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ABSTRACT

Objective: To describe the antifungal activity of propanone, hexane, methylene chloride and methanol extracts of winged
cudweed [Gnaphalium luteo-album L. (Pseudognaphalium luteo-album (L.) Hilliard & Burtt)] against Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici race 3.

Design/methodology/approach: Winged cudweed individuals were grown from seed and extracts were obtained using
propanone, hexane, methylene chloride and methanol from the aerial part of mature plants. The extracts were subjected
to antifungal activity tests against F. oxysporum f.sp. lycopersici race 3 corresponding to the agar disk diffusion method
for mycelium, a microconidia germination test and a Riddell test. It was also carried out a test for toxicity of acetone and
dimethyl sulfoxide.

Results: None of the extracts of winged cudweed showed antifungal activity against F. oxysporum f.sp. lycopersici race
3. Acetone and dimethyl sulfoxide were toxic to the fungus from 15%.

Limitations on study/implications: The results are restrained to the tested genotypes of winged cudweed, their growth
environmental conditions and the fungus F. oxysporum f.sp. lycopersici race 3.

Findings/conclusions: It is not recommended to use any extract of P. luteoalbum to control F. oxysporum f.sp. lycopersici

race 3.

Key words: Winged cudweed, extracts, disk diffusion test, microconidia germination.

RESUMEN

Objetivo: Describir la actividad antifungica de los extractos de la hierba de tomento [Gnaphalium luteo-album L.
(Pseudognaphalium luteo-album (L.) Hilliard & Burtt)] obtenidos con propanona, hexano, cloruro de metileno y metanol

contra Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raza 3.
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Disefio/metodologia/aproximacién: Se cultivaron ejemplares de la
hierba de tomento establecidos a partir de semilla y se obtuvieron
extractos con propanona, hexano, cloruro de metileno y metanol de
la parte aérea de plantas maduras. Los extractos fueron sometidos a
pruebas de actividad antifungica contra F. oxysporum f.sp. lycopersici
raza 3 correspondientes al método de difusion de disco en agar para
micelio, una prueba de germinacion de microconidios y una prueba de
Riddell. También se realizd una prueba de toxicidad de los disolventes
acetona y dimetilsulfoxido

Resultados: Ninguno de los extractos de la hierba de tomento mostro
actividad antifungica contra F. oxysporum f. sp. lycopersici raza 3.
La acetona y el dimetil sulfoxido fueron toxicos para el hongo a una
concentracion desde 15%.

Limitaciones del estudio/implicaciones: Los resultados obtenidos se
limitan a los genotipos probados de la hierba de tomento, asi como
a sus condiciones ambientales durante su crecimiento y al hongo F.
oxysporum f. sp. lycopersici raza 3.

Hallazgos/conclusiones: No se recomienda utilizar ningun extracto de
la hierba de tomento para controlar a F. oxysporum f. sp. lycopersici

raza 3.

Palabras clave: Hierba del tomento, extractos, difusion en agar,

germinacion de microconidios.

INTRODUCCION

La hierba de tomento es de origen eurasiatico pero se encuentra distribuida
en todo el mundo (Calderon y Rzedowski, 2005). Es una especie ruderal y en
ocasiones crece en grandes manchones, por lo que podria recolectarse en
grandes cantidades o bien cultivarse facilmente, sin necesidad de agroquimi-
cos o cuidados especiales. En el estudio de Aderogba et al. (2014) se utilizo
propanona como extractante basado en un articulo previamente publicado
en el gue se comparan los resultados obtenidos de solo dos especies (Eloff,
1998). Con el objeto de corroborar el efecto antifungico de individuos de
esta especie que crecen en México, se decidio evaluar los extractos obteni-
dos con otros solventes como hexano, cloruro de metileno, propanona y
metanol que son de uso comun y se encuentran distribuidos en la escala de
polaridad (Snyder, 1974).

La mayor parte de los fitoquimicos reportados en P luteoalbum son com-
puestos fenolicos (Saleh et al,, 1988; Cuadra et al., 1997; Aderogba et al.,
2014). En otros cultivos se ha observado que el agua y el metanol son los
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mejores solventes para obtener es-
tos compuestos (Goli et al., 2005;
Roby et al., 2013).

En la investigacion de Aderogba et
al. (2014) no se especifica sobre qué
parte del hongo se llevo a cabo la
prueba, pero se presume que el en-
sayo se realizd sobre micelio, pues
se reporta una incubacion por 12 h.
El efecto antifungico sobre los hon-
gos puede diferir dependiendo de la
estructura predominante en el ino-
culo (Fernandez-Torres et al., 2003).

En contraste, en algunos casos se
ha reportado que los flavonoides
pueden estimular la germinacion de
microconidios, como es el caso de
la luteolina que en F. oxysporum f.sp.
lycopersiciincrementd el porcenta-
je de germinacion de los microconi-
dios a partir de 25 uM (Steinkellner
& Mammerler, 2007).

En el presente estudio se proba-
ron los extractos obtenidos de la
hierba de tomento con hexano,
cloruro de metileno, propanona,
metanol y la mezcla de todos ellos
en contra de Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici (Sacc.) mediante: 1)
prueba de difusion en agar, 2) medi-
cion del porcentaje de germinacion
de microconidios y, 3) para los ex-
tractos obtenidos con propanona y
cloruro de metileno, una prueba an-
tifingica de cultivo en portaobjetos.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo y cosecha. Las semillas fue-
ron colectadas de un individuo de
la hierba del tomento ubicado en
una parcela en el Campus Monte-
cillos del Colegio de Postgradua-
dos, en las coordenadas 19.4670°,
—08.9188°. El 9 de octubre del
2017 se sembraron diez semillas en
cada una de 40 bolsas para vivero
de 30x30 cm que contenian una



mezcla de tezontle y suelo agricola (70:30 v/v). El sustra-
to fue previamente humedecido y durante el primer mes
se mantuvo la humedad regando dos o tres veces al dia
con atomizador. Posteriormente los riegos se espacia-
ron gradualmente a cada dos o tres dias, conforme a las
condiciones ambientales y la edad de la planta. Se man-
tuvieron dos plantas por bolsa, las mas homogéneas, y
el resto se eliminaron.

A los 158 dias después de la siembra, cuando la ultima
planta finalizo su primera fructificacion, se corto la parte
aerea de las plantas. El material se coloco en bolsas de
papel kraft y en un horno (Blue M) a 45 °C, y fue retirado
al alcanzar un peso constante.

Obtencioén de extractos. El material vegetal seco se tri-
turd dos veces en un molino de mano. Se determind su
masa (254.3 g) y fue colocado en frascos para cubrirlo
con hexano para la primera extraccion. Los frascos se
agitaron cada 24 horas durante 3 dias. Los extractos se
filtraron con papel filtro de poro grueso (Whattman No.
1). El hexano residual del material vegetal fue evaporado
durante cinco horas para posteriormente adicionar clo-
ruro de metileno. Este se procesd mediante rotavapor
a 45 °C y entre 20 y 30 cm Hg de presion. El extracto
crudo se recogio en un frasco previamente etiquetado y
pesado, donde se dejo evaporar el cloruro de metileno.
El procedimiento de extraccion se repitio de la misma
manera para los solventes hexano, cloruro de metileno,
propanona y metanol, en ese orden (dejando macerar
siempre por al menos dos dias y agitando los frascos),
salvo que las temperaturas y presiones negativas para
evaporar los extractos fueron: 40 °C y alrededor de 20
cm Hg, 45 °Cy alrededor de 10 cm Hg, y 60 °C y de 0 a
30 cm Hg para cloruro de metileno, propanona y meta-
nol, respectivamente.

Prueba antifungica de los extractos mediante difusién
en agar. Se utilizo la técnica de difusion en agar (o Kir-
by-Bauer) (Bauer et al,, 1966, con modificaciones). Para
ello, se utilizaron los cuatro extractos obtenidos (hexano,
cloruro de metileno, propanona y metanol), un testigo
positivo (fungicida Captan), la mezcla de los cuatro ex-
tractos en partes iguales y agua. Para poder mezclar los
cuatro extractos se encontrd una mezcla de cloruro de
metileno y metanol 1:1 (v/v) que logra disolver todos os
extractos, ademas de que esta mezcla de solventes se
evapora rapidamente, en menos de 1 min si se coloca
en papel filtro seco. Se utilizaron cajas Petri de 5 cm de
diametro, en las cuales se coloco por un lado el papel
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filtro impregnado de 10 ul del respectivo tratamiento y
del lado opuesto un disco de agar de papa y dextrosa
(PDA por sus siglas en inglés) con micelio de Fol 3 de
aproximadamente 2 mm de didmetro. Se realizaron 3 re-
peticiones. Después de 5 dias de incubacion a 25 °C se
cuantificaron los halos de inhibicion.

Prueba de germinacion de microconidios. La medi-
cion de la germinacion de microconidios se realizd me-
diante observacion microscopica como propusieron
Steinkellner et al. (2005), con modificaciones. Para este
experimento se probaron los siguientes tratamientos:
Cuatro extractos obtenidos (hexano, cloruro de metile-
no, propanona y metanol); un testigo positivo (fungicida
Captan); la mezcla de los cuatro extractos; y un testi-
go negativo (agua). Para cada tratamiento se realizaron
cuatro repeticiones. Los extractos fueron disueltos a una
concentracion de 100 mg mL~* con el disolvente utiliza-
do para su extraccion. El fungicida Captan se disolvio en
agua a una concentracion de 30 mg mL™? y la mezcla
se compuso de partes iguales de los cuatro extractos di-
sueltos en una mezcla de cloruro de metileno y metanol
(L1 v/v).

Para cada repeticion se colocaron en un portaobjetos
100 uL de agar de papa y dextrosa estéril no solidificado
(caliente), procurando esparcirlo en un circulo. Una vez
solidificado se colocaron 10 ul del extracto o tratamien-
to en este circulo.

Con el solvente ya evaporado de los tratamientos se adi-
cionaron 10 uL de una suspension de microconidios a
una concentracion de 1x10° microconidios mL™%

Los portaobjetos fueron cubiertos e incubados durante
36 h a 28 °C antes de evaluar la germinacion de micro-
conidios bajo microscopio compuesto a 40x, contando
el numero de microconidios germinados de un total de
100 por cada repeticion, con el fin de obtener porcenta-
jes de germinacion.

A los datos obtenidos se les aplico el analisis de varian-
za de una via y la comparacion de medias de Tukey
(P=<0.05) mediante el programa informatico InfoStat y
las herramientas de Microsoft Office Excel.

Prueba de Riddell. La prueba de Riddell (1950) o cul-
tivo en portaobjetos es mas sensible para la deteccion
de actividad antifungica. Se realizaron tres repeticiones
por cada uno de los tratamientos: extracto obtenido y
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disuelto con propanona (100 mg mL™Y), extracto obte-
nido y disuelto con cloruro de metileno (100 mg mL™Y,
propanona (testigo negativo) y Captan disuelto en agua
(30 mg mL™?, testigo positivo).

Cada repeticion constod de una caja Petri, una varilla de
vidrio en forma de “u” o V", un portaobjetos, un cubre-
objetos, un disco de papel filtro, 10 uL del tratamiento
a probar y 15 mL de glicerol al 10%. También se prepa-
raron cajas Petri con medio de cultivo PDA. De este
medio de cultivo solidificado se obtuvieron discos de 1
cm de diametro.

En una campana de flujo laminar en condiciones asép-
ticas se coloco la varilla de vidrio dentro de la caja de
Petri, y encima de la varilla se coloco el portaobjetos,
se adiciono glicerol al 10% procurando que no toque el
portaobjetos. Posteriormente se coloco el disco de PDA
al centro del portaobjetos. En un extremo de este dis-
co se coloco el disco de papel filtro, mientras que en el
extremo opuesto se colocaron hifas de Fol 3. Sobre el
disco de papel se aplicaron 10 uL del tratamiento.

Se observo el crecimiento del hongo cada 12 h. A las
36 h se observo al microscopio para determinar si habia
inhibicion del crecimiento o algun dafio o modificacion
en las estructuras del hongo ocasionado por los trata-
mientos.

Para la evaluacion, los efectos se agruparon en cuatro
categorias: Sin inhibicion (hifas sin modificaciones), in-
hibicion no evidente (modificaciones solo perceptibles
con micorscopio), inhibicion evidente (macroscopica-
mente) e inhibicion total (las hifas no crecerian o casi no
crecerian desde su punto de colocacion).

Prueba de toxicidad del solvente. Para determinar el
efecto toxico del solvente se prepard agar de papa y dex-
trosa (PDA) conforme a las instrucciones del fabricante.
Antes de solidificarse, el medio fue mezclado con el sol-
vente a probar, para obtener concentraciones finales de
propanona 25%, 15% y 5%: y dimetilsulfoxido 25%, 15% y
5%. El medio de cultivo se utilizo como testigo. Al cen-
tro de cajas Petri con medio solidificado se adicionaron
discos de medio de cultivo de 0.2 cm de didmetro con
micelio de Fol 3, con 3 repeticiones por tratamiento. Se
incubaron a 27 °C durante 4 dias con evaluaciones cada
24 h.

A los datos obtenidos se les aplicaron las pruebas de
homogeneidad de varianzas conforme a la prueba de
Levene y de normalidad de Shaphiro-Wilks, para poste-
riormente ejecutar el andlisis de varianza de una via y
finalmente la comparacion de medias de Tukey (P<0.05)
mediante el programa informatico InfoStat y corroboran-
do mediante las herramientas de Microsoft Office Excel.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron 254.3 g de materia seca del total de 80
plantas cultivadas de la hierba de tomento. Los rendi-
mientos de los extractos con los distintos solventes em-
pleados fueron: 1.6 con hexano, 7.6 con cloruro de me-
tileno, 9.6 con propanona y 30.1 mg/g de materia seca
con metanol.

Prueba antifungica de los extractos mediante difusion
en agar. Ningun extracto utilizado en esta prueba mos-
tro actividad sobre Fol 3, como muestra el Cuadro 1.

Es posible que, a diferencia de lo reportado por Ade-
rogba et al. (2014), ninguno de los extractos presentara

Cuadro 1. Actividad antifungica de los extractos obtenidos de la hierba de tomento con metanol, cloruro de metileno, hexano,
propanona y la mezcla de todos ellos contra Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raza 3.

Metanol 0.00 99.25 a* Sin inhibicion
Cloruro de metileno 0.00 9475 a Sin inhibicion
Hexano 0.00 96.50 a -
Propanona 0.00 96.50 a -
Mezcla de extractos 0.00 99.00 a -
Testigo negativo (agua o propanona) 0.00 9975 a Sin inhibicion
Testigo positivo (Captan) 167 325b Inhibicion total

*Los valores medios con la misma letra son estadisticamente iguales para la prueba de Tukey (@=0.05). Los resultados de la prueba de
Riddell fueron iguales por tratamiento para las tres repeticiones empleadas.
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actividad contra Fol 3 debido a diferentes condiciones
ambientales de crecimiento de las plantas, a la variacion
geneética de las mismas, de la cepa de hongo utilizada o
a algun fallo en la metodologia de origen.

En cuanto a los cambios en las propiedades de las plan-
tas de acuerdo a diferencias geograficas de crecimiento,
son diversos los reportes, como o muestran los estu-
dios de Nguyen et al. (2019) en Nigella sativa; Mostafavi,
Asadi-Gharneh, y Miransari (2019) en albahaca (Ocimum
basilicum); y Pham et al. (2018) en Gymnema sylvestre.

Otro posible factor explicativo es el mencionado por
Harborne (1984) que al evaporarse un extracto obteni-
do con etanol, los lipidos vy la clorofila permanecen a un
lado del matraz, pudiéndose recuperar el concentrado
acuoso separado. En el presente estudio se redisolvieron
y mezclaron los concentrados, mientras que en el de
Aderogba et al. (2014) no se menciona si estas fraccio-
nes fueron separadas.

Prueba de germinacion de microconidios. El Cuadro 1
presenta los resultados de la prueba de germinacion. En
la prueba para determinar el efecto sobre la germinacion
de microconidios no se encontraron diferencias estadis-
ticamente significativas entre todos los tratamientos, a
excepcion del fungicida Captan, el cual inhibio casi por
completo la germinacion de los microconidios. Los re-
sultados mostraron nula actividad de los extractos sobre
la germinacion de microconidios de Fol 3. La germina-
cion de Fol 3 obtenida en el presente estudio
para los extractos y el testigo negativo es muy
similar a la reportada por Steinkellner et al.
(2008) quienes encontraron valores cercanos al
90% para una cepa Fol en caldo Czapek-Dox.
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Los resultados indican que el tipo de inodculo
No es la causa de la discrepancia observada en
pruebas anteriores del presente estudio respec-
to a lo reportado por Aderogba et al. (2014). Es
posible que esta discrepancia sea debida a dife-
rentes condiciones ambientales, a la variacion
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Respecto al uso de cepas diferentes del hon-
go, Steinkellner et al. (2008) encontraron dife-
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(Solanum lycopersicum) entre las formas especiales F.
oxysporum f.sp. radicis-lycopersici, Fol y F. oxysporum.
Sin embargo, los resultados para dos cepas de F. oxyspo-
rum fueron similares.

En relacion a los factores ambientales, tambien existe
evidencia de que estas diferencias de cultivo pueden
modificar los porcentajes de germinacion. Singh et al.
(2010), reportaron diferencias en la actividad de los exu-
dados de la raiz de jitomate ante la micorrizacion de la
planta con Rhizophagus fasciculatus.

Prueba de Riddell. Los resultados se resumen en el
Cuadro 1. Como se puede observar, la técnica de Riddell
muestra que ninguno de los extractos tiene actividad
antifungica contra Fol 3. Las diferencias genéticas del
hongo o la planta (en el estudio de referencia no se es-
pecifica cepa, forma especial o raza de £ oxysporum)
pudieran ayudar a explicar la discrepancia entre estos re-
sultados y los obtenidos por Aderogba et al. (2014). De
acuerdo con Aderogba et al. (2014), la concentracion de
propanona al 25% no es toxica para F. oxysporum; sin
embargo, en esta investigacion se reporta la toxicidad
del compuesto incluso a menor concentracion. Es posi-
ble que en ese estudio la actividad antifungica observada
haya sido debida a la toxicidad de la propanona.

Prueba de toxicidad del solvente. Los resultados de esta
prueba (Figura 1) mostraron que la propanona presen-
ta fungistasis contra £ oxysporum f.sp. lycopersici raza

=@=—Propanona 25%
=@=Propanona 15%
Propanona 5%
—@—DMSO 25%
—@—DMSO 15%
DMSO 5%
—8—Agua

Dias tras inoculacion

Figura 1. Crecimiento del micelio de Fol 3 en agar de papa y dextrosa con dife-
rentes concentraciones de propanona y dimetilsulfoxido (DMSQO). Letras diferen-

tes representan diferencias estadisticamente significativas conforme a la prueba

rencias en los porcentajes de germinacion ante
la presencia de exudados de la raiz de jitomate

de comparacion de medias de Tukey. Las lineas de DMSO a 25% vy 15%, y propa-
nona a 25% se encuentran superpuestas en los 0 cm
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3 a partir de una concentracion de 15 % si se disuelve
en el medio de cultivo. Esto contrasta con lo reporta-
do por Aderogba et al. (2014), quienes mencionan que
una concentracion de 25 % no es toxica para el hongo.
Dicha afirmacion es una generalizacion apresurada de
un estudio realizado con solo cinco especies de hongos
patogenos de animales (Eloff et al., 2007).

CONCLUSIONES

Ningun extracto obtenido de la hierba de tomento pre-
sento actividad antifungica en contra F. oxysporum f.sp.
lycopersici raza 3. Se recomienda obtener plantas creci-
das bajo condiciones silvestres, asi como probar dichos
extractos en cepas de distintas razas de F. oxysporum.

La propanona mostro toxicidad a concentraciones de
15% y 25% contra Fol 3.

Con base en los resultados obtenidos en el presente
estudio, se concluye que no es recomendable utilizar
extractos de P luteocalbum del Valle de México para con-
trolar a F. oxysporum f.sp. lycopersici raza 3.
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