pared celular de los hongos, debido a que se producen aberturas por las cuales los
hongos obtienen nutrimentos; en Trichoderma harzianum se han reportado multiples
glucanasas (Almeida et al., 2007). La induccion de estas glucanasas se puede
observar ante la presencia de glucanos de paredes celulares de hongos como R. solani
(Bara et al., 2003).

Wisniewski et al. (1991) evidenciaron la habilidad que tienen las células de Pichia
guilliermondii de unirse a las hifas de los hongos B. cinerea y de Penicillium sp. y de
degradarlas mediante la produccion y actividad de enzimas hidroliticas como -1,3-

glucanasa y quitinasa.

El hongo Aureobasidium pullulans cepa LS-30 ha demostrado control de patégenos
poscosecha como B. cinerea y P. expansum en manzanas y de A. niger y R. stolonifer
en uvas de mesa, mediante la produccién de 3-1,3- glucanasa y exoquitinasa (Castoria
et al., 2001). Asimismo, se ha demostrado lisis en las hifas de B. cinerea por 3-1,3-

glucanasa producida por P. guilliermondii en manzana (Arras et al., 1998).
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Estudios realizados por Infante et al. (2009), han demostrado los efectos positivos de
Trichoderma sobre plantas, debido a que induce la resistencia sistémica o localizada
debido a la produccién de una rica mezcla de enzimas antifiingicas como quitinasas y
B-1, 3 glucanasas, relacionadas a la lisis de la pared celular fungica, las cuales actian
de forma sinérgica con otras enzimas para potenciar los efectos perjudiciales sobre los
hongos fitopatdgenos.

2.7.2. Quitinasas

Con respecto a las quitinasas, la quitina es el segundo polimero mas abundante en la
naturaleza, compuesto de cadenas [-1,4 N-acetilglucosamina y funciona
principalmente como polisacérido estructural, ademas de poseer una estructura

cristalina, baja solubilidad y reactividad quimica (Green et al., 2005).

El contenido en quitina de la pared fungica varia segun la fase morfolégica del hongo.
Representa el 1-2% del peso seco de la pared celular de las levaduras mientras que
en los hongos filamentosos puede llegar al 10-20% (Pontén, 2008).

Muchas especies de hongos bacterias y plantas producen enzimas quitinoliticas
clasificadas en: exoquitinasas, endoquitinasas y quitobiosas y varian de acuerdo con
la especie, asi como en numero, tipo y posicion de los dominios cataliticos y unién al
sustrato (Kobayashi et al., 2002), estas enzimas se encuentran en hongos

filamentosos que incluyen géneros como el de Beauveria (Karthik et al., 2014).

Las quitinasas son enzimas hidroliticas de quitina que han ganado interés en diferentes
aplicaciones biotecnoldgicas, esto es debido a su capacidad para degradar la quitina
de los exoesqueletos de insectos y en la pared celular de hongos, como agentes
antimicrobianos o insecticidas utiles como control biolégico de patdgenos en plantas
(Karthik et al., 2014).

En el caso de los hongos, la hidrdlisis de la quitina se realiza a través de un sistema

quitinolitico sinérgico y consecutivo conformado de la siguiente manera:
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1. Endoquitinasas (EC 3.2.1.14): Cortan la quitina aleatoriamente en sitios
internos, generando oligdbmeros de bajo peso molecular de N-acetil glucosamina,
como: Quitotriosa, quitotetraosa y eventualmente diacetilquitobiosa como producto

predominante.

2. Exoquitinasas, antes N-acetil glucosaminidasas, reclasificadas como (-1,4 N-acetil
hexosaminidasas (EC 3.2.1.52): Dividen los productos oligoméricos de las
endoquitinasas y las quitobiasas, generando mondmeros de NAG, también pueden
catalizar la liberacion progresiva de diacetilquitobiosa por el lado no reductor de la

molécula de quitina y, por tanto, poseer actividad quitobiasa (EC 3.2.1.52).

Las quitinasas pueden detener el crecimiento y proliferacion del patdégeno
directamente por hidrélisis de quitina y p-1,3/1,6-glucanos, componentes presentes en
la pared celular de algunos microorganismos invasores, volviendo las células
susceptibles a lisis, de igual forma juegan un papel defensivo indirecto sugerido por la
observacion de que oligosacaridos especificos de quitina y (-1,3/1,6-glucanos,
liberados por la pared celular del patdgeno, actian como elicitores que pueden inducir
otro rango amplio de respuestas de defensa en las plantas (Coté y Hanh,1994; Ebel,
1994).

Las quitinasas se sintetizan en plantas como proteinas relacionadas con la
patogénesis que son inducidas por el ataque de fitopatdgenos y confieren a la planta
la capacidad de auto-defensa contra dichos patdégenos. Dichas enzimas inhiben el
crecimiento de hongos a través de efectos sinérgicos con otras enzimas como la 8-
1,3 glucanasa (Karthik et al., 2014).

Se ha demostrado que las quitinasas que actlan sinérgicamente con las proteasas y
las B-1,3 glucanasas degradan la pared celular de los hongos fitopatégenos (Gohel et
al., 2006), ademas de estar implicadas en etapas de germinacién, crecimiento hifal,

morfogénesis, nutricion y defensa contra competidores (Seidl, 2008).
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2.8. Uso de extractos vegetales como control bioldgico

Una de las alternativas es el uso de extractos vegetales que actian como
biocontroladores, debido a la presencia de metabolitos secundarios (Ducrot, 2005).
Las plantas y sus derivados han mostrado efectos controladores contra acaros,

roedores, nematodos, bacterias, virus, hongos e insectos (Grainge y Ahmed, 1988).

Las plantas producen sustancias de bajo peso molecular conocidas como metabolitos
secundarios. Estos son normalmente no esenciales para el proceso metabolico basico
de la planta. Entre ellos se encuentran terpenos, lignanos, alcaloides, esteroides y
acidos grasos. Esta diversidad quimica es consecuencia del proceso evolutivo que ha
llevado a la seleccion de especies con mejores defensas contra el ataque microbiano

o la predacién de insectos y animales (Dixon, 2001; Ducrot, 2005).

Los métodos alternativos para el control de enfermedades se han estudiado con
énfasis en nuevos compuestos derivados de fuentes vegetales, como aceites
esenciales y extractos vegetales, como en el principio de los tiempos, ya que son mas
seguros para los consumidores y el medioambiente, su uso eficaz es contra patégenos
resistentes a los plaguicidas y enfermedades de poscosecha (Villa-Martinez et al.,
2015).

Las mezclas de compuestos con propiedad antifangica encontrados en las plantas
pueden afectar a patdgenos diferencialmente, ya sea de manera individual o por las
mezclas en determinadas concentraciones y proporciones. Asi mismo, diversos
meétodos de extraccién son estudiados para salvaguardar las propiedades extraidas

de la mejor y mas viable manera posible (Villa-Martinez et al., 2015).

Los extractos vegetales y aceites esenciales de cada planta pueden tener hasta mas
de sesenta componentes y de ellos puede haber varios con propiedades antifingicas.
Generalmente estan presentes como mezclas de compuestos y los patégenos pueden
ser afectados diferencialmente por los compuestos individuales o por las mezclas en

determinadas concentraciones y proporciones (Montes, 2009).

39



2.8.1 Neem (Azadirachta indica A. Juss.)

Es de las plantas medicinales mas versatiles, teniendo un amplio espectro de actividad
biolégica (Biswas et al., 2002). Es un arbol tropical siempre verde nativo de la zona
Este de la India y Burma, crece al Sureste de Asia y Oeste de Africa (Girish et al.,
2008). Entre los usosy aplicaciones de los extractos de A. indica esta su empleo como
pesticida e insecticida, debido a las restricciones que existen por los quimicos
sintéticos que han sido identificados como altamente toxicos o peligrosos, y por su alto
espectro, ya que se sabe puede usarse como larvicida, acaricida y nematicida (Dunkel
et al., 1995).

Los principales compuestos que han sido aislados de A. indica son triterpenos y
tetranortriterpenoide como ejemplo de ellos es la azadiractina y limonoides, entre otros
(Lépez y Angulo, 2007). Se ha demostrado que los extractos de A. indica poseen
propiedades antibacteriana, antidiabética, antifUngica y antiviral (Firenzuoli y Gori,
2007). Los extractos del arbol de A. indica son de los mas poderosos que se pueden
encontrar en la farmacopea de la India para combatir varias enfermedades. Esto se ha
demostrado a través de estudios con microorganismos patégenos que dan cuenta de
su bioactividad. Natarajan et al. (2003) encontraron una concentracion minima
inhibitoria (CMI) de extractos organicos de hojas y semillas de A. indica de 31 pg/mL,
sobre los dermatofitos T. rubrum, T. mentagrophytes y Microsporum nanum. También
reportan una distorsion en el patron de crecimiento de estos hongos a una

concentracion 15 pg/mL.

Este mismo autor (Natarajan et al., 2002) menciona que extractos de semillas de A.
indica exhibieron una menor CMI en evaluaciones con T. rubrum, T. mentagrophytes,
T. violaceum, M. nanum y E. floccosum que el extracto de hojas. La inhibicién en el
crecimiento de algunos dermatofitos como T. rubrum y T. mentagrophytes se atribuye
a la mayor concentracion de triterpenoides en estas partes de la planta.

Algunos autores han observado la existencia de efectos sinérgicos entre los diferentes

compuestos presentes en los extractos de A. indica. Govindachari et al., (1998)
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observaron que la mezcla de fracciones obtenidas por HPLC de un extracto metanolico
separado del aceite de semillas de A. indica result6 efectiva contra Drechslera oryzae,

Alternaria tenuis y Fusarium oxysporum (26% — 72% de inhibicién respecto al control).

La capacidad de algunos compuestos presentes en A. indica para inhibir el crecimiento
de microorganismos se ha explicado desde el punto de vista bioquimico. Lyer
Williamson (1991) atribuyeron las propiedades antifungicas de los extractos organicos
de A. indica a la inhibicién en la actividad proteasa en dermatofitos. La repelencia de
A. indica para T. urticae fue destacada por Sundaram y Sloane (1995) quienes
comprobaron reduccién significativa en la alimentacién y oviposicion de este acaro en
funcion de la concentracion de azadiractina-A (uno de los compuestos activos de los

extractos de A. indica).

La azadiractina ha sido el principal ingrediente activo de Azadirachta indica (A. Juss.,
Meliaceae), y sus derivados, del tipo limonoide, son responsables de diversas
propiedades fisioldgicas (inhibidor de crecimiento, repelente, actividad insecticida y

antialimentaria) en diferentes familias de insectos (Pavela et al., 2009).

Cuadro 4. Clasificacién taxonémica de Azadirachta indica A. Juss

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta

Superdivision Embryophyta
Division Tracheophyta
Subdivisién Spermatophytina

Clase Magnoliopsida
Subclase Rosanae

Orden Sapindales

Familia Meliaceae
Género Azadirachta A. Juss
Especie Azadirachta indica A. Juss

Fuente: NCBI (2019)
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2.8.2 Hierba santa (Piper auritum Kunth)

Piper auritum Kunth (Piperaceae), conocida como hoja santa o0 acuyo, es una especie
aromatica originaria de México y distribuida hasta Colombia; tiene propiedades
insecticidas, repelentes y antialimentarias por la presencia de aceites esenciales

(metabolitos volatiles) y las conocidas piperamidas (Olivero-Verbel et al., 2009).

Esta planta ha sido objeto de muchos estudios tanto de su composicion quimica como
de la amplia gama de usos que posee. La mayoria de estos estudios estan dirigidos a
su aceite esencial del que se sabe que el componente mayoritario es el safrol en 71,8
% (Rodriguez et al., 2013). Se distribuye en todo el mundo con aproximadamente 2300
especies. Este género tiene una gran importancia comercial y econémica, para la
industria de condimentos, farmacéutica, insecticida y se ha reportado un amplio uso
tradicional en la alimentacién y en el tratamiento de diversas enfermedades (Albiero et
al., 2005).

Los metabolitos secundarios encontrados en extractos de diferentes partes de plantas
del género Piper, muestran actividad antifingica, insecticida, antialimentaria,
estimulante, bactericida y citotoxica (Scott et al., 2008; Oliveira et al., 2004). Scott et

al., (2008), sefalan que el género Piper, representado por 700 especies, en particular

Se han efectuado estudios acerca de la composicion quimica de varios aceites
esenciales del género Piper, encontrandose como constituyentes principales
fenilpropanoides, monoterpenoides y sesquiterpenoides. Los trabajos relacionados
con la composicion de P. auritum coinciden con la presencia de safrol como
componente mayoritario (Oliveira et al., 2004; Delgado y Cuca, 2007; Bottia et al.,
2007).

Sus aceites esenciales en particular inhiben el crecimiento de un amplio grupo de
microorganismos que causan infecciones importantes en el hombre, las plantas y los
animales, siendo particularmente Udtiles como antivirales, antimicoticos y

antibacterianos (Delgado y Cuca, 2007).
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Cuadro 5. Clasificacién taxonémica de Piper auritum Kunth

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta

Superdivision Embryophyta
Division Tracheophyta
Subdivisién Spermatophytina

Clase Magnoliopsida
Subclase Magnolianae

Orden Piperales

Familia Piperaceae
Género Piper L.
Especie Piper auritum Kunth

Fuente: NCBI (2019)

2.8.3 Cascabel (Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum)

Es una planta perteneciente a la familia Apocynaceae, originaria del centro y sur de
América. Se encuentra distribuida desde México a Peru; sin embargo, se considera
una especie nativa de estos paises, propia de climas célidos y medios. Es una planta
ornamental frecuente en jardines que se propaga por esquejes o semillas (Stevens et
al., 2001, Ortiz y Argaiz 2006).

Thevetia peruviana produce varios compuestos en sus hojas, frutos, semillas y raices,
los cuales tienen aplicacion farmacéutica y son considerados compuestos
biolégicamente activos como insecticidas, fungicidas y bactericidas (Zabala et al.,
2010; Bhoyar y Biradar, 2014). Se utiliza con fines ornamentales, aunque también se
le atribuye usos medicinales con propiedades antibacterianas (de Gonzélez et al.,
2003; Torres, 2003; Ravikumar et al., 2007) y con efecto fungicida (Ambang et al.,
2010).

En las hojas se han aislado flavonoides, tales como glicésidos sindpicos de kaemferol
y quercetina (Abe et al, 1995), glucésidos flavonoles y flavanona (Tewtrakul et al,
2002).
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Cuadro 6. Clasificacién taxondmica de Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta

Superdivisién Embryophyta
Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina

Clase Magnoliopsida
Subclase Asteranae

Orden Gentianales

Familia Apocynaceae

Género Thevetia

Especie Thevetia peruviana (Pers.) K.
Schum.

Fuente: NCBI (2019)

2.8.4. Matarraton (Gliricidia sepium)

Es una planta de la familia Fabaceae, originaria de Centroamérica y se distribuye
desde México hasta el norte de Sudamérica (Hoyos, 1992). Su nombre comun ‘mata
raton’, es atribuido a que sus raices producen una sustancia toxica para estos roedores
(Skerman et al., 1988; Hoyos, 1992).

De los extractos de G. sepium se han aislado e identificado un gran numero de
metabolitos secundarios, entre los cuales se destacan fenoles (Hochman, 1966),
alcaloides (Calle et al., 1987; Skerman et al., 1988), flavonoides (Manners y Jurd,

1979), aceites esenciales (Joji y Beena, 2010) y saponinas (Kaniampady et al., 2007).

Gracias a las propiedades alelopaticas de estos compuestos, los extractos obtenidos
de esta planta tienen un gran potencial como biofungicidas y han sido evaluados sobre
hongos fitopatégenos tales como Colletotrichum gloeosporioides, aislado a partir de
frutos de Carica papaya L. y de Mangifera indica L., con antracnosis (Loaiza y Rivera,
2000; Bolivar et al., 2009).
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Martin de la Guardia et al. (2003), reportaron el hongo Corinespora cassiicola con
extracto acuoso de G. sepium, donde el micelio disminuyé respecto al testigo en un
91.4 % alos 7 dias.

Cuadro 7. Clasificacion taxondmica de Gliricidia sepium

Reino Plantae
Subreino Embryophyta
Division Tracheophyta
Subdivisién Pteopsida
Clase Angiospermae
Subclase Dicotyledoneae
Orden Leguminosa
Familia Fabaceae
Género Gliricidia
Especie Gliricidia sepium

Fuente: NCBI (2019)
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3. JUSTIFICACION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es considerado una de las hortalizas de mayor
importancia en muchos paises del mundo, ocupando el segundo lugar solo superado
por el cultivo de la papa, México ocupa el décimo lugar a nivel mundial en produccion
anual con 4,047,171 de toneladas y el estado de Chiapas ocupa la undécima posicion
nacional con 40,450 de toneladas; debido a la importancia de la comercializacién de
este producto, esta investigacion se enfoca en la busqueda de alternativas de control
para la enfermedad causada por Fusarium oxysporum, métodos que sean amigables
con el medio ambiente y que puedan ser elaborados con los recursos existentes del

area para favorecer la disminucion de los costos de produccion.

La importancia del estudio es conocer el efecto de la combinacion de extractos
vegetales con Beauveria bassiana para determinar si existe un efecto antifangico
potencializado que beneficie a la produccién de tomate, a través de una solucién

ecoldgica.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacion de extractos vegetales y Beauveria bassiana sobre
el desarrollo, la actividad enzimatica y metabolitos secundarios de plantas de tomate

(Solanum lycopersicum L.)

4.2. Objetivos especificos

1. Determinar el efecto in vitro de los extractos vegetales sobre el crecimiento de

Beauveria bassiana y Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.

2. Evaluar la actividad enzimatica (glucanasas, quitinasas, peroxidasas y
catalasas) en respuesta a la aplicacion de extractos vegetales y a Beauveria
bassiana en cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) infectados con

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.
3. Evaluar el efecto de los extractos vegetales y Beauveria bassiana sobre la

produccion de fenoles, flavonoides y el desarrollo de las plantas de tomate

(Solanum lycopersicum L.)
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5. METODOLOGIA

5.1. Ubicacion del experimento

El proyecto se realiz6 en el invernadero y en el laboratorio N. 10 del Polo Tecnoldgico
Nacional de Pruebas Analiticas en Biocombustibles del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla
Gutiérrez, Chiapas.

5.2. Colectay elaboracién de los extractos vegetales

Se colectaron hojas de cascabel (Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum.), neem
(Azadirachta indica A. Juss.), hierba santa (Piper auritum Kunth) y matarraton
(Gliricidia sepium) en el primer semestre del afio 2019 de arboles del Instituto

Tecnologico de Tuxtla Gutiérrez.

Posteriormente, las hojas fueron retiradas del tallo, se lavaron con agua a
contracorriente, seguido de una desinfeccion con hipoclorito de sodio comercial al 1%
durante 5 min., se lavaron nuevamente con agua destilada estéril para eliminar
residuos de cloro, después se realizd la pulverizacion de las hojas frescas hasta

obtener un tamafo de 2 a 3 mm.

Para obtener los extractos se utilizaron 100 g de hoja fresca por cada litro de agua
estéril. Finalmente se llevo a cabo la maceracion de las hojas en un recipiente &mbar
por 72 h a temperatura ambiente para la extraccion de metabolitos secundarios
(Montes et al., 2014). El sobrenadante fue filtrado en una campana de UV de flujo
laminar para evitar la contaminacién, y se almacené a -4°C. Por cada litro de mezcla

se obtuvo 850 mL de extracto vegetal.
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5.3. Material fungico

Se utilizo la cepa de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, la cual se obtuvo de la
coleccion micolégica del Centro de Investigacion en Alimentos y Desarrollo (CIAD.,
AC) en Culiacan, Sinaloa. La cepa de Beauveria bassiana se obtuvo del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) Unidad
General Teran, Nuevo Leon.

5.4. Actividad antifungica in vitro de extractos vegetales

Para determinar el efecto antifiingico de los diferentes extractos vegetales se llevo a
cabo mediante la técnica del alimento envenenado (Rahman et al., 2011; Pineda et al.,
2012; Escobar, 2015). Para ello se prepararon cajas Petri con agar papa dextrosa
(PDA) y con cada uno de los extractos vegetales (2 mL). En el centro de cada caja se
inoculd un disco micelial de 5 mm de diametro y 20 dias de edad, incubadas a 28+2°C.
Durante seis dias se midi6 el didmetro del crecimiento micelial del hongo (Prapagdee
et al., 2007)., con ello se calculd el porcentaje de inhibicion con la siguiente formula:

Inhibicién % = %* 100

Dénde:
C= Diametro de crecimiento del hongo de la muestra control.

T= Diametro de crecimiento del hongo con cada tratamiento.

Para el andlisis de los datos se utilizd el Software Statgraphics Centurion XVI,
aplicando un andlisis de varianza simple (ANOVA), empleando la prueba de Tukey

para determinar diferencias estadisticas significativas entre tratamientos.
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5.5. Prueba de antagonismo in vitro

Para evaluar el potencial antagonista de la cepa de B. bassiana contra el hongo
fitopatdgeno Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, las pruebas se efectuaron usando

la técnica descrita por Annes et al. (2010).

La cepa antagonista y el fitopatbgeno se mantuvieron en incubacion por separado
durante diez dias en cajas Petri conteniendo medio solido agar papa dextrosa (PDA).
Transcurrido el periodo de incubacion se procedio a realizar la extraccion de discos
miceliales (5 mm &) de cada una de las cepas antagonistas y patégenas utilizando un
sacabocado; posteriormente, los discos se depositaron en otra caja Petri conteniendo
20 mL del medio solido, en extremos opuestos. Para los tratamientos control se
utilizaron cajas Petri con medio PDA y se coloc6é un disco micelial del hongo
fitopatdgeno en el centro de la caja; las cajas Petri empleadas se mantuvieron en
incubacion a 28 + 2°C. La habilidad del hongo antagonista para reducir la expansion
de las colonias de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici fue medida para determinar el
momento del primer contacto entre los hongos y la zona de inhibicion que se logro

observar.

5.5.1. Microscopia del halo de inhibicion entre Fusarium oxysporum f.sp.

lycopersici y Beauveria bassiana

Se realizé un corte en el halo de inhibicion de las muestras de antagonismo in vitro,
los cortes se colocaron en cajas Petri y se ingresaron a un horno a 65°C durante 12 h,
para su posterior analisis en un microscopio electronico de barrido de emision de
campo para observar el comportamiento de las estructuras microscopicas de los

hongos.
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5.6. Evaluacién in vivo al cultivo de Solanum lycopersicum L.

5.6.1. Material vegetal

Las plantulas fueron obtenidas a partir de semillas comerciales de tomate Saladette

(Solanum lycopersicum L.) -Rio Grande ®. Estas fueron germinadas en un almacigo

agricola de poliestireno expandido con 200 cavidades utilizando composta como

sustrato.

5.7. Unidades experimentales y tratamientos

Las unidades experimentales consistieron en plantulas sembradas en una bolsa de

polietileno negro (35 cm alto x 20 cm ancho), con 4 Kg de composta como sustrato.

Las plantulas fueron trasplantadas 25 dias después de la emergencia.

Los tratamientos evaluados fueron los siguientes (Cuadro 8):

Cuadro 8. Nomenclatura empleada para los tratamientos

Tratamiento

Descripcion del tratamiento

C
Q
Be
Fu
NH
FuQ
BeFu
BeNH
FuNH
BeFuNH

Control negativo (Agua)
Quimico positivo (Fungicida: Captan ultra 50 WP)
Beauveria bassiana
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
Neem + Hierba santa
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici + Quimico
Beauveria bassiana + Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
Beauveria bassiana + Neem + Hierba santa
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa

Beauveria bassiana + Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa
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5.8. Preparacion de solucion fungica de Beauveria bassiana

La preparacion de la suspension conidial se realiz6 acorde al método descrito por
Rajeswari (2015). En matraces Erlenmeyer de 250 mL se colocaron 50 mL de medio
(0.5 g/L de sulfato de magnesio, 0.5 g/L de cloruro de potasio, 3g/L de nitrato de sodio,
1 g/L de fosfato dipotasico, 0.01 g/L de sulfato de hierro, 200 mL de jugo V8, y 1000
mL de agua destilada), ademéas se suplementd con quitina coloidal 1% (p/v). Los
matraces se mantuvieron en incubacion en un agitador rotatorio durante ocho dias a
28°C a 180 rpm. El medio liquido se inoculé con discos miceliales de la cepa de

Beauveria bassiana con crecimiento activo sobre PDA (Idris et al., 2007).

Posteriormente en campana de flujo laminar con luz UV se filtré el sobrenadante con
una gasa estéril en un matraz Erlenmeyer de 250 mL para eliminar las hifas y obtener
la solucion madre. Se realiz6 el conteo de esporas mediante una camara de Neubauer
y se ajusto la solucién con agua destilada estéril hasta obtener una concentracion de
1x107 conidios/mL (Akanmu et al., 2014).

5.9. Preparacion de solucion fungica de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

Se prepar6 una solucion de conidios, Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici se cultivd
en matraces Erlenmeyer con medio liquido Papa Dextrosa. Se inoculé un disco micelial
del hongo en un matraz Erlenmeyer el cual se dej6 en crecimiento durante cinco
semanas a una temperatura de 28 + 2°C. A continuacion, en campana de flujo laminar
con luz UV se filtré el sobrenadante con una gasa estéril en un matraz Erlenmeyer de
250 mL para eliminar las hifas y obtener la solucion madre. Se realizé el conteo de
esporas mediante una camara de Neubauer y se ajusto la solucion con agua destilada

estéril hasta obtener una concentracion de 1x10° conidios/mL.
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5.10. Aplicacion de Beauveria bassiana en cultivos de Solanum lycopersicum L.

La primera inoculacion se realizé a los 10 dias después del trasplante (ddt) con 10 mL
de una suspension de esporas 1x107 conidios/mL directo en el sustrato; esto se repitio

cada siete dias por un periodo de 114 ddt (Akanmu et al., 2014).

5.11. Aplicacion de extractos vegetales en cultivos de Solanum lycopersicum L.

Se aplico en el suelo a los 10 ddt al mismo tiempo que Beauveria bassiana, se agrego
5 mL de extracto de neem y 5 mL de hierba santa; esta aplicacion se realizé cada siete

dias por un periodo de 114 ddt.

5.12. Inoculacion de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici en cultivos de

Solanum lycopersicum L.

Se realizdé una inoculacion directa en el sustrato a los 25 ddt con 10 mL de una
suspension de esporas 1x10° conidios/mL del hongo fitopatégeno Fusarium

oxysporum f.sp. lycopersici, (Akanmu et al., 2014).

5.13. Efecto de B. bassiana y los extractos vegetales sobre F. oxysporum f.sp.
lycopersici en las variables morfométricas de las plantas de Solanum

lycopersicum L.

La altura de la planta fue medida con un flexdmetro, desde la base de la planta hasta
la parte apical (Jiménez et al., 2011). El diametro del tallo se midié con la ayuda de un
calibrador vernier en la base del tallo (Jiménez et al., 2011). Las lecturas se tomaron

semanalmente a partir de los 7 ddt por un periodo de 114 ddt.

La longitud de la raiz fue medida con un flexémetro. Las lecturas se tomaron a los 50,
66, 82,98 y 114 ddt
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Para determinar el contenido de clorofila, se realizaron tres mediciones por planta
utilizando un medidor de clorofila marca Minolta SPAD 502 plus, reportando en
unidades SPAD (mide directamente la intensidad de la clorofila presente en la hoja)
(Gonzélez et al., 2016). Las lecturas se tomaron semanalmente a partir de los 7 ddt

por un periodo de 114 ddt.

El peso de la raiz y el peso total de las plantas se midié con una balanza granataria.
Las lecturas se tomaron a los 50, 66, 82, 98 y 114 ddt.

5.14. Evaluacién de la actividad enzimatica en raices de plantas de Solanum

lycopersicum L.

Se trituraron las raices de plantas de tomate con nitrogeno liquido, el material vegetal
se lavo tres veces con acetona fria por 1 min en una relacion 1:2 (p/v), por cada lavado
se centrifug6 a 1,000 rpm por 5 min a 4°C; se resuspendio en buffer de fosfatos 100
mM pH 6.5 manteniendo la misma relacion 1:2 (p/v), se agitd sobre hielo por 1 h.
Finalmente, la mezcla se centrifugd a 4,500 rpm por 30 min a 4°C y el sobrenadante
se depositoé en tubos Eppendorf, la muestra se mantuvo en congelacién a -20°C para

hacer las posteriores determinaciones (Ardila et al., 2005).

Las raices fueron colectadas a los 50, 66, 82, 98 y 114 ddt, tomandose cinco plantas
por cada tratamiento, la concentracion de proteina total se determiné con el kit de Bio-
Rad (Bio-Rad Laboratories) basado en el método de Bradford (Bradford 1976), la
lectura se realizé en un espectrofotometro UV/VIS a una absorbancia de 595 nm. Para
la curva patrén se realiz6 a partir de una solucion madre de albumina sérica bovina

(BSA) a 1 mg/mL. Se realizaron tres réplicas por cada tratamiento.
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5.15. Cuantificacion de quitinasas

Se realiz6 la cuantificacion de acuerdo con la metodologia propuesta por Boller et al.,
(1983). Se utiliz6 como sustrato quitina coloidal obtenida a partir de quitina grado
reactivo (Sigma-Aldrich) con la que se prepar6 una solucion madre a una

concentracion de 10 mg/mL de quitina en agua destilada.

A cada uno de los tubos de ensaye se le agrego quitina coloidal, 300 pL; solucién
enzimatica, 600 pL; se procedié a colocarlos en agitacion en un vortex para
homogenizar la muestra. Posteriormente, se agreg6 buffer de tetraborato de sodio 0.8
Ma pH 9.1, 150 pL y se llevé a incubacion en bafio Maria durante 60 min a 37°C para
después centrifugarse a 1000 rpm durante 5 min a 4°C; pasado el tiempo de la
centrifugacion se recuperd 600 pL del sobrenadante y se llevé a incubacion por 3 min
en ebullicion. Finalmente, se dejo enfriar los tubos en bafio de hielos y se agregé 1,500
uL de p-dimetilaminobenzaldehido (Sigma ®), se homogenizaron los tubos en vortex,
posteriormente se incubd en bafio Maria durante 20 min a 38°C y la absorbancia de
cada tubo se midié a 585 nm en un espectrofotometro. Para cuantificar la actividad de
las quitinasas, se determind la actividad especifica y la cantidad de N-
acetilglucosamina liberada (Reissing et al., 1955. El célculo de la actividad enzimatica

se realizd segun la siguiente ecuacién (Solorzano et al., 2001):

DO*Cot*Vensayo

Actividad enziméatica =
Tincub*Vm

Donde:

DO= Densidad o6ptica

Cot= Cotangente del angulo de la curva patrén
Vensayo = VOlumen de la prueba (en celda)
Tincup = Tiempo de incubacion

V,, = Volumen de la muestra (enzima)
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La actividad especifica se determind segun la expresion:

Actividad enzimatica

Actividad especifica = — - —
Concentracion de proteina total (mg-mL~—1)

La actividad especifica se expreso en pkat/mg de proteina.

5.15.1 Cuantificacion de B-1,3-glucanasas

La produccion de las B-1,3-glucanasas se determind acorde al método de Nelson
(1944) y Somogyi (1952). Se empleé como sustrato laminarina (polisacéarido (-1,3
glucano) (Sigma-Aldrich) del cual se preparé una solucion madre con una
concentracion de 2 mg/mL disuelto en buffer de acetato de sodio 0.5 M a pH 5.5.

Para la reaccion se utilizaron 150 pL de laminarina, extracto total proteico y del reactivo
de Somogyi, posteriormente se incubé en bafio Maria durante 40 min a 110°C, la
reaccion se detuvo en hielo. Posteriormente se agreg6 150 pL de reactivo de Nelson,
se agitd suavemente y se agregd 1500 pL de agua destilada. La velocidad de la

reaccion se calcul6 a partir de una lectura a 610 nm.

La curva patron se prepard a partir de una solucién madre de D-glucosa a 0.008
mM/mL realizando el mismo procedimiento antes descrito. El calculo de la actividad
enzimatica y la actividad especifica se realiz6 de la misma manera como lo descrito
para la actividad enzimatica de quitinasas. Los resultados de la actividad especifica de

la enzima B-1,3-glucanasa fue en pkat/mg de proteina.

5.15.2 Cuantificacion de peroxidasas

La actividad de POX (EC1.11.1.7) se realiz6 mediante el método de Hammerschmidt
et al. (1982). La mezcla de reaccion (3 mL) consistié en 0.25% (v/v) de guaiacol en
buffer de fosfato de sodio 10 mM (pH 6 que contenia perédxido de hidrégeno a 10 mM).

Se afiadié un volumen de 100 uL del extracto total proteico, para iniciar la reaccion que
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se midi6 por espectrofotometria UV/VIS. La actividad se calculé midiendo la relacion a
470 nm/min = 0,01, que se define como 1 unidad de actividad. La actividad especifica

expresada como U/mg de proteina.

5.15.3 Cuantificacion de catalasas

La actividad de CAT (EC 1.11.1.6) fue determinada por Aebi (1974). Se afiadio 100 pL
de extracto total proteico a 2,900 pl de una mezcla de reaccidn que contenia peréxido
de hidrégeno 20 mM y buffer de fosfato de sodio 50 mM a pH 7. Se midid la actividad
de CAT controlando la reduccion de la absorbancia a 240 nm como resultado del
consumo de H,0,. La actividad catalasa se expres6 como U/mg de proteina. Una
unidad de actividad enzimatica se defini6 como la descomposicion de 1 pmol de H,0,

por minuto.

5.16. Evaluacién de metabolitos secundarios en raices de plantas de Solanum

lycopersicum L.

5.16.1. Cuantificacion de fenoles totales

Primeramente, se tomo 20 uL de extracto total proteico, 1,500 uL de agua destilada,
100 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu, después de 5 min se agregan 300 pL de solucién
de carbonato de sodio al 20%, se dejo reposar por 2 h a temperatura ambiente.
Posteriormente se midio la absorbancia a 765 nm. Se realiz6 una curva estandar de
acido galico a diferentes concentraciones a partir de una solucién patrén de 1 mg/mL.

El contenido de fenoles totales se expresa como mg equivalentes de &cido galico/mL.
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5.16.2. Cuantificacion de flavonoides

Se tomd 100 pL de extracto total proteico, 1000 pyL de metanol y 50 uL de una solucion
de 2-aminoetildifenilborato al 1% en metanol, se dejo reposar a temperatura ambiente
por 30 min. Posteriormente se midio la absorbancia a 404 nm en un espectrofotometro.
Los resultados se expresan en mg equivalentes de rutina/mL, para lo cual se realizaron
una curva estandar a diferentes concentraciones (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y
100 pg/mL) a partir de una solucién patrén de rutina (Sigma-Aldrich) 0.1 mg/mL en

metanol.

5.17. Disefio experimental y analisis estadistico

Para el experimento de las variables morfométricas de las plantas de tomate se utilizé
un disefio experimental completamente al azar, con 10 tratamientos y cinco
repeticiones con cinco evaluaciones dando un total de 300 unidades experimentales,
las cuales consistieron en una bolsa negra de polietileno (4 Kg composta) con una
planta de tomate. Las variables fueron: altura de planta, didmetro de tallo, contenido
de clorofila, longitud de raiz, peso fresco de raiz y peso fresco de la planta.

Para la actividad enzimatica de (-1,3-glucanasas y quitinasas se utilizé6 un disefio
completamente al azar con 10 tratamientos y tres repeticiones con cinco evaluaciones.
La variable fue la actividad especifica de cada enzima (pkat/mg de proteina). Para la
actividad enzimatica de peroxidasas y catalasas se utilizé un disefio completamente al
azar con 10 tratamientos y tres repeticiones con una evaluacion. La variable fue la
actividad especifica de cada enzima (U/mg de proteina). Para la cuantificacion de
fenoles y flavonoides se utilizé un disefio completamente al azar con 10 tratamientos
y tres repeticiones con dos evaluaciones. La variable fue el contenido de mg
equivalentes de acido galico/mL y mg equivalentes de rutina/mL respectivamente. Para
el andlisis de los datos se utilizé el software Statgraphics Centurion XVI, aplicando un
analisis de varianza simple (ANOVA), empleando la prueba de Tukey para determinar

diferencias estadisticas significativas entre tratamientos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Evaluacion in vitro de la actividad antifungica de los extractos vegetales en

presencia de Beauveria bassiana

Los resultados de la figura 3, muestran que los tratamientos con extracto de neem y
hierba santa tienen un crecimiento micelial similar al tratamiento sin extracto vegetal
(testigo), por lo cual los tratamientos con estos extractos vegetales no generan ninguna
actividad antifingica para la cepa de B. bassiana y permiten el crecimiento de la cepa,
sin embargo, los tratamientos con extracto de cascabel y matarraton presentaron
diferencia estadistica significativa con respecto al testigo a las 144 h ya que existe una
inhibicién en el crecimiento micelial de la cepa, por lo tanto se encuentra presente una

actividad antifungica.

Se ha reportado la actividad antifangica de G. sepium (Jacq.) Kunth, contra el hongo
Sclerotium rolfsii (Torrealba y Rodriguez, 2006), al igual que Pérez et al., (2000) con
un extracto acuoso de G. sepium a una concentracién del 25%, observaron una

disminucién del 91% en el crecimiento micelial de Corynespora cassiicola.

Por otro lado, es pertinente destacar que al igual que ciertos metabolitos causan la
muerte de algunos microorganismos, también existen otros patdégenos que son
capaces de sobrevivir y, por tanto, adaptarse (Shivanna y Mallikarjunaswamy 2009),
esto para el caso de los extractos de A. indica y P. auritum que no inhibieron el

crecimiento de B. bassiana.

Quimicamente los constituyentes de la familia Piper mas comunes de este género son
alcaloides, amidas como isobutilamina, piperidina y pirrolidina, propenilfenoles,
lignanos, neolignanos, terpenos, flavonoides, kawalactonas, butendlidos y epoxidos

del ciclohexano entre otros (Celis et al., 2008).

Se han efectuado estudios acerca de la composicion de varios aceites esenciales del
género Piper, encontrdndose como constituyentes principales en un 70 a 85% de safrol
2 en P. auritum (Castro y Poveda, 1983).
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Estudios previos en los que se evallo la actividad fungicida de los aceites de P.
aduncum, P. taberculatum y P. arboreum evidenciaron una correlacion directa entre el
alto contenido de hidrocarburos monoterpenicos y sus derivados con la actividad
fungicida (Navickiene et al., 2006).

Los aceites esenciales extraidos de P. aduncum L. y P. tuberculatum Jacq han
mostrado actividad antifangica contra Cladosporium sphaerospermum y Cladosporium
cladosporoides (Navickiene et al., 2006).
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Figura 3. Efecto en el crecimiento micelial de Beauveria bassiana en presencia de los extractos
vegetales. Letras diferentes indican promedios estadisticamente diferentes seguin prueba de Tukey

(p<0.05). Te: Testigo, Ca: Cascabel, Ne: Neem, Hs: Hierba santa, Ma: Matarratén.
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6.2. Evaluacion in vitro de la actividad antifungica de los extractos vegetales en

presencia de F. oxysporum f.sp. lycopersici

Los resultados del cuadro 9, indican que los tratamientos con extracto de neem y

matarraton tienen un mayor efecto antifingico ya que presentaron diferencia

estadistica significativa en el crecimiento del micelio de F. oxysporum f.sp. lycopersici

con respecto al tratamiento sin extracto vegetal (testigo), siendo estos extractos los

mas efectivos.

Los extractos de cascabel y hierba santa presentaron diferencia estadistica

significativa con respecto a los tratamientos Ne y Ma, ya que tuvieron un menor efecto

antifangico para disminuir el diametro del micelio de F. oxysporum f.sp. lycopersici.

Cuadro 9. Efecto de los extractos sobre el crecimiento micelial de Fusarium oxysporum f.sp.

lycopersici
Diametro de micelio Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (cm por horas)

Tratamiento 48 h 72h 96 h 120 h 144h
Te 1.8+0.0la 2.5+0.01a 2.9+ 0.01a 3.7£0.01a 43+0.01a
Ca 0.4+ 0.07 bc 1.1+ 0.08 ¢ 1.8+0.05b 2.5£0.08 b 3.2+0.10b
Ne 0.3+£0.01c 0.8£0.0d 1.1+ 0.07d 1.5+0.08d 25+0.01c
Ma 0.3+ 0.02¢ 0.9+ 0.04 cd 1.4+ 0.06 ¢ 1.8+ 0.03 ¢ 2.7£0.03¢
Hs 0.7£0.14b 1.5£0.10 b 1.9+0.08b 2.4+ 0.07b 3.2+0.10b
dms 0.34 0.30 0.29 0.30 0.31

Letras diferentes indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de Tukey (p<0.05). Te:

Testigo, Ca: Cascabel, Ne: Neem, Ma: Matarraton, Hs: Hierba santa.

Agbenin y Marley (2006) utilizaron extractos de hojas frescas de A. indica con una

concentracion del 10, 20 y 30 %, las cuales redujeron el crecimiento micelial de F.

oxysporum f.sp. lycopersici.
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La bioactividad de los extractos de A. indica ha sido atribuido por varios compuestos
como nimbin, nibbidin y salannin y lo mas importante, el compuesto antifingico es
azadiractina (Cherkupally et al., 2017), (AZA), un tetranortriterpenoide natural (Board,
2004). Los principales terpenoides identificados en A. indica son azadiractina,
melantriol, nimbina y salannina, cuya importancia radica en su efectividad como
fungicida, bactericida e insecticida. A lo que se atribuye su efecto antifungico (Sharma
et al., 2003).

Azadiractina es el principal ingrediente activo de Azadirachta indica (A. Juss.,
Meliaceae), y sus derivados, del tipo limonoide, son responsables de diversas
propiedades fisioldgicas (inhibidor de crecimiento, repelente, actividad insecticida y
antialimentaria) en diferentes familias de insectos (Pavela et al., 2009).

El extracto acuoso de G. sepium al 10 %, controlé el crecimiento micelar del
hongo Corynespora cassicola en un 91.4 % a los siete dias (Martin de la Guardia et
al., 2003). Marcano y Hasegawa (2002), indican que los efectos fungistaticos y
fungicidas estan relacionados con los diferentes metabolitos secundarios presentes en

las plantas, en mayor o menor grado.

En el extracto etandlico de hojas de G. sepium se detectaron los grupos de metabolitos
secundarios: alcaloides, flavonoides, fenoles, aceites esenciales y saponinas,
mostrando in vitro un efecto fungicida sobre Colletotrichum acutatum a dosis muy bajas
(2 %), mientras que in vivo, logré reducir la severidad de la enfermedad sélo a la
concentracion del 20 %.

Se observa en el cuadro 10, que los tratamientos con extracto de neem y matarraton
obtuvieron los mayores porcentajes de inhibicion en presencia del hongo fitopatégeno,
tuvieron diferencia estadistica significativa con respecto a los tratamientos de cascabel
y hierba santa ya que hasta las 120 h presentaron un porcentaje de inhibicion mayor
del 50 %, a diferencia de los tratamientos con extracto de cascabel y hierba santa que

presentaron un menor porcentaje de inhibicion al finalizar la experimentacion (144h).
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Cuadro 10. Efecto de los extractos sobre el porcentaje de inhibicién de Fusarium oxysporum

f.sp. lycopersici

Porcentaje de inhibicion de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (%6)

Tratamiento 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144h
Te 0t0a 0t0a 0t0 a 0t0a 0t0 a 00 a
Ne 100.0+0a 81.69+0.81 a 70.3x0 a 65.54+2.42a 57.82+2.35a 42.10+0.33 a
Ma 100.0+0a  80.0+1.65a 65.36x1.72a 54.30+1.93b 53.68+0.86a 37.25+0.78 a
Hs 100.0+0a 60.0#8.25b 44,05£396b  38.71+2.79c 38.26x1.87 b 26.43+2.37 b
Ca 100.0+0a 60.52+7.59 b 40.0+4.94 b 32.69+2.21¢c 21.26%2.72c¢ 11.64+2.76¢C
dms 0 23.6559 13.6793 9.84855 8.64541 7.8031

Letras diferentes indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de Tukey (p<0.05). Te:

Testigo, Ca: Cascabel, Ne: Neem, Ma: Matarraton, Hs: Hierba santa.

Los resultados del efecto antifangico del extracto de neem obtenidos en este trabajo
coinciden con lo reportado por Carolina Vega (2014) que emple6 extractos de hojas
de neem (A. indica) para disminuir el crecimiento micelial de Fusarium spp, donde
obtuvo un porcentaje de inhibicién del 25 % después de cinco dias de la inoculacién
del hongo. Sin embargo, en este trabajo después de cinco dias se obtuvo un porcentaje
de inhibicién del 57.8 %.

Sharma y Trivedi (2002), evaluaron por la técnica de alimento envenenado el efecto
antifangico de extractos de hojas de A. indica contra F. oxysporum f.sp. cumini, donde
obtuvieron un 62.82 % de inhibicién contra el hongo patdégeno. Ramaiah y Garampalli
(2015), utilizaron extractos al 60 % de A. indica, contra F. oxysporum f.sp. lycopersici,

el extracto tuvo un porcentaje de inhibicién del 75 %.

Azadiractina, azadiradiona, nimonol y azadradiona epoxi se obtuvieron del extracto
organico de hojas de A. indica (Moslem & El-Kholie, 2009). Todos estos componentes
extraidos y también han sido reportados como antifingicos, antibacterianos,
antiinsecticidas (Dai et al., 2001; Jarvis y Morgan, 2000; Nathan et al., 2005).
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6.3. Antagonismo in vitro por confrontacion de Beauveria bassianay Fusarium

oxysporum f.sp. lycopersici

En la figura 5, se observan cajas Petri donde el crecimiento micelial de Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici fue disminuyendo conforme esta cepa se inoculaba a mas
dias posteriores a la inoculacion de Beauveria bassiana.

Figura 4. Efecto de Beauveria bassiana sobre el crecimiento micelial de Fusarium oxysporum

f.sp. lycopersici. a) Inoculacidon de Beauveria bassiana y Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici en el
mismo dia, b) Inoculacién de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici dos dias después de la inoculacion
de Beauveria bassiana, c¢) Inoculacion de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici cinco dias después de

la inoculacién de Beauveria bassiana.

El antagonismo es un fendmeno que se observa en microorganismos de suelo y en
rizosfera, los antagonistas producen antibiéticos, los cuales actian en competencia

por nutrientes o inducen resistencia en el hospedero (Infante et al., 2009).

Se ha demostrado el antagonismo de B. bassiana por fitopatbgenos como Rhizoctonia
solani (Lartey y Caesar, 2004) y Pythium myriotylum (Clark, 2006). Se ha sugerido
como posibles formas de antagonismo, la competencia por espacio, el
microparasitismo y resistencia inducida (Griffin, 2007; Ownley et al., 2008); sin
embargo, los resultados varian con los distintos fitopatdégenos.
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Robinson y Park (1966) mencionaron que existen compuestos volatiles como el
acetaldehido, propionaldehido, n-butiraldehido, n-propanol, isobutanol, etilacetato, iso-
butil acetato y acetona; estos compuestos tienen la capacidad de detener el
crecimiento de otros hongos logrando un mecanismo conocido como fungistasis
(Robinson y Garret, 1969). Se ha evidenciado que Trichoderma siendo un hongo
antagonista, coloniza la epidermis de la raiz y capas externas corticales, liberando
compuestos voléatiles como etileno, alcoholes, aldehidos, cetonas, y compuestos no
volatiles como péptidos, destacando la molécula A-aminoacido-oxidasa, de la cual se
ha comprobado que inhibe el crecimiento del micelio de Rhizoctonia solani (Yang et
al., 2011). Actualmente se halla descrito que los hongos asociados a las plantas
intervienen en la ecologia bioquimica de la planta-huésped, a través de las diversas
tensiones bidticas y abidticas como antagonismo, parasitismo o mutualismo, los cuales

promueven directamente metabolitos funcionales o estimulantes (Singh et al., 2016).

6.4. Microscopia del halo de inhibicion

En la figura 5, se logra observar las estructuras morfolégicas de Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici y una acumulacion de los conidios de la cepa en un sitio del halo de

inhibicion.
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Figura 5. Interaccion de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici y Beauveria bassiana.
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Como se ha descrito anteriormente que B. bassiana por su amplia distribucion en el
mundo y su actividad para el control bioldgico, actualmente se ha sugerido que
posiblemente sea un microorganismo de doble propésito, por su efecto contra insectos
y contra hongos fitopatdgenos.

Donde probablemente el antagonismo sea realizado por la antibiosis donde se
encuentren involucradas enzimas hidroliticas como las glucanasas y quitinasas contra

estos patégenos de plantas (Montoya et al., 2016).

6.5. Efecto de Beauveria bassiana y extractos vegetales en las plantas de

Solanum lycopersicum L. inoculadas con F. oxysporum f.sp. lycopersici

Se observa en el cuadro 11, que existi6 diferencia estadistica significativa en todas las
variables de crecimiento de las plantas de Solanum lycopersicum L. que fueron
inoculadas con F. oxysporum f.sp. lycopersici, con respecto a aquellos tratamientos
que no fueron inoculadas con el hongo fitopatégeno, con ello se evidencid la
enfermedad y el efecto negativo que tiene en el desarrollo de las plantas de Solanum

lycopersicum L.

Se observa que a los 144 ddt los tratamientos C, Q, Be, Ne y BeNH no tuvieron
diferencia estadistica significativa en las variables de crecimiento de las plantas, por lo
que se puede sustituir la aplicacién de un fungicida quimico por B. bassiana y los
extractos de neem y hierba santa.

Existe diferencia estadistica significativa a los 144 ddt en el peso fresco de las plantas
de S. lycopersicum L. con el tratamiento Fu con respecto a los tratamientos BeFu y
FuNH, evidenciando que existe un efecto antifungico contra F. oxysporum f.sp.
lycopersici al utilizar B. bassiana y los extractos vegetales de neem y hierba santa en

las plantas de S. lycopersicum L. ya que mitiga el dafio causado por el hongo patdgeno.
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Cuadro 11. Efecto de Beauveria bassiana y extractos vegetales en las variables morfométricas

de las plantas de Solanum lycopersicum L.

Tratamiento

Altura de planta (cm)

Diametro de tallo (mm)

Tiempo posterior al trasplante (Dias)

50 82 114 50 82 114
C 77.845.7 a 107.8+6.5a 144.8+3.9 ab 4.6£0.2 a 46104 a 5.7+0.5 ab
Q 78.8+3.8 a 104.0+8.4 a 161.4+11.4 a 4.0+0.5a 4.6+0.5a 5.6+0.2 abc
Be 77.8+4.6 a 97.9+6.1 ab 163.615.7 a 4.6+0.4 ab 4.6+0.2 a 5.7+0.2 ab
Fu 33.4£13.7b 776182 b 64.2+27.5d 3.240.0b 3.540.1b 3.7t0.2 a
NH 77.4+2.3 a 100.3t8.4ab  152.8+3.3 ab 4.3£0.4 ab 45+0.5a 6.2+0.2 a
FuQ 67.1+6.6 a 93.2+3.0 ab 125.2+6.0 be 4.2+0.5 ab 4.4+0.4 ab 4.8+0.2 cd
BeFu 74+3.0 a 93.2+3.7 ab 138.6+5.0 ab 4.2+0.4 ab 4.2+0.4 ab 5.3+0.3 bcd
BeNH 72.8+7.1a 92.2+4.4 a 159.0+7.6 a 4.1+0.3 ab 45+0.1a 6.1+0.3 a
FuNH 74.648.0 a 107.6+2.3a 127.4+7.8 bc 45104 a 4.51£0.4 ab 5.1+0.3 bcd
BeFuNH 70.1+2.6 a 77.615.5 ab 107.8+5.1 ¢ 3.7+0.2 ab 3.7+0.2 ab 4,7+0.2d
dms 31.15 24.23 6.18 1.04 1.00 0.82
indice de clorofila (SPAD) Longitud de raiz (cm)
Tratamiento Tiempo posterior al trasplante (Dias)
50 82 114 50 82 114
C 35.4+19ab 36.8t1.1a 452+19a 21.8+4.9 ab 38.8+£3.6 bc 54.8£3.9 ab
Q 32.8tl.4abc 34.4+12ab 459+1.2a 26.6x4.0 a 56.0+15.7 ab 57.6£109 a
Be 31.4+1.4 bc 35.9+2.0 ab 43.4+05a 13.6+2.1ab 40.6+11.3abc 50.2+2.4 ab
Fu 28.5+0.4 ¢ 23.746.6 b 27.9£70b 10.8t4.4 b 28.6+0.6 ¢ 21.0£8.6 ¢
NH 33.1+x19abc 33.9tl.6 ab 448+1.1a 17.6£2.6 ab  42.6£7.7abc  44.8+2.9 abc
FuQ 35.7+0.8 ab 33.5+2.3ab 38.4+1.8ab 129454 b 40.6+2.3abc  40.8+4.2 abc
BeFu 38.0£1.8a 416+12a 35.3+0.6 ab 19.2+4.9 ab 39.0+4.0 be 43.6+0.9 abc
BeNH 34.5+0.8abc  36.0t+1.0 ab 444+10a 20.8£3.9 ab 60.616.7 a 55.4+3.8 ab
FuNH 32.3+1.1 abc 37.2+2.1a 38.5£1.0 ab 14.6+6.9 ab 33.2+2.3¢c 40%4.2 abc
BeFuNH 35.4+0.8 ab 35.6+1.9 ab 38.4+0.9 ab 23.3159ab  39.4+6.3 abc 32.4+1.1 bc
dms 6.33 1241 11.76 13.55 21.35 24.75
Peso fresco de planta (g) Peso fresco de raiz (g)
Tratamiento Tiempo posterior al trasplante (Dias)
50 82 114 50 82 114
C 21.0£35a 45.6+6.5abc  113.6x12.2a 24403 a 6.9+1.1 ab 11.4+2.0 ab
Q 19.4+29a 57.1#8.4 a 98.9+10.4 a 1.8+0.3 ab 7.3+2.0 abc 134409 a
Be 24.1+3.0 a 40.8+6.1 abc 99.41+5.2 a 1.4+0.4 ab 4.1+0.3 abc 10.1+0.4 abc
Fu 16.0+6.8 a 29.848.2 ¢ 32.6+8.2d 0.910.4b 1.4+0.6 ¢ 2.7£1.2d
NH 17.9+3.8 a 54.44+8.4 ab 110.9£10.2 a 1.6+0.1 ab 7.1£1.2 ab 10.7£0.7 abc
FuQ 18.8t7.9a 42.3+3.0abc  43.7+12.1cd 1.6+0.2 ab 5.1+0.9 abc 5.5+2.7 bed
BeFu 21.0£3.1a 48.4+3.7 ab 68.2+19b 1.8+0.3 ab 4.6£0.9 abc 7.1+0.9 bed
BeNH 25.3+2.6 a 54.91+4.4 ab 100.046.6 a 1.9+0.3 ab 7.7£0.5a 11.4+0.7 ab
FuNH 23.7+4.1a 37.7+2.3 ab 60.0£6.7 bc 2.1+0.3 ab 3.1+£0.5 bc 4.7+1.1cd
BeFuNH 26.0+7.0 a 42.6£5.5abc  47.0+1.2 bed 24402 a 5.6+0.1 abc 4.6+0.4 cd
dms 22.92 17.3 6.18 1.38 4.49 6.18

Datos obtenidos de cinco réplicas. Los datos en cada columna con letras similares no presentan
diferencia significativa acorde a la prueba de Tukey (P<0.05).
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Estos resultados sugieren que la aplicacion de la combinacion de B. bassiana y los
extractos vegetales no tienen un efecto perjudicial en el desarrollo de las plantas de
Solanum lycopersicum L. y de igual forma que el tratamiento con fungicidas quimicos
puede ser sustituido por uno ecoldgico ya que no existié diferencias estadisticas en

las variables de crecimiento de las plantas de Solanum lycopersicum L.

Lo anterior hace referencia al trabajo de Islam et al. (2010) ya que realizaron una
combinacion integrada de B. bassiana con neem (A. indica) en plantas de berenjena
(Solanum melongena L.), el cual causé un 27.6 % y un 20.5 % mas de mortalidad de
ninfas de la mosca blanca del camote (B. tabacion) que los tratamientos individuales
de B. bassiana y neem (A. indica), respectivamente. Por lo tanto, una aplicacion
combinada de un hongo entomopatdgeno y un insecticida botanico puede beneficiarse

de ambos y ha demostrado ser eficaz para el control de la berenjena.

De la misma manera Tiwari et al. (2017), observaron que Trichoderma hamatum
redujo la incidencia de marchitez en plantas de berenjena (Solanum melongena L.)
causada por Fusarium solani en un 100, 89.47 y 73.68 % en combinacion con
extractos acuosos de Rauvolfia serpentina, Azadirachta indica y Ocimum sanctum a

una concentracion del 75 %.

En la figura 6 se puede observar marchitez, amarillamiento en hojas causados por el
hongo fitopatdégeno en las plantas de S. lycopersicum L. Estos sintomas coinciden con
lo reportado por Fasio et al. (2003) donde F. oxysporum f. sp. lycopersici ocasion6
achaparramiento, amarillamiento de las hojas inferiores y marchitez de las hojas en
plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.). Al igual que el trabajo de Akramiy
Yousefi (2015), quienes reportaron mayor incidencia de marchitez y clorosis de las

hojas en plantas de S. lycopersicum infectadas por F. oxysporum.
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Figura 6. Efectos en plantas de S. lycopersicum L. infectadas con F. oxysporum f.sp. lycopersici

En la figura 7a) se observa que las plantas de S. lycopersicum L. sin inoculacién de F.
oxysporum f.sp. lycopersici presentaron mayor proporcion en el follaje, mayor volumen
y longitud de raiz y mayor contenido de clorofila en comparacién a las plantas que se

infectaron con F. oxysporum f.sp. lycopersici (Figura 7b).

Se puede observar en la figura 7b) el tratamiento con F. oxysporum f.sp. lycopersici
(Bandera rosa), presenté achaparramiento y volumen de follaje y raiz mucho menor a

todos los tratamientos, evidenciando la enfermedad causado por el hongo patégeno.
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Figura 7. Efecto de F. oxysporum f.sp. lycopersici en la raiz y follaje de plantas de S.
lycopersicum L. a) Bandera amarilla: Quimico. Bandera azul: Control. Bandera morada: B. bassiana +
Neem + Hierba santa. Bandera naranja: Neem + Hierba santa. Bandera rosa: B. bassiana. b) Bandera
amarilla: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici. Bandera verde: F. oxysporum f.sp. lycopersici +
Quimico. Bandera rosa: F. oxysporum f.sp. lycopersici. Bandera celeste: F. oxysporum f.sp. lycopersici
+ Neem + Hierba santa. Bandera negra: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba

santa.

6.6. Actividad enzimética en raices de plantas de Solanum lycopersicum L.
6.6.1. Actividad de B-1,3-glucanasas

Como resultados se observa (Figura 8) que a los 50 ddt, los tratamientos BeNH y NH
presentaron los valores mas altos en la actividad de f-1,3-glucanasas (15.10
pkat-mg~! proteina) y (13.65 pkat-mg~! proteina) respectivamente, estos valores
fueron los mas altos a lo largo de todo el experimento, teniendo diferencia estadistica

significativa con respecto al tratamiento C.

Se observa de igual forma que los tratamientos BeNH, NH y Be presentaron diferencia
estadistica significativa con respecto al tratamiento FuQ, esto sugiere que los
tratamientos con B. bassiana y los extractos de neem y hierba santa tienen una mayor
actividad de B-1,3-glucanasas, que el tratamiento con fungicida quimico contra el

patogeno, por lo tanto, la aplicacion de un hongo entomopatdégeno y extractos

70



vegetales a las plantas de S. lycopersicum L. tiene un efecto benéfico para

contrarrestar los efectos provocados por la infeccion de F. oxysporum f.sp. lycopersici.
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Figura 8. Actividad de B-1,3-glucanasas en raices de plantas de Solanum lycopersicum L. a los
50 ddt. BeFuNH: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa. Q: Quimico.
FuNH: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa. C: Control. BeFu: B. bassiana + F.
oxysporum f.sp. lycopersici. FuQ: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Quimico. Fu: F. oxysporum f.sp.
lycopersici. Be: B. bassiana, NH: Neem + Hierba santa. BeNH: B. bassiana + Neem + Hierba santa.

Letras diferentes indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de Tukey (p<0.05).

Se observa (Figura 9) que a los 82 ddt, los tratamientos FUNH y BeNH, presentaron
los mayores valores en la actividad de B-1,3-glucanasas, (10.31 pkat-mg~?! proteina) y
(9.82 pkat:mg~! proteina) respectivamente, teniendo diferencia estadistica
significativa con respecto al tratamiento C, eso comprueba que en esos tratamientos
existia infecciébn por parte de F. oxysporum f.sp. lycopersici debido a la mayor

produccion enzimatica en las plantas de S. lycopersicum L.
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Se observa también que los tratamientos FuUNH, BeNH y BeFuNH presentaron

diferencia estadistica significativa con respecto al tratamiento Q.
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Figura 9. Actividad de B-1,3-glucanasas en raices de plantas de Solanum lycopersicum L. a los
82 ddt. C: Control, Fu: F. oxysporum f.sp. lycopersici. NH: Neem + Hierba santa. Be: B. bassiana. Q:
Quimico. BeFu: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici. FuQ: F. oxysporum f.sp. lycopersici +
Quimico. BeFuNH: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa. BeNH: B.
bassiana + Neem + Hierba santa. FUNH: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa. Letras

diferentes indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de Tukey (p<0.05).

Se observa en la figura 10 que a los 114 ddt, los tratamientos BeFu y BeNH,
presentaron los mayores valores en la actividad de B-1,3-glucanasas, (0.83 pkat-mg~?!
proteina) y (0.35 pkat-mg~! proteina) respectivamente teniendo diferencia estadistica
significativa con respecto al tratamiento C y FuQ. Con ello se comprueba que la
aplicacion de un hongo entomopatdégeno y extractos vegetales inducen el incremento

de enzimas B-1,3-glucanasas para proteccion de la planta de S. lycopersicum L.
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Figura 10. Actividad de B-1,3-glucanasas en raices de plantas de Solanum lycopersicum L. alos
114 ddt. BeFuNH: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa. Fu: F.
oxysporum f.sp. lycopersici. FUNH: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa. C: Control.
Q: Quimico. Be: B. bassiana. NH: Neem + Hierba santa. FuQ: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Quimico.
BeNH: B. bassiana + Neem + Hierba santa. BeFu: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici. Letras

diferentes indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de Tukey (p<0.05).

En este estudio se observo que los tratamientos con extractos vegetales de neem (A.
indica) y hierba santa (Piper auritum), asi como el hongo entomopatégeno B. bassiana,
presentaron los mayores valores en la actividad de la enzima -1,3-glucanasas en

todas los tratamientos durante todo el experimento.

La azadiractina es el principal metabolito secundario encontrado en la Azadiracta
indica A. Juss. Otros estudios han demostrado actividad medicinal e insecticida,
atribuidas a limonoides como azadiractina, que tiene una accion antialimentaria en los
insectos, éste compuesto es clasificado como uno de los compuestos promisorios que
se pueden extraer, no solo de M. azederach, sino también de A. indica. Los limonoides
son tetratriterpenos que tienen como precursor un triterpeno, estos compuestos son

capaces de inhibir el crecimiento o la alimentacion de insectos.
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Las plantas que tienen limonoides, ademas de la actividad insecticida, poseen otras
aplicaciones, como antitumorales, antifingicos, bactericidas y antivirales, lo que
sugiere su papel en la defensa de la planta contra ciertos microorganismos (De Araujo
et al., 2009). Azadiractina es un tetraterpenoide caracteristico de la familia Meliaceae
especialmente del arbol Neem (Azadirachta indica). Este compuesto se encuentra en
la corteza, hojas, frutos y, principalmente, en la semilla del arbol (Valladares et al.,
1997).

Al respecto estudios previos han revelado que la actividad enzimatica incrementa
como mecanismo de defensa contra estrés ambiental como por ejemplo ante una

infeccion fangica (Jetiyanon, 2007; Shanmugam y Kanoujia, 2011).

El antagonismo de Beauveria bassiana ha sido definido en los ultimos afios
demostrandose la inhibicion de enfermedades de plantas causadas por fitopatégenos
de origen de suelo como Rhizoctonia solani (Lartey y Caesar, 2004) y Pythium
myriotylum (Clark, 2006). Beauveria bassiana actia como parasito oportunista de
habitos patogénicos y saproéfitos sobre diversos fitopatdégenos limitando su actividad
mediante la produccion de enzimas quitinasas, glucanasas, proteasas y lipasas que
son importantes para la invasion y degradacion del blanco fitopatdgeno (Peteira et al.,
2011; Florez et al., 2005). El principal interés en la f-1,3 glucanasa es su posible
funcion en la respuesta de plantas a patbégenos microbianos, por ejemplo, durante el
crecimiento de plantas de pepino (Cucumis sativus) en presencia de quitosana se
controld el dafio causado por Pythium aphanidermatum y se estimul6 la produccién de

B-1,3 glucanasa en raices y hojas (El Ghaouth et al., 1994).

Ferndndez-Herrera et al. (2012) evaluaron la actividad de las glucanasas y
peroxidasas en las raices de las plantas de chile testigo (no inoculadas), las cuales se
mantuvieron constante a lo largo de los cuatro tiempos evaluados, en contraste, en las
raices de plantas de chile inoculadas con Phytophthora capsici, la actividad de las
enzimas se incremento desde las 6 hpi y fue acrecentandose a medida que transcurrio

el tiempo. Para ambas enzimas el incremento de su actividad fue significativo.
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6.6.2. Actividad de quitinasas

Se observa en la figura 11 que a los 50 ddt, el tratamiento FUNH present6 el valor mas
alto en la actividad de quitinasas (2.86 pkat-mg~! proteina), teniendo diferencia
estadistica significativa con el tratamiento C. Esto puede atribuirse al empleo de los

extractos vegetales de neem y hierba santa contra F. oxysporum f.sp. lycopersici.

El tratamiento de BeFuNH presenté diferencia estadistica significativa con el
tratamiento C, evidenciando que las plantas se encontraban infectadas por el hongo
patégeno. Los tratamientos de FuNH, BeFuNH y BeFu presentaron diferencia
estadistica significativa con el tratamiento Fu, eso demuestra que la presencia de B.
bassiana y los extractos vegetales de neem y hierba santa producen una mayor
actividad enzimatica para combatir el estrés bibtico en la planta por la presencia de F.

oxysporum f.sp. lycopersici.
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Figura 11. Actividad de quitinasas en raices de plantas de Solanum lycopersicum L. a los 50 ddt.
Fu: F. oxysporum f.sp. lycopersici. BeNH: B. bassiana + Neem + Hierba santa. Q: Quimico. NH: Neem

+ Hierba santa. Be: B. bassiana. C: Control. FuQ: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Quimico. BeFu: B.
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bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici. BeFuNH: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem
+ Hierba santa. FUNH: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa. Letras diferentes indican

promedios estadisticamente diferentes segun prueba de Tukey (p<0.05).

Se observa en la figura 12 que a los 82 ddt, no hubo diferencia estadistica significativa

entre todos los tratamientos.
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Figura 12. Actividad de quitinasas en raices de plantas de Solanum lycopersicum L. a los 82 ddt.
BeFu: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici. BeNH: B. bassiana + Neem + Hierba santa. C:
Control. Q: Quimico. FUNH: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa. NH: Neem + Hierba
santa. Fu: F. oxysporum f.sp. lycopersici. FuQ: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Quimico. Be: B.
bassiana. BeFuNH: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa. Letras

diferentes indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de Tukey (p<0.05).

Se observa en la figura 13 que a los 114 ddt, el tratamiento BeFu tuvo el valor mas alto
en la actividad de quitinasas (0.85 pkat-mg~! proteina), teniendo diferencia estadistica

significativa con el tratamiento C.
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El tratamiento de BeFu presentd diferencia estadistica significativa con el tratamiento
Fu, evidenciando que la presencia de B. bassiana genera una mayor actividad

enzimatica para combatir el estrés por F. oxysporum f.sp. lycopersici.

Los tratamientos de BeFu y BeNH presentaron diferencia estadistica significativa con

el tratamiento Q.
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Figura 13. Actividad de quitinasas en raices de plantas de Solanum lycopersicum L. a los 114
ddt. FuQ: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Quimico. FUNH: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem +
Hierba santa. NH: Neem + Hierba santa. BeFUNH: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem
+ Hierba santa. Q: Quimico. Be: B. bassiana. C: Control. Fu: F. oxysporum f.sp. lycopersici. BeNH: B.
bassiana + Neem + Hierba santa. BeFu: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici. Letras diferentes

indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de Tukey (p<0.05).

En este estudio se observo que los tratamientos con extractos vegetales de neem y
hierba santa, asi como el hongo entomopatégeno B. bassiana, presentaron los

mayores valores en la actividad de la enzima quitinasa a lo largo de la experimentacion.

Beauveria bassiana infecta al hongo patégeno por la penetracion directa de la cuticula

o pared celular empleando diferentes enzimas. Las quitinasas son importantes para
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facilitar cada etapa de la infeccion del hongo, desde el proceso de germinacion de la
conidia, crecimiento de la hifa y hasta la penetracion de esta en el organismo afectado
(Ownley et al., 2010; Gonzélez et al., 2010).

Beauveria bassiana produce numerosos metabolitos secundarios incluyendo
beauvericina, bassianina, beauverolidas, bassianolidas, oosporeina, y bassianolona,
entre otros (Ownley et al., 2010). De estos compuestos, la beauvericina, secretada por
los géneros Beauveria e Isaria, es particularmente interesante por sus propiedades

antimicrobianas (Wang y Xu, 2012).

Existe evidencia de que la pared celular de fitopatdégenos induce la expresion de
enzimas como la [B-1,3-glucanasas en ensayos de laboratorio, como la B-1,3-
glucanasa Glul de Clonostachys rosea y exo-B-1,3-glucanasa de Trichoderma

asperellum tag83 (Chatterton y Punja, 2009; Marcello et al., 2010).

El trabajo de Pérez et al. 2001b, consisiti6 en la induccién de quitinasas y de
glucanasas, también se evalué en plantulas de Solanum lycopersicum L., luego de
inocularlas con Fusarium solani, o con Trichoderma harzianum, o con ambos. Se
establecié que ambos microrganismos inducian quitinasas en la planta, pero a tiempos

diferentes.

Las quitinasas inducidas luego de la inoculacién conjunta, correspondian solamente a
las relacionadas con la inoculacién con T. harzianum, situacion en la que las plantulas
de S. lycopersicum L. se mantenian sanas. Sin embargo, los ensayos de antagonismo
directo de T. harzianum enfrentado a F. solani mostraron una inhibicion parcial del
desarrollo del patdgeno, sugiriendo la necesidad de contar con microorganismos con

una mayor capacidad antagonica.

Las quitinasas son enzimas que hidrolizan la quitina (polimero de b-1,4 N-acetil
glucosamina); el cual es el principal carbohidrato de la pared celular de los hongos.
Por esto, dichas enzimas cobran un papel importante en el control biologico de
fitopatdgenos. Esto ha sido ilustrado por Cotes (1994), quien determind la importancia

de estas enzimas en el control biol6gico de Pythium splendens y de Rhizoctonia solani
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en frijol y Mattieu et al., (1989), quienes les atribuyeron a estas enzimas la reduccion
del efecto de Cladosporium fulvum (Syn: Fulvia fulva) en plantas de tomate (S.

lycopersium L.)

En plantas de pepino (Cucumis sativus) creciendo en presencia de quitosana, se
controlo el dafio radicular causado por Pythium aphanidermatum y se indujeron varias
respuestas de defensa de la planta incluyendo el aumento de la actividad de quitinasas
en hojas (El Ghaouth et al., 1994).
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6.6.3. Actividad de peroxidasas

Se observa en la figura 14 que a los 144 ddt, el tratamiento NH tuvo la mayor actividad
de peroxidasas (7.06 U-mg~! proteina), presentando diferencia estadistica significativa
con respecto a los tratamientos C y Q, evidenciando el efecto en la actividad enzimatica

cuando se empleo extracto de neem en las plantas de Solanum lycopersicum L.

El tratamiento Fu presentd diferencia estadistica significativa con respecto al
tratamiento C, comprobando que existia un estrés de la planta por la presencia de F.

oxysporum f.sp. lycopersici.
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Figura 14. Actividad de peroxidasas en raices de plantas de Solanum lycopersicum L. alos 114
ddt. FuQ: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Quimico. FUNH: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem +
Hierba santa. C: Control. Be: B. bassiana. BeFu: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici. BeFUNH:
B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa. Q: Quimico. Fu: F. oxysporum f.sp.
lycopersici. BeNH: B. bassiana + Neem + Hierba santa. NH: Neem + Hierba santa. Letras diferentes

indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de Tukey (p<0.05).
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En este estudio se observo que el tratamiento que consistié en la combinacién de los
extractos vegetales de neem y hierba santa (NH) presentdé la mayor actividad
enzimatica de peroxidasas comparado con los demas tratamientos evaluados. De igual
manera el tratamiento con F. oxysporum f.sp. lycopersici, presenté mayor actividad de
la enzima peroxidasa con respecto al tratamiento control, comprobando la infeccidon de

las plantas de S. lycopersicum L.

Villa-Martinez et al. (2015) reporta que las mezclas de extractos vegetales, con
propiedad antifUngica encontrados en las plantas pueden afectar a patdégenos
diferencialmente, ya sea de manera individual o por las mezclas en determinadas

concentraciones y proporciones.

Pérez et al. (2004), reportan que las peroxidasas han sido estudiadas en tejidos
infectados. Generalmente, después de dafios o infeccion, se detectan incrementos en
sus actividades. Hanaa et al., (2011) realizaron una aplicacion de extracto acuoso de
neem (A. indica) a plantulas de tomate (Solanum lycopersicum) infectadas con
Fusarium, el extracto redujo el porcentaje de incidencia de la enfermedad al nivel de
25.5%, de igual manera redujo significativamente el nivel de peroxidacion lipidica e
indujo altas actividades antioxidantes de enzimas defensivas, tales como peroxidasas
(POX), catalasas (CAT) y superdxido dismutasa (SOD), después de la infeccion.

Entre los procesos que involucran la enzima peroxidasa (POX) se encuentran:
regulacién hormonal, mecanismos de defensa, control de elongacion celular,
polimerizacién de extensina, entrecruzamiento de los polisacéaridos de la pared celular,
biosintesis de lignina y procesos de suberizacion (Ayyappan et al., 1996). Una de las
respuestas de plantas a patégenos es la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), evento para el cual se han postulado diversos sistemas enzimaticos y con
mucha frecuencia, el correspondiente a peroxidasas de la pared celular (Tian et al.,
2005).

Por otro lado, Luhova et al. (2006), realizaron un analisis de actividades enzimaticas,

entre ellas la de peroxidasa (POX), en raices de 2 genotipos de Pisum sativum con
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diferente susceptibilidad a F. oxysporum y F. solani, y encontraron un aumento de
actividad para esta enzima en raices infectadas a partir del dia dos y hasta el 28 pos-
inoculacién. Existen reportes en los que la enzima peroxidasa esta involucrada en las
interacciones hospedero — patdgeno. En frutos de manzana se reporté aumento en su
actividad, asi como en el contenido de lignina, y a su vez, una disminucion en la
incidencia de la enfermedad frente al ataque de Penicillium expansum (Valentines et
al., 2005). Mientras en el fruto de pera se report6 un aumento en la actividad
peroxidasa cuando los frutos fueron inoculados con Alternaria alternata (Tian et al.,
2005).

Higuera et al. (2009) evaluaron la induccion de peroxidasa en frutos de lulo (Solanum
quitoense L.) infectados con el patdogeno Colletotrichum acutatum. Los resultados
mostraron un aumento en la actividad enzimatica de peroxidasa muy notable,
correspondiente a cuatro veces el valor obtenido para el control, induccién que se
puede atribuir a la presencia del patdégeno. Dicho aumento se ha correlacionado con
frecuencia con el incremento en el contenido de compuestos fendlicos y de lignina, la
cual forma parte de la defensa pasiva del hospedero, ya que es un mecanismo
mediante el cual se refuerza la pared celular para impedir la invasion del patégeno y

que conlleva la intervencion de diversas peroxidasas.

La interaccion simbiotica del tomate con otros microorganismos puede contribuir con
la induccién de resistencia en la planta. El tratamiento de semillas con cepas de
rizobacterias  promotoras  del crecimiento vegetal como Pseudomonas
fluorescens Migula (cepa Pf-04), su aplicacion al suelo o ambos tratamientos,
indujeron la sintesis de peroxidasas (POX) y polifenol oxidasas (PPO) cuando se

expusieron a F. oxysporum f. sp. lycopersici (Usharani et al., 2008).
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6.6.4. Actividad de catalasas

En la figura 15 se observa que el tratamiento NH present6 la mayor actividad de
catalasas a los 114 ddt (203 U-mg~? proteina), tuvo diferencia estadistica significativa
con respecto al tratamiento C, por lo que la presencia de los extractos vegetales es de
ayuda para el mecanismo de defensa de la planta. Los tratamientos de NH, BeFu,
BeFuNH y FuNH, tuvieron diferencia estadistica significativa con respecto al
tratamiento Fu, demostrandose asi que la aplicacion de B. bassiana y los extractos de
neem y hierba santa producen una mayor actividad enzimatica, por lo tanto, un

mecanismo de defensa para las plantas de Solanum lycopersicum L.

El tratamiento BeFu presentd diferencia estadistica significativa en la actividad
catalasa con respecto al tratamiento FuQ, por lo tanto, el hongo entomopatdgeno B.
bassiana induce una mayor actividad en la produccién enzimética de catalasas para la
proteccion de las plantas de S. lycopersicum L. en comparacion a un tratamiento

quimico.
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Figura 15. Actividad de catalasas en raices de plantas de Solanum lycopersicum L. alos 114 ddt.
Be: B. bassiana. C: Control. Fu: F. oxysporum f.sp. lycopersici. Q: Quimico. BeNH: B. bassiana + Neem

+ Hierba santa. FUNH: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa. FuQ: F. oxysporum f.sp.
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lycopersici + Quimico. BeFuNH: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa.
BeFu: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici. NH: Neem + Hierba santa. Letras diferentes indican

promedios estadisticamente diferentes segun prueba de Tukey (p<0.05).

En este estudio se observaron que el tratamiento que consistié en la combinacion de
los extractos vegetales de neem y hierba santa presentaron la mayor actividad
enzimatica comparado con los demas tratamientos evaluados. Hanaa et al. (2011)
emplearon extractos acuosos de neem (Azadirachta indica) y sauce (Salix babylonica)
en plantulas de tomate (Solanum lycopersicum); estos redujeron la incidencia de la
enfermedad de la marchitez por Fusarium oxysporum en plantulas de Solanum
lycopersicum L. hasta casi un 30%, mediante el aumento de las actividades de las
enzimas defensivas antioxidantes secretadas por la planta de Solanum lycopersicum
L., como la peroxidasa (POX), la catalasa (CAT) y la super 6xido dismutasa (SOD).
Normalmente la catalasa protege a la planta contra el estrés oxidativo ejercido por las
especies reactivas de oxigeno (Chen et al., 1993). La catalasa (CAT) es la principal
enzima antioxidante que participa en el control intracelular de las concentraciones de
H,0, generado por el metabolismo u otras fuentes, es capaz de degradar H,0, sin
consumir equivalentes reductores celulares. Por lo tanto, la catalasa (CAT) provee a
la célula de un mecanismo eficiente de degradacion sin comprometer procesos
energéticos al tener una ganancia neta de reductores y energia, su funcién primaria es
proteger a las células del dafio al DNA, proteinas y lipidos (Levine et al., 1994). El
aumento de la actividad de enzimas catalasas (CAT) y peroxidasas (POX), también
coincide con la acumulacion de acido salicilico (AS); una molécula sefal involucrada
en la via de transduccién de sefiales activadas en las reacciones planta-patégeno
(Blilou et al., 2000). Van Camp et al. (1998), reportaron que el aumento en la actividad
de la catalasa (CAT) y peroxidasa (POX), se puede deber a la funcién que tienen como
antioxidantes, para cualquier molécula activa de oxigeno que ha sido generada
durante los estados iniciales de la penetracion del hongo. El H202 y otras especies
reactivas de oxigeno estan involucradas en la cascada de transduccion de sefiales en

las interacciones planta-patégeno.
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6.7. Metabolitos secundarios en raices de plantas de Solanum lycopersicum L.
6.7.1. Cuantificacion de fenoles totales

De acuerdo con la figura 16, se puede observar que el tratamiento BeNH tuvo la mayor
concentracion de fenoles totales (0.45 mg acido galico/mL) a los 82 ddt y presentd
diferencia estadistica significativa con respecto al tratamiento C, Q y Fu, evidenciando
gue B. bassiana y los extractos vegetales de neem y hierba santa promueven una
mayor produccién de fenoles totales, por lo tanto, proteccion a las plantas de S.

lycopersicum L.

El tratamiento de NH presento diferencia estadistica significativa en la produccién de

fenoles totales, con respecto al tratamiento quimico contra el patégeno (FuQ), por lo

produccion de fenoles totales.

que la combinacion de los extractos de neem y hierba santa es mas efectivo en la
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Figura 16. Cuantificacion de fenoles totales en raices de plantas de Solanum lycopersicum L. a
los 82 ddt. BeFuNH: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa. C: Control.

Fu: F. oxysporum f.sp. lycopersici. Q: Quimico. FuQ: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Quimico. BeFu:
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B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici. Be: B. bassiana. FUNH: F. oxysporum f.sp. lycopersici +
Neem + Hierba santa. NH: Neem + Hierba santa. BeNH: B. bassiana + Neem + Hierba santa. Letras

diferentes indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de Tukey (p<0.05).

Se observa en la figura 17 que el tratamiento BeFu tuvo la mayor concentracion de
fenoles totales (0.59 mg acido galico/mL) a los 114 ddty presenté diferencia estadistica

significativa con respecto al tratamiento C, Q y Fu.

Los tratamientos de BeFu, BeNH y NH presentaron diferencia estadistica significativa
con respecto al tratamiento C, lo que evidencia que la aplicacion de B. bassiana y los
extractos de neem y hierba santa en las plantas de S. lycopersicum L. es benéfico por

la mayor produccion de metabolitos secundarios.
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Figura 17. Cuantificacién de fenoles totales en raices de plantas de Solanum lycopersicum L. a
los 114 ddt. BeFuNH: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa. Be: B.
bassiana. Fu: F. oxysporum f.sp. lycopersici. C: Control. FUNH: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem

+ Hierba santa. Q: Quimico. FuQ: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Quimico. NH: Neem + Hierba santa.
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BeNH: B. bassiana + Neem + Hierba santa. BeFu: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici. Letras

diferentes indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de Tukey (p<0.05).

Los compuestos fendlicos son necesarios para la supervivencia de las plantas ante
situaciones de estrés impuestas por factores tanto biéticos como abiéticos (Broun,
2005; Nascimento, 2010). Se sabe que los compuestos fendlicos tienen funciones
protectoras contra los microorganismos patdégenos (Osorio et al., 2010). Existen
reportes sobre el uso de compuestos fendlicos como inhibidores de distintos
patégenos; por ejemplo, Mendoza (2013) reporta el potencial de estos compuestos
contra Botrytis cinérea.

Higuera et al. (2009) evaluaron la induccion de peroxidasa en frutos de lulo (Solanum
quitoense L.) infectados con el patdogeno Colletotrichum acutatum. Los resultados
permitieron establecer que hubo incremento significativo en la produccién de fenoles
totales en los lulos inoculados con el hongo patdgeno, la acumulacion de compuestos
fendlicos es una de las respuestas tipicas de defensa de las plantas frente al ataque
de patégenos. De la misma manera compuestos aislados de Veratrum album, fueron
reportados por sus efectos contra los hongos Erysiphe necator, Plasmopara viticola y
B. cinerea en el cultivo de la vid (Alonso-Villaverde et al., 2011; Adrian y Jeandet, 2012;
Wu et al., 2013).

Los antioxidantes se incrementan ante condiciones de estrés debido al papel crucial
gue juegan para inactivar las especies reactivas de oxigeno, ademas de que influyen
en la expresion génica asociada con las respuestas de estrés bibtico y abidtico
(Tokunaga et al., 2005). De acuerdo con Pavarini (2012), la concentracién de los
compuestos fendlicos se ve modificada por estrés bibtico y abidtico al que se somete
la planta. Siendo la temperatura, la radiacion, la nutricién y el riego, factores de estrés
abidtico que afectan la concentracion de fenoles. Las principales funciones de este tipo
de metabolito en las células vegetales han sido actuar como metabolitos esenciales
para el crecimiento y reproduccion de las plantas, y como agentes protectores frente
a la accion de patodgenos, siendo secretados como mecanismos de defensa (Butler,
1992; Ferreres et al., 2008).
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La acumulacion rapida y temprana de compuestos fendlicos en los sitios de la infeccion
es una caracteristica de las respuestas basadas en la defensa. Esta acumulacion
de fenoles toxicos puede dar lugar al aislamiento eficaz del patégeno en el sitio original
de la entrada (De Ascensao y Dubery, 2003).

6.7.2. Cuantificacion de flavonoides

De acuerdo con la figura 18, el tratamiento NH tuvo la mayor concentracién de
flavonoides (0.459 mg quercitina/g) a los 82 ddt y presentd diferencia estadistica
significativa con respecto al tratamiento C y Fu. Estos resultados demostraron que el
empleo de los extractos vegetales de neem y hierba santa causan una mayor
produccién de metabolitos secundarios, lo cual es de ayuda a la planta de S.

lycopersicum L.
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Figura 18. Cuantificacién de flavonoides en raices de plantas de Solanum lycopersicum L. a los

82 ddt. BeFuNH: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa. C: Control. FuQ:
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F. oxysporum f.sp. lycopersici + Quimico. BeNH: B. bassiana + Neem + Hierba santa. BeFu: B. bassiana
+ F. oxysporum f.sp. lycopersici. Fu: F. oxysporum f.sp. lycopersici. Q: Quimico, FUNH: F. oxysporum
f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa. Be: B. bassiana, NH: Neem + Hierba santa. Letras diferentes

indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de Tukey (p<0.05).

Se observa en la figura 19 que el tratamiento BeFu tuvo la mayor concentracion de
flavonoides (0.299 mg quercitina/g) a los 114 ddt y presentd diferencia estadistica

significativa con respecto al tratamiento C y Fu.

Los tratamientos BeFu y BeNH presentaron diferencia estadistica significativa en la

concentracion de flavonoides con respecto al tratamiento FuQ.
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Figura 19. Cuantificacién de flavonoides en raices de plantas de Solanum lycopersicum L. a los
114 ddt. BeFuNH: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa. Fu: F.
oxysporum f.sp. lycopersici. FUNH: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Neem + Hierba santa. C: Control.
Q: Quimico. Be: B. bassiana, NH: Neem + Hierba santa. FuQ: F. oxysporum f.sp. lycopersici + Quimico.
BeNH: B. bassiana + Neem + Hierba santa. BeFu: B. bassiana + F. oxysporum f.sp. lycopersici. Letras

diferentes indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de Tukey (p<0.05).
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Los flavonoides ejercen su efecto antioxidante por neutralizacion de todo tipo de
radicales por oxidacion incluyendo peréxidos y radicales hidroxilos por quelacion. La
potente actividad antioxidante de flavonoides, su habilidad para capturar radicales
hidroxilos puede ser la funcion mas importante de los flavonoides (Merfort et al., 1996).
Los flavonoides retiran oxigeno reactivo, especialmente en forma de aniones
superoxidos, radicales hidroxilos, hidroperéxidos y peroxidos lipidicos. (Merfort et al.,
1996).

Pedroso et al. (2012) obtuvieron extractos vegetales de Acacia farnesiana y evaluaron
in vitro el efecto antifiingico sobre el hongo F. oxysporum f.sp. lycopersici, la inhibicion
del crecimiento micelial fue del 90 %, atribuyéndole el efecto antifungico a la presencia
de flavonoides, que son un grupo de compuestos con amplio rango de actividad
bioldgica, que incluye la actividad antimicrobiana, antiviral, atrayente de polinizadores,
protectora de las plantas contra la luz ultravioleta, antioxidantes y antibacterial
(Maneemegali y Naveen, 2010). Autores como Seigler (2003) y Sanchez et al. (2010)
han identificado a los flavonoides presenten en plantas de la misma familia como
responsables de la actividad antimicrobiana sobre otros microorganismos

fitopatégenos.

Zhou et al. (2009) evaluaron los flavonoides de Sophora flavescens sobre el
crecimiento micelial de F. oxysporum f.sp. cucumerinum, se estudié el efecto de
resistencia a la enfermedad y la fisiologia de la resistencia con diferentes
concentraciones. Los resultados de la prueba de prevencién indicaron que los
flavonoides de Sophora flavescens aumentaron la resistencia a la enfermedad del
pepino (Cucumis sativus) y frend el crecimiento micelial de F. oxysporum f.sp.

cucumerinum.
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7. CONCLUSIONES

Los extractos vegetales de Azadirachta indica y Piper auritum inhiben el crecimiento

de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici y no asi el de Beauveria bassiana.

Beauveria bassiana tiene efecto fungistatico contra Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici por lo que puede ser utilizado como agente de control biolégico para mitigar

la enfermedad de plantas de Solanum lycopersicum L.

Los tratamientos con Beauveria bassiana y extractos vegetales presentaron
concentraciones mas altas de metabolitos secundarios y actividades enzimaticas
contribuyendo a que la planta genere mecanismos de defensa para una mayor

proteccion.

La aplicacién al suelo de Beauveria bassiana y extractos vegetales de Azadirachta
indica y Piper auritum mitiga el dafio por Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici a las
plantas de Solanum lycopersicum L. y no tuvo diferencia significativa en los parametros
morfométricos de las plantas comparado con la aplicacién de un tratamiento quimico,

es una innovadora estrategia de control para el cultivo de Solanum lycopersicum L.
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