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Resumen. Se evalu6 la capacidad antifingica de
extractos de Larrea tridentata en la inhibicion de
Fusarium oxysporum radicis-lycopersici bajo con-
diciones experimentales en invernadero. Una vez
que la cepa de Fusarium se caracterizo, se deter-
mino el crecimiento micelial in vitro y su efecto
inhibitorio con los extractos de L. tridentata por el
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Abstract. The antifungal ability of extracts of
Larrea tridentata in the inhibition of Fusarium
oxysporum radicis-lycopersici in vitro and in vivo
was evaluated. Once the Fusarium strain was
characterized, the methodology of poisoned culture
medium was used to determine the inhibition of
mycelial growth at various concentrations (0-2000
ppm) and solvents (dichloromethane, methanol,
ethanoland water). Intheinvivoassay, tentreatments
were evaluated: 2000 and 3000 ppm for DCM and
EtOH, 3000 and 6000 ppm for MeOH and H,O and
two controls; one plant as experimental unit and ten
replicates. Plant height, leaf number, chlorophyll,
severity, as well as incidence and survival were
determined in tomato plants inoculated with the
fungus and different extracts of L. tridentata. The
extracts with a higher percentage of inhibition and
vegetative development are dichloromethane at
3000 ppm and methanol at 4000 ppm, both in vitro
and in vivo. Extracts of Larrea tridentata can be
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método del medio envenenado a diferentes concen-
traciones (0-2000 ppm) y disolventes (diclorometa-
no, metanol, etanol y agua). En el ensayo in vivo se
evaluaron diez tratamientos: 2000 y 3000 ppm para
DCM y EtOH, 3000 y 6000 ppm para MeOH y
H,O y dos testigos, considerando una planta como
unidad experimental y diez repeticiones. Se evalud
la altura de la planta, nimero de hojas, clorofila,
severidad, incidencia y sobrevivencia en plantas de
tomate inoculadas con el hongo y tratadas con los
diferentes extractos de L. tridentata. Los extractos
con mayor porcentaje de inhibicion y desarrollo ve-
getativo fueron: diclorometano a 3000 ppm y me-
tanol a 4000 ppm, tanto in vitro como in vivo. Los
extractos de L. tridentata pueden considerarse den-
tro de un plan de manejo integrado para el control
de la pudricion de la corona en tomate causada por
F. oxysporum radicis-lycopersici.

Palabras clave: biofungicida; agricultura protegi-
da; manejo integrado, gobernadora.

El tomate (Solanum lycopersicum) se cultiva
por excelencia en agricultura protegida en México,
consolidando al pais como el exportador niimero
uno a Estados Unidos y Canadad (Atlas Agroali-
mentario, 2016). Entre los principales problemas
que enfrenta el cultivo, se encuentra la aparicion de
enfermedades de origen fiingico, como la pudricién
de la corona del tomate (PCT) cuyo agente causal
es el hongo saprofito Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici (Forl). La PCT es una de las en-
fermedades mas destructivas, ya que ocasiona pér-
didas en el rendimiento de sistemas de produccion
de invernadero y campo abierto (Szczechura et al.,
2013). Entre los dafos que causan a las plantas
destacan el retraso en el crecimiento, la pudricion
radical y lesiones necroticas extensas en el cuello
y base del tallo y por consiguiente la senescencia
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considered as part of an integrated management
plan for the control of crown rot in tomatoes caused
by Fusarium oxysporum radicis-lycopersici.

Key words: biofungicide, protected agriculture,
integrated management, Creosote bush.

Tomato (Solanum [lycopersicum) 1is grown
par excellence
Mexico, consolidating this country as the main
exporter to the United States and Canada (Atlas
Agroalimentario, 2016). Among the main problems
faced by this crop is the appearance of fungal
diseases, such as Tomato Crown Rot (TCR), the
causal agent of which is the saprophytic fungus

in protected agriculture in

Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
(Forl). TCR is one of the most destructive diseases,
since it causes losses in the yields of greenhouse
and field production systems (Szczechura et al.,
2013). Some of the most important damages
caused to plants include growth delay, root rotting,
large necrotic wounds in the neck and base of the
stem, and therefore senescence (McGovern, 2015).
The presence of Forl has been reported in the states
of Morelos (Dominguez, 2012) and Sinaloa, where
its presence caused losses of up to 50 % in tomato
harvests (Apodaca et al., 2004). Conventional
control strategies are based on the use of grafts,
solarization, crop rotation, and mainly, on the use
of synthetic chemical products, which produce
well-known damages to human health, negative
impacts on the environment and the considerable
increase of production costs (Cordero-Ramirez
et al., 2013). Given the negative implications
of the improper use of chemical fungicides, the
development of new forms of control is crucial to
reduce the dependence on these products (Villa-
Martinez et al., 2014). Some of the alternatives
to chemical control in integrated pest and disease
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(McGovern, 2015). La presencia de Forl ha sido
reportada en los estados de Morelos (Dominguez,
2012) y Sinaloa, donde su presencia causé hasta un
50 % de reduccion de la cosecha del tomate (Apo-
daca et al., 2004). Las estrategias convencionales
de control estan basadas en el uso de injertos, so-
larizacion, rotacion de cultivos y principalmente
en el uso de productos quimicos sintéticos, de los
cuales son conocidos los riesgos a la salud huma-
na, el impacto negativo en el medio ambiente y el
aumento considerable de los costos de produccion
(Cordero-Ramirez et al., 2013). Dadas las implica-
ciones negativas del uso inadecuado de fungicidas
quimicos, es primordial el desarrollo de nuevas for-
mas de control para reducir la dependencia a dichos
productos (Villa-Martinez et al., 2014). Dentro de
las alternativas al control quimico en un manejo
integrado de plagas y enfermedades, se encuen-
tra el uso de extractos vegetales con propiedades
fungicidas, como Larrea tridentata. Cominmente
conocida como “gobernadora” es el arbusto domi-
nante del desierto Sonorense y una fuente notable
de compuestos naturales con aproximadamente el
50% de las hojas (en peso seco) como materia ex-
traible (Arteaga et al., 2005). Entre los compuestos
fenolicos bioactivos mas estudiados destaca el aci-
do nordihidroguaiarético (ANDG) (Martins et al.,
2013) antioxidante que se encuentra en la resina de
las células cercanas a las capas epidérmicas de las
hojas y tallos. Dicho biocompuesto se encuentra
presente en todas las especies del género, ademas,
estudios interpoblacionales de L. tridentata reali-
zados en el desierto Sonorense revelaron que las
concentraciones de ANDG encontradas en la resina
de sus hojas variaron en funcion de la latitud y de la
época del afio. Las flores, las hojas, los tallos verdes
y algunos lefiosos (<5 mm de didmetro) contienen
ANDG, la concentracién mas alta se observo en las
hojas con 38.3 mg g y tallos verdes con 32.5 mg
g (Hyder, et al., 2002; Lira-Saldivar, 2003). Por lo

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

management, are the use of plant extracts with
fungicidal properties, such as Larrea tridentata.
Commonly known as “gobernadora,” it is the
predominant bush of the Sonoran desert and a
prominent source of natual compounds with about
50 % of its leaves (in dry weight) as extractable
matter (Arteaga et al., 2005). Out of the most widely
studied bioactive phenolic compounds, one worth
highlighting is nordihydroguaiartic acid (NDGA)
(Martins et al., 2013), an antioxidant found in the
resin of cells near the epidemic layers of leaves
and stems. This biocompound is present in all the
species of the genus; also, interpopulational studies
on L. tridentata carried out in the Sonora desert
revealed that the NDGA concentrations found in
the resin of their leaves varied depending on the
latitude and time of year. The flowers, leaves, green
and some woody stems (<5 mm diameter) contain
NDGA; the highest concentration was observed in
leaves with 38.3 mg g and green stems with 32.5
mg g' (Hyder, et al., 2002; Lira-Saldivar, 2003).
Therefore, knowing the content of NDGA in the
L. tridentata extracts will provide information
on its effect in the control of pathogenic fungi in
plants. The antifungal properties of L. tridentata
have been confirmed in different investigations for
about 40 years using in vitro tests with about 17
important plant pathogenic fungi in the agricultural
area (Lopez et al., 2005; Lira-Saldivar et al., 2006);
however, there are very few studies in vitro against
Forl, and carrying out a test under these conditions
would set the standards to test the standards in
vivo, since, despite the promising results that
have been published, the evidence of tests carried
out in greenhouses or fields is insufficient. The
aim of this study was to quantify the content of
NDGA in de L. tridentata extracts to evaluate its
effectiveness in vitro and in greenhouse conditions
to establish its potential as a biofungicide in the
control of Forl.
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que, conocer el contenido de ANDG en los extrac-
tos de L. tridentata brindara informacion sobre su
efecto en el control de hongos fitopatdégenos. Las
propiedades antifungicas de L. tridentata han sido
corroboradas con trabajos desde hace aproxima-
damente 40 afnos mediante ensayos in vitro con al
menos 17 hongos fitopatdogenos de importancia en
el area agricola (Lopez et al., 2005; Lira-Saldivar
et al., 2006); sin embargo, son escasos los estudios
in vitro contra Forl y realizar un ensayo bajo estas
condiciones, marcaria la pauta para probar los ex-
tractos en condiciones in vivo, ya que a pesar de los
resultados prometedores que se han publicado, la
evidencia que se tiene de ensayos en invernadero
o campo es insuficiente. El objetivo del presente
estudio fue cuantificar el contenido de NDGA en
extractos de L. tridentata para evaluar su efecti-
vidad in vitro y bajo condiciones de invernadero
para establecer su potencial como biofungicida en
el control de Forl.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizd en el ano de
2014 en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal y
el Centro Experimental de Transferencia y Tecno-
logia 910 del Instituto Tecnoloégico de Sonora (IT-
SON) en Ciudad Obregon, Sonora, asi como en el
laboratorio de Ecologia Quimica del Centro de In-
vestigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD)
A.C. en Hermosillo, Sonora.

Obtencion de la cepa de Forl

La cepa de Forl, se aislo previamente de la ri-
zosfera de plantas de tomate cultivadas en un in-
vernadero comercial del Valle del Yaqui, Sonora.
El hongo se caracteriz6 por comparacion de sus
caracteristicas coloniales y morfologicas mediante
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MATERIALS AND METHODS

This investigation was carried out in the year
2014 in the Plant Biotechnology laboratory and
in the Experimental Transfer and Technology
Center 910 of the Sonora Institute of Technology
(ITSON) in Ciudad Obregén, Sonora, as well as
the Ecological Chemistry laboratory in the Food
and Development Research Center (CIAD) A.C.
Hermosillo, Sonora.

Obtaining the Forl strain

The Forl strain was previously isolated from the
rhizosphere of tomato plants grown in a commercial
greenhouse in the Yaqui Valley, Sonora. The fungus
was distinguished by comparing its colonial and
morphological characteristics using specialized
literature (Leslie and Summerell, 2016; Nelson et
al., 1983), which was identified molecularly with
specific primers according to Hirano and Arie
(2006) (data not published). A copy of the isolation
is kept as Forlmx-19 in the microorganism bank of
the Ecological Chemistry Lab in the microorganism
bank of the Ecological Chemistry Lab in the
Research Center for Food and Development, Civil
Association (CIAD A.C.), Hermosillo, Sonora.

Obtaining L. tridentata extracts and content of
nordihydroguaiaretic acid (NDGA).

Preparation of the extracts. Extracts were
produced using four solvents: dichloromethane
(DCM), methanol (MeOH), ethanol (EtOH), and
water (H,O) using young L. fridentata leaf and
stem samples from the Sonora desert (Pefiuelas et
al., 2015). For the DCM and MeOH extracts, 90 g
of dry and crushed L. tridentata leaves were used
to for separate extractions, with each solvent in a
Soxhlet system at 39 and 64.7 °C, respectively, for
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el uso de literatura especializada (Leslie and Sum-
merell, 2016; Nelson et al., 1983) el cual se identi-
ficé molecularmente con primers especificos segun
Hirano y Arie (2006) (datos no publicados). Una
copia del aislado se encuentra resguardada como
Forlmx-19 en el banco de microorganismos del
laboratorio de Ecologia Quimica del CIAD A.C.
Hermosillo, Sonora.

Obtencion de extractos de L. tridentata y
contenido de acido
nordihidroguayarético (ANDG).

Preparacion de los extractos. Se elaboraron
extractos con cuatro disolventes: diclorometano
(DCM), metanol (MeOH), etanol (EtOH) y agua
(H,0) a partir de muestras de hojas y tallos jovenes
de L. tridentata del desierto Sonorense (Pefiuelas
et al., 2015). Para los extractos de DCM y MeOH,
se parti6 de 90 g de hojas secas y pulverizadas de
L. tridentata, se extrajo por separado, con cada di-
solvente en sistema Soxhlet a 39 y 64.7 °C, res-
pectivamente, durante 15 h de reflujo, seguida de
una evaporacion rotatoria. Para el extracto EtOH y
acuoso, se macero 1 kg de material fresco en 10 L
de solucion etanol:agua 7:3 (v/v) durante 8 dias a
temperatura ambiente (25 °C) y en la obscuridad.
Transcurrido este tiempo, se filtro con gasa y pos-
teriormente en papel (Whatman #5). El filtrado se
sometio a evaporacion rotatoria, la fase solida se
consider6 como extracto EtOH y el sobrenadante
se congeld a -45 °C y liofilizé para considerarse
como extracto acuoso. Se cuantificé el contenido
de ANDG en los cuatro extractos obtenidos, me-
diante cromatografia liquida de alta resolucion fase
reversa (RP-HPLC), en un sistema HPLC (Hewlett
Packard series 1100, Alemania) acoplado a un de-
tector de arreglo de diodos (DAD) en el Labora-
torio de Ecologia Quimica de CIAD A.C. Hermo-
sillo, Sonora. Se siguié la metodologia propuesta
por Hyder et al. (2002) con el uso de una columna
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15 h of reflux, followed by rotatory evaporation.
For the EtOH and aqueous extracts, 1 kg of fresh
material was softened in 10 L of an ethanol:water
solution 7:3 (v/v) for 8 days at room temperature
(25 °C) and in the dark. After time it was filtered
using gauze and then paper (Whatman #5). The
filtrate underwent rotatory evaporation; the solid
phase is considered as EtOH extract, and the
supernatant was frozen at -45 °C and freeze-dried
to be considered as the aqueous extract. The NDGA
content was quantified in the four extracts obtained
using reverse phase high performance liquid
chromatography (RP-HPLC), in a HPLC system
(Hewlett Packard series 1100, Germany) connected
to a diode arrangement detector (DAD) in the
Ecological Chemistry Laboratory in CIAD A.C.
Hermosillo, Sonora. We used the methodology
proposed by Hyder ef al. (2002) with an ODS C-18
hypersil column and as a mobile phase: A: H,PO, 1
% and B: 85 % acetonitrile-14 % H,O-1 % H,PO,
in a 60/40 proportion, with Isocratic elusion, and a
flow of 1 mL min’. The detection was carried out
at a wavelength of 283 nm. For the quantification,
a calibration curve was created with the NDGA
standard (purity>90 %, Sigma Aldrich, United
States). The volume of injection of the NDGA
standard and the samples was 25 uL.; the data were
analyzed using the software Chemstation (Hewlett
Packard, Germany).

Determination of the percentage of inhibition of
Forl by L. tridentata extracts.

We wused the poisoned medium method
(Guerrero-Rodriguez et al., 2007), which consists
in pouring the extracts in the agar dextrose potato
(ADP) culture medium in sterile, 5 cm petri dishes;
after the medium has solidified, a sample of the
vigorous growth margin of the 12-day old strain
was planted by poking the center. The period of
incubation lasted 7 days at 28 °C.
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hypersil ODS C-18 y como fase movil: A: H,PO,
1 %y B: 85 % acetonitrilo-14 % H,0-1 % H,PO, en
proporcidon 60/40, con elucion isocratica, flujo de
I mL min!. La deteccioén se realizd a una longitud
de onda de 283 nm. Para la cuantificacion se realizd
una curva de calibracion con el estandar de ANDG
(pureza > 90 %, Sigma Aldrich, Estados Unidos).
El volumen de inyeccion del estandar de ANDG y
las muestras fue de 25 pL., los datos se analizaron
en el software Chemstation (Hewlett Packard, Ale-
mania).

Determinacion del porcentaje de inhibicion de
Forl por efecto de la aplicacion de extractos de
L. tridentata

Se utiliz6 el método de medio envenenado
(Guerrero-Rodriguez et al., 2007) que consiste en
vertir los extractos al medio de cultivo papa dex-
trosa agar (ADP) en cajas petri estériles de 5 cm;
posterior a la solidificaciéon del medio, se sembro
por picadura central una muestra del margen de
crecimiento vigoroso de la cepa aislada de 12 dias
de edad. El periodo de incubacién fue de 7 dias a
28 °C.

Variables evaluadas. Se registro diariamente el
crecimiento micelial a partir del tercer dia de incu-
bacion, midiendo en mm en dos diametros cruza-
dos, el monitoreo se detuvo al alcanzar el testigo el
100 % de la caja. La inhibicion se determind con
la férmula del porcentaje de inhibicion=(dc-dt/dt)
x100, donde dc es el diametro promedio del creci-
miento micelial del control y dt es el diametro del
crecimiento micelial con los diferentes extractos
(Lira-Saldivar et al. 2003).

Disefio experimental. Se empled un analisis fac-
torial 4x5, donde el factor A fueron los extractos
y B las concentraciones (Cuadro 1). El disefio ex-
perimental fue completamente al azar y se empled
un ANOVA y comparacion de medias por Tukey
(p<0.05) en el software Statgraphics 5.1.
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Variables evaluated

The mycelial growth was recorded every day
starting on day 3 of incubation, measuring in mm
the two crossed diameters; monitoring ceased
when the control reached 100% of the Petri dish.
The inhibition was determined using the formula of
the percentage of inhibition =(dc-dt/dt)x100, where
dc is the average diameter of the mycelial growth
of the control, and dt is the diameter of the mycelial
growth with the different extracts (Lira-Saldivar et
al. 2003).

Experimental design

A 4x5 factorial analysis was used, where A were
the extracts, and B, the concentrations (Tablel).
The experimental design was completely random,
and an ANOVA was used, along with a Tukey
average comparison test (p<0.05) in the software
Statgraphics 5.1.

Biotest in vivo.
This was

carried out under greenhouse
conditions in the Experimental Transfer and

Cuadro 1. Disefio experimental de los bioensayos in vitro
de los extractos de L. tridentata.
Table 1. Experimental design of the in vitro iotests of the
L. tridentata extracts.

Concentraciones (ppm)

Tratamientos DCMY MeOHY EtOH* H,0¥
17 0 0 0 0
2 500 500 500 500
3 750 750 750 750
4 1000 1000 1000 1000
5 2000 2000 2000 2000

vdiclorometano, “metanol, *etanol, Yagua, “control negati-
vo: ADP mezclado con acetona:agua / “dichloromethane
“methanol, *ethanol, *water, negative control: ADP mixed with
acetone:water
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Bioensayo in vivo

Se realiz6 en condiciones de invernadero en el
Centro Experimental y Transferencia de Tecnolo-
gia 910 (CETT-910) del Instituto Tecnologico de
Sonora (ITSON) en el Valle del Yaqui, Sonora. Se
emplearon 100 plantulas comerciales de tomate
tipo cocktail var. F1 Prolyco2 con 35 dias de cre-
cimiento. El manejo agrondémico del cultivo (fer-
tilizacion, riegos y manejo cultural) se realizo de
acuerdo a la Agenda Técnica Agricola de Sonora
(SAGARPA, 2015).

Inoculacion de Forl. Se sembro por estria la
cepa aislada de Forl, en botellas Roux con 250 ml
de ADP adicionado con 3.5 ml de acido tartarico al
10 %, previamente esterilizadas y gelificadas segin
la NOM-111-SSA1-1994 y Camacho et al. (2009).
Se incubaron a 28 °C por 7 dias hasta obtener de-
sarrollo del micelio. Se colocaron sobre el agar,
perlas de vidrio y tween 20 al 0.02 %, mediante
movimientos suaves se recuperaron los conidios en
un matraz estéril. Se realiz6 un conteo en la camara
de Neubauer y se ajustd a una concentracion de 107
conidios mL!' con agua destilada. En esta solucion
inoculante se sumergieron por 30 min las raices de
las plantulas, previamente heridas con bisturi en las
raices secundarias, posteriormente, se trasplantaron
en macetas de 9 L que contenian suelo tipo franco
arcilloso del Valle del Yaqui, Sonora.

Aplicacion de tratamientos. Para lograr la ad-
hesion de las diferentes concentraciones de los ex-
tractos evaluados, se utilizo el adherente agricola
Gardytec® (Técnica Mineral S.A. de C.V) a razén
de 1 L ha'!. Se reactivaron los extractos en acetona
a razén de 100 ml ml! (extracto DCM y EtOH) y
acetona:agua (extracto MeOH y H,0), se agrego el
adherente agricola y se mezcld hasta obtener una
suspension. Cada 7 dias después del transplante,
descubriendo la parte superior de la raiz se aplico
el extracto correspondiente alrededor de esta.
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Technology Center 910 of the Sonora Institute of
Technology (ITSON) in the Yaqui Valley, Sonora.
One hundred commercial cocktail tomato seedlings
var. F1 Prolyco2 with 35 days of growth were
used. The agronomic management of the crop
(fertilization, irrigation, and cultural handling)
was carried out according to the Sonora Technical
Agricultural Agenda (SAGARPA, 2015).

Inoculation of Forl. The streak plate method was
previously used to culture the Forl strain in Roux
bottles with 250 ml of ADP with 3.5 ml of tartaric
acid at 10 %, previously sterilized and gellified
according to NOM-111-SSA1-1994 and Camacho
et al. (2009). They were incubated at 28 °C for 7
days until the mycelium developed. Glass and 20
al 0.02 % tween beads were placed on the agar;
using soft movements, the conidia were moved
to a sterilized beaker. They were counted in a
Neubauer chamber, and adjusted to a concentration
of 107 conidia mL"! with distilled water. The roots
of the plantlets were submerged for 30 min in this
inoculant solution after having cut an incision into
their secondary roots with a scalpel. They were then
transplanted into 9 L pots containing clay loam soil
from the Yaqui Valley, Sonora.

Application of treatments. To achieve the
adhesion of the different concentrations of the
extracts evaluated, the agricultural adherent®
(Técnica Mineral S.A. de C.V) was used, at 1 L ha™'.
The extracts were reactivated in acetone at 100 ml
ml! (extract DCM and EtOH) and acetone:water
(extract MeOH and H,0),
adherent was added and mixed until a suspension
was obtained. Every 7 days after transplanting,
uncovering the top section of the root, the pertinent
extract was applied to it.

the agricultural

Variables evaluated

The following measurements were taken, 49
days after inoculation (dai): chlorophyll index with

366



FuLry BILINGUAL

REvisTA MExicANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

Variables evaluadas

Se efectuaron las siguientes mediciones a los
49 dias después de la inoculacion (ddi): indice de
clorofila con SPAD 502 de Minolta (entre las 11:00
y 14:00 h) en unidades clorofila (UC), altura de la
planta con un flexometro (desde la base del tallo
hasta el apice) y el nimero de hojas. Posterior a
la aparicion de la 5° hoja verdadera se evalu6 cada
planta en una escala del 1 al 5 (Cuadro 2) segun la
intensidad de la enfermedad (Marlatt et al. 1996).
Una vez clasificadas, se calculo el indice de seve-
ridad con la formula de Towsend y Heuberguer
(1943): Severidad= (>nv/ 5N) x 100, donde n=
plantas por cada categoria; v= valor de cada ca-
tegoria; N= plantas en unidad experimental. Los
datos se normalizaron con logaritmo natural antes
del ANOVA. La incidencia se calcul6 por el por-
centaje de plantas que presentaron algiin sintoma
de infeccion de Forl. Se consideran sobrevivientes
las plantas que al término del experimento perma-
necieron vivas.

Disefio experimental

Se aplico un arreglo completamente al azar con
10 tratamientos y 10 repeticiones (Cuadro 3). Las
concentraciones de los tratamientos se definieron
de acuerdo a los resultados de la CMI previamente
realizado. Se realiz6 un ANOVA y prueba de ran-
gos multiples con el software Statgraphics plus ver-
sion 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion del porcentaje de inhibicion de
Forl por efecto de la aplicacion de extractos de
L. Tridentata

En el Cuadro 4 se muestra la actividad de los

extractos evaluados sobre el crecimiento micelial
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Cuadro 2. Escala para la evaluacion de severidad de Forl
en el cultivo de tomate.
Table 2. Scale to evaluate the severity of Folr in the tomato
crop.

Clase Intensidad de la enfermedad

1 No presenta sintomas
2 Clorosis leve, marchitamiento de la planta

Clorosis moderada y disminucion del crecimiento de

3 la planta
Clorosis severa, marchitez y disminucion del

crecimiento de la planta
5 Muerte de la planta

4

Marlatt et al. (1996)

Minolta SPAD 502 (between 11:00 and 14:00 h) in
chlorophyll units (CU), plant height with measuring
tape (from the base of the stem to the apex) and
number of leaves. After the emergence of the Sth
true leaf, each plant was evaluated on a scale of
1 to 5 (Table 2), depending on the intensity of the
disease (Marlatt et al. 1996). Once classified, the
severity index was calculated using the formula by
Towsend and Heuberguer (1943): Severity= (3 nv/
5N) x 100, where n= plants per each category; v=
value of each category; N= plants in experimental
units. The data were normalized with a natural
logarithm before. The incidence was calculated by
the percentage of plants that showed some symptom
of Forl infection. Plants were considered survivors
if they remained alive after the completion of the
experiment.

Experimental design

A totally random design was applied with
10 treatments and 10 repetitions (Table 3). The
concentrations of the treatments were defined
according to the results of the CMI performed
previously. An ANOVA was carried out, as well as a
multiple range test using the software Statgraphics
plus version 5.1.

367



REvisTA MEXicANA DE FITOPATOLOGIA

MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY FuLLy BILINGUAL
Cuadro 3. Tratamientos aplicados en el bioensayo in vivo.
Table 3. Treatments applied in the in vivo biotest.
Tratamiento Concentracion Tratamiento Concentracion
1 Testigo sin aplicacion 6 EtOH 3000 ppm
2 “Tecto 60 2 L/Ha 7 *MeOH 3000 ppm
3 VDCM 2000 ppm 8 MeOH 6000 ppm
4 DCM 3000 ppm 9 *H,0 3000 ppm
5 “EtOH 2000 ppm 10 H,0 6000 ppm
“fungicida comercial, *diclorometano, “etanol, *metanol, Yagua / “commer-
cial fungicide, *dichloromethane, “ethanol, *methanol, Ywater.
de Forl. El extracto de L. tridentata con DCM RESULTS AND DISCUSSION

presento inhibicion de 98 % a 750 ppm, 94 % el
MeOH a 2000 ppm y 97 % el EtOH a 500 ppm,
lo que significa que los compuestos extraidos con
EtOH tuvieron mayor poder fungicida sobre Forl in
vitro. Estos resultados sirvieron de base para deter-
minar las dosis para los tratamientos in vivo, consi-
derando la concentracion de cada extracto (p<0.05)
que inhibié completamente el crecimiento micelial
del hongo. Se decidié aumentar la concentracion a
3000 y 6000 ppm del extracto H,O, por presentar
poco efecto sobre la inhibicion del crecimiento de
Forl.

La méxima inhibicidon del extracto hidroalco-
holico de L. tridentata se ha reportado en 7000 y
5000 ppm para Aspergillus flavus y Penicillium sp.,
respectivamente (Moreno-Limon et al., 2011). El
efecto antifungico de L. tridentata se atribuye a los
compuestos fenolicos, debido a que extractos po-
lifendlicos inhibieron al maximo con 0.7 ppm en
Pythium sp., Colletotrichum truncatum, C. cocco-
des, Alternaria alternata, F. verticillioides, F. sola-
ni, F. sambucinum y Rhizoctonia solani (Osorio et
al., 2010).

Entre los compuestos fenolicos de L. tridenta-
ta destaca el ANDG, compuesto que se extrae de
la resina en hojas y tallos (Lira ef al., 2003). La
cantidad que se extrajo de éste compuesto esta di-
rectamente relacionado al grado de polaridad del
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Determination of the percentage of Forl
inhibition by the effect of applying L. Tridentata
extracts.

Table 4 shows the activity of the extracts on
the mycelial growth of Forl. The L. tridentata
extract with DCM displayed an inhibition of 98 %
at 750 ppm; 94 % for MeOH at 2000 ppm , and
97 % for EtOH at 500 ppm, which indicates that
the compounds extracted with EtOH had a greater
fungicidal power over Forl in vitro. These results

Cuadro 4. Efecto de los extractos de L. tridentata sobre el
crecimiento micelial de Forl.
Table 4. Effect of the L. tridentata extracts on the mycelial

growth of Forl.

Concentracion Extractos (% inhibicion)
(ppm) ‘DCM  *MeOH  *EtOH YH,0
0 Oc Oc 0b Oc
500 89b 84D 97 a 25b
750 98 a 85 ab 100 a 25b
1000 100 a 85 ab 100 a 29 ab
2000 100 a 9% a 100 a 41 a

vdiclorometano, “metanol, *etanol, Yagua / ‘dichloromethane,
“methanol, *ethanol, Ywater.

Letras diferentes representan diferencias significativas entre
tratamientos (Tukey p<0.05) / Different letters represent sig-
nificant differences between treatments (Tukey p<0.05).
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disolvente (Moreno-Limoén et al., 2011). De éste
modo, en el presente ensayo se cuantificaron 68,
64, 6.07 y 2.8 mg g' de ANDG en los extractos
de DCM, EtOH, MeOH y H,0O, respectivamente,
correlacionando las concentraciones cuantificadas
en los extractos con el efecto sobre el crecimiento
micelial que se presenta en el Cuadro 4.

Es sumamente complejo estandarizar una reco-
mendacién para el uso de extractos en el control
de microorganismos fitopatogenos, ya que ademas
del triangulo basico hospedero-patdégeno-clima, in-
fluyen gran cantidad de factores como: disolvente
y condiciones de extraccion, latitud y altitud de la
zona de muestreo de L. tridentata (Lira-Saldivar et
al., 2003), variabilidad en razas y patogenicidad en-
tre las formas especiales de F. oxysporum Fol y Forl,
mas aun, in vivo debe considerarse el efecto de la
biodiversidad de organismos en el suelo y ambiente.

Bioensayo in vivo

indice de clorofila. El contenido de clorofila en
las hojas se muestra en el Cuadro 5. Todos los ex-
tractos presentaron niveles superiores (p<0.05) en
comparacion con el testigo absoluto y el fungici-
da comercial. Destacan los tratamientos con H,O
6000, DCM 3000 y MeOH 4000 ppm con 49, 48
y 45 unidades de clorofila, respectivamente, los
cuales son valores superiores a los reportados para
plantas de tomate sanas (35 y 37 UC) (Mercado-
Luna et al., 2010). Los demas tratamientos presen-
taron valores dentro de este rango, a excepcion del
testigo y el control positivo donde se observo el
dafio causado por Forl.

Las UC proveen una medida indirecta y cuanti-
tativa de la cantidad de N en la planta, ademas del
efecto de variables climaticas (Rincon-Castillo y
Ligarreto, 2010; Vazquez et al., 2012). Las plantas
tratadas con extractos de L. tridentata mantuvieron
un estado general de bienestar, aun cuando fueron
infectadas con Forl.
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were used as a basis to determine the doses for the
treatments in vivo, considering the concentration of
each extract (p<0.05) the completely inhibited the
mycelial growth of the fungus. The concentration
was increased to 3000 y 6000ppm of the extract
H,0, since it presented little effect on the growth
inhibition of Forl.

The highest inhibition of the hydroalcoholic
extract of L. tridentata has been reported at 7000
ppm for Aspergillus flavus and 5000 ppm for
Penicillium sp. (Moreno-Limén et al., 2011).
The antifungal effect of L. tridentata is attributed
to phenolic compounds, because polyphenolic
extracts inhibited to the maximum with 0.7 ppm
in Pythium sp., Colletotrichum truncatum, C.
coccodes, Alternaria alternata, F. verticillioides,
F solani, F Sambucinum and Rhizoctonia solani
(Osorio et al., 2010).

Among the phenolic compounds of L. tridentata,
NDGA stands out since it is extracted from the resin
in leaves and stems (Lira ef al., 2003). The amount
of this compound extracted is directly related to the
degree of polarity of the solvent (Moreno-Limén
et al., 2011). In this way, this study quantified 68,
64, 6.07, and 2.8 mg g' of NDGA in the extracts
of DCM, EtOH, MeOH, and H,O, respectively,
correlating the concentrations quantified in the
extracts with the effect on the mycelial growth
shown in Table 4.

Giving a standard recommendation for the
use of extracts in the control of phytopathogenic
microorganisms, since there is not only the
influence of the basic triangle host-pathogen-
weather, but also of factors such as solvents and
conditions of extraction, latitude and altitude of the
area of sampling of L. tridentata (Lira-Saldivar et
al., 2003), variability in breeds and pathogenicity
among the special forms of F. oxysporum Fol and
Forl; furthermore, in vivo one must consider the
effect of the biodiversity of organisms in the soil
and the surroundings.
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Cuadro 5. Desarrollo vegetativo de plantas de tomate inoculadas con Forl y tra-
tadas con extractos de L. tridentata a los 49 ddi.
Table 5. Vegetative development of tomato plants inoculated with Forl and treated
with L. tridentata extracts at 49 dai.

Tratamientos Concentraciones Clorofila Altura de Nﬁmgro de
(8[®)] planta (cm) hojas

1 Testigo sin aplicacion 295a 18.0a 2.0a
2 “Tecto 60 2 L/Ha 35.5 abe 68.5b 11.2b
3 YDCM 2000 ppm 40.5 abc 78.6 bed 14.0 be
4 DCM 3000 ppm 43.7¢c 97.0 cd 16.8 ¢
5 VYEtOH 2000 ppm 36.9 be 75.0 be 13.2 be
6 EtOH 3000 ppm 35.4 abc 90.9 bed 13.5 bc
7 *MeOH 3000 ppm 43.0c 101.5d 17.0c
8 MeOH 6000 ppm 41.0 be 80.8 bed 13.8 be
9 YH,0 3000 ppm 40.9 abc 101.8 cd 16.3 be
10 H,0 6000 ppm 44.0 ab 90.0 bed 15.0 be

“fungicida comercial, *diclorometano, “etanol, *metanol, Yagua. Letras diferentes repre-
sentan diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05) /"commercial fungicide,
vdichloromethane, Yethanol, *methanol, ¥water. Different letters represent significant
differences between treatments (p<0.05).

Altura de planta. En el Cuadro 5, se observan los
valores de la altura de las plantas en cada trata-
miento, todos los extractos fueron estadisticamente
superiores (p<0.05) al testigo absoluto y fungicida
comercial, desde la primera semana hasta el térmi-
no del experimento. Los tratamientos H,O 4000,
MeOH 4000 y DCM 3000 ppm, presentaron plan-
tas con 49, 48, 42 % mayor altura, respecto a las
plantas que recibieron el fungicida comercial. Se re-
portaron incrementos en altura de plantas de tomate
(144 y 148 %) por Diaz-Diaz et al. (2013) con ex-
tractos de L. tridentata en concentraciones de 3000
y 2000 ppm con el uso de MeOH y acetona como
disolventes. En el testigo absoluto (0 ppm) se obser-
vo retraso en el crecimiento general, a consecuencia
de la sintomatologia caracteristica de Forl: invasion
de raiz, pérdida prematura de hojas inferiores y pu-
dricion de la radicula. Los extractos de Neem (Azar-
diachta indica) al igual que L. tridentata favorecen
la altura (hasta en un 35 % comparado con el testigo)
de plantas de tomate cuando han sido infectadas con
F. oxysporum (Hadian et al., 2011).
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Biotest in vivo

Chorophyll index. The content of chlorophyll
in the leaves is shown in Table 5. All the extracts
displayed higher levels (p<0.05) in comparison with
the absolute control and the commercial fungicide.
The treatments worth pointing out are those with
H,0 6000, DCM 3000, and MeOH 4000 ppm with
49, 48, and 45 units of chlorophyll, respectively,
which are values higher than those reported for
healthy tomato plants (35 and 37 UC) (Mercado-
Luna et al., 2010). The remaining treatments
presented values within this range, except for the
control and the positive control, which showed the
damage caused by Forl.

The UCs provide an indirect and quantitative
measure of the amount of N in the plant, as well as
the effect of weather variables (Rincon-Castillo and
Ligarreto, 2010; Vazquez et al., 2012). The plants
treated with L. tridentata extracts maintained an
overall state of well-being, even after having been
infected with Forl.
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Numero de hojas. Todos los tratamientos presen-
taron mayor nimero de hojas (p<0.05) que el testi-
go absoluto, sobresaliendo los tratamientos MeOH
4000, DCM 3000, H,0 4000 ppm, con 52, 50 y 45
% mas hojas que el fungicida comercial, respec-
tivamente (Cuadro 5). Diaz-Diaz et al. (2013) re-
gistraron un incremento de 25 % en el peso seco
al aplicar extractos de L. tridentata a 3000 y 2000
ppm en plantas de tomate inoculadas con P. capsici
lo que da cuenta de una mayor desarrollo vegetati-
vo al igual que los resultados aqui presentados; se
reporta también el uso de infusion de L. tridentata
como estimulante del desarrollo vegetal en tomate,
en combinacion con lanolina y manteca de cacao,
al aumentar el peso seco (77 %) y fresco (100 %)
(Recinos, 2010). No se observaron signos de toxi-
cidad en las dosis utilizadas, al igual que os extrac-
tos acuosos de L. tridentata al 30 % y después de
5 dias de aplicacion (Rojob, 2008). La infestacion
de Forl, implica marchitez de las hojas inferiores
hacia la parte superior (Fernandez-Herrera et al.,
2013) por lo que los bajos niveles de infestacion
permitio a las plantas generar y conservaron mayor
numero de hojas que el testigo absoluto y fungicida
comercial.

Severidad. Se encontraron diferencias significati-
vas (p<0.05) entre los tratamientos MeOH a 4000
y DCM a 3000 ppm, los cuales presentaron indi-
ces de severidad de 55 y 57 % (respectivamente)
en comparacion con el 94 % del testigo absoluto
y H20 6000 ppm. Diaz-Diaz et al. (2013) reporta-
ron hasta 83 % de disminucion en la severidad al
evaluar plantas de tomate infectadas con P. capsici
y tratadas con extractos de L. tridentata y aceto-
na a concentraciones de 2000 ppm. Los resultados
mostrados (Figura 1-A) sefialan un 45 % de dis-
minucion de la severidad en MeOH 4000ppm y se
establece la relacion entre las variables del desarro-
llo vegetativo y la PCT. Existe un comportamiento
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Plant height. Table 5 shows the values for plant
height in each treatment; all the extracts were
statistically higher (p<0.05) to the absolute control
and commercial fungicide, from the first week to
the end of the experiment. Treatments H,O 4000,
MeOH 4000, and DCM 3000 ppm, presented
plants 49, 48, 42 % taller than plants that received
the commercial fungicide. Increases in plant height
were reported for tomato plants (144 and 148 %) by
Diaz-Diaz et al. (2013) with L. tridentata extracts
in concentrations of 3000 and 2000 ppm with the
use of MeOH and acetone as solvents. The absolute
control (0 ppm) showed general growth delay
caused by the typical symptomatology of Forl:
invasion of the root, premature loss of lower leaves
and rot of the radicle. The Neem (Azardiachta
indica) and L. tridentata extracts favor height (up to
35 % in comparison to the control) in tomato plants
when they have been infected with F. oxysporum
(Hadian et al., 2011).

Leaf number. All the treatments presented a higher
number of leaves (p<0.05) than the absolute control,
particularly the treatments MeOH 4000, DCM
3000, H,0O 4000 ppm, with 52, 50, and 45 % more
leaves than the commercial fungicide, respectively
(Table 5). Diaz-Diaz et al. (2013) recorded a 25 %
increase in dry weight when applying extracts of L.
tridentata by 3000 and 2000 ppm in tomato plants
inoculated with P. capsici, which accounts for a
greater vegetative growth, as in the results presented
in this investigation; the use of L. tridentata as an
infusion is also reported as a stimulant tomato
plant growth in combination with lanoline and
cocoa butter, since it increases dry (77 %) and
fresh weights (100 %) (Recinos, 2010). No signs of
toxicity were observed in the doses used, as was the
case in the aqueous extracts of L. tridentata at 30 %
and after 5 days of application (Rojob, 2008). The
infestation by Forl implies the wilting of the lower
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similar entre los tratamientos DCM 3000, MeOH
4000 y H20 4000 ppm, con los cuales se obtuvieron
menores indices de severidad y valores superiores
de clorofila, altura y nimero de hojas respecto al
fungicida comercial, considerandose el primer re-
porte sobre la severidad que presenta Forl sobre
plantas de tomate que han sido tratadas con extrac-
tos de L. tridentata.

El extracto DCM 3000 ppm, presentd el mini-
mo indice de severidad y un desarrollo vegetativo
superior respecto al fungicida comercial, asi como
una inhibicion del 100% a 1000 ppm en el bioensa-
yo in vitro de Forl y mayor contenido de ANDG. En
relacion con lo anterior, Martins et al. (2012) plan-
tearon que la actividad antifingica de L. tridentata
se atribuye a a tres compuestos: ANDG, kaempfe-
rol y quercetina, los cuales son sumamente compa-
tibles con el disolvente diclorometano encontran-
dose en mayor disponibilidad por la polaridad que
estos poseen. Hanaa ef al. (2011) y Villa-Martinez
(2015) emplearon extractos acuosos de neem y sau-
ce (Salix babylonica) en plantulas de tomate, los
cuales redujeron la incidencia de la enfermedad de
la marchitez por F. oxysporum en plantulas de to-
mate hasta casi un 30%, mediante el aumento de
las actividades de las enzimas defensivas antioxi-
dantes secretadas por la planta de tomate, como la
peroxidasa, la catalasa y la superoxido dismutasa.

Incidencia. Se obtuvieron diferencias estadisti-
camente significativas (p<0.05); el 100 % de las
plantas tratadas con los tratamientos testigo y H,O
6000 ppm registraron sintomas de infeccion de Forl
(Figura 1-B); sin embargo, al aplicar los extractos
DCM 3000 y MeOH 4000 ppm la incidencia alcan-
z6 apenas 40 y 50 %, respectivamente. No encon-
tramos reportes de ensayos in vivo para control de
Forl con extractos de L. Tridentata; sin embargo, en
plantas de zanahoria se reportd 5 % de incidencia
de tizén de la hoja causado por 4. dauci al aplicar
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leaves towards the top (Fernandez-Herrera et al.,
2013), and therefore the lower levels of infestation
helped the plants generate and preserve a higher
number of leaves than the absolute control and the
commercial fungicide.

Severity. Significant differences (p<0.05) were
found between the treatments with MeOH at
4000 and DCM at 3000 ppm, which displayed
severity indices of 55 and 57 % (respectively) in
comparison with the 94% of the absolute control
and H,O 6000 ppm. Diaz-Diaz et al. (2013)
reported reductions of up to 83 % in severity
when evaluating tomato plants infected with P,
capsici and treated with L. tridentata extracts and
acetone at concentrations of 2000 ppm. The results
shown (Figure 1-A) indicate a reduction of 45%
in the severity in MeOH 4000ppm, and a relation
is established between the variables of vegetative
growth and. There is a similar behavior between
treatments DCM 3000, MeOH 4000, and H,O
4000 ppm, which gave lower severity indices and
higher levels of chlorophyll, height, and number
of leaves than the commercial fungicide, taking
into account the first report on the severity of Forl
on tomato plants that have been treated with L.
tridentata extracts.

The extract DCM 3000 ppm presented the
lowest severity index and a higher vegetative
development than the commercial fungicide, as
well as an inhibition of 100% at 1000 ppm in the
Forl in vitro biotest and a higher NDGA content. In
regard to this, Martins et al. (2012) stated that the
antifungal activity of L. tridentata can be attributed
to three compounds: NDGA, kaempferol, and
quercetin, which are highly compatible with the
solvent dichloromethante, which is more available
due to the polarity of the three compounds.
Hanaa et al. (2011) and Villa-Martinez (2015)
used aqueous extracts of neem and willow (Salix
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un extracto hidrosoluble de L. tridentata, mezclado
con quitosano (Hernandez-Castillo et al. 2006).

Sobrevivencia. A los 49 ddi sobrevivid una de
cada diez plantas tratadas con el testigo y H,O a
6000 ppm mientras que con los extractos DCM
3000 y MeOH 4000 ppm favorecieron la sobrevi-
viencia del 60 % de las plantas. Con los tratamien-
tos EtOH 2000 y MeOH 6000 ppm 50 % y con el
fungicida comercial 40 % (Figura 1-C). Estos re-
sultados demuestran una disminucion de la agresi-
vidad de Forl por efecto de los extractos vegetales
de L. tridentata, lo cual puede atribuirse a que las
sustancias fendlicas presentes en los extractos re-
accionan quimicamente con los sistemas sensitivos
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Figura 1. Porcentaje de severidad (A), incidencia (B) y so-
brevivencia (C) de plantas inoculadas con Forl.

Figure 1. Percentage of severity (A), incidence (B) and sur-
vival (C) of plants inoculated with Forl.

babylonica) in tomato plantlets, which reduced the
incidence of the disease of wilting by F. oxysporum
in tomato plantlets by up to 30%, by the increase of
the defensive antioxidant enzymes secreted by the
tomato plants, such as peroxidase, catalase and the
dismutase superoxidase.

Incidence. Statistically significant differences
(p=0.05) were obtained; 100 % of the plants treated
with the control and H,O 6000 ppm treatments
registered symptoms of Forl infection (Figure
1-B); however, when applying the extracts DCM
3000 and MeOH 4000 ppm, the incidence reached
only 40 and 50 %, respectively. No reports were
found on in vivo tests for the control of Forl with L.
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de las enzimas volviéndolas cataliticamente inacti-
vas ante este patogeno, favoreciendo por lo tanto la
sobrevivencia de las plantas (Tappel y Marr, 1954).

CONCLUSIONES

Los resultados que se obtuvieron permiten con-
cluir que los extractos de L. tridentata pueden ser
utilizados como parte de un manejo integrado de
la pudricion de la corona del tomate causada por
F. oxysporum radicis-lycopersici en condiciones
in vivo. Destaca la consistencia de los extractos
de DCM a 3000 ppm y MeOH a 4000 ppm en la
incidencia y severidad de Forl y la sobrevivencia
en plantas de tomate. Es importante hacer mencion
que es el primer reporte in vivo donde se evalte la
capacidad antifungica de los extractos de L. triden-
tata sobre Forl en plantas de tomate en el Valle del
Yaqui, aunque es recomendable llevar la investiga-
cion a nivel de invernadero comercial enfocandose
en disolventes mas amigables con el medioambiente.
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Tridentata extracts; however, in carrot plants, there
were reports of a 5 % incidence of blight caused
by A. dauci when applying a hydrosoluble extract
of L. tridentata mixed with chitosan (Hernandez-
Castillo et al. 2006).

Survival. At 49 dai, one out of every 10 plants
treated with the control and H,O at 6000 ppm
survived, whereas with extracts DCM 3000 and
MeOH 4000 ppm favored the survival of 60 % of
the plants. With treatments EtOH 2000 and MeOH
6000 ppm, 50 % and the commercial fungicide, 40
% (Figura 1-C). These reports show a reduction
in the aggressiveness of Forl due to the effect of
the L. tridentata plant extracts, which may be due
to the phenolic substances present in the extracts
react chemically with the sensitive systems of the
enzymes, making them catalytically inactive with
this pathogen, therefore favoring the survival of the
plants (Tappel and Marr, 1954).

CONCLUSIONS

The results obtained lead to conclude that the
L. tridentata extracts can be used as a part of an
integrated management of the rotting of the tomato
crown caused by F. oxysporum radicis-lycopersici
under in vivo conditions. The consistency of the
extracts of DCM at 3000 ppm and MeOH at 4000
ppm on the incidence and severity of Forl and the
survival in tomato plants, stand out. It is important
to mention that this is the first report in vivo which
evaluates the antifungal capability of L. tridentata
extracts on Forl in tomato plants in the Yaqui
Valley, although it is recommendable to take the
investigation to a commercial greenhouse level
with more environmentally friendly solvents.
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