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RESUMEN

Jatropha curcas (Euphorbiaceae) es una especie nativa de México y Centroamérica
gue crece en regiones tropicales, tanto en suelos bien drenados como en areas
pedregosas, poco fértiles y con bajo contenido de nutrientes. Su uso permite recuperar
nutrientes, restaurar y rehabilitar suelos afectados por la erosion y mejorar la captura
de carbono por el suelo.

Jatropha curcas se esta utilizando como fuente alternativa para la obtencion de
biodiesel por su alto contenido de aceite en sus semillas (50-60%), por eso, se esta
cultivando en diferentes partes del mundo y en México.

En México existen dos variantes de J. curcas: la toxica y no téxica. Lo que caracteriza
a la toxica son concentraciones elevadas de ésteres de forbol (EF) y la no toxica tiene
una baja concentracion de estos compuestos quimicos.

El cultivo de variantes toxicas impide el uso forrajero de los residuos (llamados “torta”)
gue quedan después de la extraccion del aceite de las semillas. En promedio, el 70%
de todos los EF son retenidos en el aceite y el resto se encuentra en la torta. La
eliminacion de los EF de la torta es muy costosa, por lo que se esta evaluando la
posibilidad de sembrar la variedad no toxica para aumentar la rentabilidad del cultivo.
Sin embargo, se ha observado que las plantas no téxicas parecen mas sensibles a las
enfermedades fungosas que las plantas toxicas.

En este trabajo se probd la hipotesis de que los ésteres de forbol (EF) estan asociados
a la resistencia a los hongos o pseudohongos fitopatégenos, por lo que se probé la
prediccién de que los EF inhiben in vitro el crecimiento de hongos fitopatégenos con
mayor magnitud a medida que se aumenta su concentracion.

Se aislaron EF de semillas de J. curcas toxica y se cuantificaron por medio de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Varias concentraciones de EF, de 0 a
1 mg/mL, se incorporaron en medios de cultivo que se inocularon con micelio de
fitopatogenos: Pythium ultimum, Phytophthora capsici, Phoma herbarum y Fusarium
moniliforme. Las dos primeras especies han sido reportadas como fitopatdgenas en
plantaciones de J. curcas.

Se encontré que mientras mayor fue la concentracion de EF en el medio de cultivo,
mayor fue la inhibicion en todas las especies fitopatégenas probadas. Se concluye que
los EF tienen actividad antifingica in vitro, por lo que se sugiere corroborar in vivo esta
actividad, y de corroborarse, recomendar sembrar variantes toxicas en ambientes
favorables para fitopatdgenos y variantes no toxicas en ambientes desfavorables para
los hongos o pseudohongos patégenos.

Palabras claves: ésteres de forbol, Jatropha curca, agentes antifungicos.
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ABSTRACT

Jatropha curcas (Euphorbiaceae ) is a species native to Mexico and Central
America that grows in tropical regions, both well drained and stony areas , low
fertility and low nutrient soils. Its use to retrieve nutrients, restore and
rehabilitate land affected by erosion and improving carbon sequestration by the
soil .

Jatropha curcas is being used as an alternative source for biodiesel production
for its high oil content seeds (50-60 %) , therefore, being grown in different parts
of the world in Mexico and .

In Mexico there are two variants of J. curcas : toxic and nontoxic. What
characterizes high concentrations are toxic phorbol esters ( EF ) and has a low
non-toxic concentrations of these chemicals .

Culturing prevents toxic variants utilizing waste feed (called " cake " ) that
remain after the extraction of oil from seeds. On average , 70 % of all EF are
retained in oil and the rest is in the cake. Eliminating EF cake is very expensive,
so it is considering planting nontoxic variety to increase the profitability of
farming . However, it was observed that the non-toxic plants seem more
susceptible to the toxic plants to fungal diseases .

In this paper hypothesizes that phorbol esters ( EF ) are related to the
resistance to phytopathogenic fungi or pseudofungi tested , so that prediction
EF inhibit in vitro the growth of phytopathogenic fungi and higher magnitude
tested as its concentration is increased.

EF toxic J. curcas seed were isolated and quantified by high performance liquid
chromatography (HPLC). EF various concentrations of from O to 1 mg / mL,
were added in culture media were inoculated with mycelium of phytopathogenic
: Pythium ultimum , Phytophthora capsici , Phoma herbarum and Fusarium
moniliforme . The first two species have been reported as phytopathogenic J.
curcas plantations .

It was found that the higher the concentration of EF in the culture medium , the
greater the inhibition in all species tested phytopathogenic . We conclude that
EF have antifungal activity in vitro , so it is suggested to corroborate this activity
in vivo , and corroborated , recommend planting in favorable variants toxic and
nontoxic plant pathogenic variants in unfavorable environments for fungi or
pathogens pseudofungi environments.

Keywords : phorbol esters, Jatropha curcas , antifungal agents .



1. INTRODUCCION.

Jatropha curcas L. es de la familia Euphorbiaceae. En México es conocida
como pifion o piloncillo, y en Centroamérica se lo conoce como tempate. Esta
planta crece en regiones tropicales, en suelos bien drenados asi como en
areas pedregosas, poco fértiles y con bajo contenido de nutrientes, permite
recuperar nutrientes, restaurar y rehabilitar suelos afectados por la erosion y
mejorar la captura de carbono por el suelo (Heller, 1996). Se considera nativa

de México y paises de Ameérica Central (Makkar y Becker, 1999).

Jatropha curcas es utilizada como fuente alternativa para la obtencién de
biodiesel por su alto contenido de aceite en sus semillas (50-60%) por eso se

estan realizando cultivos en diferentes partes del mundo incluyendo a México.

La torta que resulta de la extraccién de aceite de las semillas, es comunmente
utilizada para fertilizacion pero tiene alto potencial para uso en la alimentacion
de ganado, ya que es alta en proteina (50-58%) (Wink et al 1997). La toxicidad
de la semilla puede ser causada por varios componentes incluyendo lectinas,
saponinas, inhibidores de proteasas, acido curcalénico y ésteres de forbol. De
los cuales las lectinas y los inhibidores de proteasas son wulnerables a
tratamientos térmicos y los ésteres de forbol y saponinas presentan mayor
resistencia a altas temperaturas (160°C) (Aregheore et al 2003). De estos los
que mas contribuye a la toxicidad de la semilla, el aceite y la torta son los
ésteres de forbol (Wink et al 1997). Han sido caracterizados seis tipos de
ésteres de forbol (EF), todos ellos con esqueleto basico de tigliano con cuatro
anillos, la hidroxilacién de esta estructura en diferentes posiciones y la union de
ésteres de varios grupos de acidos resultan en la formacion de los EF (Goel et
al 2007).

En México existen dos variantes de J. curcas, la toxica y no téxica. Lo que
caracteriza a las dos variantes en que la tOxica contiene concentraciones
elevadas de EF y la variante no toxica, tiene una baja concentracion de estos

compuestos quimicos (Haas et al., 2000).
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El cultivo de variantes téxicas impide el uso forrajero de los residuos (llamados
“torta”) que quedan después de la extraccion del aceite de las semillas. En
promedio, el 70% de todos los EF son retenidos en el aceite y el resto se
encuentra en la torta. La eliminacion de los EF de la torta es muy costosa, por
lo que se estd evaluando la posibilidad de sembrar la variedad no toéxica para
aumentar la rentabilidad del cultivo. Sin embargo, hay observaciones no
publicadas indicando que las plantas no toxicas parecen mas sensibles a las
enfermedades fungosas que las plantas toxicas (Ingrid Garcia y Yesenia

Martinez, comunicacion personal).

Existen varias hipotesis sobre la defensa vegetal en las que se trata de explicar
la funcion y origen de la diversidad quimica de los metabolitos secundarios.
Una de ellas postula que cuando existe una mayor diversidad quimica, existe
una alta proteccion de la planta; (Berenbaum, 1985; Kubo y Hanke 1985; Jones
y Lawton 1991; Jones y Firns 1991). Esto implica que el incremento de la
presion de consumidores favorece una mayor diversidad. En esta hipétesis se
supone que cada metabolito funciona contra algun consumidor o bien que las
mezclas interaccionan en forma aditiva o sinérgica potenciando su actividad
biologica y ampliando su espectro de accidon contra los consumidores
(Berenbaum, 1985; Anaya et al 2001).

La defensa de las plantas es costosa ya que se invierten recursos en algunos
compuestos que pueden ser utilizados para el crecimiento o la reproduccién
(Rhoades, 1979). Por lo anterior, se supone que las variantes no toxicas de J.
curcas podrian crecer mas rapido que las variantes tdxicas, pero entonces la
proteccion contra hongos que ofrecerian los EF solo se observaria en las

variantes téxicas.

Aunque los EF hasta ahora solo se han aislado de frutos y semillas de J.
curcas, suponemos que las variantes toxicas también presentan estos
compuestos en las hojas, pues los terpenoides solo se sintetizan en el tejido
foliar y las hojas de variantes toxicas son usadas como antifungicas (Makkar y
Becker, 2009). En este trabajo se utilizaron los EF extraidos del aceite de las
semillas de J. curcas y cuatro especies de fitopatdgenos, dos de los cuales se

reportan como atacantes de J. curcas.
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El propédsitos del presente estudio es probar si los EF tienen actividad
antifngica contra hongos fitopatégenos: Pythium ultimum, Phytophthora
capsici, Phoma herbarum y Fusarium moniliforme. Las dos primeras especies

han sido reportadas como fitopatégenas en plantaciones de J. curcas.

La importancia de este trabajo es explicar la interaccion que hay entre los EF
como parte de la defensa de J. curcas y los hongos fitopatbgenos. Ademas
también se pueden hacer recomendaciones que permitan obtener mayor
rendimiento en los cultivos de J. curcas afectados por hongos fitopatégenos.
Una practica de manejo para estos cultivos seria la de asperjar EF en las hojas

de J. curcas, en concentraciones de las variantes téxicas.

12



2. ANTECENDENTES

2.1. Taxonomia. Reino: Plantae. Subreino: Tracheobionta. Division:
Magnoliophyta.  Clase:  Magnoliopsida.  Subclase: Rosidae.  Orden:
Euphorbiales. Familia: Euphorbiaceae. Género: Jatropha L. Especie: Jatropha
curcas L. (Tropicos 2009).

2.2 Nombres comunes. En México se conoce con los nombres de pifion,
pifioncillo, cuipuy, pifion de Indias, pifion purgante, cuauhayohuachtil, almendra
de calabaza arbdérea ahsti, pistache mexicano, habillo, yaga-be-lape
(zapoteca), sikli-te, zikil-te o sikilte (ndhuatl) (Hernandez-Aponte et al. 1978;
Cano-Asseleih 'y Herndndez-Aponte 1984; Schmook y Sanchez-Sanchez
2000).

2.3. Descripcion boténica

J. curcas es un arbusto o arbol pequefio, de crecimiento rapido que alcanza en
promedio 6m de altura; su corteza es blanco grishcea y exuda un latex
translucido color ambar o rojizo viscoso. Los tallos son cilindricos, verdes
robustos que producen ramas con savia lechosa o rojiza viscosa. Se forman 5
raices de cada arbusto, 1 central y 4 periféricas. Las hojas son ovadas con 5 a
7 l6bulos pocos profundos y grandes. Tienen peciolos largos con una longitud
de 10 a 15 cm; anchura de 9 a 15 cm, ovadas. Hay flores masculinas y
femeninas en la misma planta algunas son hermafroditas, se forman en el lado
axial del peciolo, formando una inflorescencia compuesta a manera de
panicula. Las flores son pequefias de 6-8 mm de largo, son blanquecinas,
verdoso amarillentas (Pabon y Hernandez-Rodriguez 2012). Los frutos son
capsulas drupaceas ovoides y lisas, de color verde que cuando maduran
cambian a amarillas. El desarrollo del fruto necesita 90 dias desde la floracion
hasta que madura la semilla. El fruto produce tres almendras negras (Pabdn y
Hernandez-Rodriguez 2012).

13



2.4. Distribucion geografica

En la republica mexicana J. curcas L. se encuentra en forma silvestre en los
estados: Sinaloa, Oaxaca, Quintana Roo, Veracruz, Yucatan, Morelos, Sonora,
Tamaulipas, Chiapas, Hidalgos, Puebla, Guerrero y Tabasco (Heller 1996). Su
dispersion en Sudamérica abarca Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador,

Galapagos, Paraguay, Peruy Venezuela, llegando a la Argentina (Heller 1996).

A nivel mundial hay grandes extensiones de tierras de cultivos degradados
disponibles para hacer plantaciones extensivas de J. curcas, sin embargo no se
puede poner en peligro la seguridad alimentaria a costo de producir bioenergia.
Por otro lado, se sabe que el establecimiento de J. curcas en estas zonas,
reduce las emisiones de gases de efecto invernadero y crea oportunidades

para los trabajadores rurales.

Al contrario de otros biocombustibles, el uso de J. curcas representa
verdaderas ventajas (tiene una excelente capacidad de adaptacion a una gran
variedad de condiciones del suelo y climas). Se encuentra prosperando en
suelos secos, pedregosos, muy poco profundos y entre rocas desnudas en las
islas de Cabo Verde (Africa).

Jatropha esta adaptada a condiciones de baja a muy baja fertilidad del suelo, y
a deficiencia de minerales, es resistente a sequias prolongadas, inundaciones y
heladas ligeras. La produccion de aceite es mayor que las fuentes
convencionales de biocombustibles, como el maiz y cafia de azlcar (Azan et
la., 2005; Chelmicki y Varnhagen 1841; Avila 1949: Levingston y Zamora 1983).
La temperatura que necesita para un buen crecimiento es de 25 a 35.7 °C,
pero puede ser encontrada en temperaturas por encima de los 40.7 °C (Martin
y Mayeux., 1984.)
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2.5. Problematica en México

Los hongos fitopatdgenos, a nivel mundial, causan pérdidas que ascienden a
miles de millones de dolares al afio dafiando cultivos de importancia econémica
como tomate, frijol, pimiento, papa y calabaza, por mencionar algunos (National

Academy of Science 1980).

En México se produce una gran variedad de cultivos, entre las que destacan la
cafia de azlcar, maiz, sorgo, naranja, trigo, platano, jitomate, limoén y papa,
entre otros, siendo esta actividad de gran importancia alimentaria y econémica.
No obstante, los problemas asociados por microorganismos fitopatdgenos

producen grandes pérdidas en estos cultivos (Benitez et al., 2005).

La solucion a este problema comprende la aplicacion de plaguicidas, y
fungicidas, que permiten la proteccion de los cultivos contra plagas vy
enfermedades. Sin embargo, el uso de productos quimicos ha tenido efectos
negativos sobre el ambiente, relacionados con la calidad de vida de las
poblaciones humanas. Ademas, se ha demostrado que su eficacia puede ser
de corta duracion y que algunas plagas y patégenos pueden hacerse

resistentes a ellos (Lopez et al., 2005).

2.6. Los extractos de plantas como agentes de biocontrol

Los extractos de plantas pueden actuar como agentes para el control bioldgico
de plagas y enfermedades. Es decir algunos extractos vegetales poseen
actividad antimicrobiana y antifingica que no perjudican, sino por el contrario
favorecen la produccion o el rendimiento de las cosechas. Entre ellos se
encuentran los extractos de cascara de nuez (Weerasena et al., 1993), aceites
esenciales de orégano y canela (Garcia-Camarillo et al., 2006) y los extractos
de aceites de semillas y hojas de J. curcas (Liu et al., 1997; Meshramet al.,
1996; Nwosu y Okafor, 1995; Rug y Ruppel 2000; Solsoloy y Solsoloy, 1997)
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El latex de J. curcas es un antiséptico y analgésico para heridas en algunas
partes de Asia; la raiz se utiliza como antidoto para la mordedura de serpiente;
en Africa, el nicleo de la planta se utiliza para la interrupcion de embarazos no
deseados. Las hojas se utilizan en Nigeria contra la tifia; esta enfermedad es
causada por hongos. Lo que indica que las hojas tienen efecto contra hongos y
posiblemente los EF son los causantes del efecto. Las variedades no toxicas se
utilizan en la elaboracion de platillos tradicionales y en medicina tradicional en
México (Devappa et al., 2010). Los 6rganos de J. curcas se pueden utilizar
para una amplia gama de propoésitos, por ejemplo el aceite de semillas de J.
curcas que ha sido utilizado durante décadas para la elaboracién de jabon en
Mali y otros paises africanos, puede actuar como antimicrobiano (Eshilokun et
al., 2007; Zeng et al., 2004; Onuh et al., 2008; Alyelaagbe et a., 2007.)

Por ejemplo los extractos metandlicos de semillas y hojas han mostrado
propiedades molusquicidas, insecticidas y fungicidas (Liu et al., 1997; Meshram
et al., 1996; Nwosu y Okafor, 1995; Rug y Ruppel 2000; Solsoloy y Solsoloy,
1997). Por ejemplo, se reporta que el extracto metandlico de semillas de J.
curcas fue capaz de inhibir el crecimiento micelial de Colletotrichium musae,
que causa la enfermedad de la antracnosis del platano (Thangavelu et al.,
2004). También mostré efecto insecticida contra Busseola fusca, Sesamia
calamistis (Mengual et al., 1997) Lipaphis erysimi (Li et al., 2004) Sitophilus
zeamays, Callosobruchus chinesis (Solsoloy y Solsoloy, 1997). También se
reporta que su extracto metandlicos foliar detiene el crecimiento de Sclerotium
sp., hongo patégeno que causa la enfermedad de Azolla en el cultivo del arroz

(Garcia y Lawas, 1990).

Las semillas de J. curcas tienen otros compuestos quimicos que también son
defensivos como fitatos, lectinas, taninos, saponinas, glucosidos cianégenos,
saponinas, inhibidores de tripsina, alcaloides e inhibidores de proteasa
(Enneking y Wink, 2000). Sin embargo son los EF a los que se les atribuye la
principal toxicidad que causa envenenamiento en el ser humano (Haas et al.,
2000).
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Se han reportado actividad bioldgica de diferentes compuestos extraidos de J.
curcas, por ejemplo, la curcina extraida de las semillas puede tener efecto
antitumoral (Lin et al., 2003) y antifungico (Wei et al., 2004).También se ha
reportado el efecto de un compuesto sintetizado a partir de los EF, el anti-VIH
del 12-deoxyfobol-13-fenilacetato de metilo, que puede inhibir la entrada del
VIH en la célula blanco (Wender et al.,, 2008). Las semillas de J. curcas
contienen concentraciones de EF, que van desde menos de 1 mg/g a mas de 7
mg/g. En promedio, el 70% de todos los EF son retenidos en el aceite y el resto

se encuentran en la harina (Makkar y Becker, 2009).

2.7. Los ésteres de forbol

Los EF son diterpenos que contienen 20 atomos de carbono formado por 4
unidades de isopreno (Haas et al., 2002). Son moléculas anfiflicas que tienen
tendencia a unirse a los receptores de membrana de fosfolipidos y actuar como
un analogo de DAG (diacilglicerol) y activadores de PKC (proteina quinasa C).
Se han descrito alguna moléculas (Haas et al., 2000), la cuales se nombran en
funcion de la posicion del grupo tinglano (Fig. 1). Los EF por ellos mismos no
inducen tumores, sino que promueven el crecimiento tumoral después de la
exposicion a dosis carcinogénicas. Por lo que se les considera como

compuestos co-cancerigenos (Goel et al., 2007).

Los efectos biolégicos de los EF incluyen la activacion de plaquetas de la
sangre, la mitogénesis de los linfocitos, eritema de la piel, la produccion de
prostaglandinas y la estimulacién de la desgranulacion de los neutrofilos
(Aitken, 1986). Tiene propiedades analgésicas, antihelminticas, contra el
cancer, anticonwvulsivas, antidiabéticas, antifertilidad, antihipertensiva, contra la
malaria, antimicrobiana, antioxidante, anti-tuberculosis, antiviral, diurética,
hemostatica, hepatoprotectora, insecticida, larvicida y molusquicidas. Estas
propiedades estan estrechamente relacionadas con su estructura quimica
(Evans, 1986).
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La sintesis de EF ha sido poco estudiada, lo que se conoce es que al igual que
todos los diterpenos se generan a partir de un tetraprenol denominado geranil-
geranil difosfato, el cual es producido a partir de la prenilacion del pirofosfato de

farnesilo (Fig. 2).

Estos compuestos se pueden almacenar en diferentes estructuras. Como en
frutos y hojas. Los tejidos donde se encuentran en mayor concentracion son las
semillas, para las que se ha reportado una concentracion de hasta de 7 mg por

gramo de peso seco (Makkar y Becker, 2009).
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Fig. 1 Esteres de forbol presentes en Jatropha curcas: (A) Tigliano, (B) Deoxi-16-
hidroxiforbol, © 12- Deoxi-16-hidroxiforbol-4%-[12%,14%-butadienil]-6%-
[16%,18%,20% -nonatrienil]-biciclo [3.1.0] hexano-(13-0)-2% -[carboxilato]-(16-0)-3%-
[8%-butenoico-10%] ate (DHPB) y (D) moléculas identificadas como ésteres de forbol
(Haas et al., 2000).
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Fig. 2 Sintesis de diterpenos.

2.8. Plagas de J. curcas.

A pesar de que J. curcas contiene compuestos quimicos que le sirven como
mecanismo de defensa es atacada frecuentemente por plagas entre las que se
incluyen: saltamontes y langostas (Shistocerca nitens), chinche patas de hoja
(Leptoglosus zonatus), cochinilla harinosa (Planococcus sp.), acaro rojo
(Panonychus citri), gallina ciega (Phillophaga sp.), barrenador del tallo
(Lagocherius undatus.), Proxis puntulatus (Pentatomidae), Conoderus
rodriguezi (Elateridae), Diceroprocta sp. (Cicadidae), Dworena hyacintha
(Flatidae), Alceis sp. (Curculionidae), Pseudococcus sp. Lobometopon
guatemalenses (Tenebrionidae), Shistocerca nitens (Locustidae), Alagoala sp.
(Chysomelidae). Las principales plagas que causan malformacion de las
semillas y aborto en frutos son Pachycoris Kklugii y Leptoglosus zonatus.
(Picado, 1997; Vasquez-Mendez, 1998).
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2.9. Enfermedades mas comunes en J. curcas.

Las enfermedades mas comunes en J. curcas son: mancha angular del pifion:
(bacteria Xanthomonas sp.), pequita o0 mancha circular (hongo Dothiorella sp.)
mildiu polvoso (causada por varios tipos de hongos y pseudohongos, Oidium
sp, Phytophtora infestans, Alternaria sp.), pudricidon seca de las ramas (hongo
Fusarium sp.), antracnosis (hongos Colletotrichium sp., Discula sp., Venturia p.,
Gnomonia sp., Septoria sp., Phyllosticta sp.) (barra, 1996; Benavides-Garcia y
Chavez-Valerio, 1998; Aguilar-Valerio, 1998).

2.10. Hongos que atacan J. curcas y al maiz

2.10.1. Pythium ultimum (Trow)

Pythium ultimum es el hongo que causa podredumbre de la raiz en una amplia
variedad de plantas. Su distribucion esta en todo el mundo y cuenta con una
amplia gama de hospederos incluidos muchos -cultivos de importancia
econdmica. Pythium ultimum también puede infectar a cultivos como la col,
zanahoria, pepino, melon, césped, trigo, etc. Pythium ultimum es comudn en la
mayoria de los suelos de los cultivos agrondmicos y bosques, En general, la
humedad abundante y las alta temperatura del suelo son los dos factores
ambientales mas importantes que regulan la distribucién de Pythium ultimum.
Los sintomas de las plantas enfermas son a menudo retraso en el crecimiento
o cloroticas, que son muy similares a la deficiencia de nitrégeno. La infeccion
moderada por Pythium ultimum causa marchitez en las plantas, reduce
poblaciones de plantas y retarda la maduracién, mientras que la infecciones
graves a menudo conducen a un colapso y muerte de la planta (Allen et al.,
2004).

Ecologiay ciclo de vida

Pythium ultimum puede crecer y sobrevivir en el suelo y en los residuos de
raices. Cuando las condiciones son favorables, los hongos comienzan a
infectar las semillas y/o puntas de raices de las plantas. Las hifas vegetativas

pueden penetrar directamente en las células vegetales.
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El crecimiento micelial y el movimiento de zoosporas pueden facilitar la
propagacion de Pythium ultimum a otras plantas susceptibles. Pythium ultimum
puede reproducirse sexual y asexualmente. Para la reproduccion asexual, en el
saco se forman los esporangios. Los esporangios pueden germinar
directamente como hifas. Para la reproduccion sexual, serdn producidos un
oogonio y un anteridio en forma de baston. Cuando se ponen en contacto uno
con el otro, los nicleos de estas dos estructuras forman un cigoto, se forma
entonces una pared gruesa-oospora. Tanto esporangios y zoosporas son de
corta duracién en los suelos, mientras que las od6sporas pueden sobrevivir en el
suelo durante periodos mas largos. Por ejemplo, los esporangios se han
encontrado siendo viables durante 11 meses en el suelo (Hendrix y Campbell,
1973), mientras que las o6sporas pueden sobrevivir en el suelo durante casi 12
anos (Allen et al. 2004).

2.10.2 Phytophtora capsici (Leoniense)

Phytophthora capsici es un oomyceto patégeno de plantas que infecta el
pepino, la calabaza, el meldn, el pimiento, el tomate y la berenjena. Las
especies de Phytophthora se pueden reproducir sexual o asexualmente. Las
oosporas son formaciones reproductivas del tipo sexual. Los 6rganos de
reproduccion  asexual comprenden los esporangios, zoosporas Yy
clamidosporas. Las clamidosporas son generalmente esféricas y pigmentadas
y pueden tener una pared celular gruesa, que actlla como una estructura de
supervivencia.

P. capsici produce esporangioforos en simpodio simple. Esporangios de forma
ovoide, elongada, elipsoidal, fusiforme y piriforme de 60 X 36 um en promedio,
aunque pueden variar de 32.8 - 65.8 um de largo por 17.4 — 38.7 um de ancho,
generalmente papilados, pero en ocasiones con semipapilas. Ocasionalmente
puede haber con 2 o 3 papilas por esporangio con un grosor que varia de 1.4 a
9.2 pm. (Leonian, 1992). Los esporangios producen zoosporas a 12 °C y

germinan a temperaturas mayores de 18 °C (Romero, 1988).

22



Ciclo de la enfermedad.

Las odsporas son la fuente de inoculo primario, sobreviven en el suelo mas de
dos afios en ausencia del hospedante. El micelio es una fuente importante de
inoculo secundario y se ha observado que no sobrevive mas de 7 dias en suelo
seco. El patdgeno vive como saprobio sobre restos de materia organica y
teniendo una humedad constante produce esporangios y zoosporas que son
distribuidas por el agua. Las zoosporas son los propagulos mas efectivos para
causar infeccion ya que puedan nadar o simplemente ser arrastradas por la
corriente de agua. Las zoosporas después de un determinado tiempo y de
acuerdo con las condiciones del medio ambiente, se enquistan y absorben sus
flagelos; inmediatamente después, emiten un tubo germinativo que penetra los
tejidos de la planta por medio de apresorio (Cruz et al., 1998; Nuez et al.,
2003). La lluvia y el mal drenaje favorece la infeccion, por lo que la enfermedad
se presenta después del trasplante, las infecciones en el cuello de la planta se
debe a que las zoosporas del patdgeno son llevadas por el agua e inician la
infeccidn por la heridas o por las lenticelas. El marchitamiento se debe a una
secrecion de toxinas del patdgeno y el taponamiento de los vasos conductores.
Las lesiones en rama y hojas se presentan porque el indculo es diseminado por
el salpique del agua de lluvia. El patbgeno sobrevive de una estacién a otra en
los residuos de la cosecha, los esporangios se forman en la base del tallo
liberando zoosporas en las semillas atacadas o en el suelo como micelios u
oosporas, que al ciclo siguiente germinan e infectan de nuevo (Mendoza,
1996). Las condiciones ambientales que favorecen el desarrollo son: alta
humedad de suelos y temperaturas frescas. En algunas zonas productoras la
Ultima etapa del cultivo es mas afectada. Ya que coinciden con la épocas mas
lluviosas. En semillas el patdbgeno solamente forma micelio y no sobrevive por

mas de un mes.
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2.10.3 Phoma herbarum (Westend Deuteromycetes: Sphaeropsidaceae)
(= P. urticares, P. oleracea, P. violacea, P. Pigmentivora, P.hibernica y P.lignicola)

El género Phoma se encuentran ampliamente distribuidos y usualmente se
presenta como patégeno en muchas plantas, tanto herbaceas como lefiosas.
Su actividad patdgena esta considerablemente restringida a los cultivos de
cereales y pastos (Zillinsky, 1984). Este género se caracteriza por presentar
picnidios negros, globosos, los cuales pueden estar inmerso en el tejido
hospedante o desarrollarse superficialmente, provistos de un ostiolo cortd. Sus
conidioforos son simples y los conidios pequefios, unicelulares, hialinos ovales
o alargados. Los clamidosporos son solitarios, de color café obscuro y
granulado (Watanabe, 1994).

Las especies del genero Phoma se observa frecuentemente como invasores
secundarios en hojas y bracteas florales de los cereales durante la etapa de
maduracion (Zillinsky, 1984). Se han registrado 1600 formas de este hongo, las
cuales tienen hospederos en abundancia: platano, remolacha, citricos, tomate,
hule, achiote, apio, esparrago, etc. (Romero, 1993). Phoma herbarum se

considera un hongo saprobio (Farr, et al., 1989)

2.10.4 Fusarium moniliforme (Schawabe Deuteromycetes: Moniliaceae).

Hongo con amplia distribucién e importancia econémica: entre sus principales
hospederos se encuentra el maiz, el arroz, la cafia de azlcar y el platano, en
los que ocasiona ahogamiento, pudricion y marchitez foliar entre otras
enfermedades (Romero, 1993). En el maiz causa infeccion en los tallos de las
plantas y puede llegar hasta la base de los granos, donde causa pudricion de la
mazorca en puntos dispersos. En condiciones de almacenamiento crecen en
los orificios hechos por gusanos e insectos que atacan la mazorca. Para
desarrollarse requiere grandes contenidos de humedad, por lo que en un
almacenamiento normal interrumpe su desarrollo. Sin embargo, si el maiz no
es desgranado y las mazorcas se almacenan hiumedas, este hongo continua

creciendo (Moreno, 1988).
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Esta especie es productora de varias micotoxinas: zearalenona, moniliformina y
fusarina. Se ha encontrado que el &cido fusarico inhibe la accién de las

enzimas destoxificacion en insectos herbivoros (Down, 1989).

F. moniliforme se caracteriza por tener coloracién rosa y grande esporas:
macroconodios curvos y microconidios ovoides en cadena. Los macroconidios
son producidos por esporodoquios 0 en micelio aéreo, y los mas abundantes
presentan tres septos. Las colonias son de color blanco, durazno, crema palida,

violeta o lilas. Su aspecto es pulverulento (Moreno, 1988).

25



3. HIPOTESIS.
Los ésteres de forbol afectan el crecimiento de Fusarium moniliforme, Phoma

herbarum, Phytophthora capsici, Pythium ultimum.
3.1. PREGUNTA:

¢Los ésteres de forbol funcionan como antifingicos contra hongos o

pseudohongos fitopatégenos que atacan a Jatropha curcas?

3.2. PREDICCION.

A mayor concentracion de los ésteres de forbol menor crecimiento de los

fitopatdgenos y viceversa.
4. OBJETIVOS.

4.1. Objetivo general.

e Realizar evaluacién de los ésteres de forbol de variantes téxicas y no
toxicas de J. curcas como agentes antifungicos contra hongos

fitopatdgenos.

4.2. Objetivos especificos.

e Extraer EF de las semillas de J. curcas.

e Cuantificar EF en las semillas de J. curcas. de variantes toxicas y no
toxicas mediante HPLC.

e Cultivar Fusarium moniliforme, Phoma herbarum, Phytophthora capsici,
Pythium ultimum, para realizar bioensayos con EF a diferentes

concentraciones.
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5. MATERIALES Y METODOS.
5.1. Extraccién de aceites por el método de soxhlet.

Para obtener el aceite de J. curcas se pesaron 5 kg de semillas, semillas
donadas por el Ing. Héctor Romulo Rico Ponce del INIFAP Campus
Apatzingan. A estas semillas se les removio la cascara y se les molié en una
licuadora para obtener una harina muy fina que posteriormente se pesoé. Esta
harina se colocé en un cartucho poroso elaborado de papel filtro con un tapon
de algoddn para evitar que se derramara la harina, para hacer una extracciéon
exhaustiva por soxhlet. Se le agregé 80 mL de hexano a un matraz balén, el
cual fue llevado a ebullicion hasta un condensador de reflujo que vierte el
condensado sobre el cartucho poroso con la muestra en su interior. De esta
forma se produce el ascenso del hexano cubriendo el cartucho hasta un punto
donde se produce el reflujo que vuelve al matraz balon con el aceite extraido.
Este proceso se repite 80 veces aprox. Que son necesaria para que el aceite
guede agotado de la muestra (harina). La eliminacion del hexano se realizé
calentandolo en la estufa a 50 °C (Nufiez, 2012).

Fig. 3 Extraccion de aceites por el método de soxhlet (A) y aceite (B).
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5.2. Extraccién de ésteres de forbol (EF).

Las semillas de J. curcas fueron molidas en una licuadora la extracciéon del
aceite se realizd por el método de soxhlet. La extraccion de los ésteres de
forbol se realizd segin (Devappa et al. 2010). El aceite se mezcla con metanol
(1:2, v/ v), se agitd por 30 s en el vortex y se centrifugé a 3150 rpm durante 5
minutos para obtener la capa metandlica en la parte superior y en la inferior la
oleosa este procedimiento se repiti6 4 veces para cada muestra. La capa

metandlica se evapord con nitrogeno liquido.

5.3. Método para la cuantificacion de los ésteres de forbol por

cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).

Se inyectaron 20 pl de muestra en un equipo HPLC Agilent Technologies serie
1200. La columna analitica utilizada fue Eclipse XDDC18 (4.6mm x 156mm x

5mm Agilent Technologies). Los disolventes grado HPLC que se usaron fueron:

1. Acido orto-fosforico al 85% (1.75 mL de en 1L de agua destilada) (A)
2. Acetonitrilo (B).
3. Tetrahidrofurano(C).

Los disolventes se filtraron y se desgasificaron sonicandolos por 30 minutos.

El gradiente utilizado fue el siguiente: el 60% de A y el 40% de B en el
arranque. Disminuimos A al 50% y aumentamos B a 50% en los siguientes 10
min, disminuimos A al 25% y aumentamos B a 75% en los siguientes 30 min,
se aumenta B a 100% en los siguientes 15 min. Posteriormente la columna se
lavé con C al 100% en los siguientes 15 min, luego la columna se ajusté a las
condiciones de partida (60% A y 40% de B).

La separacion se realiz6 a temperatura ambiente (aprox. 22 °C) con un flujo de
1,3 mL/min. Los EF aparecen entre los 41 y 45 min. Los picos se integran en
280 nm, y el estandar externo utilizado es forbol-12-miristato 13-acetato, que
aparece a los 33 min (Makkar y Becker, 1997).
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Fig. 4 Cromatografo de liquidos de alta resolucion (HPLC) utilizado para la
cuantificacion de los EF.

5.4. Método de calculo de la concentracion de los esteres de forbol.

Se inyectaron 20 pL del estandar (forbol-12-miristato 13-acetato) a una
concentracién de 0.250 mg/mL, el cual tuvo un tiempo de retencién de 33.615
min. Posteriormente se di6 una corrida de limpia con tetrahidrofurano para
poder inyectar la muestra, la cual tuvo un tiempo de retencién de 34.135 min.
Estas inyecciones, la de estandar y de la muestra se hicieron por triplicado. La

concentracion de la muestra se calculd por el método de area.

mAU =L

Fig. 5 Cromatrograma del estandar externo: forbol-12-miristato 13-acetato.
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Fig. 6 Cromatograma de la muestra de Jatropha curcas.

5.5. Hongos que atacan a Jatropha curcas.

Las cepas de Phytophthora capsici, Pythium ultimum, fueron donadas por el Dr.
John Larsen del laboratorio de Agroecologia del Cieco, UNAM Campus

Morelia.

5.6. Aislamiento de hongos que atacan al maiz.

Se prepararon medios de cultivos agar papa dextrosa (PDA) para aislar
algunos de los hongos que atacan a los granos de maiz. Para preparar el
medio de cultivo PDA se agregaron 3.9 gr de agar en 100 mL de agua
destilada. Se llevo a esterilizar a 15 libras de presion y 121 °C por 15 minutos.

Este medio fue vaciado en caja de petri de 9 cm de diametro.

Se tomaron 20 granos de maiz y se desinfectaron en una solucion de
hipoclorito de sodio al 3% por 3 minutos, posteriormente realizamos dos
lavados con agua estéril por 3 minutos cada uno. Se sembraron 6 granos de
maiz por caja de petri y se incubaron a 27 °C por 7 dias (Moreno, 1988).
Después de 5 dias se observaron 3 colonias de hongos diferentes y se

sembraron en (PDA) para identificarlos.
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Fig. 7 Hongos aislados de granos de maiz: Fusarium moniliforme (A) y Phoma
herbarum (B).

5.7. Preparacion de medios de cultivos y resiembra de hongos.

Se prepar6é medio de cultivo PDA agregando 3.9 gr de agar en 100 mL de agua
destilada, se utilizo un agitador magnético para disolver el agar ya disuelto se le
tomo el pH, el cual se ajustd a 5.6 + 0.2 con una solucién de HCI al 1%. Se
llevé a esterilizar a 15 libras de presiony 121°C, por 15 minutos. Este medio se

vacio en cajas petri de 9 cm de diametro.

Se tomaron los hongos para resembrarlos Fusarium moniliforme, Phoma
herbarum, Phytophthora capsici, Pythium ultimum. Con un sacabocados estéril
se realizaron cortes del micelio del hongo, cortes que son colocados en cajas
Petri con PDA que se incubaron a 27 °C por 7 dias. Posteriormente se
refrigeraron para detener su crecimiento. Estos hongos deben de ser

resembrados cada 3 meses para tener viable las cepas.
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5.8. Experimentos y toma de datos.

Para estudiar las respuesta de crecimiento de Fusarium moniliforme, Phoma
herbarum, Phytophthora capsici, Pythium ultimum, a los ésteres de forbol se
usé el método de (Lindig et al. 1997). Esta repuesta fue estudiada con 5
concentraciones diferentes de ésteres de forbol para cada uno de los hongos.
Los medios de cultivo se prepararon con PDA: para 100 mL, de medio se
agregaron 3.9 g de PDA en 100 mL de agua destilada mezclandolos
perfectamente con un agitador magnético y esterilizandolos a 15 Ib de presion
y 121 °C por 15 minutos (Moreno, 1988). A estos medios de cultivo se les
agregaron los ésteres de forbol en diferentes concentraciones, los cuales se
usaron para llenar tubos capilares de 50 pL. Estos tubos capilares se insertaron
en las tapas de las cajas de petri de modo que apenas tocaran el micelio del

hongo (Fig. 8).

Fig. 8 Tratamientos de los hongos (A) y crecimiento de hongos en condiciones
controladas (B).

Las concentraciones de los ésteres de forbol utilizadas, con cinco repeticiones,

fueron:
1. -1 mg/mL.
2. -0.5mg/mL.

3. - 0.250 mg/mL.
4.- 0 mg/mL.

Se utiliz6 como control (+) benomil; como control (-) metanol y como testigo el
PDA sin tratamiento alguno. Estos tratamientos y los controles fueron
incubados a 27°C. Posteriormente se midio el diametro de inhibicion a partir de

las 24 hrs y hasta las 120 hrs.
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5.9 Andlisis estadisticos

El efecto de los EF en el crecimiento de Pythium ultimum, Phytophtora capsici,
Phoma herbarum y Fusarium moniliforme, se probd con un andlisis de varianza
(ANOVA) de dos vias. Posteriormente se realizaron comparaciones mdltiples
con la prueba de t-Tukey.

También se analizd la respuesta del crecimiento de los hongos, con respecto a
la concentracién y el tiempo mediante un analisis de varianza (ANOVA) de dos

vias.
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6. RESULTADOS.

Efecto de los ésteres de forbol en el crecimiento de los hongos.

El crecimiento de Phytium ultimum, Phytophtora capsici, Phoma herbarum,

Fusarium moniliforme, fue afectada significativamente por la concentracién de

los EF, especie de hongo y en menor proporcién por la interaccion de ambas

variables (Tabla 1). El 91% de la variacién en el crecimiento del hongo, es

explicado por la concentracion de los EF, 7% por hongo; 2% por la interaccion

de las dos variables y el resto por el error.

Tabla 1.Andlisis de varianza del efecto de los ésteres de forbol y el tipo de hongo en el
crecimiento de Pythium ultimum, Phytophtora capsici, Phoma herbarum y Fusarium

moniliforme.
Efecto SS MS F P
Hongo 3136.6 1045.5 8.738 | 0.000061
Concentracion 43695.5| 14565.2| 121.723| 0.000000
Hongo*concentracion 2808.3 312.0 2.608 | 0.012457
Error 7658.1 119.7

Los resultados de la comparaciéon mdltiple, mostraron que al aumentar la

concentracién de los EF el crecimiento de Phytium ultimum, Phytophtora

capsici, Phoma herbarum y F. moniliforme, disminuy6 (Fig. 9).
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Fig. 9 Efecto de los ésteres de forbol a diferentes concentraciones y el tipo de hongo
en el crecimiento de Pythium ultimum, Phytophtora capsici, Phoma herbarum y
Fusarium moniliforme (F (o 64=2.6077, p=0.01246).

La mayor inhibicién de los hongos Pythium ultimum y Phoma herbarum ocurrié
a la dosis de 1.00 mg/mL de EF, en Phytophtora capsici la inhibicion mas fuerte
fue a la dosis 0.500 mg/mL y 1.00 mg/mL de EF. En F. moniliforme la inhibicion
comenzd a la dosis 0.250 mg/mL y se mantuvo hasta la dosis 1.00 mg/mL de
EF, lo que se pudo observar es que Phytophtora capsici y Fusarium

moniliforme son los hongos mas susceptibles a los EF.
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Fig. 10. Comparacion del testigo con el control (+) benomil
Efecto del tiempo en el crecimiento de los hongos

Pythium ultimum. EI crecimiento de Pythium ultimum fue afectado
significativamente por la dosis, el tiempo y en menor proporcion por la
interaccion de ambas variables. El 81% de la variacion en el crecimiento del
hongo, es explicado por la concentracion de los EF, 17% por el tiempo; 2% por

la interaccién de las dos variables y el resto por el error (Tabla 2).

Tabla 2. Andlisis de varianza del efecto de los ésteres de forbol y el tiempo en el
crecimiento de Pythium ultimum

Efecto SS MS F P
Tiempo 5351.6 2675.8 16.501 | 0.000004
Concentracion 38793.7| 12931.2 79.743 | 0.000000
Tiempo*concentracion 1995.7 332.6 2.051| 0.076842
Error 7783.7 162.2
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La comparacion muiltiple mostré que al aumentar la concentracion de los EF, el
crecimiento de Pythium ultimun disminuy6. Sin embargo, al aumentar el tiempo
de exposicion no aumentd la inhibicion. La mayor inhibicién en el crecimiento
de Pythium ultimun, en las tres dosis ocurrié a las 24 horas (Fig. 10), pasado

ese tiempo el hongo se recupera y sigue creciendo.

Pythium ultimum.
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24 horas. 48 horas. 72 horas 24 horas. 48 horas. 72 horas
0 mg/mL. 0.250 mg/mL.
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Crecimiento (%).

80

e ]

40

L £

24 horas. 48 horas. 72 horas 24 horas. 48 horas. 72 horas

0 Media T Media + SE 0.500 mg/mL. 1.00 mg/mL.

Fig. 11 Efecto de la concentracion de ésteres de forbol y el tiempo en el crecimiento

de Pythium ultimum (F 45=2.0511, p=0.07684).

Phytophtora capsici. La respuesta del crecimiento de Phytophtora capsici fue
afectada significativamente por la dosis, el tiempo y en menor proporcion por la
interaccion de ambas variables. EI 95% de la variacion en el crecimiento del
hongo, es explicado por la concentracion de los EF, 3% por el tiempo; 2% por
la interaccion de las 2 variables y el resto por el error (Tabla3). La comparacion
multiple mostré que al aumentar la concentracion de los EF, el crecimiento de
Phytophtora capsici disminuyd; Sin embargo, al aumentar el tiempo no

aumentd la inhibicion.
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Tabla 3. Andlisis de varianza del efecto de los ésteres de forbol y el tiempo en el

crecimiento de Phytophtora capsici.

Efecto SS MS F P
Concentracion 57429.2| 19143.1| 180.330| 0.000000
Tiempo 1700.9 567.0 5.341| 0.002399
Tiempo*concentracion 37014 411.3 3.874 | 0.000581
Error 6794.0 106.2

Por otro lado, el efecto del tiempo en el crecimiento del hongo fue variable (Fig.

11). A la dosis 0.250 mg/mL de EF, la mayor inhibicion del crecimiento de
Phytophtora capsici ocurre a las 48 y 72 horas, a la dosis 0.500 mg/mL y 1.0

mg/mL de EF, no hay diferencia en la inhibicion con respecto al tiempo.

Phytophtora capsici
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Fig. 12 Efecto de la concentracion de ésteres de forbol y el tempo en el crecimiento

1.00 mg/mL.

de Phytophtora capsici. (F (,64=3.8742, p=0.00058).

120 horas
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Phoma herbarum La respuesta del crecimiento de P. herbarum fue afectada

solamente por la dosis. No hay efecto del tiempo en el crecimiento de Phoma
herbarum (Tabla 4) (Fig.12).

Tabla 4. Analisis de varianza del efecto de los ésteres de forbol y el tiempo en el
crecimiento de Phoma herbarum.

Efecto SS MS F P
Concentracion 27566.3 9188.8 32.991 | 0.000000
Tiempo 949.2 316.4 1.136 | 0.341277
Tiempo*concentracién 1924.7 213.9 0.768 | 0.646154
Error 17825.2 278.5
Phoma herbarum
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80 | {* = Eall
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O Media] Media + SE 0.500 mg/mL. 1.00 mg/mL.

Fig. 13 efecto de la concentracion de ésteres de forbol y el tiempo en el crecimiento de

Phoma herbarum. (F ,64=0.76784, p=0.64615).
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Fusarium moniliforme. La respuesta del crecimiento de F. moniliforme fue

afectada significativamente por la dosis, el tiempo y en menor proporcion por la

interaccion de ambas variables. El 90% de la variaciéon en el crecimiento del

hongo, es explicado por la concentracion de los EF, 6% por el tiempo; 3% por

la interaccidn de las 2 variables y el resto por el error.

La comparacion muiltiple mostré que no hay efecto del tiempo en el crecimiento

de F. moniliforme, a la dosis 0.250 mg/mL de EF. Sin embargo, a las dosis

0.500 mg/mL y 1.0 mg/mL EF, la mayor inhibicion del crecimiento de F.

moniliforme ocurre a las 96 horas.

Tabla 5. Andlisis de varianza del efecto de los ésteres de forbol y el tiempo en el
crecimiento de Fusarium moniliforme.

Efecto SS MS F p
Concentracion 35414.7| 11804.9 84.989 | 0.000000
Tiempo 2704.9 901.6 6.491 | 0.000664
Tiempo*concentracion 3446.0 382.9 2.757| 0.008670
Error 8889.6 138.9
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Fusarium moniliforme
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Fig. 14 Efecto de la concentracién de ésteres de forbol y el tiempo en el crecimiento
de Fusarium moniliforme. (F (¢ .64=2.7566, p=0.00867).

Ademas, los resultados mostraron que los EF fueron menos eficaces que el
fungicida comercial (benomil). Esto se pudo observar ya que el benomil tuvo
una inhibicion en Phytophtora capsici del 99%, Pythium ultimun del 88%,
Phoma herbarum del 80% y Fusarium Moniliforme 81% esta inhibicién es
mayor comparada con la inhibicién provocada por los EF.

En este trabajo se observd que el efecto de los ésteres de forbol es a partir de
0.250 mg/m L y que la inhibicibn maxima se alcanza con 1mg/mL. Sin
embargo, esta inhibicibn es menor que la que causa el fungicida comercial
(benomil).
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7. DISCUSION.

Los resultados in vitro concuerdan con la hipotesis de que los ésteres de forbol
(EF) pueden proteger a J. curcas del ataque de fitopatégenos. Los resultados
obtenidos indican que los EF tienen un amplio espectro, ya que inhiben el
crecimiento de pseudohongos que han sido reportados como fitopatégenos
(Pythium ultimum y Phytophtora capsici), en plantaciones de J. curcas.
Mostramos que los EF tienen actividad fungiestatica, en hongos generalistas

gue no atacan a J. curcas como Phoma herbarum y Fusarium moniliforme.

Los EF afectan el crecimiento de Pythium ultimum, Phytophthora capsici,
Phoma herbarum y Fusarium moniliforme, al igual que los hongos y
pseudohoungos reportados por (Saetae y Suntornsuk 2009), quienes
trabajaron con siete tipos de hongos fitopatégenos generalistas (Fusarium
oxysporum, F. semitectum, Colletotrichum capsici, C. gloeosporioides, Pythium
aphanidermatum, Lasiodiplodia theobromae, y Curvularia lunata). Ellos
encontraron que al incrementar la concentracion del extracto crudo de los EF la
inhibicion del crecimiento micelial aumentd, al igual que sucedio en nuestro
trabajo. Existen otros trabajos que reportan que los EF pueden inhibir el
crecimiento micelial de los hongos F. oxysporum, Lasiodiplodia theobromae,
Curvularialunata y Colletotrichum capsici a en concentraciones que van de 4 a
6 mg/mL (Saetae y Suntornsuk, 2009). Sin embargo, para inhibir del
crecimiento micelial de hongos como C. gloeosporioides se requiere una

concentracion de hasta 10 mg/mL (Saetae & Suntornsuk, 2009).

La inhibicion del crecimiento micelial es mayor al aumentar la concentracion,
independientemente de la especie de hongo y del tiempo de exposicion a estos
compuestos, como ha sido reportado en otros trabajos (Saetae & Suntornsuk,
2009; Ayanbimpe et al 2009; Devappa et al 2012;).

En general el efecto de los EF in vitro fue diferente en cada uno de los hongos
ya que se observé una variabilidad en el crecimiento de su micelio a diferentes
concentraciones. Sin embargo, la mayor inhibicion en el crecimiento del micelio
en todos los hongos ocurri6 a la concentracion mas alta (Img/ml). En este
trabajo se observd que Phytophtora capsici y Fusarium moniliforme fueron lo

mas susceptibles con respecto al control, 25y 33 % respectivamente.
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Sin embargo, esta inhibicion es menor que la que causa el fungicida comercial
(benomil).Estos pueden ser debido a que los EF no estan en forma pura y el
fungicida comercial si lo esté.

A concentraciones bajas los EF inhiben el crecimiento micelial, pero esta
inhibicién disminuye con forme el tiempo, posiblemente debido a que el hongo
se recupera y continua creciendo. Probablemente esta respuesta a bajas
concentraciones se deba a que los hongos activan su mecanismo de defensa
cuando se exponen a una sustancia y responden de manera diferente,
respuesta que aparentemente ocurrié en este trabajo. Mellado et al., (2002) y
Steffens et al. (1996) han reportado que los hongos filamentosos que son
expuestos a sustancias tdxicas, activan un mecanismo de defensa durante el
cual sus células crean una barrera de permeabilidad o sistema de bombeo
activo sacando el compuesto al exterior. Esto incapacita a la sustancia toxica
para alcanzar a la molécula blanco de la célula propiciando la resistencia del
hongo (Mellado et al, 2002; Steffens et al, 1996).

La actividad fungistatica de los ésteres de forbol es congruente con la hipotesis
de antagonismo balanceado entre las plantas y sus fitopatdgenos (Shultz, et al,
2002). Bajo este escenario, las plantas poseen sustancias que inhiben a los
fitopatbgenos pero no los matan, mientras que los fitopatdgenos tienen
sustancias que pueden dafar a la planta que no son producidas por la
inhibicion ejercida por las plantas. Sin embargo, si hay un desequilibrio
fisiologico que causa la disminucién en la concentracion de las sustancias
antipatbgenas, en este caso EF.

Los hongos se desarrollan y producen sustancias fitotoxicas que causan
enfermedad en su hospedero. Los desequilibrios fisiolégicos pueden ser
causados por el atague de insectos o patdgenos resistentes a los EF, sequias
o choques térmicos. En el caso de las variantes de J. curcas sin EF, no existiria
un antagonismo balanceado mediado por los EF, aunque podrian intervenir
otros tipos de metabolitos secundarios presentes en J. curcas. Si la resistencia
o susceptibilidad de J. curcas a las enfermedades fungosas estuviera mediada
por EF, entonces se puede predecir que las variantes no téxicas solo podrian
prosperar en ambientes desfavorables a los hongos mientras que las tdxicas

prosperarian en ellos.
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El cultivo de variantes no toxicas en ambientes favorables a fitopatdgenos
requeriria del uso de fungicidas, lo que afiadiria costos a la produccion de
biodiesel, aunque la produccién de tortas no toxicas, podria servir para
compensar ese gasto y aun asi afiadir valor al cultivo de J. curcas. Sin
embargo, también habria que evaluar los costos ambientales del uso de
fungicidas para determinar si es conveniente o no sembrar las variantes no

toxicas de J. curcas en zonas propicias para los fitopatégenos.

Aunque algunos autores han sugerido el uso de extractos de J. curcas con EF
para tratar enfermedades fungosas de las plantas (Saetae y Suntornsuk, 2009;
Ayanbimpe et al 2009; Devappa et al 2012) yo no la recomiendo por la
actividad co-cancerigena que se ha demostrado con varios de estos compuesto
(Goel etal, 2007).

Este trabajo solo se realizo in vitro, por lo que se sugiere corroborar en campo
esta actividad. De corroborarse, se recomienda sembrar variantes toxicas en
ambientes favorables para fitopatdgenos y variantes no téxicas en ambientes
desfavorables para los hongos u pseudohongos patégenos.
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8. CONCLUSIONES.

Los EF detienen el crecimiento micelial de los hongos Pythium ultimum,

Phytophthora capsici, Phoma herbarum y Fusarium moniliforme in vitro.

La importancia de este trabajo es que se utilizaron dos especies de hongos que
han sido reportada como fitopatdgenas en plantaciones de J. curcas: P. ultimun
y P. capsici, donde mostramos que los EF tienen actividad fungiestatica, al
igual que en hongos generalistas como P. herbarum, F. moniliforme, hongos

gue no atacan a J. curcas.
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