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RESUMEN

En esta investigacion se analiza la inhibicion del desarrollo de hongos fitopatégenos en medio liquido
para determinar posibles mecanismos de accion de la actividad antiftingica in vitro de extractos de
muérdago. Esto permitira obtener conocimiento que coadyuvara al planteamiento de sistemas de apro-
vechamiento del muérdago que es considerada una planta parasita dificil de erradicar y que afecta de
manera considerable especies vegetales del Area Natural Protegida del Cerro del Palenque de Purisima
del Rincon Gto. Se evaluard el desarrollo in vitro en medio liquido de los fitopatégenos por medio de
la produccién de biomas. Posteriormente se realizara la extraccion de material genético para evaluar la
expresion de genes. Con el conocimiento generado sobre los mecanismos de accion de la actividad anti-
fingica del muérdago se podran plantear sistemas de aprovechamiento que pueden ayudar a establecer
estrategias para optimizar su control, ddndole un valor agregado, asi como también se plantearan estra-
tegias para el control de fitopatdgenos utilizando metabolitos secundarios de plantas considerados como una
alternativa amigable y sin riesgos al medio ambiente.

ABSTRACT

In this research, the inhibition of the development of phytopathogenic fungi in a liquid medium is
analyzed to determine possible mechanisms of action of the in vitro antifungal activity of mistletoe ex-
tracts. This will allow obtaining knowledge that will contribute to the approach of systems for the use of
mistletoe, which is considered a parasitic plant that is difficult to eradicate and that considerably affects
plant species of the Protected Natural Area of Cerro del Palenque in Purisima del Rincén Gto. The in
vitro development in liquid medium of the phytopathogens will be evaluated through the production of
biomass. Subsequently, the extraction of genetic material will be carried out to evaluate the expression
of genes. With the knowledge generated about the mechanisms of action of the antifungal activity of
mistletoe, utilization systems can be proposed that can help establish strategies for its control, in addition
to optimizing its control, as well as strategies for the control of phytopathogens. using secondary plant
metabolites considered as a friendly alternative without risks to the environment.
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I. INTRODUCCION

El muérdago (Psittacanthus calyculatus) es una planta hemi-
parasita que crece y se desarrolla sobre varias especies de ar-
boles frutales y forestales en el centro y sur de México(Azpei- tia
& Lara, 2006). Por los impactos que ocasiona el muérdagoa
diversas especies forestales y frutales, es considerada como
plaga, pues parasita algunas especies como encino (Quercus
spp.), huizache (Acacia spp), mezquite (Prosopis spp), espe-
cies presentes en el Area Natural Protegida del Cerro del Pa-
lente (De acuerdo a lo establecido en la 11a sesién ordinaria
del Comité de Area Natural Protegida Cerro del Palenque
(DRN. Direccién de Recursos Naturales, 2017)).

Se ha determinado de manera experimental que esta es-
pecie de muérdago contiene grupos funcionales correspon-
dientes a hidroxilos fendlicos, flavonoides, monosacaridos,
antocianinas, flavonas, flavonoles e isoflavonas (Rodriguez
Acosta, 2013). La mayoria de estos compuestos presentan
propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antimicrobia-
nas, anticancerigena, quelante de metales y antioxidante
(Kabera et al.,, 2014; Moustapha et al., 2011). Debido a sus
componentes hacen que esta especie de muérdago pueda ser
una fuente importante de compuestos que le confieren acti-
vidad antimicrobiana la cual se ha probado en microorganis-
mos patégenos al humano (Jacobo-Salcedo et al., 2011). El
desarrollo de productos antiftingicos de origen natural para
la agricultura es una excelente alternativa para sustituir los
fungicidas quimicos tradicionales los cuales presentan severos
dafios al medio ambiente y a la salud del consumidor.

Actualmente la informacién sobre la capacidad antifin-
gica de P. calyculatus sobre fitopatdgenos es practicamente
nula, sin embargo, ya se cuentan con estudios preliminares en el
laboratorio del Instituto Tecnol6gico Superior de Purisima
del Rincon donde se han obtenido resultados positivos que
confirman que algunos extractos del muérdago tienen activi-
dad antifingica, en medio liquido, ante la inhibicién in vitro
del diferentes fitopatogenos, es por eso que el planteamiento
de este proyecto es para obtener mas evidencias para validar
las estas propiedades.

Il. METODOLOGIA

Obtencion de muestras de muérdago. El muérdago sera
obtenido del Area Natural Protegida del Cerro del Palenque,
con ayuda de la Direccion de Ecologia de Purisima del Rin-
con Gto,
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Fitopatégeno de estudio. Se trabajé Colletotrichum
gloeosporioides, aislado de frutos de aguacate con sintomas
de antracnosis, aislado de trabajos previos (L. A. Xoca-Oroz-
co et al,, 2018; L.-A. Xoca-Orozco et al., 2017), Fusarium
spp., y Penicillium spp aislados de frutos de uva.

Preparacion de muestras de muérdago. Se realiz6 una
separacion de hojas, tallos y flores, se realizara el pesadode
las hojas. Posteriormente se llevara a un proceso de seca-do
a temperatura de 70 °C hasta peso constante. Una vez seca
las muestras fueron trituradas hasta tener un polvo finoque
pase por un tamiz 0.25mm para una mayor superficie de
contacto. Las muestras se mantuvieron en congelacion -20°C
hasta su uso.

Obtencion de extractos. Se realizaron dos tipos de ex-
tracciones:

Extracto acuoso: 100 g de muestra fueron sometidos
a agitacion en 400 ml agua destilada estéril a temperatura
ambiente durante 24 h, se filtraron en un embudo Buchner
con papel filtro Whatman No.1 y finalmente se eliminara el
disolvente en atmosfera reducida durante 60 min a 45°C. Los
extractos se almacenaran a 4°C, en la oscuridad (Masangwa
etal, 2013).

Extracto metanol/acetona/agua: Se realizd con metanol
acidificado (8 mL * L-1 HCL) - agua (50-50 v/v) en una pro-
porcion de 50 mL * g-1 de muestra, para lavar durante 60
min a temperatura ambiente. Luego, la suspension se cen-
trifugé a 3000 g (15 min, 25°C). Se separaron las fases y se
retiene el sobrenadante. El precipitado se le adiciond aceto-
na-agua (70:30 v/v) (50 ml * g-1 de muestra) durante 60 min
y se centrifugé en las mismas condiciones, se combinan los
sobrenadantes de lavado de cada ronda. Posteriormente se
eliminaron los disolventes en atmdsfera reducida durante 60
min a 45°C. Los extractos se almacenaron a 4°C, en la oscu-
ridad (Saura-Calixto et al., 2007).

Cuantificacion compuestos fenélicos. Para evaluar la efi-
ciencia en la extraccién se determiné el contenido de feno-
les totales utilizando el ensayo Folin-Ciocalteu. Para esto se
utilizé un volumen de 250 puL del extracto o estandar (acido
galico) se hizo reaccionar con 1000 pL de solucién de carbo-
nato de sodio [75 g/L]; después de 5 minutos de reaccidn,
se adicionaron 1250 pL del reactivo Folin-Ciocalteu [100
mL/L] y la mezcla se agité usando un vortex. La reaccién fue
incubada en oscuridad a 50°C por 15 min. La absorbancia fue
medida a 750 nm. Los resultados fueron expresados en mg-
equivalentes de acido galico por gramo de extracto en base
seca (EAG; mg/ g extracto bs) y se calcularon a partir deuna
curva estandar en un rango de concentracion de 0.0125 a
0.2 mg/mL (Figura 1) (L. A. Xoca-Orozco etal., 2018).

- Volumen 2, Niimero 1, Diciembre 2022 -



Curva patrén para compuestos fendlicos totales.

y = 0.0048x + 0.1022
R?=0.9909

Nota: Fuente propia

Evaluacion de la actividad antifingica. Por cada uno de
los diferentes extractos se utilizaron 3 concentraciones 100%,
50% y 10% p/v. Los extractos fueron mezclados en medio
liquido (Caldo de papa dextrosa) (PDC). Los tratamientos
fueron inoculados con una suspensién de esporas 5x106 es-
poras mL-1. Los tratamientos se mantuvieron en agitacion a
140 rpm en un shaker a 262C, tomando muestras de 15ml en
los tiempos 0, 18, 21, 24, 41, 44 y 47h para cada uno de los
tratamientos. Las muestras fueron filtradas a vacio en papel
filtro de 0.8 pm; a los papeles filtro se les aplico un tratamien- to
térmico de 1hr a 60°C para mantener un peso constante.
Cada tratamiento se realizo por triplicado.

Il. RESULTADOS

Para la determinacién de la concentracién de cada extracto
se realiz6 por diferencia de peso, para la cual se utilizé una
caja Petri la cual fue sometida a un tratamiento de calor, para
mantener su peso constante, luego se afiadieron 10 mL por
caja y por cada extracto, se mantuvieron dentro del horno
por 24 h a 60 °C para asegurar la evaporacion de los solven-
tes. Las concentraciones obtenidas de los extractos fueron de
0.00862 g/mL para el extracto metanol/acetona y 0.0307 g/
mL para el extracto acuoso. De acuerdo con la curva patrén,
se obtuvieron la concentraciéon de CFT (Cuantificacién de
Fenoles Totales) para ambos extractos en diferentes dilucio-
nes (Tabla 1)

Concentraciones de CFT

Concentracion

Extractos mg/ g extracto
EM 1:100 1.4182 274.1667
EM 1:1000 0.3388 49.2917
EA 1:50 0.3783 57.5208
EA 1:100 0.2624 33.3750
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Observando los datos del EM (Extracto Metanol/Aceto-
na) 1:1000, EA (Extracto Acuoso) 1:50 y EA 1:100 la concen-
tracion de Fenoles totales es muy similar, sin embargo, debido
a la dilucién se presenta una mayor cantidad de compuestos
en los EM. En cuanto a la cuantificacion de flavonoides tota-
les se presentan en la Tabla 2.

Concentracién de flavonoides totales de extractos de muérdago

concentraciéon
mgl/g
extracto
EM 1:100 0.0509 0.00711
EAH 1:100 0.0441 0.00213
EAF 1:100 0.0472 000440

De acuerdo con los valores obtenidos de flavonoides tota-
les, el extracto Metanol-Acetona presenta una mayor concen-
tracion respecto a los extractos acuosos; sin embargo, los EAF
(Extracto acuoso del Flor de muérdago) presentan una ligera
diferencia estando el por encima del EAH (Extracto acuoso
de Hoja). Posteriormente a la cuantificacion de CFT y FT
se determinaron las condiciones ideales para el crecimiento
de las especies fungicas para lo cual se utilizé Caldo de papa
con dextrosa (PDL) como fuente de carbono, ajustando su pH
a 3 con &cido tartarico, obteniendo la curva de crecimiento

A) Curva de crecimiento para C. gloeosporioides B) Curva de crecimiento para

Fusarium sp
Curva de crecimiento Fusarium sp n
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Nota: Fuente propia

A partir de los datos obtenidos se observé que en la fase
exponencial para los hongos se encontraba entre las 20 y 45 h
marcando un rango para la aplicacion de los tratamientos de
inhibicion con los extractos.
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Tratamientos para actividad antifingica de Penicillum spp.
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Nota: Fuente propia

Los resultados obtenidos para Penicillum spp (Figura 3)
muestran una disminucion en el crecimiento con el extracto.
Para el tratamiento con el 20% EM se redujo el crecimiento
enun 55% y para el tratamiento con el 10% EM se redujo el
crecimiento en un 65% con respecto al crecimiento del con-
trol (+), ademas durante el tratamiento hubo una contamina-
cién del control (-) ya que se present6 un aumento en masa
durante el ensayo.

Al finalizar el ensayo se tomd 1 ml en tubos eppendorf
estériles, los cuales se centrifugaron a 4000G por 10 min para
retirar la mayor cantidad del medio y retener las esporas de
la cepa de Penicillium después se agregaron 100 L de agua
destilada, esto se realizé cada grupo de los tratamientos de-
terminar la actividad del extracto. Posteriormente se inocu-
laron en medio solido PDA afiadiendo 50 uL de cada grupo
y se observo el crecimiento por 10 dias, determinando que la
actividad de los extractos es fungistaticos debido a que el
crecimiento continuo después del ensayo, lo cual indico que
es necesario la presencia del extracto para que se lleve a cabo
la inhibicién.

Crecimiento de C. gloeosporioides en PDA.

Nota: Fuente propia
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Para determinar la concentracién adecuada de EA para la
inhibicion de C. gloeosporioides se realizé una cinéticaen
PDA aplicando 5 concentraciones (0.5, 0.3, 0.1, 0.05 y
0.0125 ml/L) del EM durante 12 dias, encontrando que el
tratamiento con la concentracién de 0.0125 ml/L inhi-
biendo el 86% en el dia 1y 33% en el dia 12 de acuerdo
con el crecimiento sin tratamiento del hongo (Figura 4).
A partir de los resultados obtenidos de la cinética en PDA
se determinaron las condiciones para realizar la cinética
en PDL. La inhibicion presentada por el EA hasta el dia
16 fue de 3.85% de acuerdo con el control (+) (Figura 5).

Crecimiento de C. gloeosporioides en PDL.

=-CONTROL > TRATAMIENTO

mg

0 i 1 [ W 12 1 )

Nota: Fuente propia

N. CONCLUSIONES

Psittacanthus calyculatus recolectado de arboles de mezqui-
te del palenque tiene la capacidad de inhibir fitopatégenos
como C. gloeosporioides, Fusarium spp y Penicillium spp de
manera efectiva, exhibiendo que su actividad antifiingica y es
muy prometedora para su uso como agente antimicrobiano.
Este trabajo apoya aun mas los usos de P. calyculatus como
funguicida de algunos fitopatégenos.

Los rendimientos los extractos presenta mejores resulta-
dos para el EM ya que se requiere menos cantidad para llevar
a cabo la inhibicién de los hongos fitopatégenos, sin embargo,
la utilizacién de solventes representa una desventaja para su
reutilizacion ya que el metanol y la acetona quedan mezcla-
dos, lo cual agrega una etapa mas al proceso para poder se-
pararlos y reutilizarlos. El extracto aplicado en PDA tiene un
mayor efecto en comparacion con el PDL. Actualmente se si-
gue trabajando en la aplicacién de diferentes tratamientos de
extractos de muérdago a diferentes concentraciones en PDL.
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