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RESUMEN

El hongo Fusarium oxysporum Schltdl. (Ascomycetes) es causante de enfermedades en la fresa.
Los fungicidas sintéticos son las principales herramientas para su control; sin embargo, éstos
causan severos danos al medio ambiente. Una alternativa es el uso de compuestos de origen
botanico con actividad antifiingica. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de ex-
tracto de Argemone ochroleuca Sweet (Papaveraceae) contra F. oxysporum en condiciones in vitro.
Se recolectaron plantas de fresa con sintomas caracteristicos de secadera; los hongos aislados
se purificaron y caracterizaron morfolégica y molecularmente. La inhibicién del crecimiento se
evalu6 utilizando tres concentraciones del extracto de A. ochroleuca (13, 23 y 31%). Los aislados
obtenidos se identificaron como F. oxysporum. La inhibicion del crecimiento fue de 66% al noveno
dia, con extracto a 13%, mientras que las concentraciones de 23 y 31% inhibieron en su totalidad

el crecimiento a partir del tercer dia de evaluacion.
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ABSTRACT

The fungus Fusarium oxysporum Schltdl. (Ascomycetes) causes strawberry diseases. Synthetic
fungicides are primarily used for their control; however, these fungicides have a negative im-
pacts on the environment. An alternative control strategy is the use of antifungal compounds
of botanical origin. The objective of this study was to evaluate extracts of Argemone ochroleuca
Sweet (Papaveraceae) on F. oxysporum viability under in vitro conditions. Strawberry plants
with characteristic foliar disease symptoms were collected, the isolated fungi were purified
and characterized both morphologically and molecularly. Growth inhibition was evaluated
using three concentrations of the extract (13, 23, and 31%). The isolates were identified as F.
oxysporum. Their growth inhibition was by 66% on the ninth day using 13% of the extract,
whereas the 23 and 31% concentrations inhibited the growth of F. oxysporum entirely on the

third day of evaluation.
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INTRODUCCION

La fresa (Fragaria ananassa (Duchesne ex Weston)
Duchesne ex Rozier, Rosaceae) es el cultivo de frutillas
mas importante en México, en términos economicos.
Este pais es el cuarto productor a nivel mundial, con
458,972 toneladas anuales, lo que representa 4.08%
del total global (FAOSTAT 2018). A nivel nacional,
Michoacan, Baja California y Guanajuato son las
entidades de mayor produccién, al aportar mas de
96% (379,552 ton/ano) (SIAP 2018). Cabe sehalar que
el cultivo de fresa presenta diversas enfermedades
causadas por microorganismos, principalmente por
infeccion con hongos, como la mancha foliar (Alternaria
alternata (Fries) Keissler), la antracnosis (Colletotrichum
fragariae Brooks y C. acutatum Simmonds) y la
pudriciéon de las raices negras (Fusarium sp.,
Verticillium sp. y Rhizoctonia sp.) (Chidichima et al.
2018; Barcenas-Santana et al. 2019).

En este sentido, el ataque de ciertos hongos,
como Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Verticillium sp., y
Phytophthora sp., agentes causantes de la enfermedad
conocida como “secadera”, asi como otras en-
fermedades coronarias y de raiz asociadas a estos
microorganismos, se consideran un grave problema
para la produccién agricola de la fresa, ya que les
generan pérdidas econdmicas a los productores (De
los Santos et al. 2003).

Entre el complejo de hongos causantes de la
“secadera”, Fusarium oxysporum f. sp. fragariae (Fof) es
el de mayor importancia, por su amplia distribucion,
asi como por la susceptibilidad de las variedades
de fresa, la magnitud de los dafos ocasionados y
la presencia activa durante todo el ciclo de cultivo,
tanto en vivero como en plantaciones comerciales,
lo que provoca una disminucion considerable en el
rendimiento y genera enormes pérdidas econdmicas
a los productores (Ceja-Torres et al. 2008).

La presencia de F. oxysporum y la alta con-
taminacion por insumos agricolas en los suelos
ocasionan que la productividad del cultivo sea
altamente inestable entre afios y localidades
(Ledn-Lopez et al. 2014). Desde la década de 1990,
este hongo es el mas frecuente, pues se presenta
desde etapas tempranas del cultivo (trasplante) y
causa pérdidas mayores a 50%, equivalente a 7.5 ton
ha' (Castro y Davalos 1990); esta situacidn persiste,
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ya que Mariscal-Amaro et al. (2017) reportan que la
frecuencia de esta especie en el cultivo de fresa en
Guanajuato fue de 54% en el ciclo PV/2014 y de 60%
en el ciclo PV/2015.

Para controlar este patégeno, se utilizan
fungicidas sintéticos, como el bromuro de metilo,
de amplio espectro y el cual se aplicaba en el suelo
como parte de la preparacion antes de la siembra
de la fresa, cuyo uso, sin embargo, se ha prohibido,
debido a las restricciones establecidas por las re-
gulaciones internacionales, por considerarse que
dafia la capa de ozono (Ajwa et al. 2003). Otros
productos quimicos utilizados son la cloropicrina
(Pic) y el 1,3-dicloropropeno (1,3-D) (Lopez-Medina
et al. 2007; Zhang et al. 2019), los cuales, de acuerdo
con el Registro Sanitario de Plaguicidas, Nutrientes
Vegetales y LMR de México, cuentan con la categoria
toxicoldgica Iy IV, respectivamente (COFEPRIS 2020).

Sin embargo, el control basado en fungicidas
quimicos implica el desarrollo de resistencia de los
patégenos, asi como problemas ambientales y el
impacto de los residuos sobre organismos benéficos,
lo que representa un riesgo tanto para la sanidad del
suelo, como para la salud de los consumidores de
fresa (Pedraza et al. 2010; Tortora et al. 2012).

Esto
productos, basados en metabolitos secundarios de

evidencia la necesidad de nuevos
plantas, que sean utilizados en distintas estrategias
de control (Mdee et al. 2009); dentro de éstos se
encuentran los extractos botanicos, que pueden
emplear especies del género Argemone (Sharma et al.
2017) para el control de plagas y enfermedades en el
sector agricola (Hernandez-Ruiz et al. 2020; Gerwick
y Sparks 2014; Gahukar 2016). Los metabolitos
poseen diversas caracteristicas que los convierten
en una opcién viable de control, dado que poseen
actividad bioldgica en contra de patdégenos agricolas
como hongos, bacterias y virus; son biodegradables,
por lo que no afectan al equilibrio ambiental; no
tienen restricciones toxicologicas y reducen costos
de produccion (Isman y Seffrin 2014). Al menos 45
alcaloides bencilisoquinolinicos son sintetizados en
los diversos érganos de la planta y tienen capacidad
de inhibir el crecimiento de bacterias, hongos y virus,
principalmente protopinas, benzofenantridinas y
protoberberinas (Brahmachari et al. 2013; Roberts y
Wink 1998).
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Plantas del género Argemone se han evaluado para
el control de plagas y enfermedades, esto incluye su in-
corporacion al suelo, donde inhibieron la esporulacion
y crecimiento de cinco hongos Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goid, Fusarium oxysporum Schltdl., Rhizoctonia
solani Kuhn, Phyllosticta phaseolina Sacc., y Sclerotium
rolfsii Sacc. (Rizvi et al. 2012). Extractos acuosos de raiz
y partes vegetativas mostraron efectos tdxicos para
el control de nematodos como Meloidogyne incognita
(Kofoid & White) y M. javanica (Treub) Chitwood en
cultivos de soya (Glycine max (L.) Merr.) y berenjena
(Solanum melongena L.) (Gahukar 2016). En gusano
cogollero (Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)), extractos
de Argemone ochroleuca Sweet causan reduccion en
la alimentacién y crecimiento de las larvas, asi como
aumento de la mortalidad en 10% (Martinez et al. 2017).
Se reporta que alcaloides terciarios y cuaternarios
aislados de A. ochroleuca inhiben completamente la
germinacion de esporas de Fusarium udum E.J. Butler y
Helminthosporium sp., a una concentracion de 200 ppm,
y de Alternata alternata (Fr.) Keissl. y Colletotrichum
musae (Berk. & M.A. Curtis) Arx a 600 y 800 ppm, res-
pectivamente (Singh et al. 2010). Por lo anterior, el
objetivo de la presente investigacion fue llevar a cabo
pruebas preliminares de inhibicién del crecimiento in
vitro de F. oxysporum con extracto de A. ochroleuca.

MATERIALES Y METODOS
Caracterizacion morfolégica y molecular del hongo

Durante el ciclo agricola primavera-verano de 2017, se
recolectaron 10 plantas de fresa del cultivar Camino
Real, con sintomas caracteristicos de secadera de la
fresa (marchitez, enanismo y clorosis), en parcelas de
tres localidades de Irapuato, Guanajuato, México. Los
hongos aislados se purificaron mediante la técnica de
cultivos monosporicos y por punta de hifa en medio
Papa-Dextrosa-Agar (PDA, BD Bioxon®), 39 g L en
agua destilada con la adiciéon de 0.25% de acido lactico.
De cada planta del tejido de raiz se obtuvieron cuatro
aislados puros.

Para la clasificaciéon del género Fusarium se
observo el crecimiento micelial y la pigmentacion
del medio de cultivo, y, mediante preparaciones
temporales, la caracterizaciéon de microconidos, ma-

croconidios y clamidosporas. Las caracteristicas
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culturales y morfologicas se compararon con las des-
cripciones de Nelson et al. (1983). Se selecciond un
aislado de cada localidad y se sembro6 en medio Papa-
Dextrosa-Agar (PDA, BD Bioxon®), 20 g L en agua
destilada. Los aislados seleccionados se emplearon
para la identificacion molecular mediante la am-
plificacion de la regién espaciadora transcrita (ITS).
La extraccion de ADN de cada aislado se efectud
mediante el protocolo de Dellaporta et al. (1983),
con la adaptacion del buffer de extraccion (100 mM
Tris-HCI pH:8.0; 50 mM EDTA pH:8.0; 500 mM N aCl;
1.25% SDS; 0.38 g NaHSO3 por cada 100 ml de buffer).
Para la PCR se uso6 el oligonucleétido sentido ITS1-F
(5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3") (Gardes
y Bruns 1993) y el oligonucleétido antisentido ITS4
(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). Se us6 la mezcla
de reaccion descrita por White et al. (1990). La am-
plificacion se hizo con un termociclador SimpliAmp
Thermal Cycler A24811 (Thermo Fisher Scientific™,
EUA), con el programa de amplificacion empleado
por Ceja-Torres et al. (2008): 1 ciclo 95°C, 1 min; 30
ciclos a 95°C, 1 min; 57°C, 1 min; 72°C, 1 min; 1 ciclo
a 72°C, 12 min. Los productos se purificaron con el
Kit FastDNA SPIN (FastDNA ™, EUA), de acuerdo
con el protocolo del fabricante. Los productos
purificados se secuenciaron en un ABI Prism 3130
Genetic Analyzer (Applied Biosystems™, EUA). Las
secuencias obtenidas se compararon y alinearon con la
base de datos del Banco de Genes del National Center
for Biotechnology Information (NCBI), con BLAST y
Clustal W de DNASTAR Ver. 3.1 (DNASTAR, Inc.).

Obtencion del extracto de Argemone ochroleuca
(chicalote)

En Copal, Irapuato, Guanajuato, México, se ubicaron
plantas herbaceas de ciclo anual; de vida corta;
glaucas; con latex amarillo; vastagos provistos de
espinas rectas, blanquecinas, ampliamente espaciadas,
de longitudes diversas, perpendiculares a la superficie
en la que se originan; con tallo simple o ramificado en
la parte superior; hojas con frecuencia dispuestas en
roseta en la parte basal de la planta, de oblanceoladas
a elipticas; botones florales cilindréceos, con al menos
tres espinas finas sobre cada sépalo; cuernos apicales
divergentes, rollizos o algo aplanados y triangu-
lares-subulados; flores de pétalos de color crema,
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obovados u obcuneiformes a elipticos, con filamentos
y anteras amarillas, estigma de color purpura (Figura
1). Estas plantas se colectaron e identificaron como

Argemone ochroleuca con base en la descripcion botanica
de Calderon (1991) y Rzedowski y Rzedowski (2001).

Figura 1. Argemone ochroleuca colectada en Irapuato,
Guanajuato, México; a) Planta con flor y tallos ramificados;
b) flor; c) botones florales; d) frutos y semillas.

Las plantas fueron cortadas con tijeras de podar
hasta dejar ramas de 2 cm sobre el eje principal.
Posteriormente, se pesaron 250 g de material vegetal
fresco, en una balanza analitica (Marca XB modelo
220A). Al material se le practicé un prelavado con
soluciéndehipoclorito desodioa0.5% por2min, y luego
cuatro lavados con agua destilada estéril. Después,
se agregaron 250 mL de etanol a 96% y se molieron
hasta obtener una mezcla homogénea. La mezcla se
filtr6 utilizando cuatro capas de gasa estéril y luego se
utilizo papel filtro estéril para la ultima filtracion. El
extracto total obtenido se dispuso en frascos de vidrio
color ambar para llevarse a refrigeracion a 4°C hasta su
utilizacién (Ochoa et al. 2012).

Evaluacion de la inhibicion del crecimiento radial

La evaluacién de la actividad del extracto contra el
hongo se hizo por medio de la medicion del halo del
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crecimiento del hongo respecto al control negativo.
Se prepar6 Papa-Dextrosa-Agar (PDA, BD Bioxon®),
como indica el fabricante: 39 g L' agua destilada, se
esterilizo a 121°C por 15 min; se ajustd el pH a 5.0 con
acido tartdrico antes de vaciar 20 mL de PDA en las
cajas de Petri que contenian las concentraciones de
extracto de A. ochroleuca de los tres tratamientos (13,
23 y 31%). Se dejaron solidificar para posteriormente
ser inoculadas con circulos de 3 mm de diametro
del hongo fitopatégeno, de ocho dias de incubacion.
Los circulos se colocaron en el centro de la caja, se
incubaron a 26 +1°C. Para la evaluacién de la inhibicién
del crecimiento de los hongos se midio el didmetro del
crecimiento micelial con un vernier digital, a los 3, 6,
9 y 12 dias después de la inoculacion. Para todas las
concentraciones, al igual que para el control positivo,
se hicieron cuatro repeticiones.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento se
calcul6 como se indica a continuacion:

didmetro micelial del testigo - didametro

micelial del tratamiento
x 100

% de inhibicién =
° diametro micelial del testigo

Los datos de crecimiento de los halos fueron
analizados con un disefio experimental completamente
al azar con 4 repeticiones. Cada repeticion constd de
tres cajas por evaluacion y una prueba de comparaciéon
de medias por DMS (p £0.01), con el paquete estadistico
SAS 9.0. (SAS 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

De las colectas efectuadas se caracterizaron tres cepas
de F. oxysporum, las cuales produjeron colonias rosas,
que se tornaron violetas con la edad; microconidios
ovoides y hialinos producidos en fialides cortas; ma-
croconidios ligeramente curvados con 3 a 5 septos, y
clamidosporas terminales o intercalares (Figura 2).
Estas caracteristicas concuerdan con lo reportado por
Mariscal-Amaroetal. (2017), quienes describen aislados
de F. oxysporum, de cultivos de fresa procedentes de
Guanajuato, con caracteristicas culturales tales como
pigmentaciones de color rosa, salmon, rojo, magenta
y violeta, las cuales se tornaron mas oscuras con la
edad, y, en algunos casos, con abundante micelio
algodonoso y esparcido en la caja Petri, y con la
descripcion morfoldgica de Ceja-Torres et al. (2008),
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quienes describen aislados provenientes de fresa de
Michoacan, como una especie fungosa que conforma
colonias rosa purpura, que se tornaron violeta, con mi-
croconidios ovoides producidos en fidlides cortas, ma-
croconidios ligeramente curvados con septos.
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Figura 2. Estructuras morfologicas de Fusarium oxysporum
en aumento inmersion (100x); a-d) micronidios, e) micelio,

f) clamidiosporas.

Las secuencias de dos aislados tuvieron una homologia
de 99% con las accesiones DQ979012 (Version
DQ979012.2); DQ452072 (Version DQ452072.1), las
cuales Ceja-Torres et al. (2008) reportan con una
homologia de 99% y valor de similitud de 959 con la
mayoria de las secuencias de Fusarium oxysporum, raza
F-H 6.5, disponibles en el Genbank.

El crecimiento radial del hongo se observé en el
testigo y en el tratamiento con la concentracién de
extracto de Argemone a 13%. Los tratamientos con la
concentracion de 23 y 31% no mostraron desarrollo del
hongo, lo que evidenci¢ el efecto fungicida del extracto
sobre el patdgeno evaluado. Este efecto se atribuye al
compuesto dehidrocoridalmina (Singh et al. 2009), uno
de los 45 alcaloides reportados en los diversos 6rganos
de las plantas del género Argemone (Brahmachari et
al. 2013). Sin embargo, para A. ochroleuca se reporta la
presencia de 14 alcaloides del tipo isoquinolinas, dentro
de los cuales no se encuentra dehidrocoridalmina;
por su parte, la dihidrochelerithrina (C21H19NO4)
y dihidrosanguiranina (C20H15NO4) son los mas
abundantes en las semillas y en el tejido vegetativo de
la especie, cuya actividad bioldgica estd relacionada
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con actividad antibacteriana y molusquicida, los que
la convierte en una fuente potencial de alcaloides para
usos agricolas (Hernandez-Ruiz et al. 2020).

Los extractos de A. ochroleuca a 23 y 31%
presentaron una inhibicion de 100% al tercer dia,
en tanto que la concentracion de 13% presentd 51%
de inhibiciéon al tercer dia, y se increment6 hasta
66% al dia nueve (Cuadro 1). Se ha reportado una
disminucién enla capacidad de infeccion de los hongos
de los géneros Fusarium, Phyllocsticta y Sclerotium, al
incorporar plantas de Argemone sp. al suelo (Siddiqui
et al. 2002; Rizvi et al. 2012; Gahukar 2016). Por otra
parte, se han efectuado pruebas in vitro para el control
de F. oxysporum con extractos de Nicotiana glauca
Graham y Shinus molle L., donde no se registr6 efecto
de inhibicion (Ochoa et al. 2012).

Inhibicion  del

oxysporum

Cuadro 1. crecimiento  micelial
de F

de Argemone ochroleuca

por distintas  concentraciones

Porcentaje de inhibiciéon en

Concentracion F. oxysporum
del extracto (%) , , , ,
dia3 dia6 dia9 dial2
0 0 0 0 0
13 5150 63.86 66.54 64.48
23 100 100 100 100
31 100 100 100 100

La concentracion de extracto tuvo un efecto esta-
disticamente significativo en el crecimiento del hongo,
al formarse tres grupos diferentes. Los mayores efectos
se presentaron al utilizar las concentraciones de 23 y
31%, donde no hubo un halo de crecimiento (Cuadro
2). Esto demuestra que las plantas que contienen
compuestos con propiedades antiftingicas afectan a
patégenos de una forma directamente proporcional:
el aumento de la concentracion del extracto evaluado
incrementa la inhibicién del hongo (Villa-Martinez
et al. 2015). Este efecto también fue reportado por De
Rodriguez et al. (2007), quienes evaluaron extractos
etanolicos de Flourensia microphylla (A.Gray) S.F.Blake,
F. cernua DC y F. retinophylla S.F.Blake contra F.
oxysporum, donde, segtin el aumento de concentracion
del extracto de la planta 10, 100, 500, 1000 y 1500 ul 17,
aumento la inhibicién en el crecimiento micelial en 20,
75, 95, 100 y 100%, respectivamente.
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Cuadro 2. Comparacién multiple de medias para los halos de crecimiento (centimetros) de F. oxysporum, de acuerdo con las

diferentes concentraciones de extracto de A. ochroleuca.

Concentracion del extracto (%)

Porcentaje de inhibicion en F. oxysporum

dia 3 dia 6 dia 9 dia 12
0 2.52a* +0.02 4.15a+0.10 6.42a+0.8 7.25a+0.25
13 1.22b +0.75 1.50b+0.15 2.15b+0.15 25b+0.22
23 0.0c+0.0 0.0c+0.0 0.0c+0.0 0.0c+0.0
31 0.0c+0.0 0.0c+0.0 0.0c+0.0 0.0c+0.0

Nivel de significancia = 0.05. *Letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa. Cada valor corresponde al

promedio de cuatro repeticiones mas desviacion estandar.

CONCLUSIONES

Extracto de Argemone ochroleuca presenta propiedades
antifingicas. Concentraciones de 23 y 31% inhibieron
en su totalidad el crecimiento de Fusarium oxysporum
aislado del cultivo de fresa en Irapuato, Guanajuato,
México.
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