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EVALUATION OF THE FUNGAL EFFECT OF SECHIUM COMPOSITUM TO DESIGN
ALTERNATIVES TO THE CHEMICAL CONTROL OF BOTRYTIS CINEREA.
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The production of vegetables generates high financial costs for the control of fungal diseases.
Mexico exports chayote (Sechium edule) and the international certification of rural production units
restricts the use of many fungicides. The effect of Sechium compositum juice (inedible) was
evaluated in vitro to inhibit the growth of Botrytis cinerea, which affects production and
postharvest. The content of cucurbitacins, phenolic acids and flavonoids of the juice was
determined. Ten concentrations of juice, an absolute control and fungicide (Swicht® (cyprodinil +
fludioxonil) as a chemical control) were tested in potato-dextrose-agar (PDA) culture medium. The
sensitivity of B. cinerea to juice was determined by growth inhibition mycelial and spore
germination The juice registered 874.80 mg kg-1 of cucurbitacin I; 730.82 mg kg-1 of phenolic
acids (chlorogenic and gallic); and 577.82 mg kg-1 of flavonoids (mirecetin and naringenin). 0 and
5.0% inhibited mycelial growth (=80%), and from 7.5 to 40% there was no growth. The juice
inhibited 100% of conidia germination at any concentration. The above facilitates the design and
formulation of biological fungicides. These results They are part of the rural productive
diversification project through the management and enhancement of an underutilized plant genetic
resource.
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EVALUACION DEL EFECTO FUNGICO DE SECHIUM COMPOSITUM PARA DISENAR
ALTERNATIVAS AL CONTROL QUIMICO DE BOTRYTIS CINEREA.

La produccion de hortalizas genera altos costos financieros por el control de enfermedades
fungicas. México exporta chayote (Sechium edule) y la certificacion internacional de unidades
rurales de produccion restringe el uso de muchos fungicidas. Se evalué in vitro el efecto del jugo
de Sechium compositum (no comestible) para inhibir el crecimiento de Botrytis cinérea que afecta
la produccién y postcosecha. Se determind el contenido de cucurbitacinas, acidos fendlicos y
flavonoides del jugo. En medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) se probaron diez
concentraciones de jugo, un testigo absoluto y fungicida (Swicht® (ciprodinil + fludioxonil) como
control quimico. La sensibilidad de B. cinerea al jugo se determiné por inhibicién de crecimiento
micelial y germinacion de esporas. El jugo registré 874.80 mg kg-1 de cucurbitacina I; 730.82 mg
kg-1 de acidos fendlicos (clorogénico y galico); y 577.82 mg kg-1 de flavonoides (mirecetina y
naringenina). El jugo en1.0 y 5.0% inhibi6 el crecimiento micelial (280%), y de 7.5 a 40% no hubo
crecimiento. El jugo inhibi6 100% de germinacion de conidios en cualquier concentracion. Lo
anterior facilita el disefio y formulacion de fungicidas bioldgicos. Estos resultados forman parte
del proyecto de diversificacion productiva rural mediante gestion y potenciacion de un recurso
fitogenético subutilizado.
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1. Introduccién
Los fungicidas quimicos han sido utilizados para la producciéon agricola, aumentando la
proteccion de los cultivos y rendimiento. Sin embargo, estas acciones han desarrollado
resistencia en los fitopatdégenos, contaminando el medio ambiente y afectando la salud humana,
de tal forma que es necesario buscar alternativas al uso de fungicidas tradicionales (De Rodriguez
etal., 2011)

Las regiones de México con sus diferentes climas hacen factible la variabilidad de plantas
silvestres que se desarrollan en condiciones climaticas extremas (Adame et al., 2000). Estas
especies silvestres presentan compuestos diversos entre los que destacan polifenoles,
saponinas, triterpenos y flavonoides, que han probado tener uso terapéutico como propiedades
antiinflamatorias, antifungicas, antioxidantes y antiproliferativas (Harborne, 1998; Zuanazzi et al.,
2004).

Sechium compositum (Cucurbitaceae), es una de las 10 especies del género Sechium P. Br.,
procedente de Mesoamérica, que se encuentra en estado silvestre (Cadena et al., 2007). Los
frutos de esta especie se caracterizan por el sabor amargo, atribuido a las cucurbitacinas
(triterpenos tetraciclicos) ademas de una amplia gama de flavonoides y saponinas. Estudios
recientes han mostrado propiedades antiproliferativas en células animales en los frutos de S.
compositum (Aguifiiga et al., 2015). Bar-Nun et al. (1990) demostraron la actividad fungistatica
de la cucurbitacina | en frutos de pepino (Cucumis lattus L.) y hojas de col (Brassica oleracea)
inoculados con B. cinerea. Song et al. (2011) evaluaron la actividad de los triterpenos de Astilbe
myriantha Diels contra C. gloesosporioides, demostrando actividad fungistatica, ademas,
observaron que aquellos friterpenos que poseen grupos hidroxilo en C-6 y C-24 y el grupo
funcional carboxilico C-27, poseian actividad contra hongos patdgenos.

Se ha clasificado a Botrytis cinerea Pers.: Fr., como el segundo hongo mas importante por el
numero de especies que ataca, su adaptabilidad, y los costos que representan su control (Dean
et al., 2012). Investigaciones recientes se enfocan a la busqueda de compuestos con actividad
fungicida, amigables con el ambiente y con baja cantidad de compuestos xenobidticos.

Por lo anterior como parte del proyecto de diversificacion productiva rural que busca la
potenciacién de un recurso fitogenético subutilizado se probé la actividad fungicida del jugo de
frutos de Sechium compositum sobre Botrytis cinerea en condiciones in vitro y plantear su uso
potencial en formulaciones como agente fungicida o fungistatico, ademas de realizar pruebas de
liberacion con microcapsulas mediante el método de coacervacién a base de jugo de los frutos
de S. compositum como opcion de disefio de nuevos productos.

2. Materiales y métodos
Frutos de S. compositum se cosecharon en madurez fisiolégica. Los frutos se lavaron con agua
corriente; se desinfestaron en solucion de hipoclorito de sodio (1 %) por 3 min; se enjuagaron dos
veces en agua destilada y se secaron con toallas absorbentes estériles. Posteriormente los frutos
se cortaron en trozos pequefios, se procesaron en una maquina de extraccion de aceite prensado
en frio (modelo OPM-500, JOOSHUN™, Guangdong China). El jugo extraido se centrifugd a 2150
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g por 10 min. El sobrenadante resultante se almaceno a 4 °C, para la eliminacion de bacterias se
aplico luz UV-C a dosis de ~4 kJ m=.

2.1. Control in vitro de Botrytis cinerea, con jugo de S. compositum

Doscientos mililitros de medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) se mezclaron antes de su
solidificacién con cada una de las concentraciones del jugo (Tabla 1) y se vaciaron en cajas de
Petri (9 cm de diametro) estéril, para solidificaciéon. Posteriormente en el centro de cada caja se
colocé un disco de 5 mm de diametro de PDA con micelio de la cepa de B. cinerea de 4 d de
edad. El testigo quimico fue ciprodinil + fludioxonil (Switch®) (2 g L"), mientras que el testigo
absoluto fue medio PDA solo. Las cajas de Petri se incubaron a 23 °C, y el didametro ecuatorial
del hongo se midié cada 24 h con vernier digital hasta que el testigo absoluto cubrid la caja Petri.

Tabla 1. Concentraciones de jugo de frutos de Sechium compositum probado para la inhibicion
del crecimiento micelial in vitro de B. cinerea.

Tratamiento Componente Concentracion (%)
1
25
5
Jugo de frutos de S. compositum 7.5
10
15
20
25
30
40
Testigo absoluto (solo PDA) 0
Testigo quimico [PDA + Ciprodinil + 2gL?
Fludioxonil (SWITCH®)]

N2 ©ONO O WN

2.2. Germinacion de esporas

Para determinar el efecto del jugo en la germinacion de esporas de ambas especies, se utilizaron
caja Petri de diametro de 6 cm a los que se le agregaron 4 mL de medio de cultivo PDA. Antes
de que el PDA solidificara se mezcld con el jugo vegetal hasta lograr la homogenizacion de cada
concentracion.

Posteriormente se colocaron 20 pL de suspension de 1x108 esporas por mL (20,000 esporas) de
cada hongo en sus respectivos tratamientos. Se evalué la germinacién a las 3, 6, 9, 12,15y 24 h
(los datos son adimensionales, ya que fueron obtenidos del analisis del area bajo la curva del
progreso del porcentaje de germinacion) empleando microscopio compuesto (Nikon Eclipse
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E400® EE.UU.). Una espora fue considerada germinada cuando el largo de su tubo germinativo
alcanzoé la mitad del diametro de la espora.

2.3. Elaboracién de microcapsulas

Se utilizé el método de coacervacion simple, que consiste en mezclar el material encapsulante
(quitosano) y el compuesto de interés (jugo de chayote). Posteriormente, se realiza un cambio de
fuerza idnica que provoca una fase de separacion de la cobertura y captura del material activo
disperso. Al final la cobertura es solidificada a través de un material entrecruzante (glutaraldehido)
(Salazar, 2017; Akbuga y Bergisadi, 1996).

El proceso inicié preparando una solucion de quitosano al 3 % en 100 mL de acido acético al 5
% que se llevo a agitacion por 8 h en una parrilla de agitacion (Fisher Scientific, USA), después
se uso un agitador digital (Caframo, Canada) a 1100 rpm por 10 h. Posteriormente se llevo la
solucion a la autoclave bajo 120 °C y 15 psi por 15 min. Por ultimo, la solucién se filtrd, usando
una bomba de vacio con una presion de succién de 4 cm de mercurio.

Después se prepard una solucion madre de jugo de chayote al 20 %, y se colocaron en un tubo
Eppendorf 200 uL y se diluyeron en 800 uL de agua destilada, después se tomé la solucion del
jugo y se mezcld en 9 mL de quitosano, que fue colocada en un tubo falcon de 15 mL y se agit
en un vortex (Scientific Industries, Vortex—2 Genie, USA) por 10 segundos para homogenizar la
mezcla. Se dejo reposar por 5 min.

2.4. Fase continua (adicidon del agente entrecruzante)

Por otro lado, se colocaron 350 mL de aceite de maiz (Mazola®) en un matraz con capacidad de
500 mL y se afadieron 1.5 mL del emulsionante Spam 80, la mezcla se llevé a una agitacion de
1100 rpm con el agitador digital (caframo, Canada). Una vez que la mezcla se homogeneizo, se
agregaron 10 mL de la fase dispersa, colocando una gota cada 10 segundos. Posteriormente se
agregaron 7.5 mL de glutaraldehido al 25 %, dividido en 5 sesiones (cada 15 min), agregando 1
gota cada 3 segundos. Una vez terminado de agregar el glutaraldehido, se redujo la agitacion a
850 rpm y se mantuvo asi por dos horas, y se dejé reposar por 75 min.

2.5. Lavadoy secado de las microcapsulas

Se realizé utilizando una bomba de vacio con una presién de succiéon de 4 cm de mercurio
conectado un matraz kitasato, un embudo blchner y papel filtro Wattman No. 3. Se inicié el lavado
con éter de petrdleo para eliminar el aceite y después se lavé con agua para eliminar el
glutaraldehido, este proceso se repitid para eliminar por completo el aceite y el glutaraldehido. El
secado de las microcapsulas se realiz6 por aire a presién, colocando las microcapsulas humedas
en un tubo falcon de 50 mL sostenida sobre un vortex y conectado a una bomba de vacio, usando
5 Ib de presion, por un lapso de 4 h. Las microcapsulas se almacenaron en bolsas de polipapel
dentro de cajas Petri de vidrio selladas con papel parafilm.
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2.6. Caracterizacion de las microcapsulas

Se utilizé un microscopio compuesto Rossbach MG-11T con camara digital Canon EOS 50D,
para observar las microcapsulas después de ser lavadas y cuando ya estaban secas, se observo
su forma y tamano de 40 repeticiones.

2.7. Pruebas de liberacion de las microcapsulas

Se utilizd un espectrofotometro (Genesys 10 UV, Thermo Fisher Scientific, USA) con una
absorbancia de 320 nm. Se usaron como testigos: agua destilada, las microcapsulas vacias y
una solucién de 0.2% del jugo de S. compositum. Se pesaron 50 mg de microcapsulas secas
cargadas con jugo en matraces Erlenmeyer de 25 mL y se agregaron 5 mL de agua destilada, se
dejaron reposar por una hora. Las lecturas se realizaron cada 10 min por una horay a las 24 y
48 horas, para ello se tomaron 2.5 mL de cada testigo y de las microcapsulas, que se colocaron
en celdas de cuarzo con capacidad de 3 mL. Los resultados se expresaron en absorbancia por
tiempo.

2.8. Analisis estadistico

Se realizaron las pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza. Posteriormente los
analisis de varianza y pruebas de separacion multiple de medias (Tukey a= 0.05) asi como el
andlisis de regresion lineal para determinar la concentracion y dosis (in vitro) letal 50 (CLso) se
aplicé el Probit con Statical Analysis System, version 9.1 para Windows (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA).

3. Resultados y discusion

Los frutos de S. compositum tienen 87.17% de agua y 12.83% de materia seca, con rendimiento
de jugo menor al 80%, previamente centrifugado, a fin de eliminar las saponinas y otros residuos
que impedian la obtencion de jugo claro.

3.1.  Efectividad del jugo sobre el crecimiento in vitro de B. cinérea

Se observo efecto inhibitorio in vitro de B. cinerea con el jugo de S. compositum. A las 24 h
después de la inoculacion del patdégeno en el medio PDA no hubo crecimiento de las colonias en
todas las concentraciones de jugo evaluadas, con excepcion del tratamiento testigo; sin embargo,
a las 48 h, en concentraciones bajas de jugo (1.0, 2.5 y 5.0 %) el hongo presentd crecimiento
(Figura 1).

El medio con 5% de jugo tuvo control del 94.87%, a 2.5% de jugo la inhibicion fue del 90% vy al
1% se logré inhibicién del 83.15%, mientras que el testigo quimico Switch® (ciprodinil + fludioxonil)
inhibié 86% a 4 d después de inoculacién.
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El analisis estadistico mostré que el tratamiento con 1% de jugo y quimico no presentaron
diferencias estadisticamente significativas. Por otro lado, las cajas con concentraciones mayores
(7.5, 10, 15, 20, 25, 30 y 40%), no presentaron crecimiento del hongo durante la evaluacion.

Es interesante notar que el crecimiento del hongo en las concentraciones bajas de jugo se
presentd solo en la porcién de PDA que se colocd en el medio con el jugo, y cuyo crecimiento
fue ascendente, con consistencia esponjosa, y poco crecimiento lateral, como si tratase de evitar
el contacto con el medio, diferente al testigo absoluto, cuyo crecimiento se presenté en toda la
superficie del medio, con la formacidon de micelio; mientras que en aquellas cajas con jugo de
chayote a bajas concentraciones el micelio crecid6 de forma compacta con esporulacion
adelantada, como respuesta a la toxicidad del medio.

5 9% jugo 5.
compositum

10 % jugo S. % 5. 20 % jugo S. 80 S. 30 9% jugo S.
compositum OS. c " compositum

40 % jugo S. Testigo quimico
compositum SWITCH®

Figura 1. Crecimiento micelial de las colonias de B. cinerea en medio de cultivo papa-dextrosa-
agar (PDA) a diferentes concentraciones de jugo de frutos de S. compositum y con fungicida
quimico Swicht® (ciprodinil + fludioxonil) cuatro dias después de inoculacién.

Autores como Rangel-Guerrero et al. (2018) evaluaron el efecto inhibitorio de extractos de frutos
de C. foetidissima en el crecimiento in vitro de Botrytis sp., Fusarium sp. Phytoptora capcisi y
Rhizoctonia solani, los resultados mostraron mayor efecto inhibitorio de los extractos en R. solani
(94.3-100%), y Botrytis sp. (42-100%), sin efecto inhibitorio significativo en Fusarium sp. y P.
capcisi. El efecto inihibitorio se puede atribuir a que C. foetidissima contiene ademas de
cucurbitacinas, flavonoides y compuestos fendlicos.

Con relacién al fungicida quimico Switch® al igual que el jugo de S. compositum mostraron efecto
fungistatico, ya que, al tomar micelio de ambos medios, y colocarlo en medio de PDA, el
crecimiento fue normal. Las cajas con concentraciones mayores de jugo (7.5 a 40%), no
presentaron germinacién durante el tiempo de evaluacion.
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En contraste, las cajas con fungicida quimico Switch® (ciprodinil + fludioxonil) presentaron
germinacion de conidios a las cuatro horas de inicio del experimento, hasta que a las 24 h
alcanzaron 100% de esporas germinadas. Cotoras et al. (2004) evaluaron el efecto de dos
diterpenoides (acido 3B-hidroxi kaurenoico y acido kaurenoico) (40 ug mL"") en la germinacion de
B. cinerea registrando que estos compuestos retrasaron la germinacién de conidios.

Otros autores como Badaracco et al. (2020) aislaron diferentes metabolitos a partir de plantas,
aislando y evaluando la accién antifungica de seis compuestos de origen vegetal, daidzeina,
genisteina, dos chalconas, vainillina e iso-vainillina, sobre el crecimiento in vitro de patégenos
que actuan en cultivos de interés alimentario. Otros como Borbon-Alpizar (2020), mencionan los
efectos de los metabolitos secundarios sobre el hongo Geotrichum candidum. Es relevante
mencionar que la especie Geotrichum sp., es un patégeno de importancia en el cultivo de S. edule
comestible y la accion de los metabolitos secundarios obtenidos a partir del jugo de su pariente
silvestre S. compositum, puede ser una valiosa alternativa de biocontrol.

3.2. Propuesta para el Desarrollo de Productos derivados de S. compositum

Con el fin de aprovechar la presencia de metabolitos secundarios, rescatar y generar valor
agregado a los frutos de S. compositum se plantea la propuesta de desarrollar cientificamente
nuevos proyectos para la elaboracion de productos con valor afadido y dar solucion alternativa
al uso de agroquimicos para el control de enfermedades como B. cinerea a productores y
empacadores que exportan, tanto el chayote (S. edule) como otras hortalizas, y que los paises
destino (USA y Canada) les exigen para su proceso de certificacion internacional, el uso de
productos de bajo impacto en la salud del productor, consumidor y ambiente.

La Figura 2, muestra el primer acercamiento para el disefio de un producto de biocontrol de B.
cinerea, para lo cual se requiere la asociacién de productores rurales.
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Propuesta para la obtencién de productos
derivados de S. compositum

2

S. compositum

Control de
Ext ., calidad
xtraccion Evaluacién

fitoquimica

Etapa experimental |
para identificar la

capacidad Procesamiento
fungicida del jugo para la
sobre diferentes . eliminacién de
hongos Ju go Fibra compuestos

postcosecha fendlicos

Desarrollo
< de nuevos
productos

—

Desarrollode
Desarrollode una . . subproductos a base
pelicula comestible Fungicida organico de fibra (macetas,

(ediblecoating) para con la a_dicion de mejoradoresde

la aplicacién agentes dispersantes, suelo,

postcosecha de frutos solventesy aditivos

Figura 2. Propuesta de disefo del proyecto de elaboraciéon de un producto antifiingico para el
control de B. cinérea, a partir del uso de jugo de frutos de S. compositum

3.3. Caracterizacion de las microcapsulas

Con un microscopio compuesto se observaron las microcapsulas vacias y las que contenian el
jugo de chayote (Figura 3 y 4), resultado microcapsulas de forma esférica cuando se encontraban

humedas y con un peso seco de 0.425 g y 0.599 g y rendimiento de 4.41% y 6.27%
respectivamente.

Se observé que el proceso de secado con aire a presién ayudd a que las particulas se separaran

un poco mas que las humedas, sin embargo, algunas particulas perdieron su forma esférica
inicial, el tamafio de las microesferas secas cargadas con el jugo de chayote fueron de 3.89-23.90
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Mm, mientras que las vacias tuvieron tamafos de 15.37-33.36 um. También se observé que el
secado de las microcapsulas a temperatura ambiente o las secadas con aire a presion, tuvieron
algunos conglomerados

Salazar (2016) encapsuld extracto metandlico de frutos de Sechium edule cultivar Perla Negra,
obteniendo microcapsulas de diametro entre 13.3-52.7 ym con un rendimiento de 24.96 % cuando
se secaron a temperatura ambiente.

b

Figura 3. Microcapsulas humedas vistas en el microscopio compuesto a 40X. A: Conteniendo jugo
de S. compositum y B: Microcapsulas vacias.

Figura 4. Microcapsulas secas vistas en el microscopio 6ptico de luz a 10X. A: Cargadas con jugo
de S. compositum y B: vacias.
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3.4. Pruebas de liberacion

Se obtuvieron lecturas de los tres testigos (agua destilada, jugo de Sechium compositum al 4% y
microcapsulas vacias) y las microcapsulas que contenian el jugo de S. compositum cada 10 min
por una hora, y se siguid registrando la absorbancia a las 24 y 48 h. Se observdé que la
absorbancia de las microcapsulas que contenian el jugo aument6 en las primeras lecturas. El
jugo de los frutos de S. compositum contenido en las microesferas fue liberandose gradualmente
alcanzando su mayor pico de absorbancia a las 24 h (Figura 5). Salazar (2016) reporta la mayor
liberacién de extracto metandlico de frutos de Sechium edule contenidas en microesferas a las
23 hy 10 min.

La eficiencia de la liberacion controlada depende principalmente de la composicién y estructura
de la pared del agente encapsulante, asi como las condiciones durante la elaboracion de las
microcapsulas como la temperatura, pH, presion, humedad (Fuchs et al., 2006).

0.200
0.180 o-—o0—0—0o—o0—o0—0o—0—0—0—0—0—o0
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—=0—H20d =—0O—IJSC MV =O—MCJ

Figura 5. Grafica de liberacion del jugo de S. compositum contenido en las microcapsulas (MCJ).
Testigos: H20 (Agua destilada), JSC (Jugo de S. compositum al 4%) y MV (Microcapsulas vacias).

Cuando un recurso genético no recibe un proceso de gestion con fines prospectivos, puede
literalmente desaparecer, ya que los habitantes de nucleos rurales no le ven utilidad y lo eliminan
en el mediano plazo, o lo ubican en alguna categoria de riesgo de manera inconsciente. Por ello,
la realizacion de este tipo de estudios bioprospectivos, son de mucha utilidad para evitar o reducir
el nivel de fragilidad para S. compositum, asi como para el disefio de nuevos aprovechamientos
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y proyectos de diversificacion productiva y econdmica de los nucleos humanos con quien dicho
recurso ha convivido.

Hernandez-Tenorio y Orozco-Sanchez (2020), reportaron el potencial de la nanotecnologia en el
desarrollo de bioinsecticidas botanicos, asi como la caracterizacién de las nano formulaciones,
para una agricultura ecoldgica, resaltando las curvas de liberacién controlada. En el caso de S.
compositum, se considera que, con el presente acercamiento mediante las microcapsulas, es
factible escalar en el mediano plazo al plano comercial y diversificar la productividad y la
economia local rural en el area de distribucion de la especie.

4. Conclusiones

El medio con 5% de jugo de S. compositum registré 94.87% de control, mientras que a 2.5% la
inhibicion fue de 90% y a 1% se logro la inhibicion de B. cinérea de 83.15%, mientras que el
testigo quimico Switch® (ciprodinil + fludioxonil) inhibié 86% a 4 d después de inoculacion. Lo
anterior ubica a S. compositum como una alternativa excelente para el biocontrol del patégeno.
El método de coacervacion simple permitio la microencapsulacién del jugo de fruto de chayote S.
compositum.

Algunas de las microcapsulas después del secado con aire a presion perdieron su forma esférica,
éstas fueron de menor tamafio que las que contenian el jugo de chayote, el quitosano como
material encapsulante permitié la liberacion gradual de las mismas, en las primeras 24 h; sin
embargo, es necesario realizar pruebas posteriores para perfeccionar la técnica y lograr la
estabilidad y uniformidad de las microcapsulas, que aseguren su uso en emulsiones, tales como
ceras de recubrimiento postcosecha de frutos y hortalizas.
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