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Resumen

La produccion del garbanzo (Cicer arietinum L.) constantemente estd comprometida por un
complejo de patdgenos que ocasionan la marchitez y pudricion de raiz (MPR). Algunas de las
estrategias empleadas para el manejo de esta enfermedad son el uso de variedades resistentes,
rotacion de cultivos, solarizacién, retiro de socas y uso de semillas libre de patdgenos o tratadas
con fungicidas, aunque los resultados han sido limitados o poco satisfactorios, en los tltimos afios,
el control bioldgico y los productos organicos ha cobrado mayor importancia. En el presente trabajo
se obtuvieron polifenoles de extractos etandlicos mediante la técnica asistida de ultrasonido-
microondas de las especies vegetales: hoja de trueno (L. lucidum), granos de sorgo (S. bicolor) y
hojas de moringa (M. oleifera). Se les realizd el correspondiente analisis cualitativo mediante
HPLC masas y se determin0 el efecto antifungico de cada grupo de polifenoles extracto sobre tres
hongos fitopatdégenos que conforman el complejo de la marchitez y pudricion de raiz, por medio
de la técnica de dilucion en placa y medio envenenado. Se determiné el porcentaje de inhibicion y
la concentracion inhibitoria (Clsp). Los resultados indican que los polifenoles tienen elevada
efectividad bioldgica sobre el hongo Macrophomina y Fusarium solani, la actividad para Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris dependid de los polifenoles de cada especie vegetal; polifenoles de L.
lucidum con una concentracion de 491.99 ppm. Adicionalmente se comprobd que todos los grupos
de polifenoles tenian en su composicion quimica algunos compuestos de reconocida actividad
microbiana como lo son: flavonas, antocianinas, catequinas y alquifenoles, entre otros.
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Introduccion

El garbanzo (Cicer arietinum L.), ocupa el segundo lugar a nivel mundial entre las leguminosas de
grano seco, solo después del frijol (Phaseolus vulgaris L.) (Morales y Duron, 2004). En México,
en el afio agricola 2016, la superficie dedicada a la produccion de este cultivo fue de 66 096 ha
sembradas, con una produccién de 116 076 t; Sinaloa y Sonora fueron los principales estados
productores al aportar 45y 30% de la produccién nacional, respectivamente (SIAP, 2017). Entre
las enfermedades que limitan la produccién de garbanzo esté la fusariosis vascular, es causada por
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (FOC). En Espafia se reportan pérdidas de la produccion de 10
a 15% y en otros paises entre 10 y 90% (Landa et al., 2006; Sharma y Muehlbauer, 2007).

Sin embargo, la marchitez por Fusarium puede causar pérdidas de 100%, cuando el cultivo esta
expuesto a condiciones adversas como el calor o por estrés de agua durante la fase reproductiva y
el desarrollo de la cépsula (Landa et al., 2006). Por mucho tiempo la ‘rabia’ causada por Didymella
rabiei (Kovatsch.) se considero la enfermedad mas importante del garbanzo en Espafia (Arx Navas
et al., 1998). Sin embargo, otros estudios indican que se presenta ocasionalmente, mientras que la
‘seca’ 0 ‘fusariosis’ ha aumentado. Se sugiere que la fusariosis pudiera incluir un complejo de
patdgenos similar a la marchitez y pudricién de raiz (MPR), que reduce la produccion de semillas
de garbanzo, varios hongos se han reportado como los agentes del complejo MPR, entre los cuales
se mencionan a Fusarium, Rhizoctonia, Macrophomina y Sclerotium (Padilla et al., 2008).

Algunas de las estrategias empleadas para el manejo de esta enfermedad son el uso de variedades
resistentes, rotacion de cultivos, solarizacion, el retiro de socas y uso de semillas libre de patdgenos
o tratadas con fungicidas, aunque los resultados han sido limitados o poco satisfactorios (Paredes
et al., 2009). El control quimico es el método mas usado en el control de enfermedades que
ocasionan las especies de Fusarium; sin embargo, en los Gltimos afios el control bioldgico ha
cobrado mayor importancia (Basco et al., 2017). Diversas investigaciones se centran en estudios
sobre la formulacién de productos naturales con algun tipo de actividad biol6gica sobre hongos
fitopatdgenos con una eficacia y una accion cada vez mayor y mas rapida, lo que esta generando
que estas practicas sean mas eficaces en un amplio rango de condiciones ambientales, de especies
de plagas y de sistemas de cultivos (Gakuya et al., 2013).

Se reconoce la importancia de las especies vegetales y sus derivados (extractos, aceites esenciales,
decocciones, metabolitos secundarios) en la proteccion de cultivos bajo el manejo integrado de
plagas y enfermedades (MIPE) (Sparks et al., 2017). Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo
fue evaluar in vitro, la efectividad bioldgica de polifenoles de trueno, moringa y sorgo obtenidos
mediante extractos etandlicos contra hongos asociados a la marchitez y pudricién del garbanzo.

Materiales y métodos
Obtencidn de material vegetal
Hojas frescas de trueno (Ligustrum lucidum) fueron recolectadas en la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro (3532° latitud norte, 101.0332° longitud oeste: 1 786 msnm), las hojas de

Moringa (Moringa oleifera) fueron obtenidas en Ciudad Obregon, Sonora (27° 22° 04’ latitud
norte, 109° 55 28>’ longitud oeste y 37 msnm), los granos de Sorgo (Sorghum bicolor) se
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obtuvieron de la variedad BRS-72 (con alto contenido de taninos) en la Ciudad de Tecomaén,
Colima (18° 54’ 51>’ latitud norte 103° 52” 30’ longitud oeste y 33 msnm.) EIl material vegetal
fue trasladado a los laboratorios del Departamento de Alimentos de la Facultad de Ciencias
Quimicas, donde se seleccionaron hojas y granos en base al tamafio y sin presencia de dafio, para
ser sometidas a deshidrataciéon por un periodo de dos semanas a temperatura ambiente,
posteriormente se pulverizaron y tamizaron (RO-TAP; TYLER), utilizando un tamiz de 150 .

Extraccion asistida mediante ultrasonido-microondas

El material vegetal pulverizado se colocO en el reactor con las cantidades obtenidas de las
relaciones que se muestran en la (Cuadro 1) y se introdujo este reactor en el equipo de ultrasonido
y microondas (Nanjing ATPIO Instrumens Manufacture Co., Ltd Company, China) bajo las
siguientes condiciones: Ultrasonic (VS): Power Radio 20, Ultrasonic on Relay 10, Ultrasonic off
Relay 3, Amplitud off Relay 25y Set Time 20. Microwave (MV): Power Radio 800, Display power
0, Set Temp 70 °C y Holding Time 5. Después del proceso de ultrasonido y microondas las
muestras fueron almacenadas en un ultracongelador a una temperatura de -70 °C.

Cuadro 1. Descripcion de las relaciones de la extraccion asistida mediante ultrasonido-

microondas.
Nam. (%) etanol ml:1 g de muestra Relacion
1. L. lucidum 70% (alto) 16 (alto) Alto x alto
2. S. bicolor 70% (alto) 8 (bajo) Alto x bajo
3. M. oleifera 70% (alto) 16 (alto) Alto x alto

Cromatografia de columna con amberita

La cromatografia por columna se realizé con el relleno cromatogréafico de amberlita XAD- 16N.
Esto incluye la activacion de la amberlita con el metanol, el empaquetado de la columna, la
filtracién de los extractos, secado de los extractos y el desempaquetado de la columna
cromatografia De Asmundis et al. (2011).

Recuperacion de extracto seco

Una vez obtenida la fraccion etandlica, ésta se repartio en recipientes de vidrio y se secaron en
estufa a 60 °C, sin exponer a la luz por 24 a 48 h. Finalmente se colect6 el extracto seco en forma
de polvo en un frasco ambar a temperatura ambiente para su posterior analisis.

Caracterizacién de fitoquimicos presentes en los extractos vegetales mediante cromatografia
de liquidos de fase inversa (HPLC masas)

El analisis por cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa se realizd siguiendo la
metodologia de Ascacio et al. (2016), que consiste en utilizar un sistema de HPLC Varian que
incluye un inyector automatico (Varian ProStar 410, EE. UU.), una bomba ternaria (\VVarian ProStar
2310, EE. UU.) y un decantor PDA (Varian ProStar 330, EE. UU.). También se utilizd un
espectrometro de masas con trampa de iones de cromatografo de liquidos (Varian 500-MS IT Mass
Spectrometer, EE. UU.) equipado con una fuente de iones por electropulverizacion.
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Se inyectaron muestras (5 pl) en una columna Denali C18 (150 mm x 2.1 mm, 3 um, Grace, EE.
UU.). La temperatura del horno se mantuvo a 30 °C. Los eluyentes fueron acido férmico (0.2%,
VIV; disolvente A) y acetontrilo (disolvente B). Se aplicé el siguiente gradiente: inicial, 3% B; 0-
5 min, 9% B lineal; 5-15 min, 16% B lineal; 15-45 min, 50% B lineal. Después la columna se lavo
y se reacondiciond, el caudal se mantuvo a 0.2 ml min? y la elucion se controld a 245, 280, 320 y
550 nm. Se inyect6 todo el efluente (0.2 ml mint) en la fuente del espectrometro de masas, sin
dividir.

Todos los experimentos de EM se llevaron a cabo en modo negativo [M-H]™. Se utilizé nitrégeno
como gas nebulizador y helio como gas amortiguador. Los parametros de la fuente de iones fueron:
voltaje de pulverizacion 5 kV y voltaje capilar y temperatura fueron 90 V y 350 °C,
respectivamente. Los datos se recopilaron y procesaron utilizando el Software MS Workstation (V
6.9). Las muestras se analizaron en primer lugar en modo de barrido completo adquiridas en el
rango m/z 50-2000.

Obtencidn e identificacion de hongos

Las cepas empleadas en los bioensayos fueron aisladas de plantas de garbanzo con sintomas de
marchitamiento y amarillamiento, localizadas en el Valle del Yaqui a una latitud 27° 29.185’
longitud -109° 56.45’ oeste. Pequefios trozos de raices de plantas con sintomas de la enfermedad
se desinfectaron con una solucion de cloro al 3% y fueron enjuagadas con agua destilada estéril.
Se colocaron en cajas Petri con medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) y se incubaron por tres
dias a 28 °C. Finalmente el aislamiento se realiz6 mediante punta de hifa.

Identificacién molecular mediante PCR y amplificacion aleatoria de polimorfismo del ADN
(RAPD)

Para la extraccion del ADN de cada uno de los aislados de los hongos, se utilizaron cultivos de
micelio puro crecidos en 50 ml de caldo papa dextrosa, incubados a 25 °C durante ocho dias. Al
término de este tiempo, los cultivos se centrifugaron a 10 000 rpm por 10 min a temperatura
ambiente, se descarto el sobrenadante y la pastilla celular se lavé con PBS. La lisis de la muestra
se realizo6 con 3 ciclos de congelamiento-calentamiento (-80 °C, 75 °C) durante 15 min, maceracién
e incubacion por 15 min en buffer TES (Tris-HCI 50 Mm pH 7.5, EDTA 20 Mm, SDS 1%).

El ADN total del micelio se obtuvo por purificacion con el método de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1) y se precipit6 con etanol. La determinacion de la concentracion y calidad del
material genético se realizd por espectrofotometria (EPOCH; BioTek). Para la identificacion de M.
phaseolina y F. solani se utilizaron oligonucledtidos especificos que amplifican para una region
conservada adyacente al gen 5.8 Sy el gen TEF-1a, respectivamente (Babu, 2007; Arif, 2012).

La amplificacién se realizdé por PCR con la enzima Tag ADN polimerasa (JARTA Bio) y 100
ng/uL de material genético, utilizando las condiciones de amplificacion descritas por estos autores:
25 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por 30 s, alineamiento a 56 °C por 1 min, extension a 72 °C
por 2 min, y un paso de extension final a 72 °C por 10 min para M. phaseolina y 40 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, alineamiento a 58 °C por 1 min, extension a 72 °C por 2 min
para F. solani.
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Aparte, la identificacién de las razas patogénicas de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris se realizo
mediante la técnica de amplificacion aleatoria de polimorfismo del ADN (RAPD) utilizando los
marcadores OPF y OPI, en donde se distinguen las razas mediante la ausencia o presencia de
patrones electroforéticos con la misma movilidad, las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes, desnaturalizacién a 94° C por 4 min, seguida de 30 ciclos de 94 °C por 1 min,
alineamiento a 40 °C por 1 min, extension a 72 °C por 3 min y extensién final a 72 °C por 7 min
(Jiménez-Gasco, 2001). Los productos amplificados se separaron por electroforesis en geles de
agarosa (Ultra Pure Agarose Invitrogen) al 1%, en amortiguador TAE. Los geles fueron tefiidos
con nucleic acid gel stain (Invitrogen). Las bandas correspondientes de los productos amplificados
fueron observadas con luz UV. Se capturaron las imégenes con camara digital (UVP; GDS-8000).

Actividad antifangica de los extractos vegetales contra M. phaseolina por el método de medio
envenenado

Se determino la actividad antifungica por el método de medio envenenado propuesto por Jasso de
Rodriguez et al. (2011), los tratamientos de los polifenoles obtenidos de: Ligustrum lucidum,
Moringa oleifera'y Sorghum bicolor fueron en concentraciones de 50 mg L%, 100 mg L™, 200 mg
L, 300 mg L?, 400 mg L, 500 mg Ly 600 mg L: con cuatro repeticiones por tratamiento.
Primero se determiné la concentracion y el volumen para cada uno de los polifenoles y se afiadio
a un matraz con la cantidad requerida de PDA estéril. Posteriormente se colocaron discos de 0.4
cm de didmetro con micelio activo del hongo de siete dias de crecimiento, finalmente se incubaron
a 28 +2 °C hasta que el testigo absoluto lleno la caja por completo. Se determind el porcentaje de
inhibicion mediante la siguiente formula: porcentaje de inhibicion= (DC-DT/DC)*100. Donde DC

es el diametro del tratamiento control, y DT es el didmetro de las diferentes concentraciones.

Actividad antifungica de los extractos vegetales contra F. oxysporum f. sp. ciceris y F. solani
por el método de microdilucién en placa

Se utiliz6 el método de microdilucidn en placa adaptada de las técnicas propuestas por Masoko
et al. (2005); Gabrielson et al. (2002). Para esto se usaron placas de poliestireno de 96 pozos. El
procedimiento inicio colocando 100 pul de medio liquido sabouraud en cada pozo de la placa,
posteriormente cada grupo de polifenoles se prepar6 a una concentracion de 2 000 mg L*
utilizando etanol como solvente, posteriormente se colocaron 100 ul de los polifenoles
preparados a 2 000 mg L en la columna cuatro, se mezclaron y se volvi6 a tomar 100 pl y se
transfirieron a la siguiente columna y asi sucesivamente realizando diluciones seriadas al 50%
hasta la columna 12, teniendo como resultado concentraciones de 1 000 mg L, 500 mg L™, 250
mgL? 125mgL? 625mgL? 31.2mgL? 156 mgL?t, 7.8 mg Lty 3.9 mgL? el siguiente
paso fue agregar 40 pul de 2,3,5- cloruro de trifeniltetrazolio como revelador de crecimiento a
todos los pozos; finalmente a partir de la columna dos se colocd una solucion de esporas de F.
oxysporum y F. solani a una concentracion de 1x108,

Cada placa se considerd una repeticion, y se realizaron tres repeticiones por tratamiento, se
incubaron a 28 °C por 48 h y finalmente se realiz6 una lectura de absorbancia a 490 nm en
espectrofotometro. Se considero crecimiento positivo del hongo a los tratamientos donde el pozo
presentd un color rosado y negativo a los que no presentaron ningun color, ademas de sus
respectivos valores de absorbancia. El porcentaje de inhibicion se calculé adaptando la formula
propuesta por Moreno-Limon et al. (2011), considerando que el porcentaje de inhibicion es el
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inverso del porcentaje de crecimiento. Porcentaje de crecimiento= (A-B)/C(100). Donde: A=
absorbancia de tratamiento, B= absorbancia del testigo negativo, C= absorbancia del testigo
positivo. Porcentaje de inhibicion= 100 - porcentaje de crecimiento.

Anadlisis estadistico

Los experimentos fueron establecidos bajo un disefio de bloques completamente al azar con tres
repeticiones. Se realizd un anélisis Probit para determinar la concentracién inhibitoria (Clso) de
cada grupo de polifenoles, posteriormente se realiz6 un andlisis de varianza con las concentraciones
inhibitorias (Clso) y se compararon las medias de los tratamientos utilizando la prueba de rango
multiple de Tukey (a< 0.05).

Resultados y discusion

Fitoquimicos presentes en los extractos vegetales, caracterizados mediante cromatografia de
liquidos de fase inversa (HPLC)

Dentro de los resultados obtenidos por HPLC se pueden observar con mayor frecuencia la presencia
de compuestos de la familia de flavonas, acido hidroxicindmico y antocianinas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Grupos de polifenoles detectados en los extractos de tres fuentes vegetales mediante la
tecnologia de cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a la espectrometria de
masas (HPLC-MS).

Extrgc_to Masa Tlemp(_),de Compuesto Familia
etandlico retencién
Sorghum 341 2.856 3,4-DHPEA-EA Tirosol
bicolor 1.8
etanol 70% )
3409  3.652 Glucosa Caffey Acido
Hidroxicinamico
304.7 9431 (+)-Galocatequina Catequina
304.8 23.776 (-)-Epigalocatequina Catequina
2529 26.878 7,4’-Dihidroxiflavona Flavonas
268.8  44.509 7,3’,4’-Trihidroxiflavona Flavonas
564.1 54.302 Pelargonidin 3-O-sambubioside Antocianinas
540.1 55.293 Oleuropeina (posibilidad) Tirosol
566.1 55.731 Floretina 2°-O-xilosil-glucosido Dihidrocalcones
325  56.896 Glucosa p-Coumaroil Acido
) Hidroxicinamico
Moringa 304.2  18.67 Acido 1-cafeoilquinico Acidos
oleifera 1:16 Hidroxicindmicos
etanol 70% ) )
304.1 19.22 Acido 3-cafeoilquinico Acidos

Hidroxicinamicos

1420



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol.12 nim. 8 12 de noviembre - 31 de diciembre, 2021

EXtrf"l(.:to Masa Tlemp(_),de Compuesto Familia
etandlico retencion
341 2.28 Acido tartarico p-coumaroil Acidos
Hidroxicinamicos
564.2  25.48 Quercetina 3-O-galactosida Acidos
Hidroxicinamicos
310 32.82 Quercetina 3-O-glucosido Flavonol
310 32.82 Quercetina 4’-O-glucosida Flavonol
755 35.29 Peonidina 3-O-(6"-acetil- Flavonol
galactosida)
755 36.5 Peonidina 3-O-(6"-acetil- Antocianinas
glucosida)
252.8  28.43 Delfinidina 3-O-galactosida Antocianinas
540.1 51.35 Bisdemetoxicurcumina Curcuminoides
Ligustrum  592.8  30.55 Apigenin 6,8-di-C-glucoside Flavonas
lucidum 1:16
etanol 70%
3109  32.95 Acido Cefeoil tartarico Acidos
Hidroxicindmicos
755 34.67  Quercetina 3-O-ramnosil-ramnosil- Flavonas
glucdésido
3469  39.28 5-Heptadecilresorcinol Alquifenoles

Identificacién y caracterizacion molecular de los aislados de hongos fitopatégenos

La cepa de Macrophomina desarrollo colonias con las caracteristicas de crecimiento micelial
denso, de aspecto velloso, al inicio de color gris oscuro y posteriormente se torné de color negro.
La colonia desarrollo microesclerocios, estas caracteristicas fueron similares a las de M. phaseolina
Santos-Mier et al. (2015). Para el aislado fungico analizado por PCR, se logré la amplificacion de
fragmentos de un tamafo de 350 pb esto confirma que la cepa pertenece a la especie de M.
phaseolina, dado que los indicadores MpKF1 y MpKR1son especificos para esta especie de hongo.

De acuerdo con Babu et al. (2007) las secuencias de ADN obtenidas con los iniciadores especificos
MpKFI y MpKRI pueden ser utilizadas para identificar de forma rapida, selectiva y especifica el
hongo M. phaseolina. De manera similar, Zhang et al. (2011); Sanchez et al. (2013) usaron
iniciadores especificos MpKFI y MpKRI para identificacion y deteccion de aislados de M.
phaseolina en fresa y frijol mungo (Vigna radiata L.), respectivamente (Figura 1a). Para la
identificacion y discriminacion de F. solani se uso el set de primers TEFFs4, para ampliar el gen
TEF-1a, mostrando un producto de 658 pb (Figura 1b) como lo report6 Arif et al. (2012).

Finalmente, para la identificacion de las razas patogénicas 0, 1B/C, 5y 6 de Fusarium oxysporum
f. sp. ciceris por la técnica de RAPD se utilizaron siete oligonucledtidos especificos denominados
OPFy OPI (Jiménez-Gasco, 2001). Se examinaron todas las muestras aisladas y se evallo el patron
de bandeo. Solamente en una muestra se observo un producto de amplificacion a 900 pb con el
primer OPF-10 (Figura 1c), este producto corresponde a la raza 5 de acuerdo con lo previamente
reportado por Del Mar Jiménez et al. (2001).
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b)

900 pb
658 p

350 pb

Figura 1. Identificacion de los patégenos: a) M. phaseolina (350 pb); b) F. solani (658 pb); y c) F.
oxysporum f. sp. ciceris (900 pb). Productos de amplificacidn separados en un gel de agarosa
1% y tefiido con Nucleic acid gel stain (Invitrogen).

Los resultados de otros estudios han demostrado que en el lugar donde se realizaron los
aislamientos se han logrado identificar diferentes razas en diferentes areas de muestreo (Arvayo-
Ortiz et al., 2011). Por lo tanto, los resultados obtenidos por nuestro equipo de trabajo son
consistentes con estos hallazgos.

Actividad antifingica de extractos vegetales contra M. phaseolina por el método de medio
envenenado

El efecto de los polifenoles de diferentes fuentes vegetales sobre el crecimiento del hongo M.
phaseolina se observan en la Figura 2. Como puede apreciarse los polifenoles de L. lucidum y S.
bicolor mostraron total inhibicion sobre el crecimiento micelial del hongo a partir de 300 ppm,
mientras que los polifenoles de M. oleifera a la misma concentracion logro inhibir el 94.5% del
crecimiento micelial. Las Clso fueron desde 53.65 ppm M. oleifera hasta 78.09 ppm S. bicolor.

M. phaseolina

== Ligustrum lucidum

=@~ sSorghum bicolor

% de Inhibicién

=¥~ Moringa oleifera

0 T T T T T 1

0 100 200 300 400 500 600
ppm

Figura 2. Porcentaje de inhibicion de polifenoles obtenidos por extractos etandlicos de fuentes
vegetales sobre M. phaseolina.
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Todos los polifenoles mostraron inhibicion del crecimiento del hongo, con diferencias
significativas respecto al tratamiento control. Los porcentajes de inhibicion obtenidos en este
trabajo fueron superiores a los reportados por Abreu et al. (2015) quienes en su investigacion
lograron obtener una inhibicion de 60% utilizando extractos etandlicos de paraiso (Melia
azedarach L), moringa (Moringa oleifera) y nim (Azadirachta indica A. Juss) contra
Macrophomina phaseolina, mientras que en el presente trabajo se obtuvo una inhibicion de 100%,
utilizando polifenoles separados por cromatografia de columna.

Los alcaloides tienen un papel importante en las estrategias defensivas de las plantas frente a
patdgeno, como la reparacion de dafios por el sistema antioxidante (Matsuura et al., 2017) vy el
establecimiento de barreras defensivas de naturaleza bioquimica (Zacarés, 2008). Ademas, al ser
en ocasiones inducidos a través de la ruta de sefializacion del jasmonato (Matsuura et al., 2017), lo
cual explicaria el efecto positivo de los tratamientos en el control de Macrophomina.

La obtencion de resultados positivos de este trabajo se asocia a la técnica de obtencion de los
polifenoles debido a que es una técnica en la cual se muestran buenos rendimientos en cortos
periodos y a bajas temperaturas mostrando un proceso de hidratacion que favorece la extraccion de
ciertas sustancias, ya que el ultrasonido hidrata la laminilla (presente en las membranas de células
vegetales) y una vez desintegrada la laminilla, las células vegetales quedan expuestas al proceso
de extraccion del solvente (Toma et al., 2001).

Actividad antifungica de extractos vegetales contra F. oxysporum f. sp. ciceris por el método
de microdilucién en placa

La actividad antifangica de los polifenoles seleccionados de Ligustrum lucidum (hojas), Moringa
oleifera (hojas) y Sorghum bicolor (granos) fueron probados contra Fusarium oxysporum f. sp.
ciceris (Figura 3). Los resultados mostraron que los tres grupos de polifenoles utilizados inhiben
el crecimiento del patdégeno entre 60 y 85% a 1 000 ppm. De igual forma, los tres grupos de
polifenoles a concentraciones bajas no presentaron inhibicion del crecimiento del patdégeno, cabe
resaltar que los polifenoles de Ligustrum lucidum fueron los que mostraron el porcentaje de
inhibicion mas alto con 83.63%, seguido y con una diferencia minima del grupo de polifenoles de
Moringa oleifera con 82.86%, mientras que Sorghum bicolor solo inhibi6 68.3%.
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion de polifenoles de diferentes fuentes vegetales contra Fusarium
oxysporum f. sp. Ciceris.
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Los porcentajes de inhibicién fungica obtenidos en el presente estudio usando grupos de
polifenoles fueron superiores a los reportados por Dwivedi y Sangeeta (2015), segun sus resultados
el extracto de Moringa oleifera, Tinospora cardiofolia y Cymbopogon citratus contra Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris alcanzan una inhibicion de 60.29%, de igual forma los resultados
reportados por Chandra y Singh (2005) con diferentes extractos de plantas con los cuales solo
alcanzd 65% de inhibicion de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris. El analisis de varianza mostro
diferencias significativas entre la Clso de los tres grupos de polifenoles siendo aquellos obtenidos
de Ligustrum lucidum los que promovieron la Clso mas baja y estadisticamente el mejor de los tres
extractos con 492.02 ppm (Cuadro 3).

Cuadro. 3. Concentracion inhibitoria al 50% (Clso) de polifenoles obtenidos de diversas fuentes
vegetales para la inhibicion de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris

Fuente vegetal Clso gl F p-valor
Sorghum bicolor 628.82 a 3 82629272.98 <0.0001
Moringa oleifera 502.22 b

Ligustrum lucidum 491.99 c

CV=0.01. Valores con la misma letra, son estadisticamente iguales (Tukey 0.05); DMS= 0.13829.

Actividad antifungica de polifenoles de diferentes vegetales contra F. solani por el método de
microdilucion en placa

Se determino el efecto de los grupos de polifenoles sobre Fusarium solani mediante el porcentaje
de inhibicion. En el andlisis de varianza de la concentracion inhibitoria muestra diferencias
significativas entre los tratamientos, siendo el extracto de Ligustrum lucidum el que mostro la Clso
mas baja (Cuadro 4). Los polifenoles de extractos etanolicos de Ligustrum lucidum, Moringa
oleifera y Sorghum bicolor inhibieron 100% del crecimiento de Fusarium solani en la
concentracion de 1 000 ppm, el resto de las concentraciones siguieron mostrando inhibicion siendo
las mas relevantes los polifenoles de Ligustrum lucidum.

Cuadro. 4. Concentracion inhibitoria al 50% (Clso) de polifenoles de diferentes fuentes vegetales
para la inhibicion de Fusarium solani.

Fuente vegetal Clso gl F p-valor
Sorghum bicolor 94.97 a 3 1574972.8 <0.0001
Moringa oleifera 78.03 b

Ligustrum lucidum 5422 c

CV=0.08. Valores con la misma letra, son estadisticamente iguales (Tukey 0.05). DMS= 0.12876.

Lo anterior, es relevante si se considera que hay productos quimicos que se aplican una o mas veces
por semana y no logran estos resultados, incluso en condiciones de laboratorio no logran inhibir al
100% el crecimiento del micelio, tal como lo reportan Yossen y Conles (2016) que, en su trabajo
con moléculas comerciales, alcanzan una inhibicién de entre 60 y 97%. Resultados similares al
nuestro sobre Fusarium spp. (Figura 4) fueron reportados por Duarte et al. (2013), quienes con
aceites esenciales de Piper aduncum subsp. ossanum y Piper aurintum inhiben totalmente el
crecimiento de este hongo. Por otra parte, Zaker (2014) concluyd que el extracto etandlico de hojas
de Artemisia annua es capaz de inhibir el crecimiento de F. solani.
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Figura 4. Porcentaje de inhibicion de polifenoles de diferentes fuentes vegetales contra F. solani.
Conclusiones

Los polifenoles de trueno (Ligustrum lucidum), moringa (Moringa oleifera) y sorgo (Sorgum
bicolor) obtenidos por extraccion asistida media ultrasonido-microonda fueron efectivos para
inhibir el crecimiento de M. phaseolina y F. solani al 100%, mientras que para la inhibicion de
Fusarium oxysporum f.sp. ciceris los polifenoles de Ligustrum lucidum fueron los de mayor
efectividad y la concentracion inhibitoria (Clso) mas baja 491.99 ppm. De igual manera se concluye
que los polifenoles de Ligustrum lucidum logran inhibir el crecimiento de los fitopatdgenos
evaluados, a concentraciones méas bajas que las otras fuentes de extraccion. Este es el primer reporte
de Ligustrum lucidum utilizado para el control de enfermedades de plantas.
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