Centro de Investigacion en Alimentacién y
= Desarrollo, A.C.

EXTRACTOS BIOACTIVOS DE Cucurbita foetidissima H.B.K'Y
SU POTENCIAL FUNGICIDA CONTRA EL FITOPATOGENO
Fusarium sp. EN FRUTOS DE MELON CANTALOUPE

Por:

Alonso Abdiel Martinez Garate

TESIS APROBADA POR LA

COORDINACION DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS DE ORIGEN VEGETAL

Como requisito parcial para obtener el grado de

MAESTRIA EN CIENCIAS

Hermosillo, Sonora Septiembre, 2019



APROBACION

Los miembros del comité designado para la revision de la tesis de Alonso Abdiel
Martinez Garate, la han encontrado satisfactoria y recomiendan que sea aceptada como requisito

parcial para obtener el grado de Maestria en Ciencias.

\

"~
Y
" g J/

I _ere. ‘,Lf,iw = R ( __L i

Dra. Rosalba Troncoso Rojas
Directora de Tesis

—

P '.:;-‘
M.C. Alberto Sanchez Estrada
Integrante del comité de tesis

@*

Dra. Tama {Gonzalez Soto
Integrante del comité de tesis

fj ‘%"II l‘s éﬂ/ﬁz’/’y / /u/ £ 2o :, ue% e “éﬂ/ﬁ?

Dra. Ana Isabel Valenzuela Quintanar
[ntegrante del comité de tesis




DECLARACION INSTITUCIONAL

La informacidn generada en la tesis “Extractos Bioactivos de Cucurbita foetidissima H.B.K
y su Potencial Fungicida Contra el Fitopatégeno Fusarium sp. en Frutos de Melon Cantaloupe™ es
propiedad intelectual del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD). Se
permiten y agradecen las citas breves del material contenido en esta tesis sin permiso especial del
autor Alonso Abdiel Martinez Garate, siempre y cuando se dé crédito correspondiente. Para la
reproduccion parcial o total de la tesis con fines académicos, se debera contar con la autorizacion

escrita de quien ocupe la titularidad de la Direccién General del CIAD.

La publicacién en comunicaciones cientificas o de divulgacion popular de los datos contenidos en
esta tesis, debera dar los créditos al CIAD, previa autorizacion escrita del manuscrito en cuestion

del director(a) de tesis.

CENTRO DE INVESTIGACION EN
ALIMENTACION Y DESARROLLO, A.C.

Coordinacion de Programas Afadémicos

ClAD

Dr. Pablo Wong Gohzélez
Director Genefal



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a CONACYyT por la beca brindada para realizar mis estudios de Maestria y su
invaluable apoyo para la realizacion del trabajo experimental.
Agradezco al CIAD por prestarme sus instalaciones para la realizacion de mi proyecto de Maestria
y en especial a la CTAOV, por todo el apoyo que recibi del personal académico y administrativo.
Agradezco a mi directora de tesis, la Dra. Rosalba Troncoso Rojas, y asesores, el M.C. Alberto
Sanchez Estrada, la Dra. Ana Isabel Valenzuela Quintanar y la Dra. Tania Elisa Gonzéles Soto, asi
como al resto de mi comité de tesis por el apoyo, la paciencia, el entusiasmo, y los consejos
brindados a lo largo del desarrollo de éste trabajo de investigacion.
A todo el personal de la CTAOV, y en especial a Jorge Mercado, Jesus Manuel, Javier Ojeda, Luis
Robles, por el equipo de laboratorio, todo el tiempo apoyo técnico, aunque no fuera su
responsabilidad.
A mis amigos de la maestria, Ezequiel, Luis, Pedro, Alejandro y Jhosep. Que nunca me fallaron
cuando de salir de fiesta o de estudiar para los examenes se trataba.
A mis amigos del centro del pais, Joshua, Adriana, Brian, y Omar, y a mis primos Roberto y Juan
Pablo, por atreverse a cruzar medio pais para venir a visitarme y ayudarme durante algunos de mis
experimentos
Y a toda la comunidad estudiantil, académica y administrativa del CIAD, porque hacen de éste

inhdspito paraje un baluarte para la ciencia, la innovacion y la tecnologia en éste pais.



DEDICATORIAS

A mis padre Alejandro y mi madre Norma, porque aunque nunca entendieron mis motivaciones ni
mis razones por estudiar una maestria tan lejos de casa, en todo momento me apoyaron para lograr

terminarla.

A Diana, que ha sido mi apoyo emocional incondicional durante mi estadia en Hermosillo, y que

siempre ha prestado su tiempo y carifio para ayudarme a superar cualquier problema.



CONTENIDO

APROBACTON. ......ccoooiiiiiiei ettt 2
DECLARACION INSTITUCIONAL ......ooooiiuiimiineiiciiesiseseseesssssss s ssessssesns 3
AGRADECIMIENTOS ...ttt ettt ettt e st e e et e s st eseentesseenseeneenes 4
DEDICATORIAS ...ttt ettt ettt b et ettt et st e bt enteeaeenas 5
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt et e b e nte st e naeeneeeneenneas 9
LISTA DE CUADROS...... .ottt sttt st s sbe e 11
RESUMEN ...ttt ettt et e et e st e e e e at e bt enbees e e st enseenee st enseeneenseensens 12
ABSTRACT ...ttt ettt et ettt e bt it e sae et e it e sbeebesaeesbeenneas 13
TINTRODUGCCION ..o 14
2ANTECEDENTES ...ttt sttt sttt 15
2.1 Importancia Econdémica y Particularidades del Melon Cantaloupe en México............. 15
2.2 Los Hongos Fitopatogenos: Causantes de Problemas Importantes en la
Agricultura y 1a POStCOSECha.........cccuiiiiiiieiieceeeeee e 16
2.3 Fusarium, Importante Género de FitopatOZenos..........ccccueevieeriieniieniieiieeieeiee e 17
2.3.1 Fusarium oxysporum: Caracteristicas y Patogenia...........ccceeevveveveencieencieeenneenns 17
2.3.2 Fusarium equiseti: Caracteristicas y Patogenia...........cccooceevienieenieniienienieeinan, 20
2.3.3 Fusarium solani: Caracteristicas y Patogenia ...........cccceeevieveieeeiiieniieeciee e 20
2.3.4 La Fusariosis como Problema Postcosecha ..........ccccoevieiiieiiiiniiiiieniicieeieeen, 21
2.4 Fungicidas Empleados para el Control de Fusarium spp y otros Hongos
FItOPATOZENOS ...ttt ettt ettt ettt e e et e et e esae st e e bt e enbeenseesnseenne 22
2.5 Compuestos Secundarios de Plantas y su Papel en la Defensa Contra Patogenos........ 24
2.5.2 Mecanismos de Accion de los Compuestos Vegetales Bioactivos........................ 27
2.5.1 Los Extractos Vegetales Bioactivos Como una Alternativa a los Fungicidas
CONVENCIONALES ....cuviiiiiiiiiieieeie ettt st 28
2.6 Cucurbita foetidissima como Fuente Natural de Extractos Antifiungicos..................... 31
B HTIPOTESIS ..ottt 32
ALOBIETIVOS ...ttt ettt e st e et e e e s e teenteeneesseenteeneenseense e 33
4.1 ODJEtIVO GONETAL.....eiiiiieiiieiieiie ettt ettt ettt et et e et esate e bt e sebeenseesateenseennnas 33
4.2 Objetivos ESPECITICOS ...uviiiiiiieiiieciieecieecte ettt e e e e e 33
5. MATERIALES Y METODOS........coooiiiiiiiiieeieeeseseieessesssesssse s ssesssesesnes 34
5.1 Etapa 1. Determinacion de la Tolerancia de las Plantas Cucurbita foetidissima y
Cucumis melo frente al Hongo Fitopatdgeno Fusarium oxysporum ............................ 34
5.1.1 Obtencion y Crecimiento de Plantulas...........cccoeveiiiiciiinciiiniieee e 34
5.1.2 Preparacion del INOCULO ........ocvieiiiiiiiiiieiieece et 34
5.1.3 Inoculacion de Plantulas con FUSaritm SP .....c.eeeeuveeeeueeeecieeeeiieeecieeeereeesveeesveeens 35
5.1.4 Determinacion del Desarrollo de 1a Fusariosis.........cccceeeeeeiienieniieniienieeieeee, 35

5.1.4.1 Crecimiento de la planta: ..........cceeevieiiiieeiiiece e 35



CONTENIDO (continuacion)

5.1.4.2 Severidad de la enfermedad: ..........ccccooiiiiiiiiiiii 36
5.2 Etapa II. Obtencion y Caracterizacion de los Componentes del Extracto
Bioactivo de Cucurbita foetidiSSima.............cccuueeeueeeecueeeiieeeeieeecieeeeieeeieeeeveeesaee e 36
5.2.1 Obtencion de Extractos de la Raiz de Cucurbita foetidissima............................... 36
5.2.2 Caracterizacion Espectrofotométrica de Compuestos Secundarios en la Raiz de
CUcUrDItA fOCHIAISSTMA ..ottt 37
5.2.2.1 Determinacion de fenoles totales: ...........ooviiiiiiiiiiiniiieeeeee 37
5.2.2.2 Determinacion del contenido de flavonoides:..........cccoceeveeviiieniinenienennen. 37
5.2.2.3 Cuantificacion de terpenoides: .......ccceeirieeiiieeriiieeriieeiieeeieeeeeeereeesvee e 38
5.2.2.4 Cuantificacion de SAPONINGS: .......ccceccveerrierieeriienieeiienreenieesreereesneenseesnneenne 38
5.3 Etapa III. Determinacion de la Capacidad Antifungica del Extracto Bioactivo en el
Crecimiento in vitro de Fusarium oxysporum y F. eqUiSeti ............cccccueecveecueeneennnnne. 38
5.3.1. Método de Vertido en POCIIlO......cccueiiiiiiiiiiiiiee e 39

5.4 Etapa IV. Evaluacion del Potencial Antifingico del Extracto bioactivo para el
control de Fusarium equiseti en Melon Cantaloupe y su efecto en la Calidad

del fruto bajo Condiciones de ComercialiZzacion .............occueevueerieesiienieeniienieeiee e 40
S5.4.1 Material VEetal .......ccoviieiiiieiie ettt e 40
5.4.2 Aplicacion de Tratamientos .........ceecveerueerieeniienieeniiesteeieeeeeeteeereeaeessreeseeseeeenne 40
5.4.3 Evaluacion MicrobiolOZICa.........ccccuiieiuiieeiiieeiiie ettt 41
5.4.4 Evaluacion FiSi0lOZICa.......c.cevuieriiiiiiiiieeie ettt ettt 42

5.4.4.1 Pérdida de Peso fIeSCO: ...iiiiuiiiiiiieeiiee ettt 42

5.4.4.2 Produccion de etileno y dioxido de carbono:..........ccceeveevieniieniieniieiieee, 42

5.4.5 Evaluacion FiSICOQUIMICA........c.eeeriiieriiieeiiieciiee et et eteeeeiee e svee e sveeeseveeesaaeeens 43

5.4.5.1 Solidos solubles totales (SST): ..viieuiiieiieeeiie e e 43

5:4.5.2 FITIMEZA: «...eiiiiiiiiiieie ettt ettt ettt e s 43

5453 COlOT: ettt sttt 43

5.5 Disefio EXPEerimental ..........coocuiiiiiiiiiiie ettt 44

6.RESULTADOS Y DISCUSION.......ccooooriirimriiniieeieseiesises i esesesnes 46
6.1 Susceptibilidad de Cucurbita foetidissima y Melon Cantaloupe a Fusarium

OXYSPOFUN ... enteeeieeeeeeaeteeeeteeesatte e abeeaaseessbeesnaseeensteesasaeesabeeesaseeenaseeensseesnnseesnnee 46
6.1.1 Efecto de la Fusariosis en el Crecimiento Vegetal ...........ccceeevvveviiiiiniiieenieecien, 47

6.2 Identificacién y Cuantificacion de Compuestos Quimicos del Extracto de Cucurbita

JOCHIAUSSITA <.t e e e ve e et e e e tae e e tbeesbaeesssaeessseeessseeeanseeeasseesnsseeans 51
6.2.1 Caracteristicas de los Extractos de C. foetidisSima..............cccccoeecveveenceeennennnnne. 51
6.2.2 Cuantificacion de Metabolitos Secundarios Mayoritarios.........ccecveeeveeesveeennveenns 52

6.3 Analisis de la Actividad Antifingica del Extracto de Cucurbita foetidissima en el

Crecimiento i72 Vitro A€ FUSAFTUM SP. .....cccuveeeveeeeieeeeieeeeieeeeiieeeceeesveeesseeesaeessnaeeeens 55

6.4 Analisis del Extracto de C. foetidissima sobre F. equiseti en Melon Cantaloupe y
sobre sus Caracteristicas Microbiologicas, Fisioldgicas y de Calidad Postcosecha..... 60

6.4.1 Efecto del Extracto en las Caracteristicas Microbioldgicas del Melon
Cantaloupe Infectado CON F. @GUISELi.........ccuueeeveeeeieeeciieeciee et 60



CONTENIDO (continuacion)

6.4.1.1 Efecto del extracto en la apariencia general del fruto:..........ccceeveveenniennneen. 60
6.4.1.2 Efecto del extracto en el crecimiento micelial del hongo: ...........cccceueenneene. 60

6.4.3 Efecto del Extracto Bioactivo en la Fisiologia de los Frutos de Melon
(O 1121 (0] 1101 TP USRS 62
6.4.3.1 Efecto del extracto en la pérdida de peso:......cccveevveeeriieecieeeiieeeie e, 62
6.4.3.2 Efecto del extracto en la produccion de etileno ...........ccoeceeviieiieniienieennnnne 63
6.4.3.2 Efecto del extracto en la produccion de COn......cccvveeeiieecieecciieeiieeeee e, 65

6.4.4 Efecto del extracto Bioactivo en la Calidad Postcosecha del Melon

(O 11721 1010101 TSRS 66
6.4.4.1 Efecto del extracto bioactivo en la firmeza:...........ccccooeveeiieniiieniieniieieee, 66
6.4.4.2 Efecto del extracto en el porciento de acidez titulable:...........cc.cccvvrerreenneen. 68
6.4.4.3 Efecto del extracto en el pH.......ccoeviiiiiiiiiiiiiceee e 69
6.4.4.4 SO11dos sOlubles tOtales: ........eevuieiiiiiiiiiieie e 70
6.4.4.5 Cambio de color en pulpa: .......ccoecvieiiieiiieiiiciee e 71
T.CONCLUSIONES ...ttt ettt e et e st e sae e st e beenteeaeenseense e 74
S8.RECOMENDACIONES ......ooiiiitiiiiteteeet ettt sttt sttt ettt 75

9. REFERENCIAS ... .ottt st 76



Figura

10

11

12

13

14

15

16

17

18

LISTA DE FIGURAS

Diagrama general del proceso infeccioso de Fusarium sp. en planta..........

Caracteristicas morfologicas de F. oxysporum Fusarium equiseti, y
Fusarium SOLani.............cooooiiii i

Sintomas de la fusariosis en frutos maduros de melon..................co......

Diagrama del mecanismo de defensa de las plantas ante el ataque de los
0] 0110 T3 10

Estructuras de algunos metabolitos secundarios comiinmente encontrados
CN PlANTAS. ..o e

Células de micelo de F. oxysporum antes (azul) y después (verde) de
aplicacion de extractos de Allium ursinum..................cccoeveeeiniiinnnnn..

Plantulas a los 10 dias posteriores a la germinacion............................

Efecto de la fusariosis en el crecimiento de plantas de melon y calabacilla,
durante 30 dias........oueiniit

Porcentaje de la severidad de la fusariosis en plantas de melon y
calabacilla, durante 30 dias.........covviriiiiiiiiiii

Lesiones causadas por F. oxysporum en raices de plantas de melon y
calabacilla..........oooii i

Efecto de los extractos de C. foetidissima en la inhibicion in vitro del
crecimiento de FUSarium OXYSPOFUNM ... ... ... .eevesveecue ceees aae ees e e e vee aen eenees

Efecto de los extractos de C. foetidissima en la inhibicion in vitro del
crecimiento de FUSAFTUI @QUISELT... ... e ccceuvee et et e e e e e e een een een een e

Efecto de los extractos de C. foetidissima en la inhibicion in vitro del
crecimiento de Fusarium SOIAN... ... ... ... ... cc. v ev it e ee e e e e e e e e e

Frutos de melon en el dia 0 (superior) del experimento, y en el dia 9
(inferior), posterior a la aplicacion de los distintos tratamientos...............

Vista interior de frutos de meldn al dia 18 de almacenamiento a
20°Cy 88 % de HR.o.ooeoi

Pérdida de peso porcentual en frutos de melon cantaloupe aplicado con
el extracto de C. foetidissima y almacenado a 20 °C, 88% H.R...............

Efecto del extracto de C. foetidissima en la produccion de etileno
(LLC2H4/Kg.h) en frutos de melon cantaloupe a 20 °C, y 88% H.R..........

Produccion de dioxido de carbono (mL CO»/ Kg.h) en frutos de melon
cantaloupe 220 °C,y 88% H. R

Pagina
20

22
23

26

27

29
48

49

51

52

57

58

59

61

63

64

65

67



LISTA DE FIGURAS (continuacion)

Figura Pagina
19 Efecto del extracto de C. foetidissima en la firmeza de frutos de Melon,
almacenados a20 °Cy 88% H.R.......cooiiiiiii e, 68
20 Efecto del extracto de C. foetidissima en el % de acidez titulable de frutos
de melon cantaloupe almacenado a 20 °Cy 88% HR.............coooiiiii 70

21 Efecto del extracto de C. foetidissima en el pH de frutos de melon
cantaloupe durante almacenamiento a 20 °C, 88% H.R........................ 71

10



Cuadro
1

LISTA DE CUADROS

Extractos vegetales empleados para el control de hongos fitopatogenos en

condiCIlONEs i1 VIVO € iN VItFO.......oueeeeeeaannn...

Escala para la evaluacion de severidad de la fusariosis.........................

Tratamientos para determinar la capacidad antifingica in vitro...............

Tratamientos empleados en melon cantaloupe...

Contenido de metabolitos secundarios en los extractos de raiz de C.

JOetidisSTMA.........ccocooviiiiiiiiiiiiiii

Contenido de s6lidos solubles totales (% SST) en frutos de melén
cantaloupe aplicados con el extracto de C. foetidissima y almacenados

durante 12 dias a 20 °Cy 88% H.R...............

Efecto del extracto de C. foetidissima sobre el color en pulpa de frutos de

melon cantaloupe almacenado a 20 °C 'y 88% H

Pagina
31

37

41

42

54

72

73

11



RESUMEN

Fusarium sp, causa severas afectaciones durante la siembra y cosecha del melon
cantaloupe, para su control se emplea fungicidas sintéticos; sin embargo, dado el interés de emplear
alternativas menos contaminantes para el medio ambiente se ha buscado compuestos vegetales con
actividad fungicida. Una alternativa son los metabolitos secundarios de Cucurbita foetidissima
(calabacilla), un vegetal silvestre que ha sido utilizado por los antiguos pobladores de esta zona
como medicamento, y desinfectante. Investigaciones previas sefalan que C. foetidissima es un
hospedero asintomatico de Fusarium sp; no se han encontrado estudios que demuestren si la
aparente tolerancia a la fusariosis que tiene la calabacilla pueda deberse a los metabolitos
secundarios presentes en su raiz. Por lo anterior, los objetivos del presente trabajo son evaluar la
tolerancia de la calabacilla frente a Fusarium sp, evaluar el efecto antifungico de un extracto de C.
foetidissima frente a éste mismo hongo en condiciones in vitro, y en frutos de melon cantaloupe
bajo condiciones de comercializacion. Se determind que C. foetidissima es mas tolerante a la
fusariosis que el melon cantaloupe (Cucumis melo). Se obtuvieron extractos de sus raices
empleando etanol y metanol como solventes. Usando espectrofotometria se cuantificaron los
metabolitos, observando que los extractos metandlicos presentaron mayor concentracion de
fenoles, terpenoides y saponinas en comparacion a los extractos etandlicos; estos ultimos tuvieron
una mayor concentracion de flavonoides tnicamente. Dichos extractos tuvieron una moderada
actividad fungistatica in vitro al ser aplicado a tres especies de Fusarium, siendo el extracto
etandlico el que presento un efecto inhibidor mayor. Finalmente se probo la capacidad de los
extractos para inhibir el crecimiento de F. equiseti en frutos de meldn reticulado almacenados a 20
°C, donde se obtuvieron resultados poco significativos. Se concluye que C. foetidissima, tiene una
aparente tolerancia ante la fusariosis, esta puede deberse a la presencia de metabolitos secundarios
en su raiz como los flavonoides, fenoles, terpenoides y saponinas, dichos compuestos tiene
actividad inhibitoria en condiciones in vitro, pero no son efectivos al usarlos como tratamiento

postcosecha.

Palabras clave: Cucurbita foetidissima, fusariosis, extractos bioactivos, cucurbiticeas,

metabolitos secundarios.
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ABSTRACT

Fusarium sp, causes severe affectations during the sowing and harvesting of Cucurbitaceae,
among them cantaloupe melon. To combat these diseases, synthetic fungicides are used; however,
given the interest of using less polluting alternatives for the environment, plant compounds with
fungicidal activity have been sought. An alternative is the secondary metabolites of Cucurbita
foetidissima (calabacilla), a wild vegetable that has been used by ancient residents as a medicine,
and disinfectant. Previous research indicates that C. foetidissima is an asymptomatic host of
Fusarium sp, no studies have been found to show if the tolerance to fusariosis that has C.
foetidissima can be due to the secondary metabolites present in its root. Therefore, the objectives
of the present work are to evaluate the apparent tolerance of calabacilla against Fusarium sp,
evaluate the antifungal effect of an extract of C. foetidissima against this same fungus under in
vitro conditions, and in fruits of cantaloupe melon under marketing conditions. It was determined
that C. foetidissima is more tolerant to fusariosis than cantaloupe melon (Cucumis melo). Root
extracts were obtained using ethanol and methanol as solvents. Using UV-VIS spectrophotometry,
the metabolites were quantified, the methanolic extracts had a higher concentration of phenols,
terpenoids and saponins compared to the ethanol extracts; the latter had a higher concentration of
flavonoids only. These extracts had a moderate fungistatic activity in vitro when applied to three
different species of Fusarium, with the ethanolic extract being the one that had a greater inhibitory
effect. Finally, the ability of the extracts to inhibit the growth of F. equiseti in cantaloupe melon
fruits stored at 20°C, showed little significant results. It is concluded that C. foetidissima, has an
apparent tolerance against infections caused by Fusarium sp, this tolerance may be due to the
presence of secondary metabolites in its root such as flavonoids, phenols, terpenoids and saponins,
and that these compounds have inhibitory activity under in vitro conditions, but they are not

effective when used at low concentrations as a post-harvest treatment.

Keywords: Cucurbita foetidissima, fusariosis, bioactive extracts, cucurbits, secondary metabolites
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1. INTRODUCCION

El género de fitopatdogenos Fusarium causa algunas de las enfermedades mas severas
durante la siembra y cosecha de las cucurbitaceas, entre ellas el melon reticulado (Herrera ef al.,
2013). Aunque no se conocen datos exactos, se estima que la pérdida de frutos por enfermedades
relacionadas con Fusarium sp asciende al 17% (De Cara y Dianez, 2005). Para combatir dichas
enfermedades suelen emplearse fungicidas sintéticos, sin embargo se ha observado que éstos
compuestos resultan ser contaminantes ambientales que ademas representan un riesgo latente para
el hombre (Zhi-Feng y Guang-Guo, 2015). Por esta razon se han buscado alternativas como los
metabolitos secundarios vegetales con actividad fungicida, los cuales han demostrado tener
potencial para el control de los fitopatdgenos y de ser menos contaminantes que los fungicidas

convencionales.

Los compuestos secundarios se encuentran en una amplia variedad de especies vegetales, una de
sus funciones es la de proteger al organismo de patégenos y herbivoros (Mert-Tiirk, 2006). Estudios
realizados en plantas silvestres y cultivadas, han demostrado que existe una correlacion directa
entre la concentracion total de compuestos secundarios como fenoles, flavonoides y saponinas y
su resistencia frente a fitopatogenos bacterianos y fungicos como F. oxysporum (Wu et al., 2010).
Esta caracteristica ha evidenciado la existencia de plantas productoras de estos compuestos, como

es el caso de la cucurbitacea xerdfita silvestre Cucurbita foetidissima.

La C. foetidissima, también conocida como calabacilla loca, es un vegetal xeréfito y silvestre que
se desarrolla en regiones semiaridas del norte de México y del sur de E.U.A. Dicha planta ha sido
utilizada por los antiguos pobladores como alimento, medicamento y desinfectante (Granados,
1999). También, a diferencia de otras cucurbitdceas, ha sido descrita como hospedero asintomatico
de Fusarium oxysporum (Apodaca-Sanchez et al., 2004). Estudios previos reportan que sus
propiedades medicinales podrian deberse a la alta concentracion de compuestos secundarios en raiz
(Gaidi et al., 2000). Este trabajo esta orientado en investigar el potencial de los extractos de la
calabacilla loca, como una alternativa natural a los fungicidas sintéticos empleados para el control

de F. oxysporum en frutos de melon reticulado.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Importancia Econémica y Particularidades del Melon Cantaloupe en México

El melén es un importante cultivo agricola que es consumido y cultivado a lo largo y ancho del
mundo. Tan s6lo durante el 2017 se produjo un total de 605,134 toneladas de éste fruto en México,
convirtiéndolo en el cuarto pais productor del continente y el doceavo productor de este fruto a
nivel mundial (FAOSTAT, 2019). El melon mexicano representa un ingreso de $106 millones de
pesos en exportaciones. Hasta el 2016 se cultivé una superficie de 20 mil hectareas repartidas en
22 entidades, de las cuales Coahuila y Sonora poseen juntos el 40 por ciento de la produccion
nacional total. El melon ocupa el octavo lugar de entre las hortalizas con mayor importancia
agricola, y es la tercer cucurbitacea mas cultivada después de la calabaza y la sandia. El melon es
un fruto que estd compuesto casi en su totalidad por agua (89%) teniendo un bajo contenido de
carbohidratos y grasas, a pesar de esto tiene caracteristicas nutrimentales que resultan
sobresalientes (Holland et al., 1992). Contiene varios compuestos de interés como la vitamina C
(42.20 mg/ 100g), vitamina A (5.520 mg/ 100g), P-caroteno, fitoflueno, fitoeno, acido galico y
catequina, ademas de fibra dietética soluble e insoluble (1.4 g/100g) (Horax et al., 2005).

El fruto del meldn reticulado tiene un comportamiento tipico climatérico caracterizado por
presentar un incremento subito en sus procesos fisiologicos durante la maduracion, sin embargo
algunas variedades de melon reticulado presentan una tasa de produccion baja de etileno, cualidad
que pone en discusion su condicion como fruto climatérico (Reyes-Avalos et al., 2017). Otra
caracteristica de este fruto es su exocarpo corchoso en forma de red, éste comienza a formarse entre
los 30 y 45 dias después de la floracion; inicia como pequefias fisuras en la piel, las cuales se van
alargando exponiendo las células epidermales. Este tejido que se forma no es continuo ni
impermeable como la cuticula, se ha sefialado que esta red es una estructura que favorece el
intercambio de gases contribuyendo a la pérdida de agua por transpiracion, provocando asi que el

fruto pierda peso y ademas sea susceptible al ataque de fitopatogenos (Pérez et al., 2003).
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2.2 Los Hongos Fitopatogenos: Causantes de Problemas Importantes en la Agriculturay la

Postcosecha

Meéxico es uno de los paises mas importantes en produccidon agricola a nivel mundial. Para
septiembre del 2016, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion informé que los principales productos agricolas del pais superaron las 200 millones
de toneladas (SAGARPA, 2017). Algunos de los productos mayormente cultivados son: maiz,
frijol, cafia de azucar, papa, tomate, trigo, sorgo, aguacate, frutos como el mango y meloén entre
otros. Aunque no se cuentan con estadisticas concretas, estudios previos indican que las
enfermedades causadas por fitopatdgenos causan pérdidas considerables en la produccion vegetal

durante el periodo de cultivo y de cosecha en todas las especies vegetales antes mencionadas.

Dentro de estos fitopatdgenos, los hongos son considerados como los principales agentes causantes
de este deterioro microbiano. La literatura sefiala que existe un aproximado de 8,000 especies de
hongos fitopatdgenos que causan afecciones mas o menos severas, de entre ellas destaca la
fusariosis; enfermedad que causa marchitez vascular fulminante en la planta, y que dada a la
naturaleza cosmopolita de su agente causal (Fusarium spp) afecta a la gran mayoria de las especies

con importancia agricola en México (Ruiz-Lopez et al., 2005).

Numerosos estudios cientificos realizados en nuestro pais demuestran el creciente interés para
caracterizar, combatir y mitigar los efectos de ésta y otras enfermedades causadas por hongos
fitopatdgenos y asi desarrollar estrategias y tecnologias que combatan el impacto econdmico y
social que la pérdida de la produccion agricola trae consigo. Trabajos como el de Trigos et al.,
(2008) donde se realizd un monitoreo mensual durante un afio, en frutas y hortalizas vendidas en
diferentes negocios de la ciudad de Xalapa, Veracruz, con el objetivo de determinar la incidencia
de hongos fitopatogenos en algunos de los productos agricolas més consumidos en el pais. De los
344 aislamientos que obtuvieron, caracterizaron 27 especies, de las cuales Alternaria sp, y
Fusarium sp, tuvieron una mayor presencia. Cabe destacar que los hongos mencionados son

también capaces de producir metabolitos toxicos para el humano (Figueroa-Rivera et al., 2010).
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La mayoria de las variedades de melon reticulado son susceptibles a las infecciones provocadas
por Fusarium sp en etapas de pre y postcosecha. En un estudio reportado por De Cara y Dianez,
(2005) aislaron y caracterizaron 31 cepas de Fusarium sp en cultivos de melon del estado de
Colima, a pesar de que dichos suelos habian sido tratados con bromuro de metilo (fungicida) tres
meses antes. Se ha identificado a Fusarium oxysporum como la especie mas patogénica para meldén
en campo, mientras que en postcosecha, recientemente se ha reportado que los hongos F equiseti

y F. solani son capaces de provocar pérdidas de hasta el 60% (Nuangmek et al., 2019).

2.3 Fusarium, Importante Género de Fitopatogenos

2.3.1 Fusarium oxysporum: Caracteristicas y Patogenia

De las enfermedades microbianas que generan pérdidas en el cultivo y postcosecha del melon,
destacan las ocasionadas por hongos fitopatdogenos como Fusarium oxysporum, hongo que ataca
a la planta principalmente durante su cultivo (Zhao etal., 2011). Las practicas agricolas de
monocultivo, la siembra de genotipos susceptibles, el dafo a las plantulas durante su trasplante,
factores climatologicos como el encharcamiento, y el aumento de la resistencia de los fitopatdgenos
ante las técnicas de control convencionales, han sido algunos de los causantes en el aumento de la

gravedad en la infecciones de hongos fitopatdgenos (Gava et al., 2016).

El ciclo de infeccion de Fusarium oxysporum en el meldn es similar al resto de las cucurbitaceas.
La infeccion inicial ocurre a partir de clamidosporas, éstas germinan produciendo hifas que
penetran a través de la corteza de la raiz, sin embargo la enfermedad puede agudizarse mas si
existen heridas en las raices. El hongo inicia colonizando la corteza de la raiz, penetrando hacia el
tejido del sistema vascular (xilema) donde produce mas micelio y microconidios, estos son

movilizados con el flujo de agua y nutrientes hacia las hojas.
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Una vez colonizado el haz xilematico, los sintomas de la fusariosis se agravan, provocando en
pocos dias la muerte de la planta (Figura 1). Si se ha producido la infeccion por F. oxysporum el
hongo generalmente emerge solo después de la muerte de la planta (Larkin y Hopkins, 1990). Uno
de los principales sintomas observables en la planta durante la infeccion de F. oxysporum es la
presencia de manchones marrones en el cuello de la raiz, con una decoloracion en el resto del tejido
circundante reconocible en la seccion longitudinal o transversal de las raices y tallos. En sandia y
melon es también visible en el exterior una raya necrética de coloracion marrdn que se extiende a

lo largo del tallo inferior y se desvanece superficialmente a lo largo de la enredadera.

Fusarium oxysporum generalmente produce marchitamientos mas severos en suelos ligeros,
arenosos y ligeramente acidos cuando las temperaturas estan entre los 25 y 27 °C, se ha observado
que temperaturas mas altas mitigan la infeccion, retardando el marchitamiento de la planta (Evert
et al., 2014). Una vez establecida la infeccion fingica en el xilema la planta responde produciendo
tilosas en un intento de contener al hongo. Las tilosas son invaginaciones de células de parénquima
que impiden el flujo del agua por el sistema vascular. Las tilosas deben formarse antes de que el

hongo logre colonizar por completo el xilema, y detener la infeccion.
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Figura 1. Diagrama del proceso infeccioso de Fusarium sp. en planta. Imagen del sitio web:
http://enfermedadesdeltomate.blogspot.mx/2014/10/podredumbre-seca.html

Sin embargo, en plantas susceptibles las tilosas se forman mas lentamente permitiendo la
propagacion sistémica de la infeccion, esto a su vez desencadena una mayor produccion de tilosas
las cuales terminan restringiendo por completo el flujo del agua provocando el marchitamiento
total del vegetal. Es atin desconocido hasta qué punto las toxinas fingicas estan involucradas en la
patogénesis (Everts y Himmelstein, 2015). En condiciones in vitro produce micelio abundante de
color blanco-rosado que adquiere una coloracion morada mas intensa con el tiempo. Esta especie

forma macroconidias de entre 25 a 120 um de longitud con 5 o 6 septos (Figura 2 A-B).
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2.3.2 Fusarium equiseti: Caracteristicas y Patogenia

Los frutos de melon no estan exentos a sufrir el ataque de patdgenos, una de las especies mas
devastadoras dentro del género Fusarium, es F. equiseti. Este fitopatogeno se desarrolla
inicialmente en el exocarpo del melon, generando una lesion redondeada, con micelio de
consistencia algodonosa de color blanquecino que posteriormente, se torna salmon (Figura 2 C-D).
Mientras sucede la infeccion superficial, el apresorio del hongo penetraran el exocarpo para
comenzar a colonizar el interior del fruto (Ruiz-Lopez et al., 2005). F equiseti se desarrolla en areas
semiaridas como hongo sapréfito, su rango dptimo de temperaturas para desarrollarse va de los 13
a 30 °C. En condiciones in vitro produce micelio abundante de color blanco-grisdceo que adquiere
una coloracion salmon con el tiempo. Esta especie forma macroconidias de entre 25 a 120 pum de
longitud con 5 o 7 septas. Este hongo también ha sido descrito como formador de fumonisinas
como la beauvericina, nivalenol o equisetina, las cuales han mostrado actividad anti-linfobléstica

por lo cual son consideradas toxicas para el ser humano (Leslie y Summerell, 2008).

2.3.3 Fusarium solani: Caracteristicas y Patogenia

Es una especie cosmopolita, que ha sido descrita como patogénica para una gran cantidad de
especies vegetales, como los citricos, las leguminosas y las cucurbitaceas. Es a menudo confundido
con F. oxysporum dada la similitud en la morfologia de ambos hongos, asi como por crecer en
suelos tropicales o de alta humedad. En condiciones in vitro produce micelio abundante de color
blanco-grisdceo que puede adquirir coloraciones moradas o marrones a través del tiempo (Figura
2 E-F). Forma macroconidias de manera abundante, su forma es curveada con 3 o 7 septos (Leslie
y Summerell, 2008)). Se ha descrito como capaz de degradar fitoalexinas (compuestos de defensa)
como las kievitina y tomatina, esto lo hace capaz de infectar algunos cultivares de plantas de tomate
y avena que podrian ser resistentes a otras especies de Fusarium (Défago y Kern, 1983; Péez, et

al., 2008).
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Figura 2. Caracteristicas morfologicas de algunas especies de Fusarium sp: (A-B) Fusarium
oxysporum Colonia in vitro y macroconidias (Dinler, y Benlioglu, 2016; Fourie et al., 2011), (C-
D) Fusarium equiseti Colonia in vitro y macroconidias (Leslie y Summerell, 2008;Mahmood et
al., 2012) , (E-F) F solani. Colonia in vitro y macroconidias (Gogoi et al., 2017; Chehri et al.,
2011).

2.3.4 La Fusariosis como Problema Postcosecha

La pudricion de frutos de melon causada por los fitopatdgenos del género Fusarium, es una de las
afectaciones econémicas mas importantes en México. Las especies asociadas con la enfermedad
son: F' oxysporum, F. roseum, F. moniliforme, F. semitectum, F. acumminatum,y F. solani
(Guerrero-Ruiz, 2012). Practicamente todas las variedades de meldn reticulado muestran cierto

nivel de susceptibilidad a la fusariosis; otros factores como la presencia de heridas, magulladuras
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y los factores ambientales como la temperatura, encharcamientos, y los altos niveles de humedad

favorecen el desarrollo de micelio, y consiguientemente de la enfermedad.

Las lesiones se presentan en cualquier parte del fruto maduro, sin embargo suelen ser mas comunes
en las areas de contacto del meldn con el suelo, asi como en el extremo basal del mismo. Los dafios
que causa el patogeno suelen presentarse como: hundimientos, deshidratacion de tejido (pérdida
de peso), y pudricion en la pulpa. También puede existir una infestacion del hongo internamente
en la planta que después pase al fruto a través del sistema vascular. En casos asi no se observa
micelio en la parte exterior mientras el dafio interno sigue avanzando infectando toda la pulpa, este
puede apreciarse al momento de cortar el fruto como manchas de coloracion blanquecina o rojiza
claramente delimitada del tejido sano. (Everts y Himmelstein, 2015). Finalmente la pérdida de

calidad del fruto aumenta notablemente conforme el paso del tiempo (Figura 3).
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Figura 3. Sintomas de la fusariosis en frutos de melon. (A) Corte transversal de melén donde
se observa una herida con pigmentacién rojiza en el tejido infectado causada por F.
acuminatum. (B) Corte longitudinal con lesion causada por F. equiseti. (C) Infeccion de F.
oxysporum f. sp. melonis (Bruton y Duthie, 1996).

2.4 Fungicidas Empleados para el Control de Fusarium spp y otros Hongos Fitopatdégenos

La fusariosis no es un problema reciente, durante las ultimas décadas ha crecido el interés por el
control de esta enfermedad. Ademas de su considerable patogenicidad, F. oxysporum puede estar

presente en el suelo durante varias temporadas de cultivo. Una vez que el fitopatégeno se introduce
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en una parcela resulta complicado deshacerse de €1, ya que su espora puede seguir viable por hasta
un maximo de 20 afios (Pefiuelas-Rubio et al., 2017). El manejo de los fitopatdgenos en el suelo es
complicado; el control quimico es la practica mas extendida, ya que es relativamente econdmica,
sencilla de aplicar y eficaz en comparacién a la rotacion de cultivos, la solarizacion o el control
bioldgico. Sin embargo para que el control quimico tenga una efectividad fungitoxica, dependera
de la concentracion empleada, las condiciones ambientales, y el momento de la aplicacion (se
utiliza como tratamiento preventivo), asi como de la biologia del hongo en cuestion (Rubio-Reque

et al., 2008).

Durante la segunda mitad del siglo XX y hasta principios del XXI se empled de manera continua
el fumigante y desinfectante de suelos Bromuro de metilo, para combatir la fusariosis en las
cucurbitaceas. La elevada toxicidad del fungicida elimina otros organismos fitopatdgenos como
nematodos y malezas. Sin embargo es esta misma toxicidad la que ha impactado de manera
negativa a la biodiversidad de hongos micorrizicos y demés organismos benéficos en el suelo. Asi
mismo la alta volatilizacién del Bromuro de metilo (hasta en un 95%), contamina la atmoésfera y
afecta directamente la capa de ozono. Ademas de éstos riesgos hay que agregar su peligrosidad

para los operarios que lo aplican (Carrasco, 2008).

Otros compuestos empleados para el control de los hongos fitopatégenos son el 1,3-
Dicloropropeno y el Isotiocianato de metilo, ambos suelen emplearse en forma de mezcla; sin
embargo su alta volatilidad y su caracter de accion preventivo hace que su uso sea algo complicado
y limitado. Ademas el 1,3-Dicloropropeno ha sido catalogado como carcinogénico y altamente
toxico para organismos acuaticos (Colla, 2012). Debido a las estrictas regulaciones ambientales
impuestas a los fumigantes anteriormente mencionados, se han comenzado a utilizar compuestos
que no fueron originalmente concebidos como fungicidas para la agricultura, algunos como el
Benomilo, Bromuconazil, Carbendazim y Thiram (Wightwick et al., 2010). EI Benomilo es un
fungicida sistémico que impide el proceso mitdtico de la célula, los otros tres se consideran
fungicidas de contacto. Estos afectan directamente las estructuras celulares del patdgeno en la
superficie de la planta. Dichos compuestos tienen un efecto preventivo y curativo limitado, y no

estan exentos de generar resistencia a los fitopatdgenos.
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Esta resistencia aparece como respuesta al uso continuo de un mismo tipo de fungicida, y es
heredada dentro de la poblacion. En un estudio publicado por Rubio et al., (2008) se observo que
los hongos F. oxysporum y Rhizoctonia solani no fueron inhibidos al utilizar 1500 y 3500 ppm de
benomilo, respectivamente. El creciente interés en practicas agricolas mas seguras y amigables con
el medio ambiente, asi como la presencia de cepas fungicas resistentes a los fungicidas
convencionales, ha despertado el interés en la investigacion para el desarrollo de metodologias
alternativas para el control de fitopatogenos. Una de las mas promisorias son el uso de extractos
bioactivos, 0 metabolitos secundarios con la capacidad de eliminar o atenuar a los hongos

fitopatdgenos.

2.5 Compuestos Secundarios de Plantas y su Papel en la Defensa Contra Patogenos

Como se ha mencionado a lo largo del escrito, todas las plantas son constantemente atacadas por
organismos patdogenos como; insectos, nematodos, bacterias, y hongos. Para combatirlos, los
organismos vegetales han desarrollado una vasta cantidad de mecanismos de defensa fisicos y
bioquimicos, clasificados de acuerdo a su naturaleza de aparicion: Constitutivas o Preformadas,

Inducibles y Sistémicas Figura 4 (Villa-Martinez, 2015).

La primera linea defensiva vegetal frente a los patogenos es la defensa constitutiva. Esta consta en
su mayoria de defensas fisicas, como las ceras epicuticulares, tricomas y la cutina, las cuales
normalmente se encuentran en la superficie de hojas, tallos y frutos. La funcion de éstas es impedir
la adherencia y germinacion de esporas. Los mecanismos de lignificacion, formacién de calosas y
suberizacion suelen estar antes del ataque de algin patogeno, o bien formarse al inicio del proceso
infectivo (Montes, 2009). El siguiente mecanismo de defensa en las plantas es de naturaleza
quimica y bioquimica, éstos compuestos presentan una fuerte actividad toxica o inhibidora, dichas
substancias se conocen como metabolitos secundarios. Se les denomina de ésa manera ya que son
sintetizados a partir de compuestos del metabolismo primario como azucares, lipidos y
aminoacidos, ademas de no estar involucrados en el desarrollo fisioldgico del organismo (Rosado-

Alvarez et al., 2014).
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Figura 4: Diagrama general del mecanismo de defensa de las plantas ante el ataque de los
fitopatdgenos.

Se estima que aproximadamente entre el 1 al 10% del peso seco total en los vegetales estd
compuesto por metabolitos secundarios sintetizados para la defensa contra los depredadores (Tiku,
2018). Asi mismo se ha reportado que las plantas sintetizan una gran variedad (varias decenas de
miles) de metabolitos, como: lignina, fenoles, antocianinas, terpenoides, flavonoides, taninos,
lectinas, glucosinolatos, saponinas, entre otros (Figura 5) (Goyal et al., 2012). Estos compuestos
suelen encontrarse en concentracion suficiente para eliminar o inhibir el desarrollo de los
fitopatdgenos. Tal es el caso de los fendlicos carvacrol y eugenol encontrados en bulbos de Lilium
sp, los cuales son capaces de inhibir el desarrollo micelial in vitro de Fusarium sp. (Iturbide-Zufiiga
et al,, 2017). También se ha observado que las saponinas del azafran (Crocus sativus) tiene la
capacidad para inhibir en un 70% el crecimiento de las hifas de Bipolaris spicifera'y F. oxysporum

(Rubio-Moraga et al., 2013).
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Figura 5. Estructuras de algunos metabolitos secundarios comunmente encontrados en plantas.
Tomado de Tiku (2018).

En el caso de la defensa inducida, esta es activada cuando ocurre el ataque de patdgenos; consiste
en una respuesta de sefializacion una vez que se ha reconocido el proceso infectivo. En éste
mecanismo participan los elicitores, sustancias quimicas que actuan en forma de inductores
metabolicos de las fitoalexinas, las cuales desencadenan una respuesta bioquimica en las células
atacadas (Wiesel et al., 2014). Algunas de las consecuencias que se desencadenan son: generacion
de especies reactivas de oxigeno (EROs), transduccion de proteinas hidroliticas como las quitinasas
y glucanasas. Posteriormente la lignificacion de la pared celular, la activacion transcripcional de
genes para la sintesis de moléculas defensivas como los taninos y las fitoalexinas, por ultimo la
activacion de mensajeros secundarios como el etileno, acido jasmonico, y salicilico que
desencadenan una respuesta de defensa sistémica. Asi como también la hipersensibilidad y muerte

celular en el sitio de infeccion (INTAGRI, 2017).
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2.5.2 Mecanismos de Accion de los Compuestos Vegetales Bioactivos

Dado que existe una inmensa variedad de compuestos descritos como antifungicos y
antimicrobianos, ademas de que poseen estructuras muy distintas entre si, no se han dilucidado por
completo los mecanismos de accidon que los vuelven toxicos para ciertos microorganismos, cabe
destacar también que las plantas suelen tener un arsenal quimico muy variado que les sirve para
defenderse de distintos tipos de fitopatogenos. En la Figura 6 se aprecian dos micrografias de
células de micelio de F. oxysporum, antes y después de habérseles aplicado extractos etandlicos
de ajo silvestre a una concentraciéon de 106 pg /ml, en ellas se aprecia como los organelos de la

célula parecieran desaparecer mezclandose con el liquido intracelular.

Estudios como el de Osbourn, (1996) han propuesto que el mecanismo primario de accion de
saponinas triterpénicas y de agliconas subyace en la interaccién e éstos compuestos con las
membranas de hongos. Estos compuestos actuarian de forma similar a los antibioticos poliénicos
secuestrando los esteroles de las membranas de los hongos produciendo la disrupcion del organelo
y posteriormente lisis. Otros compuestos como flavonoides, rutina, quercetina, y kampferol han
demostrado que pueden formar complejos con proteinas solubles extramembranales, causando
disrupcion en la membrana. Fenoles como el acido galico, el metil galiato y eugenol es capaz de
inhibir el sistema enzimatico P450, asi como también interfiere en la ruta metabolica de la adenil-

ciclasa (Rodriguez-Maturino et al., 2015).
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Figura 6. Micrografias a 100x de micelio de F. oxysporum antes (A) y después (B) de Ia
aplicacion de extractos de Allium ursinum (Parvu et al., 2011) .

2.5.1 Los Extractos Vegetales Bioactivos Como una Alternativa a los Fungicidas

Convencionales

El empleo de extractos vegetales para el control de plagas en plantas no es nada nuevo, antes del
surgimiento de los agroquimicos se empleaban como plaguicidas polvos y extractos de crisantemo,
rotenona, tabaco, gobernadora, entre otros (Villa-Martinez, 2015). Después del establecimiento de
la industria agroquimica, la atencidn se volte6 hacia los plaguicidas sintéticos. Sin embargo, sus
implicaciones ambientales negativas, su peligrosidad en la salud humana, sus costos de produccion
elevados y su cada vez mayor ineficacia ha despertado nuevamente el interés en los compuestos
de fuentes vegetales, como los aceites esenciales y extractos bioactivos. Dichas sustancias han
demostrado su eficacia contra los fitopatdégenos y cuentan con el soporte de numerosas

investigaciones realizadas en gran parte de los paises del mundo.
Un extracto vegetal bioactivo es la mezcla de metabolitos secundarios que tienen actividad

bioldgica, como la capacidad de afectar a patdgenos a una concentracion especifica (Goyal et al.,

2012). Como ya se menciond en apartados anteriores, €stos compuestos son en su mayoria aceites
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esenciales, terpenoides, compuestos fendlicos y saponinas. Se encuentran de manera natural en

tejidos como raiz, tallo, hoja, tubérculo y fruto sin madurar.

En el Cuadro 1 se presentan evidencias del uso de extractos vegetales para el control de diversas
enfermedades causadas por hongos fitopatdégenos. Los extractos vegetales bioactivos han
demostrado ser un recurso novedoso y ttil para el aprovechamiento de subproductos de frutas y
hortalizas cultivadas, y también de plantas sin utilidad comercial, o que solian considerarse como
plagas como es el caso de la Cucurbita foetidissima. Trabajos como el de Tequida-Meneses et al.,
(2002) donde se investigaron diversas plantas silvestres del desierto Sonorense demuestran que
existe un potencial oculto en la biodiversidad de especies vegetales disponibles en los ecosistemas

de México y del mundo entero.
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Cuadro 1. Extractos vegetales empleados para el control de hongos fitopatogenos en condiciones in vivo € in vitro.

Hongo fitopatogeno

Compuestos bioactivos

Tipo de extracto

Especie vegetal

Resultados obtenidos Referencia

F. oxysporum y F.
oxysporum f.sp.

lycopersici

F. oxysporum y
Colletotrichum

gloesporoides

F. oxysporum f.sp.
lycopersici'y
Meloidogyne incognita

(nematodo)

F. oxysporum

Compuestos fendlicos

Saponinas esteroideas

Polvo de semilla.

Saponinas

Larrea tridentata

Crocus sativus

Azadirachta indica

Chenopodium quinoa

El extracto MeOH de 4000 ppm
permitié la supervivencia del 60% de _

. (Chaparro-Encinas, 2017)
plantas inoculadas con F. oxysporum

f.sp. lycopersici en invernadero.

Extracto a 1500 ppm inhibi6 a C.
gloesporoides hasta un 80% y a F. (Rubio-Moraga et al., 2013)

oxysporum un 52 %, ambos in vitro.

El polvo funcioné como nematicida y
fungicida, ademas de promover el (Hadian etal., 2011)

crecimiento de la planta de tomate.

Inhibid in vitro el crecimiento del .
‘ (Tenorio et al., 2010)
hongo en medio PDA hasta un 50%.
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2.6 Cucurbita foetidissima como Fuente Natural de Extractos Antifungicos

La calabacilla loca (Cucurbita foetidissima) es una planta xerofitica silvestre que crece
comunmente en zonas semidridas (precipitacion menor a 250 mm anuales) del Noroeste mexicano
y el Suroeste de los Estados Unidos. La calabacilla loca se ha asociado a los grupos indigenas
recolectores-cazadores los cuales consumian sus semillas como alimento, y de sus raices y hojas
empleaban extractos como medicamento y desinfectante (Granados y Lopez, 1999). A pesar de no
haber sido domesticada, la calabacilla presenta caracteristicas deseables que le confieren la
potencialidad de ser un cultivo aprovechable para las poblaciones que habitan en zonas donde el
suelo suele ser considerado improductivo. De entre las caracteristicas deseables de la planta, la
resulta mas importante para este estudio son los metabolitos secundarios procedentes de la raiz,
como es el caso de las saponinas triterpénicas, entre éstas destacan los foetidissimdsidos; grupo de
compuestos que poseen una actividad antimicrobiana, antifingica y citotoxica considerable (Jian

et al., 2005).

Durante el siglo XX la calabacilla gozé de cierta popularidad en la comunidad cientifica, debido a
sus caracteristicas nutrimentales; sus semillas presentan un alto contenido de aceite; hasta un 30%
en contenido total, (hasta un 63% es de acido linoleico), contenido de proteina de hasta 31%, en
sus raices hasta un 60% de peso seco de almidon (Khoury et al., 1982). También Gaidi et al., (2000)
aislaron tres saponinas triterpénicas unicas procedentes de la raiz de la planta. Esto puede sugerir
el potencial fitoquimico que ésta cucurbiticea puede tener. Ademds de las caracteristicas
nutrimentales, la calabacilla loca es un vegetal que por su naturaleza xerofitica es resistente a la
sequia y a los suelos salinos, también posee una tolerancia moderada a nematodos como
Meloiogyne incognita. Se ha reportado que es un hospedero asintomatico de F. oxysporum
(Apodaca-Sanchez et al., 2004). Sin embargo, aiin no se han realizado estudios que documenten el
potencial antifingico de los extractos de ésta planta. Esto nos lleva a formular las siguientes
preguntas de investigacion ;La calabacilla loca tendra en sus tejidos compuestos con capacidad
antifingica? y siendo asi el caso, ;Al extraer dichos compuestos de la planta mantendran su

capacidad antifingica al aplicarse en la cascara de frutos de melon cantaloupe?
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3. HIPOTESIS

Los extractos de C. foetidissima tendran un efecto antifungico sobre Fusarium sp. in vitro
y en frutos de melon cantaloupe, prolongando asi su vida de anaquel bajo condiciones de

comercializacion.

32



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar el potencial antifungico de extractos de C. foetidissima, sobre el fitopatdgeno Fusarium

sp. y su efecto en la calidad de frutos de meldn, bajo condiciones de comercializacion.

4.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la tolerancia de Cucurbita foetidissima frente al hongo fitopatogeno Fusarium

oxysporum.

2. Obtener y caracterizar los componentes mayoritarios de extractos de Cucurbita foetidissima.

3. Determinar la capacidad antifungica de extractos de C. foetidissima en el crecimiento in vitro

de Fusarium sp.

4. Evaluar el potencial antifingico del extracto, en la calidad del melén cantaloupe, infectado con

Fusarium sp., bajo condiciones de comercializacion.
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5. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en laboratorio de Biotecnologia Vegetal y Postcosecha de
la Coordinacién de Tecnologia de Alimentos de Origen Vegetal, del Centro de Investigacion en
Alimentacién y desarrollo A.C, en Hermosillo, Sonora. El trabajo se realiz6 en cuatro etapas; cada

una enfocada en cumplir los objetivos planteados en el apartado anterior.

5.1 Etapa . Determinacion de la Tolerancia de las Plantas Cucurbita foetidissima y Cucumis

melo frente al Hongo Fitopatogeno Fusarium oxysporum

5.1.1 Obtencion y Crecimiento de Plantulas

Para la realizacion de éste experimento se utilizaron semillas de C. foetidissima (calabacita loca)
adquiridas con un proveedor especializado en plantas silvestres (Strictly Medicinal Seeds, LLC,
USA). Como control positivo se utilizaron semillas de melon (Cucumis melo) cantaloupe var.
‘Primo’ obtenidas de un fruto comprado en un supermercado local. Las semillas fueron lavadas,
desinfectadas con una solucion de hipoclorito de sodio al 6%, posteriormente sembradas en sustrato
estéril tipo turba, e incubadas en una cadmara de crecimiento con condiciones controladas de luz y
temperatura (25°C, fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h de oscuridad). Veinticinco dias después de la
germinacion, las plantulas fueron trasplantadas a bolsas negras con sustrato preparado a una

concentracion 1:2:1, arena, turba y perlita, respectivamente (Aguilar-Gastélum et al., 2016).

5.1.2 Preparacion del Inoculo

De manera paralela, se obtuvo un indculo de esporas de Fusarium oxysporum la cual se aislo

previamente de plantas de melon y conservadas bajo refrigeracion en el laboratorio de
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Biotecnologia Vegetal y Postcosecha. Para su resiembra se emplearon discos de micelio (5 mm de
diametro) que se colocaron sobre medio PDA. El hongo se incubd a una temperatura de 26 °C
durante un total de 10 dias. Posteriormente se prepard una suspension de esporas de F. oxysporum
siguiendo la metodologia establecida por Camacho et al., (2012). Los conidios de Fusarium se
colectaron raspando la placa de cultivo, empleando una solucion de Tween 80 al 0.02% en agua

destilada estéril. La suspension se ajusté a una concentracion de 10° conidios/mL.

5.1.3 Inoculacion de Plantulas con Fusarium sp

Las plantas de calabacilla y melon se infectaron 15 dias posteriores al trasplante (aproximadamente
de 22 a 25 dias posteriores a la germinacion). Para la inoculacion con F. oxysporum se procedio a
sumergir limpiar y después sumergir las raices de las plantas en una suspension de esporas 1*10%
durante un total de 10 minutos, siguiendo la metodologia de Aguilar-Gastélum et al. (2016) con las
modificaciones en tiempo y concentracion de esporas. Inmediatamente después del proceso de
inoculacion las plantas fueron transferidas a un sustrato de tierra negra, turba y perlita (2:1:1), y
colocadas en un estante iluminado y ventilado. Las plantulas se conservaron a 27 =5 °C y 60%

H.R., durante 30 dias, con un ciclo de luz/oscuridad de 16:8h.

5.1.4 Determinacion del Desarrollo de la Fusariosis

La evaluacion de la tolerancia a la fusariosis se hizo por medio de la comparacion del desarrollo
de la enfermedad entre las plantas de C. foetidissima y C. melo inoculadas con F. oxysporum,
respecto al grupo control que no fue inoculado. Se emplearon 5 plantas por tratamiento, y se

evaluaron los siguientes pardmetros durante los 30 dias que dur6 éste experimento.

5.1.4.1 Crecimiento de la planta: empleando una regla métrica se midio el largo de la planta,

partiendo del cuello de la raiz hasta la punta de la rama apical.
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5.1.4.2 Severidad de la enfermedad: se calculé empleando la escala heddnica reportada por

Adorada et al., (2000) con modificaciones. Esta escala consta de 5 niveles, donde se asigna un

valor de acuerdo al nimero de hojas clordticas de la planta (Cuadro 2). Las plantas se revisaron

cada 72 h durante 30 dias; la severidad se expresé por medio de un porcentaje, el cual se determin6

mediante la siguiente formula.

(1) Severidad(%) = [Z(

Numero de plantas

Cuadro 2. Escala para la evaluacion de los sintomas de la fusariosis.

Escala Descripcion de sintomas
0 Sin sintomas visibles
1 1 -10% de hojas cloroticas
2 >10 - 25 % de hojas clordticas
3 >25 - 50% de hojas clordticas
4 >50 - 75% de hojas clordticas
5 >75 - 100% hojas cloréticas o muerte de la planta

Fuente: Adorada et al., (2000).

5.2 Etapa II. Obtencion y Caracterizacion de los Componentes del Extracto Bioactivo de

Cucurbita foetidissima

5.2.1 Obtencion de Extractos de la Raiz de Cucurbita foetidissima

grado de sintomatologia de plantas afectadas) ] « 100

Se recolectaron raices de plantas de C. foetidissima silvestres, procedentes de zonas suburbanas de
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Ciudad Cuauhtémoc, Chihuahua. El proceso de extraccion es una adaptacion al protocolo reportado
por Chapagain et al., (2007). Las raices fueron limpiadas con agua corriente para retirarles la tierra,
y posteriormente fueron desinfectadas con NaClOz al 6%. Las raices se cortaron en trozos
pequefios, éstos fueron secados empleando una estufa de conveccion de aire forzado, a 60 °C
durante 72 h, la materia seca obtenida se pulverizé en un molino eléctrico. El polvo se macerd con
dos solventes distintos (metanol y etanol) a una proporcion de 1:3 p/v. Posteriormente se realizo
una agitacion continua a 120 rpm durante 8 dias. El extracto se obtuvo empleando filtracion al
vacio, y se concentrd hasta sequedad, como lo describe la metodologia de Trevifio et al. (2012). El
pellet resultante se reconstituyo en un volumen conocido de metanol o etanol seglin sea el caso y

después se almacend a -80 °C en tubos revestidos con aluminio para su posterior analisis.

5.2.2 Caracterizacion Espectrofotométrica de Compuestos Secundarios en la Raiz de

Cucurbita foetidissima

La caracterizacion parcial de cada uno de los extractos se realizd con base a los componentes
mayoritarios comunmente reportados en la literatura: fenoles totales, flavonoides, terpenoides y

saponinas (Goyal et al., 2012).

5.2.2.1 Determinacion de Fenoles Totales: La concentracion de fenoles totales se midi6 de acuerdo
al método reportado por Singleton et al., (1999). En la reaccioén se empled el reactivo de Folin-
Ciocalteu el cual es reducido por los compuestos fenolicos presentes en la solucion; esto genera un
compuesto colorimétrico que puede medirse por espectrofotometria UV-VIS. La absorbancia se
midi6 a una longitud de onda de 765 nm, y se cuantifico mediante una curva de calibracion
(r*=97%) con un estandar de acido galico. Los resultados se reportaron como meq de acido galico/g

de extracto en peso seco (p.s.).

5.2.2.2 Determinacién del Contenido de Flavonoides: Estos se calcularon mediante el ensayo

espectrofotométrico de Zhishen y colaboradores (1999). Los flavonoides reaccionan con AICI3
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formando un complejo que puede absorber la luz a una longitud de onda de 415 nm. Los
flavonoides se cuantificaron mediante una curva de calibracion (r*=98%) usando un estandar de

quercetina. Los resultados se expresaron como meq de quercetina g de extracto (p.s.).

5.2.2.3 Cuantificacion de Terpenoides: Se emple6 la técnica espectrofotométrica de Ghorai, (2012)
con algunas modificaciones. En ésta reaccion los terpenoides en la solucion reaccionan con H2SO4
concentrado formando un complejo de color rojo-marrén el cual precipita con cloroformo.
Finalmente se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 538 nm. La concentracion de
terpenoides en la muestra se cuantifico mediante una curva de calibracion (>=98%) usando como

estandar linalol. Los resultados se expresaron en mg de linalol/ g de extracto (p.s.).

5.2.2.4 Cuantificacion de Saponinas: Se emple6 la metodologia espectrofotométrica descrita por
Helaly etal., (2001). La reaccion consiste en la formacion de un complejo colorimétrico sapogenina
— vainillina, en presencia de H2SO4 concentrado. La reaccion fue medida por medio de la
absorbancia a una longitud de onda 435 nm. El contenido de saponinas en la muestra se calcul6
por medio de una curva de calibracion (*=97%) usando como estandar 4cido oleandlico y los

resultados se reportaron como mg equivalentes de Ac. Oleanolico / g de extracto (p.s.).

Todas las determinaciones descritas en esta seccion fueron cuantificadas empleando un

espectrofotometro UV-VIS marca “HACH” modelo DR 5000.

5.3 Etapa III. Determinacion de la Capacidad Antifungica del Extracto Bioactivo en el

Crecimiento in vitro de Fusarium oxysporum y F. equiseti

La capacidad de los extractos bioactivos de C. foetidissima para inhibir, eliminar, o retardar el
crecimiento de Fusarium sp se evalud sobre el crecimiento micelial in vitro. Con el fin de
determinar la capacidad antifingica de los extractos sobre el crecimiento micelial, se utilizé el

método de pocillo.
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5.3.1. Método de Vertido en Pocillo

En el método de vertido en pocillo, los extractos se vertieron en 5 pozos de 6 mm de didmetro
ubicados a 23 mm del centro en una placa de Petri de 85 mm con medio PDA. En el centro de la
placa se colocaron discos de micelio (6 mm de didmetro) de colonias de F. oxysporum, F. equiseti
y F. solani. Se evaluaron dos concentraciones distintas de ambos extractos etanolicos y metanolicos
de raiz, un control negativo con H,O destilada estéril, asi como un control positivo con solvente
(etanol o metanol a la misma concentracion de los extractos) para comparacion. Se realizaron 3
repeticiones por cada uno de los tratamientos, éstos se especifican en el Cuadro 3. Finalmente la
capacidad inhibitoria de los extractos se determind midiendo el didmetro del crecimiento del
micelial de cada uno de los hongos cada 24 horas, y durante un total 10 dias. La capacidad
inhibitoria se expreso en porcentaje, y se obtuvo comparando el didmetro del crecimiento micelial
en los tratamientos con respecto al control negativo (0%), empleando la formula propuesta por

Chapagain et al. (2007).

2 Capacidad inhibitoria (%) = %] X 100

Donde:
DC = Promedio del diametro control

dt = Diametro individual del tratamiento

Cuadro 3. Tratamientos para determinar la capacidad antifungica in vitro

Codigo Tratamiento

E.E.A Extracto etanolico a una concentracion de 17.3 ug/mL
E.E.B Extracto etandlico a una concentracion de 13.0 pg/mL
T.E.A Testigo con etanol a una concentracion de 33 plL/mL
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T.E.B Testigo con etanol a una concentracion de 25ul/mL

M.E.A Extracto metandlico a una concentracion de 21.3 ug/mL
M.E.B Extracto metandlico a una concentracion de 16.0 ug/mL
TM.A Testigo con metanol a una concentracion de 33 pL/mL
T.M.B Testigo con metanol a una concentracion de 25uL/mL

5.4 Etapa IV. Evaluacion del Potencial Antifiingico del Extracto bioactivo para el control de
Fusarium equiseti en Melon Cantaloupe y su efecto en la Calidad del fruto bajo Condiciones de

Comercializacion

5.4.1 Material Vegetal

Se emplearon frutos de meldn cantaloupe (Cucumis melo L.) variedad “larga vida” de un huerto
ubicado en la costa de Hermosillo, Sonora, el productor no nos especifico el cultivar de melon.
Los frutos se seleccionaron solo si cumplian con las siguientes caracteristicas: Exocarpo uniforme
y sin dafos visuales, estado de madurez dos (éste consiste en un desprendimiento de % del
pedunculo al jalar suavemente el fruto). Los frutos se lavaron y desinfectaron con una solucion de
200 ppm de hipoclorito de sodio durante 3 minutos, finalmente se secaron para la aplicacion de los

tratamientos.

5.4.2 Aplicacion de Tratamientos

Los frutos desinfectados y secados se dividieron en cinco tratamientos, tal como se muestra en el
Cuadro 4. Los frutos se inocularon sumergiendo la zona peduncular del fruto en una suspension de
esporas de Fusarium equiseti a una concentracion de 1x107 UFC durante 3 minutos. Una hora

posterior a su inoculacion, los frutos se sumergieron dentro de un recipiente con extracto etandlico
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o metanolico (se eligié uno dependiendo de su capacidad inhibitoria in vitro) durante 2 minutos.
Como tratamiento control se emple6 el fungicida comercial Captan® a la concentracion senalada
por el fabricante. Los frutos se colocaron en una cdmara de refrigeracion a una temperatura de 20
°Cy 88% H.R., durante 18 dias. Este estudio se dividio en tres categorias: Microbiolégicas donde
se evalud los dafios causados por el hongo fitopatogeno, Fisiologicas; donde se midieron los
cambios en la produccion de CO,, CoHay pérdida de peso, y Fisicoquimicos: Donde se evaluaron

los cambios en la calidad postcosecha en el fruto.

Cuadro 4. Tratamientos empleados en melon cantaloupe.

Codigo Tratamiento

T Fruto de melon sin extracto, ni fitopatégeno

TI Fruto de melon inoculado con fitopatogeno

Fruto de melon inoculado con fitopatogeno y atomizado con fungicida Captan

I¥ a una concentracion de 1.0 g/

Fruto de melon inoculado con fitopatogeno extracto etanodlico a concentracion

IE de 52 mg/mL

TE Fruto de melén con extracto etandlico a concentracion de 52 mg/mL

5.4.3 Evaluacion Microbiologica

Cinco frutos por tratamientos se examinaron diariamente durante un total de 18 dias para evaluar
el progreso y la severidad de las lesiones causadas por el fitopatogeno, asi como también la
efectividad antifungica del extracto. Se midid la lesion provocada por el fitopatdégeno en la
superficie del fruto con ayuda de un vernier. Los resultados se reportan como porcentaje de

efectividad, mediante la siguiente férmula:
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) %E fectividad = 100 — [DLFT*loo]

DLFI

Donde:
DLFT: Diametro de lesion del fruto tratado

DLFI: Diametro de lesion del fruto inoculado (control negativo)
5.4.4 Evaluacion Fisiologica

5.4.4.1 Pérdida de peso fresco: Diariamente los frutos se pesaron en una balanza granataria. El peso
perdido se expres6 como porcentaje, y se obtuvo calculando respecto al peso del mismo fruto al
inicio del experimento. Se emplearon un total de cinco frutos por tratamiento los cuales se

evaluaron por un total de 12 dias.

5.4.4.2 Produccion de etileno y dioxido de carbono: Se determiné por medio de cromatografia de
gases, empleando el método reportado por Martifion et al., (2014). Se colocod cada fruto
individualmente en un recipiente de plastico de 4 L de capacidad y se incubd durante 1h con el
recipiente cerrado herméticamente, se tom6 una muestra de 1 mL de los gases del espacio de cabeza
con ayuda de una jeringa hipodérmica. El gas se inyectd en un cromatografo de gases Varian Star
3400cx, equipado con una columna Hayasep N; se emplearon dos detectores, uno de conductividad
térmica para la deteccion de CO», y otro de ionizacién de flama para la deteccion de etileno. Se
utilizd6 N> como gas acarreador con un flujo de 25 mL/min. Para éste estudio se emplearon dos
frutos por tratamiento. La produccién de ambos compuestos se calculd de acuerdo a las siguientes

formulas:

) mL CO,Kg~th™t = 22

Aps*Pmsxt
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() uLCHKg 'h™t= =

Aps*Pmsxt

Donde:

Apm: Area del pico de la muestra

Cs: Concentracion de estandares (CO2: 0.05 mL/L; etileno: 1 uL/L)
V: Volumen del espacio de cabeza (L)

Aps: Area del pico del estandar

Pm: peso de la muestra (kg)

5.4.5 Evaluacion Fisicoquimica

5.4.5.1 Solidos solubles totales (SST): La pulpa se macero para liberar sus jugos, éstos se filtraron
usando una tela de organza. El jugo filtrado se midi6 directamente colocando unas gotas en el lector
de un refractometro digital Atago PR-100SA, previamente calibrado con agua destilada. Los
resultados se expresan en grados Brix de acuerdo al método reportado por Pérez y colaboradores

(2003). La medicion se realiz6 por triplicado empleando 3 frutos por tratamiento.

5.4.5.2 Firmeza: Como paso previo a la medicion, a cada melon se le retird un area pequeia de
cascara. La firmeza en la pulpa se determind en la zona ecuatorial del fruto por medio de un
penetrémetro digital Chatillon Force, NC 27409 equipado con un punzon cénico de 10 mm de
didmetro. Se tomaron dos lecturas por fruto y se midieron 3 frutos por tratamiento. Los datos se

expresan en Newtons segun lo reportado en la metodologia de Meza-Velazquez et al., (2013).

5.4.5.3 Color: El color del endocarpo de melon se midié por medio de un colorimetro Minolta CR
300. Se tomo la lectura en cuatro secciones de cada melon. Los parametros que se midieron fueron:
L (luminosidad), a* y b*. Los valores de Croma y angulo Hue® se calcularon empleando la

siguiente ecuacion segun lo reportado por Zambrano-Zaragoza et al., (2017).
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(6) Croma = +/(a )%+ (b )2

-1(09

(7) angulo Hue = tan 75

5.5 Disefio Experimental

Se empled un disefio experimental distinto de acuerdo a cada uno de los objetivos. Para el primer
objetivo se empleo un diseno estadistico factorial A x B, donde el factor A son los tratamientos con
4 niveles (Plantas de melon y calabacilla inoculadas, y plantas de melén y calabacilla testigos), y
el factor B es el tiempo con 6 niveles (0, 6, 12, 18, 24, 30 de acuerdo a los dias de muestreo). Las
variables de respuesta fueron; el porcentaje de severidad de la fusariosis, y el tamafio de la planta.
Para su analisis se empled un ANOVA con una comparacion de medias por medio de una prueba

de Tukey-Kramer con un nivel de confianza del 95%.

En el segundo objetivo se empled estadistica descriptiva, y también un disefio experimental
completamente al azar de una sola via para cada uno de los tratamientos (etanol y metanol). La
variable de respuesta fue la concentracion de cada uno de los cuatro compuestos analizados
(fenoles, flavonoides, terpenoides y saponinas) Para su analisis se emple6 un ANOVA con una
comparacion de medias por medio de una prueba de Tukey-Kramer con un nivel de confianza del

95%.

En el caso del tercer objetivo se empled un disefio experimental por bloques, donde la variable de
bloqueo es el tiempo, la variable de respuesta es el porcentaje de la capacidad antiftingica del
extracto a su respectiva la concentracion. Nuevamente para su analisis se realizé un ANOVA con
una comparacion de medias por medio de una prueba de Tukey-Kramer con un nivel de confianza

del 95%.
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Para el cuarto objetivo, el disefio experimental empleado fue un completamente al azar con arreglo
factorial A x B donde el factor A son los tratamientos con 5 niveles (TA, TE TL IF, IE, IS), y el
factor B es el tiempo de muestreo con 6 niveles (0, 3, 6, 9, 12, 15 dias). Finalmente para su analisis
se empled un ANOVA con una prueba de rangos multiples de Tukey-Kramer para la comparacion
de medias, con un nivel de confiabilidad del 95%. Los datos de todos los experimentos se
analizaron empleando el software estadistico NCSS 2011, las graficas se crearon usando Microsoft

Excel 2010.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Susceptibilidad de Cucurbita foetidissima y Melon Cantaloupe a Fusarium oxysporum

Se determiné la susceptibilidad a la fusariosis causada por F. oxysporum en plantas de C.
foetidissima (calabacilla) y melon. La Figura 7 muestra los brotes de meldn y calabacilla a los 10
dias de germinacion. Las plantas de melon presentaron un porcentaje de germinacion del 89%;
mientras que en el caso de las plantas de calabacilla solamente germiné un 42%. A pesar de que
germinaron menos de la mitad de las semillas, este porcentaje fue mayor en comparacion con otra
cucurbitacea silvestre; Melothria pendula (pepinillo silvestre), donde en condiciones de sustrato
(tierra y arena) y temperatura similar (30° C) su porcentaje de germinacion fue del 35% (Arzate-

Fernandez, 2002).

Las plantas silvestres generalmente tienen una tasa de germinacion considerablemente menor a
plantas similares cultivables. Puesto que la polinizacion, el desarrollo de los frutos y por
consiguiente de los embriones suele estar menos controlado, esto causa que muchas de las semillas
sean inviables para su germinacion en comparacion de las plantas cultivadas. También las semillas
pueden necesitar de condiciones especiales de pH, cambios en la temperatura, o un proceso previo
de escarificacion para que las semillas puedan romper con la dormancia, y puedan asi germinar

(Bemis et al., 1978).
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Figura 7. Plantulas a los 10 dias posteriores a la germinacion. (A) Plantulas de
melon, (B) las plantulas de calabacilla.

6.1.1 Efecto de la Fusariosis en el Crecimiento Vegetal

El crecimiento vegetal de las plantas de melon y calabacilla inoculadas con F. oxysporum se
determin6 durante un total de 30 dias. En términos generales, las plantas de meldn presentaron
mayor crecimiento con respecto a las plantas de calabacilla. Al final del experimento (dia 30) no
se encontraron diferencias significativas en la longitud de las plantas inoculadas con el
fitopatdgeno, respecto a las plantas testigo (p>0.05) (Figura 8). Las plantas de melon tuvieron un
crecimiento promedio mayor (testigo 26.54+4.23 cm, inoculado 27.45+2.05 cm) en comparacion
al de la calabacilla (testigo 18.9+4.61 cm, inoculado 18.9+6.28 cm). Esta diferencia puede ser
debida al ciclo fenoldgico més acelerado del melon, ésta al ser una planta domesticada y anual

tiene un crecimiento mayor al de la calabacilla que es silvestre y xerofita (Granados, 1999).
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Figura 8. Efecto de la fusariosis en el crecimiento de plantas de melon y calabacilla

durante 30 dias. Literales distintas significan diferencias significativas entre tratamientos
(p<0.05, n=5).

Uno de los sintomas mas comunes de la fusariosis es un menor crecimiento vegetativo en las
plantas inoculadas respecto a las sanas; éste efecto es provocado por la colonizacion del hongo en
el tejido parenquimatoso del cuello de la raiz, y suele presentarse en estados avanzados de la
enfermedad (Salas-Gomez, 2013). Al final del experimento se observo una ligera diferencia entre
el tamafio de la planta de calabacilla inoculada respecto a la planta de calabacilla testigo, éste
fenomeno no fue observado en las plantas de melon, donde ambos tratamientos tuvieron el mismo
tamaio al final del experimento. Sin embargo éste sintoma no se pudo observar en el experimento
probablemente porque sus treinta dias de duraciéon no fueron suficientes para apreciar una
diferencia. En otros estudios como los de Sagitov (2011), y Aguilar-Gastélum (2016), quienes
realizaron estudios de 49 dias de duracion en plantas de tomate, pudo apreciarse como a partir de
la cuarta semana las deficiencias en el crecimiento vegetativo de las plantas inoculadas respecto a
las sanas fueron estadisticamente significativas, dicho efecto fue mas severo conforme pas6 el

tiempo.
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6.1.2 Desarrollo y Severidad de la Fusariosis

La evaluacion de la severidad de la enfermedad provocada por Fusarium oxysporum en las plantas
de melon y calabacilla se realizd durante 30 dias. En todas las plantas inoculadas con el
fitopatdgeno se observaron sintomas caracteristicos de la fusariosis, como son la marchitez de las

hojas y la defoliacion, y lesiones necroticas en el cuello de la raiz (Figura 9).

El tratamiento que resultdé mas afectado fue el de las plantas de meldn inoculadas, éstas mostraron
sintomas visibles a partir de la primera semana del experimento, donde todas las plantas del
tratamiento presentaron una severidad de la fusariosis del 50%, el cual continu6 incrementandose
hasta el final del experimento, donde la severidad fue cercana al 100%. Este comportamiento fue
similar al descrito por Miao et al., (2019) quienes observaron un repunte de la enfermedad de la
fusariosis en plantas de melon a partir de la segunda semana. Esto sugiere que la prontitud en la
aparicion de los sintomas en nuestro experimento fue debido al método de inoculacion, el cual
consistié en la inmersion total de las raices en la suspension de esporas, mientras que en el estudio
citado se realizd una inoculacion indirecta, vertiendo un volumen de suspension de esporas en el

sustrato donde estaba la planta.
En el caso de las plantas de calabacilla presentaron en menor medida los sintomas de la fusariosis.

La severidad de la enfermedad no supero el 33% en ambos tratamientos al menos hasta el dia 30

del experimento, mostrando asi una aparente tolerancia de la calabacilla a la fusariosis.
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Figura 9. Porcentaje de severidad de la fusariosis en plantas de melon y calabacilla por
30 dias. Literales distintas significan diferencias entre tratamientos (p<0.05, n=15).

Las plantas tanto de calabacilla como de melén, presentaron el desarrollo de hojas clordticas,
sintoma que puede ser debido a otros factores, por lo que se analiz6 el tallo de las plantas para
confirmar que los dafios observados en las plantas fueron causados por F. oxysporum. Para ello, el
ultimo dia del experimento a todas las plantas de melon y calabacilla se les extrajo la raiz, se
desinfectaron externamente y se cortaron transversalmente para observar la presencia de lesiones
color marrén en los haces xilematicos (Figura 10). Estas lesiones son un sintoma clasico de la
enfermedad de la fusariosis, puesto que es el primer tejido que el fitopatdgeno infesta (Nuangmek
et al., 2019). Finalmente las raices se sembraron en medio PDA e incubaron durante 72 horas, y
asi observar la presencia del fitopatogeno. Se observaron machones marrones en el cuello de las
raices de las plantas de melon inoculadas, mientras que en el resto de tratamientos no se observo
dicho sintoma. Después de las 72 horas de incubacion hubo crecimiento de micelio en todos los
medios, el cual al observarse al microscopio se constaté la presencia de F. oxysporum en aquellos

tratamientos donde se habia inoculado el hongo.
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Figura 10. Lesiones causadas por F. oxysporum en raices de plantas de melon y calabacilla. (A)
Melon Testigo. (B) Melon Inoculado, (C) Calabacilla Testigo, (D) Calabacilla Inoculado.

Los hallazgos encontrados en este bioensayo son importantes, ya que no pudimos encontrar
publicaciones donde se demuestre explicitamente la tolerancia de C. foetidissima a las infecciones
causadas por F. oxysporum. El unico estudio reciente que sirvidé como precedente para éste
experimento fue el publicado por Apodaca-Sanchez et al. (2004), donde encontraron que en huertos
de tomate infestados con Fusarium la C. foetidissima era capaz de desarrollarse con normalidad.
Dicha investigacion es la tinica publicada hasta el momento donde se infiere la posibilidad de que
C. foetidissima sea un hospedero asintomatico de Fusarium sp. esa informacién se corrobor6 con

los resultados obtenidos en este experimento.

6.2 Identificacion y Cuantificacion de Compuestos Quimicos del Extracto de Cucurbita

foetidissima

6.2.1 Caracteristicas de los Extractos de C. foetidissima

Se emplearon etanol y metanol como solventes para la extraccion de los compuestos secundarios
de raiz de la calabacilla. Posterior al proceso de roto-evaporacion, la fraccion resultante fue un

material resinoso de coloraciéon d&mbar, que fue disuelto nuevamente en un volumen conocido de
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etanol o metanol respectivamente. Se obtuvo un rendimiento promedio del 4.6% de extracto
metanolico (1 g de extracto por cada 21.30 g de tejido seco). Para el caso de la extraccion etandlica,
el rendimiento promedio fue de 2.6% (1 g de extracto por cada 37.8 g de tejido seco). Se emplearon
¢éstos solventes debido a su capacidad para extraer compuestos distintos de acuerdo a su diferencia
en la polaridad, ademés de ser econdmicos y facilmente volatilizables (Rodriguez-Pedroso et al.,
2012).

Las pruebas presuntivas realizadas revelaron la presencia de los metabolitos secundarios fenoles,
flavonoides, terpenoides, y saponinas, los cuales han sido descritos como antimicrobianos. Los
resultados obtenidos son similares a los reportados por Macias et al. (2009), quienes encontraron
la presencia de fenoles, terpenoides, y saponinas en hojas y frutos de C. foetidissima. Otros
investigadores como Gaidi et al. (2004) y Macias et al. (2009) encontraron en las raices, hojas y
frutos de esa misma planta, compuestos triterpénicos como las Cucurbitacinas, y otros similares

como las saponinas.

6.2.2 Cuantificacion de Metabolitos Secundarios Mayoritarios

En el Cuadro 5 se muestran las concentraciones de los compuestos secundarios que se cuantificaron
mediante métodos espectrofotométricos. El solvente extractor donde se observd una mayor
concentracion de la mayoria de los metabolitos fue el metanol. Los extractos etandlicos en cambio,
tuvieron menores concentraciones de los distintos metabolitos secundarios, a excepcion de

flavonoides; en éstos Ultimos se encontraron en mayor cantidad.
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Cuadro 5. Contenido de metabolitos secundarios en los extractos de raiz de C. foetidissima.

Secado en estufa de aire forzado

Estandar Metabolito (G0°C. 72 h)
empleado secundario Solvente
Metanol (meq/g p.s.)* Etanol (meg/g p.s.)
Ac. Galico Fenoles 9239+ 11.36% 79.96 £5.02 %
Quercetina Flavonoides 283.24+11.79° 621.62 +75.60*
Linalol Terpenoides 42.61+341° 38.87+£0.59°
Ac. Oleandlico Saponinas 888.20+43.10% 456.29 £20.33°

Literales diferentes entre filas significan medias diferentes (p<0.05, n= 6).
*meq /g p.s.: miligramos equivalentes sobre gramos de peso seco.

Por cada gramo de tejido seco de raiz de C. foetidissima se obtuvo un total de 92.39 mg de fenoles
libres (meq de acido galico/g de tejido seco), concentracion considerablemente mayor a la obtenida
en un estudio reportado por Salazar et al., (2008), donde usando como solvente de extraccion
metanol, obtuvieron un total de 8§ mg eq de catecol/g de tejido seco. La diferencia entre ambas
concentraciones de fenoles libres puede deberse a que el catecol podria ser un compuesto fenolico
mas escaso en el extracto, en comparacion al acido galico utilizado como estandar en el presente
estudio. En comparacion con otras cucurbitdceas Chekroun et al. (2015) mostraron que los
extractos butanolicos de la raiz de Bryonia dioica, presentan una concentracion de 541 mg
equivalentes de acido galico/g de tejido seco, por lo cual se podria considerar que el solvente n-
butanol es un mejor extractor de los compuestos fendlicos, o bien, que este extracto tiene una

concentracion de compuestos fendlicos inferior con respecto a otras cucurbitaceas.

El extracto etandlico de C. foetidissima presentd un contenido de flavonoides de 621 mg eq de
quercetina/g p.s. (Cuadro 5). En el mismo estudio de Chekroun et al., (2015) obtuvieron una
concentracion de flavonoides de 229 mg de catequina/g de tejido seco en la raiz de B. dioica,

usando n-butanol como solvente extractor, concentracion menor a la obtenida en el presente

53



estudio. La presencia de flavonoides como la quercetina en el extracto de raiz de C. foetidissima
podria sugerir una actividad antifiingica. De acuerdo al estudio reportado por Steinkellner et al.,
(2007), el crecimiento micelial de F. oxysporum fue inhibido hasta en un 80 % durante 5 dias
empleando una concentracion de 30.22 mg/L de quercetina pura. Los metabolitos encontrados en
menor concentracion en los extractos etanolicos y metandlicos de calabacilla fueron los terpenoides
(siendo menor a 50 meq de linalol/g p.s.). Hasta el momento, no se han encontrado estudios
cientificos que reporten el contenido de otros monoterpenos en calabacilla, sin embargo Chao-
Chen et al.,, (2005), han reportado la presencia de compuestos triterpénicos coOmo las

cucurbitacinas.

Las saponinas fueron los compuestos mas abundantes para el caso de los extractos metandlicos y
los segundos mas abundantes en los extractos etandlicos. Investigadores anteriormente citados,
como Chao-Chen et al., (2005), y Gaidi et al., (2004) describen a la planta de calabacilla como una
planta altamente productora de saponinas y otros compuestos triterpénicos como las
cucurbitacinas. Estos compuestos han sido relacionados con el sabor marcadamente amargo
presente en los frutos, hojas y raiz de C. foetidissima y otra cucurbitaceas silvestres. Asimismo, se
ha reportado que estan involucradas en la defensa de las plantas contra depredadores; ademads estos
compuestos han sido descritos como antimicrobianos debido a que poseen una naturaleza citotoxica

(Aeri et al., 2015).

Con base en los resultados mencionados anteriormente, se puede sugerir que la presencia de
metabolitos secundarios como terpenoides, flavonoides, fenoles y saponinas en la raiz de C.
foetidissima podrian estar involucradas en la aparente tolerancia de la planta frente a la enfermedad
de la fusariosis. La evidencia reportada por otros investigadores sugiere que la naturaleza
antimicrobiana de los flavonoides y saponinas, juegan un papel importante en la defensa de la
planta frente a los fitopatogenos. Por lo anterior, es posible que los extractos metandlicos y
etandlicos de la calabacilla puedan tener un efecto antifingico al ser aplicados directamente sobre

Fusarium sp.
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6.3 Analisis de la Actividad Antifingica del Extracto de Cucurbita foetidissima en el

Crecimiento in vitro de Fusarium sp.

En la Figura 11 se muestra el efecto de los extractos de C. foetidissima en el porcentaje de
inhibicion de F. oxysporum en condiciones in vitro. Los extractos etandlicos y metandlicos
presentaron su maxima inhibicién en F. oxysporum al dia 5 del experimento, siendo los etanolicos
con la concentracion mas alta de extracto (E.E.A., 17.3 pg/mL ) los que presentaron mayor
capacidad inhibitoria (41.94 %), 8.95% madas en comparacion al extracto metanodlico de mayor
concentracion (ML.E.A., 21.3 pg/mL). Posterior al quinto dia, el efecto inhibitorio fue en
detrimento, (Figura 11). Es notable resaltar como los extractos etanolicos a pesar de tener una
concentracion ligeramente menores a los metanolicos tuvieron mayor capacidad inhibitoria. El
tratamiento de metanol a su concentracidon mas alta presenta un efecto inhibitorio ligeramente
menor que (M.E.A.), por lo cual podriamos suponer que el solvente presente en el extracto esté

influyendo también en la capacidad inhibitoria del mismo.

F. oxysporum ha sido descrito como un fitopatogeno capaz de degradar fitoalexinas y otros
compuestos defensivos como los avenacésidos (saponinas), empleando enzimas especificas que le
permiten asimilar éstos compuestos (Bednarek y Osbourn, 2009) , esto es debido a su naturaleza
altamente patogénica para las plantas y su alta capacidad para adaptarse a una gran variedad de

hospederos especificos (formae especiale) (Paez et al., 2008).
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Figura 11. Efecto de los extractos de C. foetidissima en la inhibicidn in vitro del crecimiento
de F. oxysporum: (A) extracto etanolico. (B) extracto metanolico. Literales distintas significan
diferencias entre tratamientos (p<0.05, n=3).

En F. equiseti, se presentd un efecto inhibitorio similar a F. oxysporum, teniendo un méaximo de
inhibicion al dia 5 para (M.E.A. 21.3 pg/mL) y al dia 6 para (E.E.A 17.3 pg/mL), siendo
nuevamente el extracto etandlico a la concentracion mas alta el que presentd inhibicion
significativamente mayor (59.32 %) (p<0.05) respecto al resto de tratamientos. (Figura 12).
Nuevamente puede apreciarse como el etanol posee por si solo un efecto inhibitorio, y que quizas
esté influyendo en la capacidad inhibitoria del extracto. Los extractos metandlicos nuevamente
tuvieron una capacidad inhibitoria inferior, incluso en su concentracion mas alta (39.68 %). F.
equiseti es un hongo de naturaleza saprofita que prefiere vivir en frutos antes que en plantas y que
suele aparecer ya en etapas de maduracioén avanzadas, lo anterior supone que posiblemente no tiene

un sistema enzimatico capaz de degradar compuestos de defensa de las plantas (Nuangmek et al.,

2019).
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Figura 12. Efecto de los extractos de C. foetidissima en la inhibicion in vitro del crecimiento de
F equiseti: (A) extracto etandlico. (B) extracto metandlico. Literales distintas significan
diferencias entre tratamientos (p<0.05, n=3).

Los extractos tuvieron la menor capacidad inhibitoria en F. solani, en comparacion a las otras dos
especies; siendo la maxima inhibicion del 39.49% con extracto etandlico de mayor concentracion
(E.E.A. 21.3 pg/mL) al dia 5 del experimento (Figura 13). Los tratamientos con solventes tuvieron
una nula capacidad para inhibir éste fitopatogeno, lo cual sugiere que la actividad inhibitoria en
¢éste caso fue inicamente debida al extracto. F. solani al igual que F. oxysporum han sido descritos
como fitopatdgenos capaces de degradar compuestos secundarios de defensa, debido a que ambos
son patogenos que infectan las raices de las plantas, poseen una gama de enzimas especializadas

para esta tarea (Paez et al., 2008).

En las tres especies de hongos se presentd un efecto fungistatico moderado, siendo los extractos
etanolicos del tratamiento E.E.A, los que tuvieron una inhibicion significativamente mayor
(p<0.05) respecto a los extractos metandlicos y testigos con solventes. Es notorio cémo los
extractos etanolicos a pesar de estar en menor concentracion fueron los que presentaron una mayor
capacidad inhibitoria. Citando el segundo objetivo de ésta investigacion, el compuesto encontrado

en mayor concentracion en los extracto etanolicos, fueron los flavonoides; esto hace suponer que
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quizas la mayor capacidad inhibitoria puede deberse a estos compuestos. De la misma manera la
aparente menor capacidad inhibitoria de los extractos metanolicos, los cuales presentaron una
mayor concentracion de fenoles y saponinas, sugiere que en los extractos de C. foetidissima, éstos
compuestos no fueron los que tuvieron la mayor actividad fungistatica. Sin embargo aseverar que
esa es la razon principal es un tanto aventurado, ya que los extractos etandlicos podrian tener otros

compuestos que no hayan sido cuantificados y que también tengan actividad antifingica.
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Figura 13: Efecto de los extractos de C. foetidissima en la inhibicion in vitro del crecimiento de
F. solani: (A) extracto etanodlico. (B) extracto metanolico. Literales distintas significan
diferencias entre tratamientos (p<0.05, n=3).

Todos los tratamientos presentaron un pico maximo de inhibicion entre el dia 5, 6 o 7, presentando
una caida en su capacidad inhibitoria los dias posteriores. En F. oxysporum y F. equiseti los
tratamientos testigos presentaron un efecto inhibitorio ligeramente menor a los tratamientos con
extractos, mientras que en F. solani, los solventes presentaron una minima (<20%) o nula
inhibicién en comparacion de los extractos E.E.A. (17. 3 ng/mL) y M.E.A. (21.3 ug/mL). Ese
comportamiento donde existe un pico maximo seguido de una disminucion en la inhibicién puede
deberse a la fotolabilidad de los compuestos presentes en los extracto, como es el caso de los

fenoles, los cuales pueden degradarse en presencia de luz UV (Dang et al., 2016).
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La actividad de los extractos de C. foetidissima sobre las tres diferentes especies de Fusarium sp.
se considera como fungistatica, ya que solamente detuvo el crecimiento de los hongos y no elimind
por completo al microrganismo (Curifuta et al., 2012). La actividad inhibitoria del extracto fue
menor en comparacion a extractos de otras plantas como la Lippia origanoides. Sanabria et al.
(2006) observaron que los extractos etanolicos procedentes de las hojas y tallos de la planta de
orégano inhibieron el crecimiento de F. oxysporum hasta el 90%, a una concentracion de 2.5%
v/v. En otro experimento, Rodriguez Pedroso et al. (2012) observaron que un extracto
hidroalcohdlico de hojas de Acacia farnesiana, fue capaz de inhibir hasta en un 94% del
crecimiento micelilal de F. oxysporum, s6lo que a una concentracion de aproximadamente el 20%
v/v. En ambos estudios se explica que la capacidad inhibitoria de los extractos puede ser debida a

la presencia de flavonoides, taninos, fenoles y alcaloides, entre otros.

Experimentos previos como los de Ncube et al. (2011); Pefiuelas-Rubio et al. (2017) demuestran
que los extractos vegetales tienen una capacidad inhibitoria ante F. oxysporum eficaz al ser
aplicados en condiciones in vitro y también in vivo. Dichos autores sefalan que los compuestos
fendlicos y las saponinas son los que podrian ser mas toxicos para el hongo, debido a su capacidad
para secuestrar los esteroles de la membrana celular, produciendo lisis. Steinkellner et al. (2007),
encontraron en su experimento que la quercetina a una concentraciéon de 30.22 mg/L es capaz de

inhibir el crecimiento micelial de F. oxysporum, hasta el quinto dia.

Finalmente, puede suponerse que empleando una mayor concentracion de extractos de C.
foetidissima, podria verse aumentada su capacidad inhibitoria, o incluso tener un efecto fungicida.
Debido a que los extractos etanolicos fueron los que tuvieron una mayor capacidad inhibitoria, y
de igual manera una mayor concentracion de flavonoides, se puede sugerir que éste compuesto es
mas fungicida que el resto de los metabolitos detectados en la raiz de la calabacilla. Rodriguez-
Maturino et al. (2015) sefiala que uno de los mecanismos de accion de los flavonoides es por medio
de la formacién de complejos con las proteinas solubles extracelulares, generando disrupcion de
su pared celular y posteriormente la lisis, o bien, podrian actuar inactivando proteinas esenciales
en el metabolismo, como el citocromo P450 interrumpiendo la transferencia de electrones y

frenando el ciclo de krebs.
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6.4 Analisis del Extracto de C. foetidissima sobre F. equiseti en Melon Cantaloupe y sobre sus

Caracteristicas Microbioldgicas, Fisiologicas y de Calidad Postcosecha

6.4.1 Efecto del Extracto en las Caracteristicas Microbiologicas del Melon Cantaloupe

Infectado con F. equiseti

6.4.1.1 Efecto del extracto en la apariencia general del fruto: En la figura 14, puede observarse
como los melones a los que se les aplico el extracto de C. foetidissima presentaron una coloracion
mas amarillenta y brillante que el resto de los tratamientos. Este efecto parecié modificar el olor
del fruto y su sensacion al tacto, puesto que los frutos presentaban una textura aceitosa y un ligero
aroma amargo. La coloracion amarillenta continu6 durante los 18 dias que dur6 el experimento con

una ligera pérdida de intensidad.

Figura 14. Frutos de melon en el dia O (superior) del experimento, y en el dia 9 (inferior), posterior
a la aplicacion de los distintos tratamientos: (A): Testigo, (B): Testigo- Inoculado, (C): Testigo-
Extracto, (D): Inoculado- Solvente, (Etanol). (E): Inoculado- Fungicida, (F) Inoculado- Extracto.

6.4.1.2 Efecto del extracto en el crecimiento micelial del hongo: El efecto del extracto en el control
de la infeccion causada por Fusarium equiseti no pudo ser medido de la manera establecida en la
seccion de materiales y métodos. Esto debido a que no se desarrollaron colonias caracteristicas del

fitopatdgeno en la superficie del fruto (micelio algodonoso de color blanco-salmoén). Aunque hubo
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aparicion de dos tipos de micelio, uno de color negruzco y de apariencia aplanada, otro
blanquecino- grisaceo y de apariencia algodonosa, pero parecia corresponder a Fusarium, al
observar sus estructuras microscopicas de €ste bajo el microscopio, no se observaron microconidias
o macroconidias caracteristicas para este hongo. Sin embargo, se observaron esporas
correspondientes a otros hongos. El hecho de que no se observo el desarrollo de Fusarium equiseti
en la superficie de los frutos de melén puede deberse a la variedad utilizada, la cual podria ser una

variedad particularmente resistente al desarrollo de Fusarium sp.

La aparicion de micelio se hizo presente desde el dia 9 en todos los frutos, alrededor de la zona del
pedunculo. A este tiempo también empez6 a apreciarse la aparicion de hundimientos en distintas
zonas de la superficie del melon, ademas del pedinculo. Cabe resaltar que algunos frutos a los que
se les aplico el extracto presentaron crecimiento de micelio y hundimiento en zonas cercanas al
apice que no estaban cubiertas por el extracto, sin embargo a partir del noveno dia empezaron a
presentarse brotes de micelio en la zona peduncular. Esto ultimo nos hace suponer que el extracto

pudiese dificultar el desarrollo de los hongos en las zonas donde fue aplicado.

Al dia 18, el ultimo correspondiente a éste bioensayo, los frutos se cortaron para observar si habia
infestacion fingica en su pulpa. En la Figura 15 puede observarse la aparicion de lesiones en la
pulpa del meldn, las cuales se muestran como manchones de color negro, y otros de color
blanquecino, éstos ultimos son similares a las lesiones tipicamente encontradas en frutos infestados
con Fusarium sp. Cabe destacar que en todos los tratamientos con excepcion del Testigo las
lesiones internas se limitaron al tejido colindante con la zona peduncular. Y que en el caso de los
tratamientos donde se aplico el extracto, las lesiones visualmente fueron menores al resto de
tratamientos. Esto ultimo sugiere que el extracto si tuvo un efecto inhibitorio en el hongo, y al
retrasar la infeccion alrededor de 6 dias mas, prolongd la vida de anaquel del fruto.

El pedunculo al ser una herida, es la zona mas susceptible del fruto para sufrir infecciones por parte
de los fitopatdgenos, por eso no es extraio que en todos los frutos haya sido la zona con las lesiones
internas mas evidentes. Finalmente, las colonias fungicas desarrolladas en el exterior de los frutos
de meldon se analizaron con base a las caracteristicas de las colonias y de sus estructuras
microscopicas, las cuales se compararon con lo reportado en la literatura (Weir et al., 2012;
Woudenberg et al., 2013). Con base en las caracteristicas observadas, las colonias fueron
identificadas preliminarmente como Colletotrichum sp y Alternaria sp. El desarrollo de lesiones

fingicas en los tratamientos donde se utilizo el extracto de C. foetidissima y también en el tratado
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con el fungicida comercial hace suponer que ni los extractos ni el Captan son capaces de inhibir

totalmente el crecimiento de micelio en el melon cantaloupe.

Figura 15. Vista interior de frutos de meldn al dia 18 de almacenamiento a 20° C y 88 % de
H.R. Los tratamientos corresponden a: (A) Testigo, (B) Testigo Inoculado, (C) Testigo Extracto,
(D) Inoculado Etanol, (E) Inoculado Extracto, (F) Inoculado Fungicida.

6.4.3 Efecto del Extracto Bioactivo en la Fisiologia de los Frutos de Melon Cantaloupe

6.4.3.1 Efecto del extracto en la pérdida de peso: Los frutos de meldn presentaron una disminucion
de peso entre el 3.6 y el 4.19% a los 12 dias a 20 °C. Tal y como se observa en la Figura 16, la
pérdida de peso fue en aumento conforme avanzo6 el tiempo de almacenamiento. Sin embargo no
se apreciaron diferencias significativas (p>0.05) en la pérdida de peso entre los frutos a los que
se les aplico el extracto de C. foetidisiima respecto a los testigos. Asi mismo los frutos inoculados
con Fusarium equiseti tampoco presentaron una disminucion de peso mayor en comparacion a los
testigos. Estos valores son considerablemente menores a los reportados por Reyes-Avalos et al.
(2017), quienes reportaron que los melones control tuvieron una pérdida de peso mayor al 20% al

dia 7 del experimento. Cabe destacar que en el estudio citado los investigadores emplearon una
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variedad distinta de melon, asi también emplearon otras temperaturas de almacenamiento (5 °C,
95% H.R.).

El caracteristico epicarpio suberizado convierte a los melones cantaloupe en frutos muy
susceptibles a la pérdida de peso. Kader (2013) menciona que las condiciones ideales de
almacenamiento para evitar la pérdida de agua por transpiracion es a una temperatura de 3 °C y
92% H.R., la variedad de melon empleada en el experimento permanecid con un peso mas 0 menos
estable a condiciones promedio de 20 °C y 92% H.R. durante los 15 dias que dur6 el experimento.
Por lo tanto, se podria considerar que la humedad relativa juega un papel preponderante en la
disminucién de la transpiracion del meldén cantaloupe y consiguientemente en su calidad

postcosecha.

[
=T
5 _
—TE
£ 4
§ Tl
2 3
=
3 2 =I5
=
| =
~Q
a4 +|E
0 ——IF

0 2 4 6 8 10 12
Tiempo a 20°C (Dias)

Figura 16. Pérdida de peso porcentual en frutos de melon cantaloupe aplicado con el extracto de
C. foetidissima y almacenado a 20 °C, 88% H.R. Literales distintas significan diferencias entre
tratamientos (p<0.05, n=5).

6.4.3.2 Efecto del extracto en la produccion de etileno: En la figura 17 se presentan los resultados
de la produccion de etileno en los frutos de meldn, almacenados durante 15 dias a una temperatura
de 20 °C y 88% H.R. Como se puede apreciar, los melones testigo y a los que se les aplico el

extracto presentaron un comportamiento muy similar en la produccion de etileno. Tanto los frutos
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aplicados como el testigo y el testigo inoculado presentaron su maxima produccion de etileno
(46.67 — 57.75 nLC;H4/Kg.h), a los 12 dias de almacenamiento, por lo que el extracto no tuvo un
efecto en la produccion de etileno. Sin embargo, se observd un comportamiento distinto en los
melones inoculados y aplicados con el extracto con respecto a los no inoculados. Los frutos de
melon tratados con etanol, captan o bioextracto no presentaron una méaxima en su produccion de
etileno permaneciendo mas o menos constante entre los 10- 30 pLC>H4/Kg.h. Este comportamiento
es similar al descrito por Reyes-Avalos etal, (2017) el cual describe un incremento en la
concentracion de etileno de 65.90 pLLC,H4/Kg.h al dia 16. En el experimento la produccion maxima
de etileno fue 10 uL menor (57 pLC2H4/Kgh). Esta ligera diferencia pudo deberse a la variedad
del fruto
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Figura 17. Efecto del extracto de C. foetidissima en la produccion de etileno (WLC2H4/Kg.h) en
frutos de melon cantaloupe a 20 °C, y 88% H.R. Tratamientos: (TA) Testigo, (TE) Testigo extracto,
(TT) Testigo inoculado, (IS) Inoculado solvente, (IE) Inoculado extracto, e (IF) Inoculado
fungicida.

Ninguno de los compuesto en el extracto de C. foetidissima tue capaz de alterar la permeabilidad

de la pared celular disminuyendo el intercambio gaseoso entre el fruto y el exterior, asi como

modificar la atmosfera interna retrasando los procesos metabolicos asociados con la maduracion y
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senescencia. Es interesante observar como los frutos que fueron tratados con etanol, captan 6 el

bioextracto no presentaron una produccion de etileno tan pronunciada como los testigos.

6.4.3.2 Efecto del extracto en la produccion de CO». En la Figura 18 se presentan los resultados de
la produccion de dioxido de carbono en frutos de meldon almacenados durante 15 dias, a una
temperatura de 20 °C 'y 88% H.R. El comportamiento en la produccion de didxido de carbono fue
similar entre los melones testigo (T, TE y TI), observandose la maxima produccion de CO» (59.97
mL COz/Kg.h) al dia 12 del experimento. En cambio, en los frutos inoculados y tratados,
presentaron un comportamiento diferente a los no inoculados, particularmente en los tratamientos
inoculado-Etanol, e inoculado-fungicida, los cuales presentaron el pico de produccion de CO»
(65.70 mL CO»/Kg.h) al dia 2 del experimento. Estos valores son ligeramente menores a los 72.97
mL CO2/Kg.h reportados por Garcia-Robles et al., (2016). Ademas, los autores reportaron la
maxima produccion de CO; al dia 2 del experimento, lo cual coincide para los tratamientos

inoculado etanol e inoculado fungicida.

Los frutos que fueron aplicados con los extractos de C. foetidissima y también inoculados con F.
equiseti presentaron los valores mas bajos de CO2 (31.13 mL CO2/Kg.h) con respecto al resto de
tratamientos. Dichos frutos tampoco presentaron un méaximo respiratorio durante los 15 dias que
dur6 el experimento. Este comportamiento es interesante, y nos hace suponer que ambos
tratamientos (extracto e indculo) redujeron la produccion de didxido de carbono en el fruto de

melon.

El aumento en la tasa respiratoria a los 12 dias, y en la concentracion de etileno a los 12 dias en los
frutos de melon testigos, coincide con el desarrollo de micelio del hongo. Estos resultados también
coincide con lo reportado por Watkins, (2002) quien describe que el incremento en la tasa
respiratoria estd invariablemente relacionada con una respuesta al estrés ambiental (temperatura,
golpes durante su manipulacidon, microorganismos), lo cual desencadena la produccion de etileno,

y la consiguiente senescencia del fruto.
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Figura 18. Produccion de dioxido de carbono (mLCO»/Kg.h) en frutos de melon cantaloupe a 20

°C, y 88% H. R. Tratamientos: (TA) Testigo, (TE) Testigo extracto, (TI) Testigo inoculado, (IS)
Inoculado solvente, (IE) Inoculado extracto, (IF) Inoculado fungicida.

6.4.4 Efecto del Extracto Bioactivo en la Calidad Postcosecha del Melon Cantaloupe

6.4.4.1 Efecto del extracto bioactivo en la firmeza: En la Figura 19 se presentan los resultados del
efecto del extracto en la firmeza de los frutos de melon durante el almacenamiento a 20 °C y 88%
H.R. Como se puede observar, la firmeza en los frutos testigo, inoculados etanol, e inoculado
fungicida, tendi6 a disminuir conforme avanzo6 el tiempo de almacenamiento a 20 °C. En cambio,
en los frutos aplicados con el extracto e inoculados, no se observa un comportamiento claro en la
variable firmeza. Al cabo del dia 12, la firmeza de este tratamiento fue significativamente mayor
(25.3 N) (p<0.05) en comparacion al primer dia del experimento (12.2 N). Dicho tratamiento
mantuvo también la mayor firmeza con respecto a los testigo: 15.2 N (testigo inoculado), 9.4 N

(testigo) y 8.3 N (testigo extracto), a ese mismo tiempo de evaluacion.
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Figura 19. Efecto del extracto de C. foetidissima en la firmeza de frutos de melon, almacenados
a 20 °C y 88% H.R. Tratamientos: (TA) Testigo, (TE) Testigo extracto, (TI) Testigo inoculado,
(IS) Inoculado solvente, (IE) Inoculado extracto, e (IF) Inoculado fungicida. Las barras representan
la media + desviacion estandar (n=3). Literales diferentes son diferentes significativamente
(p<0.05).

Los frutos tratados con el extracto inicamente presentaron una pérdida de firmeza més pronunciada
que el tratamiento inoculado y con extracto. Esto puede deberse a que debido a la caracteristica
destructiva de la prueba para determinar la firmeza, en cada tiempo de medicion se utilizaron
diferentes frutos, los cuales pudieron encontrarse en estado de maduracion muy diferentes entre si.
Al final del experimento ciertos tratamientos presentaron una disminucion en su firmeza de hasta
un 40%; de 28.9 a 15.8 N (testigo inoculado), y de 17.50 a 8.3 N (testigo extracto) en comparacion
al primer dia de evaluacion, lo cual puede deberse a su proceso de maduracion normal del melon.
En nuestro experimento los extractos de C. foetidissima no pareciera que fueran efectivos para

mantener la firmeza de los frutos a lo largo del tiempo de evaluacion.
La pérdida de firmeza de los frutos es un factor importante para la calidad postcosecha, ya que lo

hace susceptible a dafios mecanicos durante su transporte y almacenamiento, comprometiendo su

vida de anaquel (Bianchi et al., 2016). Este fenomeno de ablandamiento esta relacionado con la
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degradacion de la pared celular en el mesocarpio del fruto, o por el proceso de transpiracion (Ma

etal., 2016).

6.4.4.2 Efecto del extracto en el porciento de acidez titulable: Los resultados del efecto del extracto
bioactivo en el porciento de acidez titulable en meldn cantaloupe, se presentan en la Figura 20. Los
frutos testigo presentaron un % de acido citrico que varid entre 0.047 — 0.062% durante los
primeros 12 dias del experimento. La aplicacion del extracto e indculo indujo un aumento
significativo (p<0.05) en el % de acidez titulable a los 3 dias de almacenamiento, registrandose

valores de 0.079 y 0.088%, respectivamente.

Posteriormente, el % de acidez disminuyo registrando valores similares a los registrados en los
frutos testigo extracto, y testigo inoculado, en los dias restantes de la evaluacion, A pesar de la
fluctuacion en los resultados, los frutos tratados con los extractos de C. foetidissima, mantuvieron
un porcentaje de 4cido citrico menor al resto de tratamientos al dia 12 del experimento (0.047%
testigo extracto, 0.050% inoculado extracto) puesto que los 4cidos organicos no tendieron a
disminuir cémo podria esperarse dentro de un proceso normal de maduracion o de un proceso de
proliferacion de microorganismos (Mazuela, 2012; Famiani et al., 2015). Quizés algun o algunos
compuestos presentes en los extractos esté afectando el metabolismo del ciclo de Krebs en las

células del mesocarpio favoreciendo la sintesis de acidos orgéanicos (Mufioz-Villa et al., 2014).
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Figura 20. Efecto del extracto de C. foetidissima en el % de acidez titulable de frutos de
melon cantaloupe almacenado a 20 °C y 88 % HR. (TA) Testigo, (TE) Testigo extracto, (TI)
Testigo inoculado, (IS) Inoculado solvente, (IE) Inoculado extracto, e (IF) Inoculado
fungicida Barras verticales representan desviacion estandar, literales diferentes son diferentes
significativamente (P<0.05) (n=3).

6.4.4.3 Efecto del extracto en el pH:_En las Figura 21 se presentan los resultados del efecto del
extracto en el pH de los frutos de meldn cantaloupe a 20 °C, 88% H.R. Se puede apreciar que los
tratamientos mostraron una disminucion generalizada del pH al dia 12 del almacenamiento. A este
tiempo, no se observaron diferencias significativas entre tratamientos (p>0.05). Estos resultados
coinciden a los reportados por Bianchi et al. (2016), quienes obtuvieron un promedio de 6.53, en

frutos de melon cantaloupe al dia 9 posterior a la cosecha.

El tratamiento correspondiente a inoculado con extracto, presentd la disminuciéon mas acentuada
de pH, (7.07 2 6.91) en comparacion al resto de los tratamientos. Nuevamente no se pudo observar
que el extracto tuviera un efecto en mitigar la disminucion del pH en los frutos. Los valores de pH
en los frutos de meldn estan relacionados con el cambio de los potenciales ionicos celulares del
mesocarpio, asi como en el fenomeno de maduracién del fruto y capacidad de proliferacion
microbiana; valores bajos de pH pueden permitir una vida de anaquel mas amplia (Almeida y

Huber, 2002).
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Figura 21. Efecto del extracto de C. foetidissima en el pH de frutos de melon cantaloupe
durante almacenamiento a 20 °C, 88% H.R. (TA) Testigo, (TE) Testigo extracto, (TI) Testigo
inoculado, (IS) Inoculado solvente, (IE) Inoculado extracto, e (IF) Inoculado fungicida.
Barras verticales representan desviacion estandar. Resultados no significativos (n=3).

6.4.4.4 Solidos solubles totales: En el Cuadro 6 se presentan los resultados obtenidos de solidos
solubles totales (SST%) de los frutos de melén aplicados con el extracto bioactivo y almacenados
durante 12 dias a 20 °C y 88% H.R. No se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (p>0.05), por lo que el extracto no tuvo un efecto en esta variable. Nuevamente el
comportamiento erratico de los frutos no permitié apreciar una tendencia a aumentar o disminuir
el contenido de azucares de los frutos respecto al tiempo. Esta variabilidad podria deberse a que la
técnica utiliza para determinar los SST es una técnica destructiva por lo que para cada tiempo de
muestreo se utilizaron distintos frutos, y posiblemente los frutos de los diversos tratamientos se

encontraban en etapas diferentes de maduracion.
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Cuadro 6. Contenido de s6lidos solubles totales (% SST) en frutos de meldn cantaloupe aplicados
con el extracto de C. foetidissima y almacenados durante 12 dias a 20 °C y 88% H.R.

Tiempo Tratamientos

(Dias) T TE TI IS IE IF
0 16.02+1.3  15.6240.3 11.32412  133242.0  10.97+0.6  11.87+1.3
3 11.6740.9  1420+1.3 1332413 11.17#1.3  13.77203  12.57+1.3
6 122741.6 1227402  11.7520.4 1247412  12.45+1.8 14.07+1.4
9 12.5540.4 1227407 14.25+1.7  13.90+1.8  9.32+12  11.20+1.5
12 12.7541.4  10.071.4  13.051.9 12.00£1.4 11.32+1.1  12.50+1.2

*Los datos representan la media de cuatro repeticiones (n=4), mas desviacion estandar.
Resultados no significativos (N.S.).

Obando-Ulloa et al. (2008) mencionan que el fruto de melén no contiene almidén, asi que la
maxima acumulacion de azicares en su pulpa serd dada por el tiempo que el fruto esté unido a la
planta. La concentracion de SST fue mayor a lo marcado por la NMX-FF-076-1996, (9% SST),
éste es un indicador de que los frutos tienen un sabor bastante dulce y son de primera calidad. Los
valores de SST% encontrados en nuestros frutos son similares a los reportados por Menchaca-Ceja

et al., (2018) donde melones cantaloupe tuvieron un valor promedio de SST de 12.38.

6.4.4.5 Cambio de color en pulpa: En el Cuadro 7 se presentan los resultados de saturacion (Croma)
y angulo de tono (° Hue) de la pulpa de frutos de melon aplicados con el extracto de C. foetidissima
y almacenados durante 12 dias a 20 °C y 88% H.R. Se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) entre los diferentes tratamientos. Puede apreciarse una disminucion de la saturacion en
todos los tratamientos para el dia 12 del experimento; siendo los tratamientos Testigo e IE, los que
tuvieron una mayor disminucion en éste parametro. Estos resultados son similares a los reportados
por Ochoa-Meza et al. (2017). La saturacion mide la intensidad en el color de la pulpa, una menor
intensidad en la saturacion esta relacionada con la degradacion de sustancias como los carotenos
(compuesto que dan color naranja-salmén a la pulpa del meldn), y consiguientemente con el

proceso de senescencia (Greene et al., 2011).
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Los frutos con el tratamiento TE presentaron la menor disminucion de la saturacion de color de su

pulpa; mientras que el tratamiento TI, no presentd ninguna disminucién en su saturacion. Lo

anterior hace suponer que el extracto aplicado en el melon no inoculado no afect6 la saturacion de

color; asi mismo el comportamiento anormal de TI nos hace pensar que la infeccion causada por

los fitopatogenos atn no afectaba el interior de la fruta al dia 12 del experimento. Las infecciones

causadas por Fusarium equiseti modifican el color de la pulpa de los frutos; es muy evidente

observar las zonas afectadas puesto que poseen coloraciones blanquecinas claramente delimitadas

(Bruton y Duthie, 1996). Este sintoma pudo ser observado en los frutos seleccionados para el

analisis microbiologico al dia 18, el ultimo correspondiente a esa prueba, sin embargo ese

pardmetro no pudo ser medido e incluido en este apartado.

Cuadro 7. Efecto del extracto de C. foetidissima sobre el color en pulpa de frutos de melon
cantaloupe almacenado a 20 °C y 88% H.R.

Saturacion (Croma)

Tiempo

(Dias) T TE TI IS IE IF
0 40.3+0.3 2 34.7+0.6 9 33.0£1.0¢ 35.240.5¢ 35.541.6°  37.3+0.8
3 38.9+0.5" 37.6+1.4° 33.8+1.0¢  359+3.3*¢  38.1+0.6°  36.8+1.3%
6 35.5+1.8°¢  33.9+4.0%9  339+14°  31.6+2.29 2874222 32.44+0.9°¢
9 35.5£1.5¢ 38.7+1.1° 36.1£0.6¢  39.1+1.2%  34.6+1.0¢¢  34.6x1.4
12 30.3£1.6¢ 33.6+1.49  33.5+09°¢ 31.5+.12% 28.0+1.7F 31.5%3.7¢°

Angulo de tono (° Hue)

0 78.06+0.3 79.77+0.6 82.00+1.0 80.99+0.5 79.47+1.5 79.61+0.7
3 78.50+0.5 79.42+1.4  79.13+0.9 82.22433 79.1240.5 79.71+1.3
6 76.52+1.8 79.48+3.9 77.73£1.4  76.09+2.1 77.00+2.2 78.24+0.8
9 79.04+1.5 78.44+1.0  79.12+0.6  78.09+1.2 78.87+0.9 79.81+1.4
12 77.05£1.5 76.66+1.3 78.35+0.9 76.58+1.2 79.40+1.6 77.24+3.6

*Los datos representan una media (n=6), mas desviacion estandar.
(° Hue) sin disferncias significativas
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En cuanto al angulo de tono (° Hue), los frutos de los distintos tratamientos presentaron valores
similares, no encontrandose diferencias significativas (p<0.05) entre ellos. Estos resultados
sugieren que la aplicacion del extracto de C. foetidissima, asi como la inoculacion con F. equiseti,
el fungicida comercial y el solvente, no afectaron el color en la pulpa del melén. Los valores de
angulo de tono obtenidos en el presente estudio, son muy similares a los reportados por Ochoa-

Meza et al. (2017).
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7. CONCLUSIONES

Cucurbita foetidissima presenta una menor afectacion a la enfermedad de la fusariosis,
puesto que sintomas como la defoliacion, la clorosis y el marchitamiento fueron menos severos en

comparacion a los sintomas que presentaron las planta de melon.

En los extractos etandlicos y metanolicos de las raices de C. foetidissima, se encontraron los
metabolitos secundarios fenoles, flavonoides, terpenoides y saponinas. El extracto metanolico
presentd una mayor concentracion de fenoles, terpenoides y saponinas; mientras que el extracto

etanolico presentd mayor concentracion de flavonoides.
Los extractos etandlicos y metanolicos de la raiz poseen capacidad fungistatica moderada (59%)
para inhibir el crecimiento micelial in vitro de Fusarim equiseti, (42%) Fusarium oxysporum,y

(39 %) Fusarium solani, y. En estos dos ultimos, también fue del 59%?

El extracto etandlico de C. foetidissima tuvo la capacidad de disminuir el deterioro causado por F.

equiseti, sin afectar las caracteristicas fisioldgicas y de calidad postcosecha del meldn cantaloupe.
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8. RECOMENDACIONES

Continuar con el estudio de los metabolitos secundarios de Cucurbita foetidissima, para lo
cual se recomendaria un estudio de cromatografia liquida para la identificacion de sus compuestos

secundarios de interés.

Reforzar el estudio de inhibicion in vitro; se recomendaria hacer un experimento para determinar
si los extractos de C. foetidissima son capaces de inhibir la germinacion de macroesporas de
Fusarium, asi como un estudio de inhibicion con algunos de los compuestos identificados, esto

para determinar si alguno posee una mayor actividad fungitéxica que el resto.
Finalmente seria interesante realizar un experimento para observar si los extractos tienen la

capacidad de mitigar los sintomas de la fusariosis en las plantas de meldn, ésta prueba seria similar

a la plantada en el primer objetivo, con la variante de que se agregaria un tratamiento con extractos.
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