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Resumen. El objetivo de la investigacién fue evaluar la actividad
antifingica in vitro de los extractos de pirul (Shinus molle), chirimoya
(Annona cherimola), canela (Cinnamomum zeylanicum) y tabaquillo
(Nicotiana glauca) sobre el crecimiento micelial y esporulacién de
Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum'y Fusarium solani. El trabajo
de investigacién se realizé en la Universidad Auténoma de Aguas-
calientes (UAA), y en la Universidad Auténoma Agraria Antonio
Narro (UAAAN). Las cepas de Fusarium fueron previamente iden-
tificadas en el Laboratorio de Parasitologia de la UAA. Los extractos
fueron obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la UAAAN.
Para determinar la inhibicién del crecimiento micelial, dosis efectiva
media (ED,)) y nimero de conidios, se utilizé la metodologia de
medio envenenado, donde se evaluaron diversas concentraciones de
los extractos. Los resultados mostraron que los extractos de chiri-
moya y canela presentaron efecto inhibitorio sobre el crecimiento
micelial y esporulacién. En contraste, los extractos de tabaquillo y
pirul no mostraron efecto inhibitorio sobre el crecimiento micelial.
Sin embargo, el primero de ellos incrementé la produccién de co-
nidios al incrementarse la concentracién del extracto. En relacién a
la ED_ el extracto de canela controlé las tres especies en estudio a
dosis de 330,34 2 538,63 ppm. Por otro lado, el extracto de chirimoya
present6 el mejor control a 593 ppm contra F cu/morum, mientras
que para F. oxysporum y F. solani se requirieron dosis de 2060 a 2571
ppm, respectivamente. Los extractos de canela y chirimoya presen-
taron efecto en la inhibicién micelial y esporulacion de F oxysporum,
E culmorum y F. solani.

Palabras clave: Fusarium oxysporum; Fusarium culmurorum; Fusa-
rium solani; IMéxico.

Abstract. We evaluated the in vifro antifungal activity of extracts
of peruvian peppertree (Shinu smolle), cherimoya (Annona cherimola),
cinnamon (Cinnamomum zeylanicum) and tobacco (Nicotiana glauca)
on the mycelial growth and sporulation of Fusarium oxysporum, Fu-
sarium culmorum and Fusarium solani. The research was conducted at
the Universidad Auténoma de Aguascalientes (UAA) and the Uni-
versidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN). The species
of Fusarium were previously identified in the UAA Laboratory of
Parasitology. The extracts were obtained in the laboratory of Toxi-
cology of the UAAAN. The methodology of poisoned culture me-
dium was used to determine the (1) inhibition of mycelial growth,
(2) average eftective dose (ED, ) and (3) number of conidia at various
concentrations of the extracts. The cherimoya and cinnamon extracts
exhibited inhibitory effects on mycelial growth and sporulation. In
contrast, tobacco and Peruvian peppertree extracts did not show
any inhibitory effect. However, the first of them increased conidia
production when extract concentration was increased. In relation to
ED, , cinnamon extracts were eftective to control Fusarium species in
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doses of 330 to 539 ppm. On the other hand, the best control of the
cherimoya extract was at 593 ppm against F. cu/morum, while higher
doses from 2060 to 2571 ppm were required to control £ oxysporum
and F solani, respectively. We conclude that cinnamon and cheri-
moya extracts showed inhibitory effects on the mycelial growth and
sporulation of I oxysporum, F: culmorum and F. solani.

Keywords: Fusarium oxysporum; Fusarium culmurorum; Fusarium
solani; Mexico.
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INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS

Una de las enfermedades més destructivas de la mayoria
de las ornamentales, cultivos horticolas en invernadero, asi
como en campo abierto es causada por Fusarium spp. (Tjamos
y Beckman, 1989). El tejido vascular de la raiz y los tallos
es colonizado por el crecimiento de la hifa y movimiento de
conidias en el flujo de transpiracién. Los sintomas iniciales
aparecen como clorosis y distorsién de las hojas bajas. La
marchitez afecta a la planta, presentdndose una decoloracién
vascular y necrosis en los tallos; ésta se da a medida que el
patégeno avanza, llegando a ocasionar la muerte de la planta.
El género Fusarium contiene numerosas especies fitopatogé-
nicas como lo son: Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum y
Fusarium solani siendo estos algunos de los principales fito-
patdgenos en cereales, ornamentales y hortalizas (Giraud et
al., 2002). Debido a que Fusarium es un habitante comun del
suelo, es posible que diversas especies patogénicas y no pato-
génicas, incluyendo especies productoras de micotoxinas, se
encuentren asociadas a pudriciones de raices. El esfuerzo de
los productores por manejar esta problematica los ha condu-
cido a la busqueda de alternativas de manejo, debido al bajo
control que presenta el uso de productos agroquimicos sin-
téticos. Sumado a esto, las multiples aplicaciones de dichos
agroquimicos pueden acarrear diferentes problemas, entre los
que destacan la toxicidad en humanos (Paulitz y Bélanger,
2001; Whalen et al., 2003), detenciones de exportaciones por
residuos en productos, dafios al medio ambiente (Ramirez y
Jacobo, 2002) y efectos perjudiciales en organismos benéficos
(Anderson et al., 2003). M4s aun, los fitopatégenos podrian
desarrollar resistencia a ingredientes activos de los fungicidas
sintéticos, requiriendo el uso de altas dosis y la busqueda de
nuevos agroquimicos para reemplazar a los que han mostrado
resistencia en hongos (Bajwa et al., 2003; Chapagain et al.,
2007). Debido a la problemdtica que presenta el uso indiscri-
minado de los fungicidas sintéticos, es necesario desarrollar
alternativas naturales para el control de enfermedades. Una
de estas estrategias es el uso de extractos vegetales y/o aceites
esenciales. Ademds, estos poseen origen bioldgico, son biode-
gradables y manifiestan un minimo impacto (negativo) sobre
la salud humana y el ambiente (Bravo et al., 2000). De tal ma-
nera, en el presente trabajo se consideraron aspectos para bus-
car una alternativa de manejo utilizando insumos de menor
impacto ambiental, pero con alta efectividad, para integrarla
a las pricticas del manejo de Fusarium spp. En esta inves-
tigacion se trabajé con extractos de las plantas Shinus molle,
Annona cherimola, Cinnamomum zeylanicum'y Nicotiana glau-
ca quienes han mostrado actividad antifungica (Herndndez
et al., 2007; Ayala et al., 2008). Los objetivos de este trabajo
fueron evaluar iz vitro los efectos de extractos de Annona che-
rimola, Nicotiana glauca, Schinus molle y Cinnamomum zeylani-
cum sobre el crecimiento micelial y esporulacién de Fusarium
oxysporum, Fusarium culmorum y Fusarium solani.
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Ubicacién del experimento. El trabajo de investigacién se
realiz6 en el Laboratorio de Parasitologia Agricola del Centro
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes (UAA), con la colaboracién de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) en el periodo
de Enero - Diciembre del 2009.

Fitopatégenos. Las cepas de Fusarium oxysporum, Fusa-
rium culmorum 'y Fusarium solani, fueron aisladas, purificadas
e identificadas en el Laboratorio de Parasitologia de 1a UAA.

Obtencién de extractos evaluados. Los cuatro extractos
evaluados fueron obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia
del Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro Unidad-Saltillo. La reco-
lecta de Annona cherimola, Nicotiana glauca y Schinus molle se
llevé a cabo en los estados de Michoacdn y Coahuila, México
y para Cinnamomum zeylanicum se utilizé material comer-
cial; para las tres especies arriba mencionadas se utilizaron las
tres primeras hojas y para el dltimo corteza. Dicho material
se seco, se macerd (100 g de vegetal en 400 mL de metanol
al 99%), y dejé en agitacion por dos semanas. La mezcla fue
filtrada para finalmente separar el extracto de la planta y el disol-
vente con la ayuda de un rotavapor Buichii®. El extracto puro fue
envasado en un frasco ambar y se colocé en refrigeracién (4 °C)
para su conservacion.

Evaluacién de los extractos vegetales. Se evaluaron los
cuatro extractos vegetales arriba mencionados, sobre £ oxys-
porum, F culmorum y F. solani. Para ello, se utilizé la me-
todologia de medio de cultivo envenenado, utilizando las
siguientes dosis: canela: 50, 100, 150, 200, 250 y 300 ppm;
chirimoya: 2000, 4000, 6000 y 10000 ppm; tabaquillo: 1000,
2000, 4000, 6000, 8000 y 10000 ppm, y Pirul: 500, 1000,
2000, 4000, 6000, 8000 y 10000 ppm. Para la obtencién de
las dosis se tomd el extracto a una concentracién del 100%,
y luego se realizaron diluciones utilizando como solvente el
medio de cultivo hasta obtener las concentraciones desea-
das. Una vez obtenidos los medios de cultivo a las diferentes
concentraciones se colocaron explantes de 0,5 cm de didme-
tro de los fitopatégenos evaluados, se incubaron a 25 °C + 2
en oscuridad hasta que el crecimiento del micelio de la caja
testigo (PDA sin extracto) alcanzé el tamafio de la placa. El
didmetro del crecimiento del micelio se midié diariamente
con un vernier. El porcentaje de inhibicién de crecimiento se
determiné de la siguiente manera: % inhibicién = crecimien-
to micelial del testigo - crecimiento micelial del tratamiento
/ crecimiento micelial del testigo x 100. Por otro lado se con-
tabiliz6 el nimero de conidios a los 9 dias después de la ino-
culacién en los diferentes tratamientos evaluados utilizando
una cdmara de Neubauer.
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Andlisis de resultados. Los datos del nimero de conidios
fueron analizados con un disefio experimental completamente al
azar con 4 repeticiones. Cada repeticién consté de tres cajas por
evaluacion y una prueba de comparacién de medias por DMS
(p=0,01) utilizando el paquete estadistico SAS 6.08. Ademds con
los datos de inhibicién obtenidos se calculé la dosis efectiva me-
dia (ED, ) por un anilisis Probit mediante el método de maxima
verosimilitud (Finney, 1971). Se utiliz6 el programa SAS.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los extractos de chirimoya y canela presentaron el mayor
efecto inhibitorio sobre el crecimiento micelial de los hongos
fitopatdgenos, que fue influenciado por el periodo de incubacién
y la concentracion de los extractos. El extracto de canela inhibié
el crecimiento micelial de F oxysporum, F. culmorum 'y F: solani
en 4,47; 2,56 y 3,15%, respectivamente, a una concentraciéon de
50 ppm (Tabla 1). La mayor dosis mostré inhibiciones de 43,15;
31,81 y 45,58%, respectivamente (Tabla 1). El extracto de chi-
rimoya tuvo un porcentaje de inhibicién de 89% para I oxyspo-
rum'y F culmorum,y 62,5% para F solani a una concentraciéon
de 10000 ppm. Ayala et al. (2008) informaron que el extracto
de canela inhibi6 el crecimiento micelial de Alternaria alternata,

Tabla 1. Inhibicion del crecimiento micelial de tres especies de
Fusarium por extractos vegetales de Annona cherimola 'y Cin-
namomum zeylanicum.

Table 1. Mycelial growth Inhibition of three pathogenic fungi by plant
extracts of Annona cherimola and Cinnamomum zeylanicum.

Extracto Concen- Fo Fc Fs
tracién Inhibicién Inhibicién Inhibicién
(ppm) (%) (%) (%)
0 0 0 0
2000 53 78,35 45,25
Annona
cherimola 4000 62,62 80,75 57,87
6000 72,95 85,69 60,87
10000 89,55 89,62 62,5
0 0 0 0
50 4,47 2,56 3,15
Cinnamomum 100 13,33 5,0 12,33
Zeylanicum 150 22,13 12,79 23,28
200 37,30 21,19 34,88
250 39,38 22,26 37,05
300 43,15 31,81 4558

Fo: Fusarium oxysporum, ¥s: Fusarium solani; ¥c: Fusarium culmorum.
Los extractos de Nicotiana glauca'y Shinus molle no mostraron
inhibicién a las diversas dosis estudiadas.

'The extracts of Nicotiana glauca and Shinus molle did not show inhibitory
effect at the study concentrations.

indicando que la inhibicién se increment6 al aumentar la con-
centracién del extracto. Por otro lado los extractos de tabaquillo
y pirul no mostraron inhibicién a las diversas dosis estudiadas.

Tabla 2. Efecto de los extractos vegetales de Annona cheri-
mola, Nicotiana glauca, Schinus molle y Cinnamomum zey-
lanicum en el nimero de conidios/mL producidos por Fu-
sarium oxysporum (Fo), Fusarium culmorum (Fc) y Fusarium
solani (Fs).

Table 2. Effect of the plant extracts of Annona cherimola, Nicotiana
glauca, Schinus molle and Cinnamomum zeylanicum on the num-
ber of conidia/mL produced by Fusarium oxysporum (Fo), Fusarium
culmorum (Fc) and Fusarium solani (Fs).

Extracto Concentracién Fox Fex Fs
(ppm)
0 10a 2,74 a 7,40 a
Annona 2000 2,88b  224ab  3,00b
cherimola
4000 2,24b 196ab 1,84b
6000 1,92b 1,48ab 1,32b
10000 1.6b 1.16 b 1.28b
0 10a 2,74 a 7,40 a
) 50 9,2 ab 1,52ab 3,56 b
Cinnamomum
zeylanicum 100 58b 1,24 b 2,88 be
150 56b 1,12b 1,36 cd
200 1,6 ¢ 1,0b 1,32cd
250 0,96 ¢ 0,9b 0,91d
300 0,92 ¢ 1,16 b 0,88 d
0 10a 2,74 a 7,40 a
o 1000 11,6a 2,92 a 7,6 a
Nicotiana
glauca 2000 12,0 a 3,08 a 7,72 a
4000 12,4 a 32a 7,95 a
6000 12,16  32a 8,35a
8000 12,4a 32a 8,44 a
10000 12,63a 3,28a 8,87 a
0 10a 2,74 a 7,40 a
500 10,44a 2,68 a 7,72 a
1000 10,24a 2,66 a 7,72 a
Schinus 2000 10.68a  2.44a 7.62 a
molle 4000 10262 236a  7,24a
6000 10,62a 2/44a 7,40 a
8000 10.64a 2.44a 7.62a
10000 10,68a 2,68a 7,72 a

%X1,0 x 10° Conidios/mL
Valores con la misma letra en la misma columna dentro de cada
especie son estadisticamente iguales (DMS, p>0,01).

Valores con la misma letra en la misma columna dentro de cada especie son
estadisticamente iguales (DMS, p>0,01).

PYTON ISSN 0031 9457 (2012) 81: 69-73



72

Ochoa Fuentes YM et al., DYTON 81 (2012)

Tabla 3. Dosis efectiva media (DE, ) de los extractos de Annona
cherimola y Cinnamomum zeylanicum sobre el crecimiento mice-
lial de Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum'y Fusarium solani.
Table 3. Mean effective dosis (DE, ) of Annona cherimola and Cinna-
momum zeylanicum extracts on mycelial growth of Fusarium oxyspo-
rum, Fusarium culmorum and Fusarium solani.

Extracto Fitopatégeno ED,, Limites Limites
Fiduciales Fiduciales
95% 95%
Annona E oxysporum 2060 1329 2656
cherimola B cupmurorum 593 561,82 1236
F. solani 2571 412,75 4012
Cinna- E oxysporum 337,44 283,59 439,06
momum F culmurorum 538,63 408,10 891,01
zeylanicum
F. solani 330,34 281,19 419,74

Los extractos de Nicotiana glauca'y Shinus molle no mostraron in-
hibicién en el crecimiento micelial a las diversas désis estudiadas,
es por ello que no se obtuvo la ED, | de éstos.

The extracts of Nicotiana glauca and Shinus molle did not show inhibitory
effect on mycelial growth, so no ED, was obtained from these.

Respecto a la actividad antiesporulante, el extracto de chiri-
moya determiné un menor nimero de conidios en las tres espe-
cies de Fusarium. E] nimero de conidios de £ oxysporum en los
tratamientos fue de 1,6 a 2,88 x 10° conidios/mL (Tabla 2); al
mismo tiempo, el testigo presentd valores de 10 x 10° conidios/
mL. Resultados similares se obtuvieron para F culmorum y F.
solani. Sin embargo, no hubo diferencias entre los tratamientos.
Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Herndn-
dez-Albiter et al. (2007). Estos autores evaluaron 40 especies de
plantas del estado de Morelos México, con la finalidad de deter-
minar el potencial antifingico. Herndndez-Albiter informaron
actividad antifiingica al evaluar el extracto crudo de chirimoya
(Annona cherimola) sobre C. gloeosporoides. Un estudio de Bau-
tista-Bafios et al. (2000) indicé que, de 19 especies de plantas
evaluadas, el extracto acuoso de Annona reticulata L. inhibié la
formacién de esporas y la germinacién de Rhizopus stolonifer.
La inhibicién conidial también fue observada cuando C. gloeos-
porvides crecié sobre este extracto (Bautista-Bafios et al., 2002).

Por otro lado, el extracto de canela sobre Fusarium culmo-
rum present6 diferencias entre el testigo y los tratamientos a
partir de 50 ppm hasta 300 ppm. Para Fusarium oxysporum di-
cho extracto también mostré diferencias entre los tratamien-
tos; los mayores porcentajes de inhibicién de la esporulacién
se obtuvieron a partir de las 200 ppm con 1,6 x 10° conidios/
mL. El extracto de canela produjo la mayor inhibicién en la
produccién de conidios de F solanis a partir de 150 ppm (Ta-
bla 2). Los resultados obtenidos son inferiores a los reportados
por Soliman y Badeaa (2002). Estos autores indicaron que la
canela inhibié completamente el desarrollo de Aspergillus fla-
vus, en una dosis de 500 ppm. Garcia-Camarillo et al. (2006)
también reportaron que el extracto de canela inhibié el creci-
miento micelial de 4. flavus a partir de 250 ppm.
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Los extractos de tabaquillo y pirul no mostraron diferencias
entre tratamientos. Sin embargo, el primero de ellos mostr6 una
tendencia de incrementar la produccién de conidios al incre-
mentarse la concentracién del extracto. Este mismo comporta-
miento lo reportaron Guerrero et al. (2007) al determinar la ac-
tividad biolégica in vitro del extracto de Flourensia cernua sobre
hongos patégenos de postcosecha. Estos autores indicaron que
el extracto hexdnico estimulé la formacién de conidios sobre
Alternaria alternata'y Colletotrichum gloeosporoides. Similarmen-
te, el extracto de éter también indujo a C. gloeosporoides a produ-
cir una mayor cantidad de conidios en comparacién al testigo.

En relacién ala ED, , el extracto de canela control las tres
especies en estudio a dosis de 330,34 a 538,63 ppm (Tabla 3).
Estos resultados coinciden con los reportados por Garcia-Ca-
marillo et al. (2006) y Soliman y Badeaa (2002). Estos autores
indicaron que el crecimiento micelial de los hongos puede ser
inhibido totalmente a dosis de 250-500 ppm de extracto de
canela. El extracto de chirimoya mostré el mejor control de
E culmorum a 593 ppm. Al mismo tiempo, el mejor control
de F oxysporum y E. solani se obtuvo a dosis de 2060 a 2571
ppm, respectivamente. Los extractos de canela y chirimoya
inhibieron asi el crecimiento micelial y la esporulacién de F
oxysporum, I. culmorum y F. solani.
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