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Resumen:

El cultivo de fresa tiene una gran importancia economica en el estado de
Guanajuato, México, siendo el tercer productor de fresa a nivel nacional. No
obstante, en la ultima década se ha visto afectado, por diversas enfermedades entre
las que destacan los hongos patdgenos, una alternativa para combatir dichas
enfermedades es el uso de extractos vegetales. El objetivo de este estudio fue
evaluar la actividad antifungica in vitro de Solanum nigrum sobre el complejo de
hongos que causan secadera en el cultivo de fresa. Se emplearon cepas patégenas
de Fusarium oxysporum, Alternaria sp y Rhizoctonia sp., previamente purificados
mediante cultivos monosporicos y por punta de hifa, y caracterizados
morfolégicamente. Para determinar la inhibicion del crecimiento, se utilizo la
metodologia de medio envenenado, donde se evaluaron tres concentraciones de
los extractos (3, 4 y 5 mL relaciéon p/v para Fusarium oxysporum y Alternaria sp; 2,
3 y 4 mL para Rhizoctonia sp). Los volumenes de extracto que mostraron una
inhibicién del 100% fueron de 4mL y 5mL para Fusarium oxysporum y Alternaria sp
y de 3 y 4 mL para Rhizoctonia sp. En conclusion en esta evaluacion preliminar el
extracto de Solanum nigrum presento potencial antifungico para los hongos de F.
oxysporum, Alternaria sp y Rhizoctonia sp.

Palabras clave: hierba mora, solanaceae, secadera en fresa, actividad antifungica..

Abstract:

The strawberry crop is of great economic importance in the state of Guanajuato,
Mexico, being the third largest strawberry producer in the country. However, in the
last decade it has been affected by several diseases, among which pathogenic fungi
stand out. An alternative to combat these diseases is the use of plant extracts. The
objective of this study was to evaluate the in vitro antifungal activity of Solanum
nigrum on the complex of fungi that cause dryness in strawberry crops. Pathogenic
strains of Fusarium oxysporum, Alternaria sp and Rhizoctonia sp. were used,
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previously purified by monosporic and hyphal tip cultures, and morphologically
characterized. To determine growth inhibition, the poisoned medium methodology
was used, where three concentrations of the extracts were evaluated (3, 4 and 5 mL
w/v ratio for Fusarium oxysporum and Alternaria sp; 2, 3 and 4 mL for Rhizoctonia
sp). The volumes of extract that showed 100% inhibition were 4mL and 5mL for
Fusarium oxysporum and Alternaria sp and 3 and 4 mL for Rhizoctonia sp. In
conclusion, in this preliminary evaluation, the Solanum nigrum extract showed
antifungal potential for F. oxysporum, Alternaria sp and Rhizoctonia sp fungi.

Keywords: beneficial insects, biodiversity, agroecosystems, agroecology.

INTRODUCCION

El cultivo de la fresa tiene una gran importancia desde el punto de vista
socioeconomico. Guanajuato es el tercer productor de fresa a nivel nacional, sin
embargo, el cultivo de fresa presenta diversas enfermedades causadas por
infeccion con hongos como la mancha foliar (Alternaria alternata), antracnosis
(Colletotrichum fragariae y Colletotrichum acutatum), pudricion de las raices negras
(varias especies de Fusarium, Verticillium y Rhizoctonia) (Hancock et al., 2008).

En la region del Bajio el ataque de ciertos hongos, como Fusarium sp., Rhizoctonia
sp., Verticillium sp., y Phytophthora sp., propician la enfermedad conocida como
“secadera”, asi como otras enfermedades coronarias y de raiz asociadas a estos
microorganismos, se consideran un grave problema para la produccion agricola de
la fresa, ya que les generan pérdidas econdmicas a los productores (De los Santos
et al. 2003; Mariscal-Amaro et al., 2017).

Desde la década de 1990, la enfermedad de la secadera es la 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 situacion
persiste, 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, y Juarez-Garcia et al. (2021) reportan una frecuencia del
88% en cultivo de fresas muestreados en Guanajuato .

Para controlar esta enfermedad, se utilizan fungicidas con base quimica como la 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 toxicologica | y IV,
respectivamente (COFEPRIS 2020). EI empleo de estas suntancias implica el
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desarrollo de resistencia de los patdgenos, asi como problemas ambientales
aunado el impacto de los residuos sobre los organismos beneficos del suelo, que
se traducen en un riesgo para la sanidad del suelo agricola y para la salud de los
consumidores (Tortora et al., 2012; Juarez-Garcia et al., 2020).

Lo anterior hace evidente la busqueda de nuevos productos, amigables con el
ambiente. Por lo que se buscaron fuentes vegetales disponibles para su evaluacion
inicial ante hongos patogenos del cultivo de fresa, Solanum nigrum presenta
alcaloides, taninos, cumarinas, saponinas y flavonoides, estos ultimos han
demostrado tener propiedades antibacterianas, antivirales y antifungias. Por lo cual
el objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antifungica in vitro de

Solanum nigrum sobre los hongos F. oxysporum, Alternaria sp y Rhizoctonia sp.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion del material vegetal

La primera etapa consistid en recolectar plantas de Solanum nigrum en la
comunidad de El Copal, Irapuato, Gto. Se trasladaron al laboratorio de cultivo de
tejidos de la Universidad de Guanajuato, Campus lrapuato-Salamanca, en donde
se selecciono la parte vegetativa de interés, rechazando hojas enfermas o con
dafios mecanicos o por insectos. En seguida se peso la cantidad necesaria de hojas
(250 g), se desinfecté con hipoclorito de sodio al 5% durante 5 min, y se enjuagd
tres veces con agua destilada.

Preparacion del extracto

Con ayuda de una licuadora de mano se procedié a moler los 250 gr de Solanum
nigrum previamente desinfectado, esto con 250 mL de etanol. Posteriormente con
papel filtro se separaron los residuos vegetales del extracto, el cual se almacend en
tubos falco y se puso a centrifugar a 5,000 rpm durante 15 min. Al terminar se vacio
el extracto en frascos ambar y se refriger6 a 12-14°C.

Preparacion del medio de cultivo (PDA)

Se prepar6 el medio de cultivo PDA marca Bionxol, de acuerdo con las
recomendaciones sefialadas por el fabricante (39 gr L"), Una vez que se esterilizo
el PDA se espero a que la temperatura bajara, se agregd el acido tartarico a una
concentracion de 0.2% y se mezcld. Se colocaron las cajas por tratamiento y por
hongo, se agregd el extracto vegetal (para F. oxysporum y Alternaria sp se
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agregaron 3, 4y 5 mL y para Rhizoctonia 2, 3 y 4 mL, por cada hongo se realizaron
dos repeticiones y un testigo), enseguida se agregaron 20 mL de PDA en cada caja
petri, se movio un poco para que se mezclara bien con el extracto y se espero6 a que
solidifique y enfrie. Las cepas patdgenas, identificadas previamente, se sembraron
con el método de cultivo envenenado, donde se colocd una fraccion radial de 5.0
mm de diametro.

Anilisis estadistico

Se realizé un diseno totalmente al azar (DCA), con 12 tratamientos, (tres hongos
diferentes, a tres concentraciones de extracto, con sus respectivos testigos). Se
realizé un analisis de varianza y una prueba de Tukey (SAS, 2002). Evaluacion de
la inhibicion micelial Cada tratamiento se colocé en una incubadora a 27°C. La
evaluacion de la inhibicion del extracto de Solanum nigrum sobre las cepas de
hongos infecciosos, se realizé midiendo cada 24 h por 21 dias el diametro del
desarrollo de la colonia de cada uno de los tratamientos y testigos con un vernier
digital marca Weston plus de una escala de 0 a 200 mm, generando una base de
datos, de la cual se calcul6 el porcentaje de inhibicién con la siguiente formula:

didmetro micelial del testico — didmetro micelial del tratamiento
% de inhibicion g x100
0 . 7 - . .
diametro micelial del testigo

RESULTADOS Y DISCUSION

El crecimiento radial de Fusarium oxysporum se mantuvo constante en los 21 dias
de evaluacion en el testigo (de 5 a 50 mm) y en el tratamiento con la concentracion
de extracto Solanum nigrum a 3 mL (de 5 a 45 mm). Sin embargo, en el tratamiento
con la concentracion de 4 y 5 mL no mostro crecimiento a partir del tercer dia, por
lo cual se infiere que Solanum nigrum en condiciones in vitro presenta actividad

antifungica sobre F. oxysporum (Figura 1).
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Figura 1. Curva de crecimiento radial (mm) de Fusarium oxysporum en PDA con
extracto de Solanum nigrum. (to=testigo; t1F= 3 mL de extracto; t2F= 4 mL de
extracto; t3F= 5 mL de extracto).
Figura1. Radial growth curve (mm) of Fusarium oxysporum on PDA with Solanum
nigrum extract (to=test; t1F= 3 mL of extract; t2F= 4 mL of extract; t3F= 5 mL of
extract)

En Alternaria sp, el crecimiento radial del testigo se mantuvo constante en los 21
dias pasando de 5 a 70 mm. Y en los tratamientos con la concentracion de 3,4y 5
mL no mostro crecimiento a partir del tercer dia, por lo cual se infiere que Solanum
nigrum en condiciones in vitro presenta actividad antifungica sobre Alternaria sp
(Figura 2).

El crecimiento radial de Rhizoctonia sp se mantuvo constante en los 21 dias de
evaluacion en el testigo (de 5 a 45.mm) y en el tratamiento con la concentracion de
extracto Solanum nigrum a 2 mL (de 5 a 28 mm). Sin embargo, en el tratamiento
con la concentracion de 3 y 4 mL no mostro crecimiento a partir del tercer dia, por
lo cual se infiere que Solanum nigrum en condiciones in vitro presenta actividad

antifungica sobre Rhizoctonia sp (Figura 3).
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Figura 2. Curva de crecimiento radial (mm) de Alternaria sp., en PDA con extracto
de Solanum nigrum. (to= testigo; t1A= 3 mL de extracto; t2A=4 mL de extracto; t3A=
5 mL de extracto).

Figure 2. Radial growth curve (mm) of Alternaria sp. on PDA with Solanum nigrum

extract (to= control; t1A= 3 mL of extract; t2A= 4 mL of extract; t3A= 5 mL of extract).
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Figura 3. Curva de crecimiento radial (mm) de Rhizoctonia sp., en PDA con extracto
de Solanum nigrum. (to= testigo; t1R= 2 mL de extracto; t2R= 3 mL de extracto;
t3R= 4 mL de extracto).
Figure 3. Radial growth curve (mm) of Rhizoctonia sp. on PDA with Solanum nigrum

extract (to= control; t1R= 2 mL of extract; t2R= 3 mL of extract; t3R=4 mL of extract).
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Los extractos de Solanum nigrum con una concentracion de 3 mL, presentd una
inhibicién para F. oxysporum del 46% al tercer dia, teniendo una maxima inhibicién
del 58% al dia 21. En la concentracién de 4 mL su inhibicion al dia 21 fue de 88% vy
en la concentraciéon de 5 mL present6 una inhibicién de 87% al dia 21.En Alternaria
sp, el extracto de S. nigrum con la concentracién de 3 mL, el extracto de presento
una inhibicion del 88% al dia 21. En la concentracion de 4 mL, la inhibicion al dia 21
fue del 91% y en la concentraciéon de 5 mL fue del 92%. Finalmente, para el hongo
de Rhizoctonia sp, el extracto a una concentracion de 2 mL present6 una inhibicion
del 40% al tercer dia, y al dia 21 un porcentaje de inhibicion de 48%. En la
concentracion de 3 mL presentd un 64% de inhibicion al tercer dia, y al dia 21
present6 una inhibicién del 85%, en la concentracion de 4 mL presentd un 86% de
inhibicion micelial al dia 21 (Cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentaje de inhibicion micelial de Fusarium oxysporum, Alternaria sp y
Rhizoctonia sp, con el extracto de Solanum nigrum.
Table 1. Percent mycelial inhibition of Fusarium oxysporum, Alternaria sp and
Rhizoctonia sp, with Solanum nigrum extract.

Tratamiento* Dia3 Dia6 Dia9 Dia12 Dia15 Dia18 Dia21

T1F 46 46 46 50 52 56 58
T2F 54 71 75 80 83 86 88
T3F 52 69 74 79 82 85 87
T1A 64 75 81 85 87 88 88
T2A 66 77 83 88 90 91 91
T3A 65 76 83 87 90 91 92
T1R 40 40 40 41 43 46 48
T2R 64 75 81 82 83 83 85
T3R 65 76 81 82 83 84 86

*T1F= concentracion de 3 mL de extracto en F. oxysporum; T2F= concentracion de
4 mL de extracto en F. oxysporum; T3F= concentracién de 5 mL de extracto en F.
oxysporum; T1A= concentracion de 3 mL de extracto en Alternaria sp; T2A=
concentracion de 4 mL de extracto en Alternaria sp; T3A= concentracion de 5 mL
de extracto en Alternaria sp; T1R= concentracion de 2 mL de extracto en
Rhizoctonia sp; T2R= concentracién de 3 mL de extracto en Rhizoctonia sp; T3R=
concentracion de 4 mL de extracto en Rhizoctonia sp.
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Para el género de los hongos Fusarium, Alternaria y Rhizoctonia existen reportes
de diversos extractos vegetales que inhiben su crecimiento, por ejemplo Babu-
Joseph & Kumar (2008) empleo extractos de Neem (Azardiachta indica), ajenjo
(Artemessia annua), albahaca (Ocimum sanctum); Villa-Martinez et al. (2015)
emplearon extractos acuosos de neem (Azardiachta indica) y sauce (Salix
babylonica); Necha y Barrera (2009) evaluaron epazote (Teloxys ambrosioides),
hierbabuena (Mentha spicata), ruda (Ruta chalepensis), tomillo (Thymus vulgaris),
canela (Cinnamomum verum), clavo (Syzygium aromaticum), ajo (Allium sativum),
limén (Citrus aurantifolia) y eucalipto (Eucalyptus); Chavez y Jara, (2014) evaluaron
los extractos de ajo (Allium sativum), y ortiga (Urtica dioica). Sin embargo, no existen
reportes del uso de extractos etalonicos de Solanum nigrum para el control de
Fusarium, Alternaria y Rhizoctonia aislados de cultivo de fresa.

Por el contrario existen reportes que Hierba mora (S. nigrum) se ha evaluado la
actividad antifungica en 424 articulos cientificos de los cuales se enfocan
principalmente en los patégenos Botrytis cinérea (95 reportes), Alternaria solani
(168 reportes), y Phytophthora infestans (156 reportes). Reportandose un total de
337 evaluaciones in vitro y 87 directamente en cultivos, por ejemplo, como lo reporta
Fiallos-Montalvo (2011), que evalu6 una aplicacién de extracto alcohdlico y acuoso
de bayas de hierba mora (S. nigrum) en dosis de 20cc/L para determinar el
porcentaje de control de Boftrytis cinerea en caja Petri, mientras que para el disefio
estadistico en campo evaluo la variable: porcentaje de control de Botrytis cinerea
en los botones florales de rosas de la variedad Freedom.

Para Fusarium oxysporum, se presentaron diferencias significativas entre el testigo
(ToF)y el tratamiento T1F. Entre los tratamientos T2F y T3F no presento diferencias
significativas. En cambio, para el hongo Alternaria sp., solo presento diferencias
significativas entre el testigo (ToA) y los tres tratamientos (T1A, T2Ay T3A), y estos
fueron estadisticamente iguales entre si. Para Rhizoctonia sp, se presentaron
diferencias significativas entre el testigo (ToR) y el tratamiento T1R. Entre los
tratamientos T2R yT3R no presentd diferencias significativas. Sin embargo, entre
los tratamientos T2F y T3F de F. oxysporum; T1A, T2A y T3A de Alternaria sp y los
tratamientos T2R y T3R de Rhizoctonia sp, no hubo diferencias significativas. En
cambio, si hubo diferencias significativas entre los testigos (ToF; ToA; ToR) y el
tratamiento T1R de Rhizoctonia sp (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Cuadro de medias para cada uno de los tratamientos evaluados sobre el

extracto de S. nigrum.

Table 2. Table of means for each of the treatments evaluated on S. nigrum extract.

Tratamiento* bia
1 3 6 9 12 15 18 21
TOF 6.36° 13.48%8 20918 2519C 31.11¢ 37.00B 43.13B 4908°B
T1F 5319 7.26° 1121° 13.60P 15450 17.89C 18.95P 20.99F
T2F 498 6.14° 6.14F 6.17F 6.17F 6.17° 6.17F 6.17F
T3F 5.10°F 6.52P 6.52F 6.60F 6.60F 6.60° 6.60F 6.60F
TOA 8.36 % 18.46% 27.35A 37.58* 5140~ 6270~ 70.04”~ 76.334
T1A 524" 665° 6.29% 730F 770F 817P 858EFE 9.24F
T2A 487F 6.30° 6.30F 6.30F 6.30F 6.30° 6.30F 6.30F
T3A 521°F 6.49P 6.50F 6.50F 6.50F 6.50° 6.52F 6.52F
TOR 9.33A 17.78* 25.99A 33.33A 35108 37.53B 39.06°¢ 43.53°¢
T1R 533P 945C 14.04¢ 15.34DP 17.60° 19.65¢ 22.08° 26.12°
T2R 5.20°F 6.47° 6.47%F 647F 6.47F 647° 647F 647F
T3R 523PF 6.24° 6.24%F 6.24F 6.24F 6.24° 6.24F 6.24F

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (a un alfa de 0.05).

* TOF= F. oxysporum sin extracto; T1F= concentracion de 3 mL de extracto en F.

oxysporum; T2F= concentracion de 4 mL de extracto en F. oxysporum; T3F=

concentracion de 5 mL de extracto en F. oxysporum; TOA= Alternaria sp sin extracto;

T1A= concentracion de 3 mL de extracto en Alternaria sp; T2A= concentracion de 4

mL de extracto en Alternaria sp; T3A= concentracion de 5 mL de extracto en

Alternaria sp; TOR= Rhizoctonia sp sin extracto; T1R= concentracién de 2 mL de

extracto en Rhizoctonia sp; T2R= concentracion de 3 mL de extracto en Rhizoctonia

sp; T3R= concentracién de 4 mL de extracto en Rhizoctonia sp.
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CONCLUSION

El extracto etandlico de Solanum nigrum presento un 88% de inhibicidn micelial
contra Fusarium oxysporum con el tratamiento de 4 mL de extracto (concentracion
del 9%), un 92% de inhibicion micelial contra Alternaria sp con el tratamiento de 4
mL de extracto (concentracion del 9%), un 86% de porcentaje de inhibicion micelial
contra Rhizoctonia sp con el tratamiento de 4 mL.
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