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RESÚMEN 
 

La enfermedad llamada damping-off la causan un complejo de hongos fitopatógenos que 

provocan pudriciones y marchitamiento a nivel del cuello de la planta y se presenta en la 

mayoría en los viveros que producen plantas en contenedor. El objetivo de presente 

estudio fue evaluar el efecto que tienen extractos de plantas silvestres: Agave durangensis 

Gentry, Dodonaea viscosa (L) Jacq, y Xanthium strumarium L. en el control de hongos 

causantes del damping-off en viveros forestales de Durango. Para lograr el objetivo antes 

mencionado se realizó el aislamiento del patógeno al homogenizar plántulas de pino de 

1.5 meses de edad con síntomas de enfermedad, se realizaron resiembras consecutivas 

hasta obtener cultivos axénicos. De los aislados obtenidos se obtuvieron siete aislamientos 

del género Fusarium los cuales mediante identificación macro y microscópica en medios 

de cultivo PDA, SNA y CLA, presentaron similitudes al complejo F. fujikuroi y F. 

oxysporum y sobre estos aislados se realizaron las pruebas de inhibición.  Las plantas para 

la obtención de los extractos fueron sometidas a maceración en metanol. Para determinar 

de forma preliminar las propiedades antifúngicas de los extractos, se aplicó la técnica de 

difusión en pozo, el extracto de hoja y tallo de Xanthium strumarium a una concentración 

de 200 mg mL-1, presentaron una inhibición de 11 mm a 24.5 mm. Se determinó la 

concentración mínima inhibitoria CMI y la concentración mínima fungicida CMF de los 

extractos con actividad inhibitoria mediante el protocolo M-38 A, con modificaciones y 

para la hoja de X. strumarium, la CMI obtenida fue de 14 mg mL-1 a 25 mg mL-1, la CMF 

fue de 15 mg mL-1 a 30 mg mL-1. Se realizó la semipurificación del extracto de hoja de X. 

strumarium mediante técnicas cromatográficas y se utilizó la técnica de bioautografía para 

obtener la subfracción activa que fue sometida a pruebas fitoquimicas cualitativas y 

resultó positivo a cumarinas, sesquiterpenlactonas y quinona. Posteriormente se realizaron 

los ensayos en invernadero para determinar la efectividad del extracto de hoja de X. 

strumarium, la patogenicidad y la dinámica de la enfermedad encontrando diferencias. 

Los hongos aislados obtenidos de Pinus engelmannii y P. durangensis presentaron mayor 

virulencia y su ajuste al modelo Gompertz, los aislados obtenidos de P. arizonica 

presentaron el ajuste al modelo monomolecular.   
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ABSTRACT 

 

phytopathogenic fungi that cause rot and wilting at the neck of the plant and occur mostly 

in nurseries that produce container plants. The objective of this study was to evaluate the 

effect of wild plant extracts: Agave durangensis Gentry, Dodonaea viscosa (L) Jacq, and 

Xanthium strumarium L. on the control of fungi that cause damping-off in forest nurseries 

in Durango. The pathogen was isolated by homogenizing 1.5-month-old pine seedlings 

with disease symptoms; consecutive replanting was carried out until axenic cultures were 

obtained. From the isolates, seven isolates of the Fusarium genus were obtained, which, 

through macro and microscopic identification in PDA, SNA, and CLA culture media, 

presented similarities to the F. fujikuroi and F. oxysporum complex, and inhibition tests 

were carried out on these isolates. The plants to obtain the extracts were subjected to 

maceration in methanol. To preliminarily determine the antifungal properties of the 

extracts, the well diffusion technique was applied, and the leaf and stem extract of 

Xanthium strumarium at a concentration of 200 mg mL-1, presented an inhibition of 11 

mm to 24.5 mm. The minimum inhibitory concentration MIC and the minimum fungicidal 

concentration CMF of the extracts with inhibitory activity were determined using the M-

38 A protocol, with modifications, and for the leaf of X. strumarium, the MIC obtained 

was 14 mg mL-1 at 25 mg mL-1, the CMF was from 15 mg mL-1 to 30 mg mL-1. Semi 

purification of the X. strumarium leaf extract was carried out using chromatographic 

techniques, and the bioautography technique was used to obtain the active subfraction that 

was subjected to qualitative phytochemical tests and was positive for coumarins, 

sesquiterpenelactones, and quinone. Subsequently, greenhouse trials were carried out to 

determine the effectiveness of the X. strumarium leaf extract, the pathogenicity, and the 

dynamics of the disease, finding differences. The fungal isolates obtained from Pinus 

engelmannii and P. durangensis presented greater virulence and fit to the Gompertz 

model, the isolates obtained from P. arizonica showed fit to the monomolecular model.  
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INTRODUCCIÓN 
 

En el estado de Durango se producen cada año cerca de 8 millones de plantas de pino para 

los programas de conservación y restauración forestal, con lo cual, anualmente se 

reforestan cerca de 7,700 hectáreas de bosque con densidades aproximadas de 1,100 a 

1,200 plantas por hectárea (SNIF 2011). Estas plantas deben cumplir con ciertas 

características para que puedan desarrollarse en campo (Prieto et al. 2009), de tal modo 

que una planta se puede considerar de calidad si cumple ciertos atributos morfológicos 

que se encuentran enlistados en la Norma Mexicana NMX-AA-170-SCFI-2016 

(Secretaría de Economía, 2016). Con respecto a esto, uno de los indicadores más 

importantes de calidad en la producción de las plantas es la sanidad, que indica que la 

planta debe de estar libre de plagas y enfermedades (CONAFOR 2010a). 

El complejo damping-off, llamado también mal del semillero, marchitamiento fúngico, 

secadera de la planta, mal del talluelo, ahogamiento, chupadera y pudrición de raíces, 

representa el mayor problema fitosanitario en los viveros que producen plantas a gran 

escala (García-Díaz et al. 2017), ya que en tan solo un periodo relativamente corto de 

tiempo, puede progresar y afectar el 100% de la producción (Kacprzak et al. 2001). Esta 

enfermedad, se presenta frecuentemente en semillas y plántulas de muchas especies 

forestales y de otros cultivos, y es causada por un complejo de microorganismos el cual 

incluye oomicetos y hongos filamentosos que ven favorecido su desarrollo por 

condiciones de alta humedad y temperaturas de entre 30 ºC y 35 ºC (Fajardo-Mejía et al. 

2016). Estos patógenos invaden las raíces terminales de plántulas y al penetrar la 

epidermis de la raíz, se desarrollan intercelularmente, degradan los constituyentes de la 

pared celular y continúan afectando el contenido interno, causando 

pudrición/marchitamiento y finalmente la muerte del hospedero. En vista de la naturaleza 

altamente devastadora de éstos patógenos, es esencial un manejo eficaz de la enfermedad 

para obtener plántulas de pino sanas, cumpliendo con la NMX-AA-170-SCFI-2016 para 

una  implementación exitosa de los programas de restauración y reforestación (Dar et al. 

2011)  

 

Algunos fungicidas químicos se han utilizado para controlar estas enfermedades (control 
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químico), pero el abuso en su empleo ha favorecido el desarrollo de patógenos resistentes 

a dichos fungicidas (Benítez et al. 2004), además ha tenido efecto negativo en la salud 

pública y en el medio ambiente, así como también ha ocasionado la pérdida de 

biodiversidad, y la contaminación del suelo y agua. Por otro lado, la Unión Europea (UE) 

ha establecido una serie de restricciones dentro de las cuales han promovido métodos 

alternativos para el control de problemas fitosanitarios (González-Coloma et al. 2007). 

El descubrimiento y aplicación de moléculas bioactivas provenientes de productos 

naturales como las plantas, es una alternativa viable que ayudará a subsanar los problemas 

causados por el uso indiscriminado de plaguicidas químico/sintéticos, además puede 

propiciar el desarrollo de actividades sostenibles y económicas (Raskin et al. 2002) 

Considerando lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de plantas 

silvestres del estado de Durango sobre control de hongos causantes de damping off en la 

producción de planta forestal in vitro y en etapa de vivero, como una alternativa “verde” 

para el control de esta enfermedad. 
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ANTECEDENTES 
 
 

Importancia de los bosques y la reforestación 

Los bosques son importantes por su capacidad para mitigar el cambio climático, capturar 

carbono, absorción de agua, provisión de alimentos, evitan la erosión, y proveen sustento 

para la vida del ser humano y para sus actividades (Caride 2019). En México, muchas 

personas dependen de los bosques para obtener sus ingresos (Torres-Rojo et al. 2016).  

La superficie forestal nacional es de 141 millones de hectáreas (ha), de las cuales 30 

millones de ha corresponden a bosque (INEGI 2018). Durango es una importante reserva 

forestal a nivel nacional, ya que el 42.2% de la superficie estatal corresponde a bosque, es 

decir un aproximado de 5.3 millones de ha (INEGI 2017). En el 2017, su producción 

maderable fue de 2,559,297 m3 rollo, con un valor de $3,076,568,098 de los cuales, 

2,230,053 m3 rollo, fueron de obtenidos de pino con un valor de $2,844,736,327, de tal 

manera que es el principal género maderable aprovechado; por esto, el estado de Durango 

es el principal productor de madera a nivel nacional lo que lo convierte en un estado de 

vocación preferentemente forestal (SEMARNAT 2020). En éste país, existen 

aproximadamente 42 % del total de especies de pino, y esto lo convierte en un centro 

secundario en lo que respecta a la diversidad de este género, además resalta su importancia 

como proveedor de recursos como madera para aserrar, pulpa para obtener papel y cartón, 

postes, construcción de muebles, además de bienes y servicios,  así como el 

mantenimiento de la biodiversidad que proporcionan en conjunto los bosques de pino y 

pino-encino (Sánchez-González 2008). 

La deforestación es el resultado del aumento de la superficie agrícola, la extracción poco 

controlada de madera con diferentes fines, construcción de infraestructura, y actividades 

realizadas por grupos delictivos relacionados al narcotráfico, cultivo de drogas y control 

de los terrenos forestales de manera ilegal (España-Boquera and Champo-Jiménez 2016). 

La reducción de la superficie forestal tiene un impacto marcado sobre la biodiversidad, 

deterioro del suelo, resiliencia y sobre la modificación del intercambio de energía entre 

suelo y atmosfera (González Hernández et al. 2015). 
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La deforestación a nivel nacional , en promedio comprende una tasa mayor a 0.5% por 

año (Masera et al. 1997), y en el Estado de Durango en el año 2011, se reportaron 282,485  

ha de bosque con problemas de deterioro o fragmentación (Valles Gándara et al. 2011).  

A partir de la segunda década del siglo XX, el ser humano ha reconocido la importancia 

del recurso a nivel mundial, de tal forma que ha modificado su visión al respecto y con 

ello, la inversión del dinero público y privado en la silvicultura (MacDicken 2015).  

Conservar los recursos que proveen los bosques es trascendental, ya que la vida del ser 

humano depende de ellos y el principal desafío es su preservación (Haro-Martínez and 

Taddei-Bringas 2014).  

Para el año 2018, el promedio de la superficie reforestada con fines de restauración en 

México, fue aproximadamente de 48,435.67 hectáreas (ha), lo que implicó una producción 

de 143,768,769 plantas (CONAFOR 2019a, b).  En el estado de Durango, para ese año, 

se produjeron 8,291,544 plantas y se reforestaron 4,680.80 ha que representa el 9.6 % de 

la superficie reforestada y el 11 % de la planta producida en el país por lo que fue el estado 

con mayor cantidad de planta producida y superficie reforestada (CONAFOR 2019a, b). 

Cuando se requiere planta con los atributos necesarios para lograr su establecimiento en 

campo, es necesario proteger la calidad genética y fisiológica durante su producción en el 

vivero (Wightman and Cruz 2003).. En México existen cientos de viveros forestales con 

la finalidad de suministrar plantas para los programas de reforestación (Robles Villanueva 

et al. 2017).  

Resultados de una encuesta llevada a cabo durante el ciclo de producción 2013-2014, 

mencionan que la capacidad de producción instalada en el Estado de Durango, fue para 

producir 23 millones de plántulas, y la especie que se produjo en mayor proporción fue 

Pinus engelmanni, y en menor proporción P. cembroides, P. cooperi, P. arizonica, P. 

durangensis y P. greggii, el sustrato utilizado fue mayoritariamente turba de esfagno o 

peat moss, y los envases utilizados de poliestireno expandido de 77 cavidades, tubete 

removible de 98 cavidades y plástico rígido de 54 cavidades con un volumen mayor a 160 

mL por cavidad (Sigala-Rodríguez et al. 2015).  

Las plantas para reforestación, deben cumplir con ciertas características para que puedan 

desarrollarse en campo (Prieto-Ruíz et al. 2009), de tal modo que una planta se puede 
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considerar de calidad si cumple ciertos atributos morfológicos que se encuentran 

enlistados en la Norma Mexicana NMX-AA-170-SCFI-2016 (SE 2016). Con respecto a 

esto, uno de los indicadores más importantes de calidad en la producción de las plantas es 

la sanidad, que indica que la planta debe de estar libre de plagas y enfermedades 

(CONAFOR 2010b). 

Damping-off 

Una planta sana, es aquella que exhibe la mejor condición morfológica y fisiológica 

durante su crecimiento, y esto puede alterarse por la acción de un factor denominado estrés 

que genera un cambio irreversible sobre el crecimiento normal de una planta sana,  

organismos como hongos, virus, bacterias, insectos, animales y malezas,  producen estrés 

al causar deferentes enfermedades trayendo como consecuencia más notable la 

disminución del vigor, ya que se establece una competencia por recursos como los 

nutrimentos, luz y agua (Landis et al. 1989). Es por esto, que se vuelve necesario realizar 

un diagnóstico preciso del problema para corregirlo, ya que se corre el riesgo de pérdidas 

de recursos por la implementación de procedimientos de control inadecuado (Fajardo et 

al. 2019). 

El vocablo patógeno se refiere a aquellos organismos que producen  enfermedades y para 

determinar con exactitud cuál es el causante del problema , es necesario recuperarlo del 

tejido dañado, y reproducirlo en un medio de cultivo artificial para su identificación, ya 

que enfermedades producidas por hongos producen síntomas parecidos (Landis et al. 

1989). 

El damping-off es una enfermedad que puede aparecer en etapas tempranas del desarrollo 

de las plántulas y puede atacar la semilla en proceso de germinación, cuando aún no ha 

emergido de la testa, ya que el contenido de la semilla es atacado, cuando la radícula ha 

emergido, pero plántula aun no emerge del sustrato; esta etapa es conocida  como 

preemergente;  también puede atacar a la plántula cuando ya emergió y aún su tallo no ha 

lignificado, al presentar la infección en el tallo, la planta se dobla a nivel del cuello donde 

emerge del sustrato a esta etapa se le conoce como  posemergente (Landis et al. 1989, 

Prieto-Ruíz et al. 2009, Toral Ibáñez et al. 2000). El ataque a los cotiledones es también 

un problema que aparece en la etapa de “cerillo” cuando la testa de la semilla aún se 
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encuentra adherida a la plántula y los hongos que se encuentran en esta se propagan al 

resto de la planta (Cibrián T.D. et al. 2008, Landis et al. 1989). 

Estos organismos, de forma natural y en el ambiente del ecosistema forestal, no producen 

la enfermedad pero al confinarse a ambientes controlados como es el caso de los viveros, 

tienen la capacidad de provocar daños en las plantas cultivadas (Landis et al. 1989). Los 

patógenos que producen la enfermedad, invaden las raíces terminales de plántulas, y al 

penetrar en la pared celular de la epidermis de la raíz, se desarrollan intercelularmente, 

degradan los constituyentes de la pared celular y continúan afectando el contenido celular, 

causando pudrición/marchitamiento y finalmente la muerte del hospedero, y en vista de la 

naturaleza altamente devastadora de éstos  patógenos, es esencial un manejo eficaz de la 

enfermedad para obtener plántulas de pino sanas, para la implementación exitosa de 

programas de restauración y reforestación (Dar et al. 2011).  

A la enfermedad se le llama de varias maneras en varios países, como por ejemplo en 

Puerto Rico le conocen como sancocho, en Italia moria dei semenzali, en Francia fonte 

des semis (quemazon de las siembras), en México mal de almácigos, mal de viveros, 

marchitamiento, tristeza o estrangulamiento del tallo, en Estados Unidos de América 

damping-off por eso en muchos lugares de México se identifica con ese nombre (García-

Rodríguez et al. 2012). También le mencionan como ahogamiento, baloneo, secadera y 

marchitamiento de plántulas (González-Acuña et al. 2014), mal del talluelo o caída de 

brote (Toral Ibáñez et al. 2000).  

Esta enfermedad se presenta tanto en climas tropicales como en los templados (González-

Acuña et al. 2014) y es común en semillas y plántulas de especies forestales y cultivos 

(Cibrián TD.  et al. 2007, Dumroese and James 2005) en los que la alta humedad en el 

sustrato estimula su crecimiento.   

Las fuentes primarias de inóculo son las semillas, los sustratos, contenedores que se 

reutilizan, la maleza y en el agua de riego, los cuales pueden diseminar a los hongos 

después de iniciar una infección y las condiciones propicias para el desarrollo de la 

enfermedad son los sustratos con poca capacidad de aireación, alta humedad, niveles de 

nitrógeno excedidos, pH elevado, y los contenedores de reúso sin desinfestar, además es 

importante señalar que  la enfermedad prospera en temperaturas comprendidas entre 25 y 
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35 °C (Toral Ibáñez et al. 2000), y en tan solo un periodo relativamente corto de tiempo, 

puede progresar y afectar el 100% de la producción (Kacprzak et al. 2001).  

En estudios realizados en México, específicamente en viveros que producen plántulas para 

reforestación en bosques de la Sierra Madre Occidental, se ha documentado la prevalencia 

de la enfermedad, reportándose en el 2009, que en el Estado de Durango el 100% de los 

viveros estudiados presentaron la enfermedad, por otro lado en Michoacán la enfermedad 

se presentó en 60 % de los viveros y en Jalisco del 62 %, también se ha reportado la 

enfermedad en viveros de los estados de Nayarit, Jalisco y Chihuahua (Alarcón et al. 2010, 

Prieto et al. 2009, Rueda et al. 2010, Sáenz et al. 2010).  

Algunas especies de Fusarium se han reconocido como patógenos que atacan de forma 

agresiva a cultivos y plántulas de pino (Davydenko et al. 2018, Dick and Dobbie 2002).  

Puede desarrollarse como endófito asintomático aparentemente en muchas condiciones y 

los tipos de enfermedades inducidas son muy variados, así como su gravedad, una vez 

establecido  puede inducir pudrición de raíces, tallos, marchitez, chancros, enfermedades 

foliares y pudrición de frutos y semillas (Leslie and Summerell 2006).  

Algunas especies del género Phytium son parásitos facultativos y desarrollan su micelio 

sobre materia orgánica siendo patógenos al tener condiciones propicias para su desarrollo 

sobre todo cuando se utilizan sustratos no desinfectados con deficiente drenaje, sus 

zoosporas se pueden agregar cerca de las raíces y cuando se dan estas condiciones, 

germinan y producen hifas que  tienen la capacidad de penetrar las células del sistema de 

raíces de la planta cuando el tejido es aún suculento causando la enfermedad (Cibrián TD.  

et al. 2007). Numerosas especies de Phytophthora se han asociado con enfermedades de 

damping-off en plántulas en viveros en todo el mundo, se dispersan a través de las raíces 

de plantas infectadas, suelo de plantas en maceta, medios de cultivo y agua y en algunos 

casos por transmisión aérea (Prospero et al. 2013). Por su parte, Rhizoctonia es clasificado 

como un hongo que forma micelio y esclerocios que son las estructuras de resistencia, sus 

hifas pueden infectar la plántula cuando emerge de la semilla y su desarrollo se da mejor 

en sustratos o suelos alcalinos con deficiencia en el drenaje y le favorecen temperaturas 

frescas y humedad (Cibrián TD.  et al. 2007).  
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El hongo mayormente encontrado es Fusarium circinatum, que ataca semillas en 

germinación, plántulas en el vivero y árboles adultos y representa un problema económico 

debido a las pérdidas en diferentes cultivos y su control y también en las exportaciones 

(Pérez-Sierra et al. 2007). Infecta a árboles en acículas, ramas, raíces, conos y semillas 

(Hodge and Dvorak 2000). Otra especie que destaca por producir pudrición de raíz y del 

hipocótilo en plántula de los viveros es Fusarium oxysporum (Robles Yerena et al. 2016).  

 

En México, uno de los hongos filamentosos más reportados causantes del Damping-off 

son los del género Fusarium, ya que se ha encontrado en muestras de plantas enfermas de 

una gran variedad de pinos como; Pinus greggii, P. devoniana, P. pseudostrobus, P. 

cembroides, P. patula, P. douglasiana, P. montezumae, P. tenuifolia, P. ayacahuite, P. 

engelmannii, P. maximartinenzii, y en la mayoría de los estados productores de planta 

forestal como Chiapas, Chihuahua, Distrito Federal, Estado de México, Guerrero, 

Hidalgo, Jalisco, Michoacán, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Veracruz y Zacatecas,  

encontrando a F. oxysporum como el agente causal de pudrición de la raíz, o damping-

off,los síntomas presentados por las plantas enfermas fueron: variaciones de color 

observándose desde la clorosis, verde oscuro, follaje de tonalidad violeta y la base del 

tallo presentó estrangulamiento (García-Díaz and Cibrián 2009).   

En plántulas de  P. patula y P. pseudostrobus, en un vivero del estado de Guerrero se 

aislaron F. oxysporum y F. solani, los síntomas presentados fueron marchitez de la planta 

15 días después de inocular el patógeno en las pruebas de patogenicidad (Robles Yerena 

et al. 2016).  

En plántulas de P. greggii se logró aislar F. circinatum, en un vivero de Tlaxcala. Al 

realizar las pruebas de patogenicidad, los síntomas presentados fueron estrangulamiento 

del tallo y marchitamiento del brote principal, las acículas cambiaron a una tonalidad 

amarillenta y rojiza, y al extraer las plántulas observaron pudrición de la raíz principal y 

de raíces secundarias; raíces de color café claro, los síntomas más evidentes se presentaron 

en plantas de edad de 4 a 6 meses, el brote principal se dobló, ocasionando marchitamiento 

con cambio de color de marrón a color rojizo de forma paulatina, lo que es indicativo de 

la muerte de la planta. Por otro lado, las raíces mostraron pudrición, y una infección severa 
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se desarrolló de forma abundante en el cuello de la raíz y tallo, produciendo esporodoquios 

color blanco a naranja (García-Díaz et al. 2019, García-Díaz et al. 2017).  

En un experimento realizado sobre P. sylvestris  (Davydenko et al. 2018) evaluaron la 

inoculación algunas especies de Fusarium en plántulas de 2 meses de edad, encontraron 

que F. circinatum mató a casi todas las plántulas, F. oxysporum afectó el desarrollo y 

murieron cerca del 64 %,  F. tricinctum y las otras especies tuvieron un impacto  menor 

(F. poae, F. graminearum,  F. culmorum). Las plántulas manifestaron la sintomatología 

típica de damping-off a los dos meses después de la inoculación, con mortalidad de hasta 

32 %, y a 4 meses de la inoculación, la mortalidad fue cercana al 100%. Solo dos 

procedencias de P. sylvestris mostraron alta tasa de supervivencia a F. circinatum. Las 

lesiones que se presentaron en las plantas fueron lesiones necróticas, muerte regresiva de 

la acícula, marchitamiento y muerte regresiva de los brotes laterales. Las plantas muertas 

declinadas presentaron necrosis del tallo, decoloración y perdida de acículas. En su estudio 

confirman la importancia de realizar pruebas de susceptibilidad con procedencias, así 

como la necesidad de explorar la resistencia individual de los genotipos de pino en 

preparación para hacer frente al problema de la probable aparición y establecimiento de 

Fusarium circinatum. 

Como argumenta Dick and Dobbie 2002 es importante identificar al patógeno de forma 

correcta, porque síntomas originados por Fusarium spp. son parecidos en plántulas 

jóvenes de pino, y cita el caso que documentó un estudio acerca de la merma que se 

presentó en un vivero de P. patula donde al principio se le atribuyó el efecto a F. 

oxysporum y no al hongo que causa la enfermedad del cancro resinoso, y que muchas 

especies de Fusarium presentan variación en sus caracteres morfológicos y su separación 

entre especies mediante las técnicas de identificación tradicionales puede ser difícil.    

La complejidad de la enfermedad y la variedad. de los agentes que pueden causarlo ha 

llevado al uso indiscriminado de fungicidas para su control, por ejemplo, dazomet, metam 

sodio, vapan, formalina y metilbromuro, entre otros (Fajardo-Mejía et al. 2016).  

A causa del uso indiscriminado de productos agroquímicos, se han presentado problemas 

de resistencia de los hongos causantes del damping-off (Roberts et al. 2014), además de 

problemas relacionados con daños al medio ambiente como la contaminación de mantos 
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freáticos, eutrofización, y acumulación de sustancias tóxicas en las cadenas tróficas 

(Camelo et al. 2011). Igualmente, la implementación de prácticas de cultivo como la 

aplicación de agroquímicos, ha provocado tensión entre pobladores de las zonas rurales 

debido a que han percibido daños en la piel y el sistema respiratorio, así como la 

persistencia de estos productos químicos en el ambiente (Giordano et al. 2018).  

Debido a ello, existe la necesidad de desarrollar e implementar medidas alternativas para 

controlar enfermedades en semillas y plántulas de vivero, de forma segura y ecológica 

(Seseni et al. 2015). A este respecto, sustituir el uso de agroquímicos (Moraga-Suazo et 

al. 2011), y para esto el estudio de plantas superiores con actividad antifúngica ha 

demostrado que algunos extractos de plantas tienen capacidad de inhibir el crecimiento de 

hongos fitopatógenos (Pirzada et al. 2010).  

Uso de extractos de plantas para controlar hongos fitopatógenos  

Trabajos previos en Dodonaea viscosa revelan contenido de flavonoides, ácidos grasos y 

cianolípidos (Cao et al. 2009). Es una planta medicinal popular en la región, las hojas se 

utilizan como antiinflamatorios, antiúlcera, antibacteriano y agentes antifúngicos y en el 

tratamiento de fracturas (Venkatesh et al. 2008).  

En Pakistan colectaron hojas de Dodonaea viscosa y obtuvieron el extracto por 

maceración en etanol, fue evaluado por la técnica de dilución del extracto en agar a dosis 

de 10, 50, 100, 200 g L-1. Sobre Alternaria solani presentó una inhibición promedio del 

56.9 %, sobre Macrophomina phasiolina fue de 52% y sobre Rhizoctonia solani 51.5 % 

(Aslam et al. 2010).  

En India, sometieron hojas de D. viscosa a una extracción con maceración en agua y con 

solventes en dispositivo soxhlet con éter de petróleo, tolueno, cloroformo, metanol y 

etanol. El método para determinar la inhibición fue por dilución del extracto en el agar y 

la dosis evaluada fue de 2 mg mL-1. El extracto acuoso presentó una inhibición moderada 

contra F. verticillioides en el rango comprendido entre 31 y 50 %. La inhibición para el 

extracto metanólico fue de  36 %, y la CMI determinada por el método de microdilución 

fue de 1 mg mL-1 (Thippeswamy et al. 2013).  
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Hojas y flores de D. viscosa colectadas en Irán, fueron sometidas a extracción por 

maceración metanólica, y evaluados por difusión del extracto en agar obtuvieron una 

inhibición contra Alternaria solani  de 57.2 %, y en Botrytis cinérea del 58 % 

(Bahraminejad et al. 2015).  

Las plantas de agave son fuente de saponinas y polifenoles, que son compuestos 

considerados agentes con diversas actividades como anticancerígenos, antifúngicos, 

antiinflamatorios, antidiabéticos, antiinflamatorios, entre otros (Santos-Zea et al. 2012).  

En un estudio con extractos de Agave americana, A. ferox, A. montana, A. scabra y A. 

marginata por maceración en metanol y se evaluaron contra M. phaseolina, A. porii, A. 

niger, F. solani, A. awamorii y F. udum. El método utilizado fue el de dilución en medio 

de cultivo. La mayor inhibición de todos los extractos se presentó en M. phaseolina donde 

las especies de agave mostraron inhibición por arriba del 50 % excepto A. scabra (48%). 

El hongo A. awamorii fue inhibido por A. americana (34,44%) y A. montana(34,17%), 

seguida de A. ferox (30,00%). No se observó una inhibición significativa en A. marginata 

(18,06%), y A. scabra no mostró ninguna inhibición.  Para F. solani los extractos 

mostraron una inhibición por A. ferox del 39,34%, A. americana (38,86%), A. montana 

(35,55%), A. scabra (31,75%) y A. marginata (22,27%).  En el caso de F. udum, los 

extractos presentaron la siguiente inhibición: A. marginata (27,61%), A. montana 

(26,12%), A. ferox (23,88%), A. americana (8,00%) y A. scabra no presentó inhibición. 

Sobre el hongo A. porii la inhibición fue de A. ferrox 29.05%, A. americana 10.14%, A. 

marginata 5.41 %, y A. montana y A. scabra promovieron el crecimiento.  Ningún 

extracto pudo inhibir el crecimiento de A. niger (Maharshi and Thaker 2014). 

En otro estudio con A. lechuguilla se obtuvieron extractos en equipo soxhlet con agua y 

con metanol y por infusión con emulsiones de lanolina y manteca de cacao con aceite 

mineral. El efecto sobre la inhibición de Phytophthora cinnamomi, se evaluó con 

fracciones de polifenoles a concentraciones de 500, 1000, 2000, 3000 y 4000 ppm En 

respuesta se obtuvo una inhibición del 60 % con el extracto acuoso a una  concentración 

de 3000 ppm de polifenoles, una inhibición del 40 %, con el extracto etanólico con 40 

ppm de polifenoles y no hubo inhibición con las emulsiones obtenidas con manteca de 

cacao y lanolina,  y la CMI90 fue de 121.7 ppm del extracto acuoso, 58.5 ppm extraído con 
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lanolina, 326,974 ppm extraído con cacao y  5,952 ppm extraído con etanol (Castillo-

Reyes et al. 2015).(Castillo-Reyes et al. 2015) .   

Hojas de plantas de A. scabra colectadas en Nuevo León, fueron sometidas a extracción 

mediante maceración en etanol y agua. Los extractos obtenidos se sometieron a escrutinio 

de inhibición por dos técnicas. Difusión en pozo y dilución del extracto en agar (medio 

envenenado). Las dosis evaluadas fueron 20 uL del extracto por pozo y en la otra técnica, 

1 mL del extracto y 20 mL de PDA en placa de 90 x 15 mm.  Se evaluó contra Aspergillus 

niger, Botrytis cinérea, Mucor sp. Fusarium sp. y Penicillium sp.. El extracto etanólico 

presentó inhibición de 3.58, 17.08, 26.91, 2.33 y 15.83 mm, para el acuoso 0, 9.17, 19.16, 

3.00 y 8.91mm.  Los resultados de la segunda prueba para el extracto etanólico mostraron 

inhibición del 10, 90, 28.3, 13.3 y 86.6 %, para el extracto acuoso obtuvieron 8.33, 16.6, 

13.3 16.6 y 28.3 % (González-Álvarez et al. 2015).  

En un estudio llevado a cabo en Nigeria, el extracto acuoso obtenido por maceración de 

A. americana, se evaluó con la técnica de dilución del extracto en agar a concentración de 

10, 20, 40 y 60% contra Phytophthora megakarya. El porcentaje de inhibición obtenido 

fue de 42, 44, 48.3 y 54.3 % (Bolanle 2017). 

En el caso de Xanthium strumarium es considerada una maleza indeseable pero los 

extractos alcohólicos de esta planta presentaron inhibición del hongo Ceratocystis 

paradoxa (Damayanti et al. 1996). 

En un estudio en Túnez, obtuvieron extractos metanólicos por maceración, los evaluaron 

por la técnica de difusión en pozo. Lo probaron a tres dosis: 20, 50 y 100 µg por pozo, 

contra tres hongos. El porcentaje de inhibición de Fusarium oxisporum fue de 10.8, 23.5 

y 38.6 %,  para Colletotrichum graminícola,  la inhibición fue de 17.9, 38.5 y 60.6 % y 

para Penicillium digitatum fue de 50.8, 70.5 y 87.7 % (Maazoun et al. 2019).  

En Irán, evaluaron el aceite esencial de X. strumarium obtenido por hidrodestilación y 

extraído con hexano y diclorometano. Lo evaluaron sobre Aspergillus niger y Candida 

albicans. El método para probar la inhibición fue por difusión en disco impregnando 10 

μL de diferentes concentraciones del aceite esencial: 10,20,40,60,80 y 100 μg mL-1. Los 

resultados obtenidos fueron inhibiciones para Candida albicans de 3.2, 9.5, 15.9, 29.2, 
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36.7 y 44 mm y para Aspergillus niger de 2.3, 2.5, 11.2, 23.5, 23.9, 35.2 mm. La CMI fue 

examinada por microdilución como lo plantea CLSI y se consideró la dosis más baja que 

inhibió el crecimiento de más del 95% de los microorganismos el cual se obtuvo con 55.2 

μg mL-1 (Sharifi-Rad et al. 2015).  

En Pakistán, la investigación sobre la fracción de acetato de etilo del extracto crudo de 

hojas de X. strumarium obtenido mediante maceración en metanol,  consistió en evaluar 

su acción antifúngica contra Microsporum canis, Aspergillus flavus, Aspergillus niger 

Penicillium sp., Rhizopus  y Helminthosporum (Wahab et al. 2017), con la prueba de 

difusión en pozo. La dosis evaluada fue de 10 mg mL-1. El control positivo fue 

griseofulvina. En los resultados se observó inhibición de 12, 19, 15, 12, 16, 14 mm y 

griseofulvina >12 y se observó un valor de CMI dentro del rango de 100-320 mg mL-1.  

En un estudio sobre actividad antifúngica  y antioomicetes (Rajput et al. 2018) 

investigaron extractos de 103 plantas medicinales chinas contra R. solani y P. 

aphanidermatum. Uno de los extractos evaluados fue el fruto de Xanthiun sibiricum, la 

extracción fue mediante infusión a 55 °C en metanol al 80 %.  La prueba de inhibición fue 

mediante la técnica de difusión en pozo y la dosis de los extractos fue de 2 mg mL-1. La 

taza de inhibición fue de 20.6% para R. solani y 0 % para P. aphanidermatum. 

El extracto obtenido por maceración en etanol al 80 %, se evaluó contra C. albicans, 

T.mentagrophytes,  T. rubrum, A. flavus y A. niger con la técnica de difusión en pozo a 

dosis de 100 y 200 mg mL-1 por pozo y se determinó la concentración mínima inhibitoria 

y fungicida por macrodilución con la técnica del CLSI, control positivo Ketoconazol y el 

negativo el solvente. Se encontró que X. strumarium proporciona una actividad 

antifúngica significativamente superior en comparación con los otros dos extractos de 

plantas en todas las especies fúngicas probadas excepto en A. niger en ambas 

concentraciones probadas. A la concentración de 200 mg mL-1 obtuvieron una inhibición 

de 15.5, 46, 48, 11 y 8 mm y para la concentración de 100 mg mL-1 14.5, 45, 46,10,8 mm.  

Las CMI encontradas fueron 16, 0.5, 0.5, 16, 16 mg mL-1, y la CMF fue de 16, 4, 4, 16 y 

>16 mg mL-1 (Gelagle 2018).  
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En Egipto, el extracto de hojas de Xanthium strumarium obtenido por maceración en agua, 

se analizó mediante la técnica de difusión en disco contra F. oxysporum, Rhizopus 

stolonifer y A. niger con las siguientes dosis: 5, 10, 20 y 60 mg mL-1. La inhibición contra 

F. oxysporum fue de 10, 16,18 y 21 mm (Khalaphallah 2015).  

En Nepal, probaron la actividad antifúngica del extracto metanólico de hojas de X. 

strumurium contra cinco hongos fitopatógenos: Alternaria brassicae, Botrytis cinerea, 

Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici y Sclerotium rolfsii (Devkota and Das 2016).        

El método utilizado fue el de medio envenenado, y sus concentraciones evaluadas fueron 

50, 100, 150, 200, 250 mg/mL, los controles positivos fueron bavistin y mancozeb y el 

negativo fue agua. Los resultados de crecimiento en diámetro para F. oxysporum fueron 

de 28, 22, 0, 0 y 0 mm respectivamente, para las dosis del extracto y de 13 mm para 

bavistin, 15 mm para mancozeb y 31 mm para el control negativo.  

En Arabia Saudita evaluaron extractos obtenidos por maceración de tallo y hojas de 

Xanthium spinosum en etanol, cloroformo y hexano sobre el crecimiento de hongos 

fitopatógenos Pythium ultimum, Penicillium expansum y Fusarium solani. La técnica 

utilizada para determinar la inhibición fue difusión del extracto en disco y la dosis fue de 

10 µL disco-1, el control positivo fue flucoral 10 µg disco-1 y el negativo el solvente. Los 

resultados de la prueba para F. solani fueron los siguientes: 4.13, 4.13 y 4.53 mm de 

inhibición para los extractos etanólico, clorofórmico y hexánico. La concentración mínima 

inhibitoria la probaron impregnando discos de papel filtro de 5 mm de diámetro con dosis 

de extracto resuspendido (25 a 150 mg mL-1) y colocándolo sobre placas de Agar Czapek’s 

inoculadas con el fitopatógeno. La CMI fue de 0.112, 0.113 y 0.151 mg mL-1 para los tres 

tipos de extracto (Hashem et al. 2016).  

En Pakistán, el aceite esencial obtenido por hidrodestilación de hojas de Xanthium 

strumarium, fue probado sobre Aspergillus niger, A. flavus, Fusarium oxysporum, F. 

solani, Alternaria alternata y Penicillium digitatum. La prueba de inhibición realizada fue 

por difusión en pozo y las dosis evaluadas fueron 250, 150, 100, 65, 25, 8 μg mL-1. Los 

resultados de inhibición para F. oxysporum fueron de 31.8, 23.5,  18.3,  15.8, 12.8 y 

11.2 mm y para F solani 39.0, 28.5, 24.8, 21.5, 18.8, 16.1 mm.  La CMF fue determinada 
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por el método de macrodilución en tubo y los resultados fueron de 8 μg mL-1 para las 

cepas de Fusarium (Parveen et al. 2017).  

En Irán se evaluó el aceite esencial obtenido por hidrodestilación de frutos de Xanthium 

strumarium sobre Pyricularia oryzae, Fusarium oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum, 

Alternaria alternate, Botrytis cinerea y Rhizoctonia solani. El método para determinar 

inhibición fue por difusión en pozo depositando 25 μL del aceite esencial. La inhibición 

que se obtuvo para F. oxysporum fue de 15.75 mm. La CMI fue determinada por la técnica 

de microdilución modificada y la CMI obtenida fue de 50  μg mL-1 (Ghahari et al. 2017). 

Kumar et al 2018 analizaron el extracto obtenido por infusión en agua a 50 °C de hojas de 

Xanthium strumarium colectado de Tamil Nadu, India. y se probó en forma de 

nanopartículas de ácido cloroáurico, mediante la técnica de difusión en pozo sobre algunas 

cepas de hongos MTCC Aspergillus niger, A. flavus, A. terreus, Fusarium oxysporum y 

Candida albicans. Las nanopartículas se disolvieron en agua estéril y las dosis evaluadas 

fueron 25, 50, 75 y 100 mg por pocillo. El efecto de inhibición para F. oxysporum 

directamente proporcional a la dosis y obtuvieron zonas de inhibición de 0, 6,8, y 10 mm. 

La zona de inhibición del clotrimazol fue de 14 mm (Kumar P. Vijaya et al. 2018).  

Descripción de las especies utilizadas en la presente investigación 

Dodonaea viscosa Jacq. (Sapindaceae) 

Nombre común Matagusano, hierba de la cucaracha, palo de golpe, jarilla, chapulixtle 

(González et al. 2004) 

La especie D. viscosa es descrita de manera botánica por (Calderón and Rzedowski 2001), 

como un arbusto de 1 a 3 m de alto, perennifolio, víscido; hojas sésiles o cortamente 

pecioladas, láminas simples, linear-oblanceoladas u oblongo-lanceoladas, de 5 a 12 cm de 

largo, agudas o redondeadas en el ápice, glabras y resinosas en el haz, pubescentes a 

glabras en el envés; flores unisexuales, amarillentas, dispuestas en cortos corimbos 

laterales; tépalos de 3 mm de largo; cápsula samaroide, trialada, trilocular, glabra, de 1.5 

a 2.5 cm de ancho.  

Agave durangensis Gentry, (Agavaceae) 
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Es descrita botánicamente por (Gentry 2004), como mediana a grande, simple o cespitosa, 

de tallo corto, gris glauco, de hojas anchas, rosetas fuertemente armadas 8-12 dm de altura, 

12-18 dm de ancho; hojas en su mayoría 40-90 x 14-22 cm, ampliamente lanceoladas, más 

anchas en el medio, más estrechas por encima de la base ancha, bastante rectas a curvadas 

hacia afuera, planas a cóncavas especialmente hacia el ápice, gruesas y convexas hacia la 

base, ásperas, pruinosas, los márgenes profundamente crenado-mamilado; dientes 

prominentes, 1-2 cm de largo, ampliamente acanalados arriba, gris pruinoso sobre café; 

panícula de 7-8 m de altura, profunda, abierta, con 18-30 laterales trifustados extendidos 

sinuosamente en el ¾ superior de un eje en zigzag; brácteas pedunculares de 15-25 cm de 

largo, escariosas, remotas, reflejas; flores en pequeñas umbelas, 60-80 mm de largo, 

apretadas, persistentemente erectas, amarillas; ovario de 30 a 45 mm de largo, incluido el 

cuello sin constricción; tubo cilíndrico, 15-22 mm profundo, ancho y carnoso, ligeramente 

picado; tépalos desiguales, estrictamente adheridos a los filamentos, volviéndose 

coriáceos, el exterior más grande, de 10-12 mm de largo, densamente redondeado en el 

dorso y superpuesto al interior, con un ápice notablemente papilado, casi córneo, rojizo, 

el tépalo interior más pequeño, con quillas afiladas ; filamentos de 48-60 mm de largo, 

algo aplanados, insertados en 2 rangos 8-12 y 6-10 mm por encima de la base del tubo; 

anteras de 18-25 mm de largo; cápsulas de 4.5-6 x 1.6-1.8 cm, oblongas, oscuramente 

estipuladas, redondeadas y de pico corto en el ápice; semilla pequeña, 4.5-6 x 3.5-4.5 mm, 

semilunar a oboval, con ala ancha pero poco elevada en el borde. 

Xanthium strumarium L. (Asteraceae = Compositae) 

Nombre común: Cadillo, abrojo (González et al. 2004).  

Planta de hábitat arvense o ruderal de distribución cosmopolita, abundante en 

Norteamérica, botánicamente es una hierba anual , robusta (puede crecer hasta 2 metros 

de alto), con tallos ásperos, lineolados, hojas grandes y ásperas en ambas caras, con 

peciolos que pueden ser largos (hasta de 15 cm), láminas anchamente ovadas a triangular-

ovadas (hasta 18 cm de ancho y 14 cm de largo), con tres a cinco lóbulos, margen 

irregularmente crenado, trinervadas, base acorazonada a cuneada, ápice agudo a obtuso, 

capítulos florales unisexuales; los masculinos agrupados en racimos tipo espiga en el ápice 

de las ramas y en las axilas de las hojas, subglobosos, de 5 a 8 mm de diámetro, involucro 
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de ± 8 brácteas linear-lanceoladas, de 2 a 3 mm de largo, receptáculo cilíndrico, provisto 

de páleas similares a las brácteas involucrales, flores ± 40, sus corolas de ± 2 mm de largo, 

anteras largamente salientes, de ± 1.5 mm de largo; los femeninos en la base de las 

inflorescencias, uno o pocos en la base de las inflorescencias, el involucro espinoso, en la 

madurez ovoide a subcilíndrico, de 1 a 4 cm de largo, incluyendo un par de picos 

terminales, las espinas por lo general ganchudas, más o menos densamente pubescentes y 

glandulosas (Calderón and Rzedowski 2001, González Elizondo et al. 2013).  
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JUSTIFICACIÓN 
 

La producción de plantas de calidad, libre de plagas y enfermedades es una meta que 

persiguen los viveristas. Sin embargo, durante el cultivo de las plantas en el vivero se 

propician las condiciones para el desarrollo de hongos dentro de los cuales se destaca el 

complejo que produce la enfermedad llamada damping-off. Para su control se utiliza de 

manera convencional fungicidas de origen sintético lo cual puede tener efectos nocivos a 

corto y mediano plazo. Con respecto a esto, el manejo integrado de plagas y enfermedades 

tiene como fundamento utilizar técnicas que ayuden a su control y la tendencia es que el 

uso de plaguicidas de origen sintético sea la última opción debido a los problemas 

asociados a su uso. El uso de extractos de plantas con actividad biológica sobre 

organismos fitopatógenos es una opción a la que se puede recurrir de primera instancia, 

es amigable con el medio ambiente y es una alternativa de explotación para productores 

de las regiones donde se desarrollan las especies en cuestión. La utilidad del presente 

estudio es la de definir la efectividad de los extractos para de esta forma estar en 

posibilidad de recomendar su uso en el control de enfermedades en la producción de planta 

en vivero. 
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HIPÓTESIS 
 

Los extractos de plantas utilizados en la presente investigación tienen la capacidad de 

controlar el crecimiento de hongos causantes de damping-off, tanto in vitro como en 

condiciones de invernadero. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

Evaluar el efecto de los extractos de Agave durangensis, Dodonaea viscosa y Xanthium 

strumarium en el control de hongos del complejo damping-off en la producción de plantas 

en invernadero. 

Objetivos particulares 

1.- Aislar los hongos causantes del damping-off, a partir de plántulas que presenten 

síntomas de la enfermedad. 

2.- Obtener extractos metanólicos de las plantas en estudio. 

3.- Medir la inhibición por las técnicas difusión en pozo contra los hongos aislados. 

4.- Determinar la concentración mínima fungicida de los extractos con mayor actividad  

5.- Realizar la semipurificación de los compuestos activos por técnicas cromatográficas y 

establecer el tamizaje fitoquímico de las fracciones activas. 

6.- Determinar la efectividad de los compuestos activos sobre damping-off en condiciones 

de invernadero mediante inoculación, y el ajuste modelos epidemiológicos.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Aislamiento del patógeno 

Las muestras de plánulas se obtuvieron de cinco viveros del estado de Durango (Figura 

1): vivero INIFAP (23°59’23.2’’N y 104°37’26.2’’O, 1879 msnm), vivero General 

Francisco Villa (25°58’19.7’’N y 104°35’51.6’’O, 1878 msnm), vivero de la Facultad de 

Ciencias Forestales de la Universidad Juárez del Estado de Durango (24°00’48.3’’N y 

104°41’03.2´´O, 1899 msnm), vivero General Emiliano Zapata (25°03’40’’N y 

105°26’17’’O, 1756 msnm), y Vivero San Nicolás (24°56’57’’N y 105°25’02.8’’O, 1806 

msnm). El muestreo fue dirigido a plántulas de pino de 1.5 meses de edad, con síntomas 

de damping-off, junto con sustrato de la cavidad de crecimiento.  

Las muestras obtenidas fueron depositadas en tubos cónicos de 50 mL, para su transporte 

al laboratorio. Cada muestra se depositó en vasos estériles de licuadora con 100 mL de 

solución amortiguadora de fosfatos pH 7.2 y fue homogenizada durante un minuto y se 

dejó reposar un minuto. Se realizaron seis diluciones decimales seriadas de cada muestra, 

las cuales fueron inoculadas por extensión, en cajas de Petri de 90 x 15 mm con agar 

dextrosa papa (PDA) y agar dextrosa Sabouraud (SDA) suplementados con 0.05 g L-1 de 

sulfato de estreptomicina. Estas placas se incubaron a 28 °C por siete días hasta obtener 

el cultivo axénico de cada aislamiento. Para ello se procedió mediante la adaptación de la 

técnica de (Obanor et al. 2013) para obtener cultivos monospóricos de la siguiente manera: 

con asa micológica, se realizó una punción en el centro de la colonia y se introdujo en un 

tubo de vidrio con 7 mL de solución salina 0.85% y polisorbato 80 0.01% estéril, y se 

agitó suavemente.  Se tomó una muestra de 100 uL y se inoculó por extensión en superficie 

de cajas de Petri con agar agua (AA) y fueron incubadas a 25°. Después de 48 horas de 

incubación, a partir de una colonia formada por un solo conidio (monoconidial o cultivo 

monospórico), se realizó la transferencia de un plug de la punta de una hifa del borde de 

la colonia y se transfirió asépticamente a cajas de Petri con PDA y se incubaron a 28°C 

durante 7 días. 

 

  



22 
 

 

Figura 1. Ubicación de los viveros donde se extrajeron las plántulas con síntomas de damping-off 

 

Identificación 

Para su separación e identificación macroscópica se observó y registró el crecimiento de 

la colonia de cada asilamiento y sus características morfológicas como la elevación en 

plano transversal, el borde, color del micelio, producción de pigmento, textura de la 

superficie, reverso de la caja Petri (Gabrekiristos et al. 2020). 

A partir de cultivos monospóricos de cada aislamiento se transfirieron plugs a cajas de 

Petri con agar Spezieller Nahrstoffarmer (SNA), agar hoja de clavel (CLA), y en PDA 

propuestos en (Leslie and Summerell 2006), para observar y registrar sus características 

microscópicas.  

Del cultivo monospórico transferido a SNA y PDA se procedió aplicando la técnica de 

(Harris 1986) y la forma de inoculación que propone (Rosana et al. 2014).  Los 

microcultivos fueron incubados durante 7 días a 28° C. Después cada cubreobjetos 

proveniente del microcultivo, se montó sobre portaobjetos con azul de lactofenol y fue 

sellado en el borde con esmalte acrílico. Para las observaciones microscópicas se utilizó 
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un microscopio Leica® y el objetivo de 40X, además se utilizó una cámara de 5 

megapixeles Amscope® y las capturas se realizaron mediante el software Amscope® 

versión 1.7. La identificación se realizó con ayuda de claves morfológicas (Barnett and 

Hunter 1998, Leslie and Summerell 2006, Watanabe 2010). 

Las cajas de Petri con CLA fueron preparadas con la técnica de (Peluola et al. 2020),  e 

incubadas a 25° C durante 7 días con fotoperiodo de 12 horas de luz ultravioleta (365nm) 

y 12 horas de luz blanca (Britz et al. 2001). La fuente luminosa cuadro fue una lampara 

Lumiaction® FL15BLB de 15 Watts y la luz blanca un tubo fluorescente TecnoLite® 

F15T8D de 15 watts ubicadas a 50 cm.  

De los aislamientos que formaron esporodoquios se tomó una muestra con unas pinzas 

tipo Meriam previamente esterilizadas y se depositó en portaobjetos de 75 x 25 mm con 

el centro cóncavo y una gota de azul de lactofenol para posteriormente colocar un 

cubreobjetos de 22 x 22 mm y sellar los bordes con esmalte acrílico para su observación 

en el microscopio.  

Por cada aislamiento se realizaron la medición de largo y ancho de 100 macroconidios y 

microconidios (Robles-Yerena et al., 2017; García-Díaz et al. 2017). 

Pruebas de patogenicidad  

La semilla utilizada para las pruebas fue de la especie Pinus engelmannii. Se procedió con 

la técnica de (Aegerter and Gordon 2006), con modificaciones.  Previo a su siembra, la 

semilla recibió un tratamiento de flotación en agua destilada durante 20 horas para 

descartar semillas inviables. Posteriormente, fue desinfestada por flotación en solución de 

hipoclorito de sodio comercial al 10 % durante 15 minutos. Se retiró el excedente de cloro 

con cuatro enjuagues de agua destilada estéril y se dejó secar durante 10 minutos. La 

semilla fue sumergida durante 1 hora en una suspensión de conidios a una concentración 

de 1 x 105 UFC mL-1. Después fue sembrada a 1 cm de profundidad en contenedores de 

polietileno rígido de 36 cavidades con un volumen por cavidad de 80 mL llenados con 

peat moss el cual previamente fue sometido a esterilización por medio de calor húmedo 

en una autoclave a 121° C durante 30 minutos. El testigo consistió en la siembra de la 

semilla sin inoculación del patógeno. Se registró el porcentaje de germinación 
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diariamente, comenzando al emerger la primera plántula, así como la aparición de 

síntomas de enfermedad. Se registró también la aparición de los primeros síntomas y 

signos en las plantas con enfermedad. Al morir la plántula se extrajo de la cavidad de 

crecimiento, y se realizó un enjuague en etanol a 70 % durante 1 minuto. Después se 

depositó en cajas de Petri de 90 x 15 mm con PDA + antibiótico. Se colocaron en la 

incubadora a 28 ° C durante 72 horas después de los cuales se realizaron observaciones 

para determinar el agente que causó la enfermedad (Postulados de Koch).  

Preparación de inóculo fúngico para pruebas de inhibición 

Para la obtención de conidios se utilizó la técnica de raspado con modificaciones menores 

(Sánchez et al. 2005). Se utilizaron cultivos en PDA de cada aislamiento desarrollados 

durante 7 días a 28 °C, y en cada caja se agregó solución salina 0.85 % y polisorbato 80 

al 0.05 % en cada caja Petri, el raspado se realizó con ayuda de un asa bacteriológica y el 

sobrenadante fue depositado en tubos de cultivo estériles de 90 x 12 mm. El tubo fue 

agitado durante 1 minuto y se dejó sedimentar 5 minutos. Se tomó una muestra por 

duplicado y se realizó el conteo de conidios con ayuda de un hematocitómetro de 

Neubauer. La suspensión de conidios se ajustó a una concentración de 1 x 10 5 unidades 

formadoras de colonias por mililitro (UFC mL-1). 

Recolección de material vegetal 

El material vegetal para obtener los extractos fue colectado en el mes de septiembre de 

2018. Las plantas de Agave durangensis y Dodonaea viscosa, fueron colectadas en el ejido 

Primero de Mayo en el municipio de Durango (24° 00’ 41.3’’N y 104° 20’ 4.9’’O, 1891 

msnm). Las muestras de bagazo de A. durengensis, obtenidas después del proceso de 

destilación para obtención de mezcal fueron recolectadas en una planta de producción de 

mezcal artesanal. Los ejemplares de Xanthium strumarium fueron colectados en una 

parcela agrícola, en el ejido 25 de Diciembre municipio de Nazas (24° 15’46’’ N y 104° 

03’ 05’’ O, 1233 msnm. Después de extraídas fueron llevadas al laboratorio para su 

procesamiento.  
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Figura 2. Puntos de colecta de ejemplares botánicos sometidos a extracción 

 

Obtención de los extractos 

Las plantas obtenidas fueron secadas a la sombra y después fueron trituradas con una 

licuadora Osterizer ®. Para la extracción mediante maceración estática, se introdujeron 

50 g de materia seca y 300 mL de metanol en un matraz Erlenmeyer de 500 mL y se 

dejaron reposando 24 h y transcurrido ese tiempo, el líquido obtenido fue filtrado con 

papel filtro, y se introdujo en un rotaevaporador Yamato BM 100® hasta sequedad y el 

solvente recuperado se agregó de nuevo al matraz. Este proceso de extracción se repitió 

tres veces para obtener el extracto el cual se determinó el rendimiento con la siguiente 

fórmula:  

����������� = 
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Tamizaje fitoquímico  

Para esto, se realizaron pruebas de identificación fitoquímica: Shinoda para flavonoides, 

Salkowski para esteroles y melilesteroles, ácido sulfúrico para flavonoides, Liebermann-
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Burchard para triterpenos y compuestos esteroidales, Baljet para sesquiterpenolactonas, 

Dragendorf para alcaloides, Molish para azucares, la prueba de cumarinas, y la prueba de 

bicarbonato de sodio para saponinas (Domínguez, 1973; Marcano y Hasegawa, 2002). 

Pruebas de inhibición preliminar 

Se determinó mediante la técnica de difusión en pozo  en agar con ligeras modificaciones 

(Kaur et al. 2015). Se preparó una suspensión de inóculo a una concentración de 1 x 105 

UFC mL-1.  Se depositó 100 uL de la suspensión en una caja de Petri de 90 x 15 mm con 

PDA y se extendió con ayuda de un asa de vidrio Driglasky. Después, con la boca de un 

tubo de ensaye estéril de 6 mm de diámetro, se realizaron orificios sobre la superficie del 

agar distribuidos de forma equidistante, se retiró el agar con una espátula y se agregó 100 

uL de cada extracto resuspendido en metanol (200 mg mL-1) en cada pozo. El control 

consistió en depositar metanol en uno de los pozos. Las cajas se incubaron a 28 °C durante 

7 días. El efecto antifúngico se comprobó con la presencia o ausencia de una zona de 

inhibición en forma de halo en el pocillo de cada uno de los extractos evaluados. En el 

caso de presentar inhibición, se registró el halo de inhibición con ayuda de un vernier con 

aproximación a milímetros, se realizó el registro y pruebas no paramétricas de Kruskal-

Wallis y de comparaciones por pares para determinar el extracto con mayor actividad que 

fue seleccionado para realizar las pruebas de concentraciones de inhibición.    

Determinación de la concentración mínima inhibitoria y fungicida 

La prueba fue realizada siguiendo el protocolo M38 A2 en microdilución de la CLCI 

(2008) para hongos filamentosos con algunas modificaciones. Se preparó una suspensión 

de inóculo a una concentración de 1 x 10 5 UFC mL-1 en caldo papa dextrosa. Cada pozo 

de la microplaca contenía un volumen final de 200 uL, del cual fueron 100 uL de inóculo 

y 100 uL del extracto resuspendido en metanol a diferentes concentraciones (comenzando 

a 200 mg mL-1 y disminuyendo al 50 % la concentración hasta llegar a 3.125 mg mL-1). 

Los controles consistieron en caldo sin inocular, caldo inoculado sin extracto y caldo 

inoculado con solvente. Las placas de microdilución se incubaron a 28° C durante 7 días.  

La concentración mínima inhibitoria (CMI) se determinó con una lectura visual de la 

inhibición completa de crecimiento. Para determinar la concentración mínima fungicida 

(CMF), se siguió la técnica de (Amoussa et al. 2016), con modificaciones menores que 
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consistió en tomar 20  µL de cada pocillo donde aparentemente no se observó crecimiento 

y se depositó cada alícuota en cajas de Petri con PDA y estas cajas fueron incubadas a 28° 

C durante 48 horas. La concentración mínima fungicida fue aquella concentración más 

baja a la cual el hongo no tuvo la capacidad de crecer.      

Separación cromatográfica 

El extracto que presentó mayor actividad inhibitoria fue sometido al proceso de 

semipurificación en gradiente por cromatografía en columna. Se utilizó una columna 

cromatográfica de vidrio de 3.5 cm de diámetro y 45 cm de altura con un matraz redondo 

de 500 mL colocado en la parte superior para contener el solvente. La fase estacionaria 

fue sílica gel 60 Å (Sigma-Aldrich®), y como fase móvil se utilizó una mezcla binaria 

cloroformo-metanol en poder creciente, comenzando con proporción 10:0, cambiando el 

gradiente de proporción 0.5 de polaridad y finalizando con metanol.  Para eluir el extracto 

se utilizó 1 litro de solvente de cada proporción y se recolectaron fracciones de 50 mL. 

Las fracciones obtenidas se concentraron evaporando el solvente y posteriormente se 

resuspendieron en 3 mL del solvente respectivo y realizó cromatografía en capa fina 

(TLC), para determinar las fracciones similares y unirlas (Kaur et al. 2015). Una vez 

obtenidas las fracciones se depositaron en viales ambar de 10 mL y depositadas en el 

refrigerador a 4°C hasta su uso.  

Bioautografía 

Las fracciones que evidenciaron actividad inhibitoria fueron sometidas a bioautografía. 

Los cromatofolios utilizados fueron de vidrio de 25 x 75 mm con sílica gel. Muestras de 

fracciones a evaluar fueron depositadas sobre cromatofolios de vidrio a 1.5 cm del borde 

con ayuda de tubos capilares para microhematocrito (1.1 x 75 mm), cada placa fue eluída 

y se dejó secar el solvente. Una vez evaporado completamente el solvente, los 

cromatofolios fueron introducidos en cajas de Petri de 90 x 15 estériles. Sobre cada 

cromatofolio se colocó una capa de agar PDA. Se depositó 50 uL de inóculo fúngico a 

una concentración de 1 x 105 UFC y se extendió sobre el agar con ayuda de un asa de 

vidrio Driglasky estéril. Se introdujeron pequeños cuadros de AA en la caja de Petri para 

generar un ambiente húmedo (cámara húmeda), y se incubaron a 28° C durante 7 días. Al 
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evidenciarse una zona de inhibición fue identificada la posición de los compuestos en el 

cromatofolio y fue calculado su factor de retención (rf) con la siguiente fórmula: 

�� = ��������� ��������� 
�� �
 ��
���
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Se observó el cromatofolio con luz ultravioleta (longitud de onda 365 nm), para identificar 

la banda responsable de la actividad.  

La fracción activa fue desarrollada nuevamente en TLC. Para ello se prepararon 

cromatofolios con placas de vidrio de 10 x 15 cm, con sílica gel 60 G. La fracción con 

actividad fue depositadas con un ayuda de capilar para hematocrito a 1.5 cm del borde del 

cromatofolio y fueron desarrollas con su mezcla de solvente respectivo. Una vez 

evaporado el solvente, las placas fueron visualizadas bajo luz UV (365 nm) y las áreas 

fueron comparadas con el rf de los puntos relacionados en la placa de TLC de referencia. 

Una vez localizado la banda con actividad, fue raspada con una espátula de teflón, y 

depositada en un vaso de precipitados de 250 mL. Se añadieron 25 mL de metanol, y 

después fueron filtrados con membrana de celulosa para retirar la sílica gel. Después de 

filtrado se colocó dentro de un vial color ambar y se realizaron las pruebas fitoquímicas 

mencionadas anteriormente para determinar los compuestos de la fracción activa. 

Evaluación del extracto en vivero 

Se llevó a cabo un ensayo en vivero para verificar la patogenicidad de los aislamientos, 

determinar la dinámica de la enfermedad, así como la evaluación de la efectividad del 

extracto que produjo inhibición en condiciones in vitro. Cada aislamiento fúngico se 

evaluó sobre la especie de pino de la cual fue aislado originalmente. Para la inoculación, 

se siguió la metodología de (Morales-Rodríguez et al. 2018) con algunas modificaciones. 

Previo a su siembra, la semilla recibió un tratamiento de flotación en agua destilada 

durante 20 horas para descartar semillas inviables. Posteriormente, fue desinfestada por 

flotación en solución de hipoclorito de sodio comercial al 10 % durante 15 minutos. Se 

retiró el excedente con seis enjuagues de agua destilada estéril y se dejó secar durante 10 

minutos (Aoudou et al. 2012). Después fue sembrada a 1 cm de profundidad en 

contenedores de polietileno rígido de 98 cavidades con un volumen por cavidad de 160 

mL llenados con una mezcla compuesta por 50 % de peat moss, 25 % de perlita expandida 
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y 25 % de vermiculita, y se agregó fertilizante de lenta liberación (8 meses) Osmocote® 

de formulación 18-6-12 (N-P-K) a una dosis de 4 kg por 1000 L de sustrato.  

El tamaño de la unidad experimental fue de 18 plantas, se evaluaron cuatro tratamientos 

con cinco repeticiones y el diseño aplicado fue completamente al azar.  

El testigo absoluto fue sembrado directamente en la cavidad después de la preparación 

pregerminativa. La semilla del tratamiento control negativo fue sumergida en una 

suspensión de conidios a una concentración de 1 x 10 5 UFC mL-1 durante 1 hora, se 

eliminó el sobrenadante y se dejó secar durante 15 minutos, posteriormente fue sembrada. 

La semilla del tratamiento control positivo fue sumergida en una suspensión de conidios 

a una concentración de 1 x 10 5 UFC mL-1 durante 1 hora, se eliminó el sobrenadante, se 

dejó secar 15 minutos y posteriormente se agregó fungicida Benomilo en presentación de 

polvo humectable al 50 %, a razón de 100 g por cada 1000 g de semilla, y posteriormente 

fue sembrada. La semilla correspondiente al tratamiento del extracto fue sumergida en una 

suspensión de conidios a una concentración de 1 x 105 UFC mL-1 durante 1 hora, se 

eliminó el sobrenadante, se dejó secar 15 minutos y posteriormente se agregó 12 mL de 

extracto de Xantium strumarium resuspendido en metanol a razón de 30 mg mL-1 (dosis 

de CMF obtenida en laboratorio).  

Se hicieron conteos de germinación a partir de la primera plántula emergida y hasta 

cumplir 50 días después de la siembra (dds). A partir de que germinó la primera semilla, 

se hicieron conteos diarios de plántula muerta por damping-off durante 180 días. Estas 

plántulas dañadas se extrajeron de la cavidad de crecimiento para su traslado a laboratorio. 

Fueron sumergidas en etanol al 70 % durante 1.5 minutos y colocada dentro de una caja 

de Petri con PDA suplementado con estreptomicina e incubadas a 25° C durante 72 horas. 

Posteriormente del micelio desarrollado en estas cajas se transfirieron colonias a cajas con 

PDA e incubadas a 25°C durante 72 horas. Se realizaron observaciones microscópicas 

para determinar si las plántulas fueron afectadas por el hongo inoculado y así comprobar 

los postulados de Koch 

Las variables evaluadas fueron: porcentaje de germinación a los 50 días con la fórmula:  

�� = ��
�� ∗ 100 
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PG=porcentaje de germinación, sg=semillas germinadas, ss=semillas sembradas 

También se calculó el índice de germinación y la velocidad de germinación, obtenido con 

las fórmulas (González-Zertuche and Orozco-Segovia 1996).  

 

�� = ∑( !"!)
$            %� = ∑ & !

" ' 

 

IG= índice de germinación, ni= número de semillas germinadas el día i, ti= número de 

días después de la siembra y N= total de semillas sembradas; VG velocidad de 

germinación, ni= número de semillas germinadas el día i, t = tiempo de germinación desde 

la siembra hasta la germinación de la última semilla. 

Los datos de germinación y daño fueron sometidos a un análisis estadístico mediante la 

prueba de Kruskall-Wallis y en caso de diferencias las respectivas pruebas de 

comparaciones por pares, se realizó la prueba Log-Rank a partir de las curvas de Kaplan-

Meier para determinar las diferencias de supervivencia entre los tratamientos. Con los 

datos del porcentaje de daño de los aislamientos que presentaron diferencias significativas 

respecto al testigo, se determinaron curvas de progreso de la enfermedad y su ajuste a 

modelos epidemiológicos: logístico, Gompertz, exponencial y monomolecular (Campbell 

and Madden 1990), para definir los parámetros de la ecuación. El análisis estadístico se 

realizó con ayuda del software InfoStat ® versión 2017 (Di Rienzo et al. 2017),  y los 

gráficos en SigmaPlot ®versión 10.0. 

Estas plántulas fueron llevadas al laboratorio y fueron sumergidas en etanol al 70 % 

durante 1 minuto y después depositadas en cajas de Petri de 90 x 15 mm con PDA e 

incubadas a 28° C. A las 48 horas se realizaron montajes por impronta con cinta adhesiva 

trasparente sobre portaobjetos de vidrio de 25 x 75 mm con azul de lactofenol para su 

observación en el microscopio y determinar si el daño fue por el hongo inoculado o por 

otras causas. Las semillas que no germinaron se colocaron dentro de cajas Petri con PDA 

e incubadas a 28° C. Después de 48 horas de incubación, se realizaron improntas para 
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determinar si las semillas no germinadas fueron afectadas por el hongo inoculado. Se 

calculó el porcentaje de plantas dañadas por el hongo con la fórmula: 

% ��ñ� = �
á���
�� ��ñ���� 
�� �
 ℎ����
�
á���
�� ���������� ∗ 100 

 

Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico de las variables observadas, se utilizó una prueba de Kruskal-

Wallis mediante el programa Infostat® versión 2017 (Di Rienzo et al., 2017) y el 

programa SigmaPlot® versión 10.0.  
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RESULTADOS 
 

Las especies que se cultivaron en lo viveros muestreados en el periodo de producción de 

planta de ciclo templado-frío 2018-2019 fueron Pinus engelmannii, P. durangensis, P. 

cooperi, Pinus arizonica y P. cembroides. Se encontraron algunas plántulas de estas 

especies con la sintomatología de damping-off: postradas, pérdida de turgencia 

generalizada, y el cuello necrótico y con estrangulamiento. Solo en P. cembroides no se 

encontraron plántulas enfermas. Después del procesamiento de las plántulas mediante las 

diluciones decimales seriadas, se obtuvieron colonias de hongos los cuales se pudieron 

aislar y obtener en cultivo axénico después de tres transferencias sucesivas.  Los 

aislamientos obtenidos fueron de los géneros Aspergillus, Pencillium, Alternaria, 

Fusarium, Rhizopus, Scopulariopsis y Acremonium.   Siete de estos aislamientos 

obtenidos mostraron la morfología macroscópica del género Fusarium el cual esta 

reportado como fitopatógeno de plantas de pino y de otras especies, por lo que se 

seleccionó para realizar las pruebas de inhibición y de patogenicidad. En las muestras no 

se encontraron hongos de los géneros Rhizoctonia, Phytium y Phythopthora.  

 

Figura 1. Ambiente de producción de los viveros donde se extrajeron las muestras de plántulas de pino. 
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Figura 2. Obtención de muestras de pino para el aislamiento de hongos fitopatógenos 

 

Las características predominantes de las colonias de Fusarium fueron la superficie seca 

con micelio de aspecto algodonoso, y la producción de pigmento rosa a rosa violáceo 

(Tabla 1). Entre estos estos aislamientos, se presentaron variaciones en la elevación de la 

colonia, la disposición de las hifas en el micelio y el borde de la colonia, de tal manera 

que se separaron por morfotipos y se asignó un identificativo (ID) de acuerdo con la 

especie de pino de la que fueron aislados (Tabla 2).
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Tabla 1. Características macroscópicas de los aislamientos de Fusarium obtenidos de plántulas de pino cultivadas en viveros forestales del estado de Durango. 

Características Morfotipo 1 Morfotipo 2 Morfotipo 3 Morfotipo 4 Morfotipo 5 Morfotipo 6 Morfotipo 7 

Aspecto de la superficie 
Seca 

algodonosa 
Seca 

algodonosa 
Seca 

algodonosa 
Seca 

algodonosa 
Seca 

algodonosa 
Seca 

algodonosa 
Seca 

algodonosa 

Color de la colonia 
Rosa pálido a 

blanco 
Rosa violáceo 

Violáceo en el 
centro, el resto 

blanco 

Rosa a violáceo 
en el centro, el 

resto blanco 
Rosa violáceo 

Rosa pálido en 
el centro, el 
resto blanco 

Rosa pálido en 
centro, el resto 

blanco 

Color del reverso de la caja  
Centro rosa, el 

resto color 
crema 

Rosa a crema 
Rosa a violáceo 
en el centro, el 

resto crema 

Rosa a violáceo 
en el centro, el 

resto crema 

Rosa a violáceo 
en el centro, el 

resto rosa 

Centro color 
crema, el resto 
color blanco 

Color blanco a 
crema 

Elevación de la colonia (vista lateral) Plana 
Ligeramente 
umbonada 

Ligeramente 
umbonada 

Convexa Elevada 
Ligeramente 
umbonada 

Ligeramente 
umbonada 

Disposición de las hifas aéreas (vista lateral) Inclinadas 
Levemente 
inclinadas 

Erectas 
Levemente 
inclinadas 

Levemente 
inclinadas 

Levemente 
inclinadas 

Erectas 

Borde de la colonia Filamentoso 
Filamentoso 

irregular 
Filamentoso 

Filamentoso 
irregular 

Filamentoso 
Filamentoso 
ligeramente 

ondulado 
Filamentoso 
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Tabla 2. ID asignado a los aislamientos de Fusarium obtenidos de plántulas de pino cultivadas en viveros 

forestales del estado de Durango. 

Aislado Municipio 
Especie de pino donde se 

obtuvo el aislamiento 
ID muestra 

1 Durango Pinus engelmannii FPe 1 

2 Durango Pinus engelmannii FPe 2 

3 Durango Pinus engelmannii FPe 3 

4 Santiago Papasquiaro Pinus durangensis FPd 1 

5 Santiago Papasquiaro Pinus arizonica FPa 1 

6 Santiago Papasquiaro Pinus arizonica Fpa 2 

7 Santiago Papasquiaro Pinus cooperi FPc 1 

    

 

Al realizar las observaciones microscópicas de los aislamientos de Fusarium 

desarrollados en diferentes medios de cultivo se encontró lo siguiente (Figura 3): 

En SNA (Tabla 3), la conidiogénesis fue de forma general del tipo enteroblástica fialídica, 

produciendo monofiálides y polifiálides, los microconidios formados fueron de forma 

ovoide sin septos (Tabla 4), producidos en falsas cabezas. Los aislamientos FPe1, FPe3 y 

FPd1 desarrollaron algunas hifas enrolladas que no presentaron los otros aislamientos. 

En PDA la conidiogénesis fue similar a la producida en SNA, la diferencia fue que en 

PDA se pueden formar clamidosporas terminales e intercalares como las que se formaron 

en los aislamientos FPe2, FPa1, FPa2 y FPc1 y no se formaron en el resto de los 

aislamientos. 

Al desarrollar en medio de cultivo CLA, los aislamientos FPa1, FPa2 y FPc1, produjeron 

esporodoquios de color naranja sobre la superficie y los bordes de la hoja de clavel. Se 

realizó el montaje de estos sobre portaobjetos cóncavo y al observar en microscopio se 

visualizaron macroconidios fusiformes (Tabla 5). 
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Tabla 3. Características microscópicas distintivas de los aislamientos obtenidos al crecer en tres medios de 

cultivo en condiciones de laboratorio. 

Estructuras desarrolladas en medios de cultivo 
FPe 1 FPe 2 FPe 3 FPd1 FPa1 FPa2 FPc1 

Hifas enrolladas en SNA* x  x x    

Formación de esporodoquios en CLA**     x x x 

Clamidosporas en PDA***   x     x x x 

* Agar Spezieller Nährstoffarmer, **Agar hoja de clavel, ***Agar papa dextrosa 

 

Tabla 4. Características microscópicas de los microconidios producidos por los aislamientos al crecer en 

agar SNA. 

Microconidios 
en SNA* FPe 1 FPe 2 FPe 3 FPd1 FPa1 FPa2 FPc1 

Largo µm 6.79±0.11 7.31±0.11 5.72±0.12 6.38±0.12 
6.82±0.1

3 
6.62±0.1

1 
6.19±0.0

9 

Ancho µm 2.25±0.02 2.31±0.03 2.06±0.04 1.93±0.03 
2.11±0.0

4 
2.17±0.0

3 2.1±0.03 

Forma ovoide ovoide ovoide ovoide ovoide ovoide ovoide 

* Agar Spezieller Nährstoffarmer 

Tabla 5. Características microscópicas de los macroconidios producidos en los esporodoquios al crecer en 

agar CLA. 

Características FPa1 FPa2 FPc1 

Forma de la célula apical curvada curvada curvada 

Forma de la célula base pie pie pie 

Largo µm 38.98±4.90 36.27±3.87 23.63±2.31 

Ancho µm 3.29±0.37 3.31±0.35 2.53±0.26 

Curvatura dorsiventral moderada moderada moderada 

Número de septos 3 y 4 3 y 4 2 y 3 
*Agar hoja de clavel 
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Figura 3. Características macroscópicas y microscópicas de los hongos aislados de muestras de pino con 

síntomas de damping-off. 

 

Las pruebas de patogenicidad preliminar llevadas a cabo en el laboratorio (Figura 4), 

revelaron que los siete aislamientos de Fusarium son patógenos. La germinación comenzó 

el día 7 dds, y los daños se presentaron del 9 al día 16 dds. En promedio el aislamiento 

PE1 redujo la germinación un 27.7 %, el aislamiento PE2 un 22.2%, el aislamiento PE3 

redujo la germinación 44.4 %, FPC1 redujo 19.4%, FPA redujo 16.6 %, FPC2 y FPD 

redujeron 24.9 %. En el 98 % de las semillas no germinadas se encontró al patógeno sobre 

la semilla. Las plántulas germinadas fueron colonizadas por el hongo y la incidencia de 

damping-off fue de 92 al 100 % de daño en la plántula. Con ello se confirma la 

patogenicidad de los aislados.  
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Figura 4. Prueba preliminar de patogenicidad en laboratorio. 

 

Para la obtención de los extractos para evaluar la efectividad biológica contra los 

aislamientos de Fusarium obtenidos, se procedió con la extracción metanólica, se 

procesaron muestras con un peso superior a 200 g.  La hoja de Dodonaea viscosa fue la 

que presentó un rendimiento superior al 15 %, el resto de los ejemplares botánicos 

presentó rendimientos menores al 10 %. El menor rendimiento se obtuvo en el bagazo de 

A. durangensis (Tabla 6). 

Tabla 6. Rendimiento de extractos obtenidos por maceración metanólica de diferentes ejemplares botánicos 

utilizados en esta investigación.  

Ejemplar botánico Muestra (g) Extracto obtenido (g) Rendimiento (%) 

Hoja de Xanthium strumarium  229 18 7.86 

Tallo y semilla Xanthium strumarium 213.2 17.2 8.07 

Hoja de Dodonaea visosa 207.5 34.8 16.77 

Hoja de Agave durangensis 263 22.6 8.59 

Bagazo de Agave durangensis 219 7.9 3.61 
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La actividad inhibitoria a las 168 horas de incubación de los extractos obtenidos mediante 

maceración metanólica, quedó demostrada con la prueba en pozo, y fue evidenciada por 

los halos de inhibición obtenidos de la planta Xanthium strumarium, que fue comprendida 

de los 11 mm y hasta 24.5 mm. El resto de los extractos, al igual que en el blanco de 

solvente, no presentaron inhibición (Tabla 7 y 8). La misma tendencia se presentó para 

los diferentes aislamientos de Fusarium aislados de plántulas de pino. Debido a ello, se 

decidió continuar con el extracto de X. strumarium para realizar las pruebas de CMF y 

CMI (Figura 5). 

Tabla 7. Resultados de actividad en la prueba de inhibición en pozo (mm) en aislamientos de Fusarium 

obtenidos de Pinus engelmannii y Pinus durangensis. 

Extracto FPe 1 FPe 2 FPe 3 FPd1 

Hoja X. strumarium  14.17±0.7 a 13.5±0.6 a 18.83±1.5 a 17.17±1.0 a 

Tallo X. strumarium  12.5±0.2 a 11.00±0.0 a 16.17±1.1a 13.00±0.4 a 

D. viscosa 0.00±0.0 b 0.00±0.0 b 0.00±0.0 b 0.00±0.0 b 

Hoja A. durangensis 0.00±0.0 b 0.00±0.0 b 0.00±0.0 b 0.00±0.00 b 

Bagazo A. durangensis 0.00±0.0 b 0.00±0.0 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 

Blanco 0.00±0.0 b 0.00±0.0 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 
Promedios con letras diferentes, son estadísticamente diferentes (P<0.05) con un nivel de 
significacnia de α=0.05  

Tabla 8. Resultados de actividad en la prueba de inhibición en pozo (mm) en aislamientos de Fusarium 

obtenidos de Pinus arizonica y Pinus cooperi. 

Extracto FPa1 FPa2 FPc1 

Hoja X. strumarium  24.50±0.2 a 15.17±0.7 a 22.50±0.4 a 

Tallo X. strumarium  21.17±1.6 a 15.25±1.4 a 21.33±1.2 a 

D. viscosa 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 

Hoja A. durangensis 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 

Bagazo A. durangensis 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 

Blanco 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 
Promedios con letras diferentes, son estadísticamente diferentes (P<0.05) con un nivel de 
significacnia de α=0.05  

 

 



40 
 

 

Figura 5. Resultado de la prueba de inhibición en pozo de los extractos evaluados. 

 

La hoja de Xanthium strumarium presentó inhibición del crecimiento a partir de 14 mg 

mL-1. El aislamiento sobre el cual se presentó la dosis inhibitoria y fungicida más baja fue 

FPe3, y los que presentaron dosis inhibitorias más altas fue FPe1, FPe2, y FPa. Por su 

parte, el extracto metanólico obtenido del tallo y la semilla tuvieron dosis inhibitorias más 

altas que el extracto de la hoja (Tabla 9). El aislamiento que fue inhibido con la dosis más 

baja fue FPe3, y las dosis más altas fueron para FPa2 y FPc1 (Figura 6 y 7).  

 

Tabla 9. Resultados de la prueba de CMI y CMF de los extractos probados contra los aislamientos de 

Fusarium  

Aislamiento 
Hoja X. strumarium  

Tallo/semilla X. strumarium 

CMI mg mL-1 CMF mg mL-1 CMI mg mL-1 CMF mg mL-1 

FPe 1 ≥25 30 ≥30 35 

FPe 2 ≥25 30 ≥35 40 

FPe 3 ≥14 15 ≥20 25 

FPd1 ≥20 25 ≥25 30 

FPa1 ≥25 30 ≥30 35 

FPa2 ≥20 25 ≥35 40 

FPc1 ≥15 20 ≥35 40 
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Figura 6. Prueba de CMF y CMI en placas de microdilución de 96 pozos. 

 

 

Figura 7. Resultados de CMF del extracto de hoja de Xanthium strumarium. 

 

Las pruebas fitoquímicas revelaron diferencias entre los extractos en lo referente a la 

presencia de esteroles, quinonas y carbohidratos (antrona) (Tabla 10).  
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Tabla 10. Resultados de las pruebas fitoquímicas realizadas sobre los extractos que presentaron inhibición 

en los aislamientos de Fusarium aislados de plántulas de pino. 

Prueba fito-química Hoja de  
X. strumarium 

Tallo y semilla de  
X. strumarium 

Cumarina - - 

Sequiterpenolactonas - - 

Esteroles + - 

Quinonas - + 

Saponinas - - 

Antrona + - 

Flavonoides + + 

Taninos + + 

 

Con los resultados anteriormente obtenidos, se optó por realizar la separación 

cromatográfica del extracto que obtuvo las dosis mínimas inhibitorias y fungicidas 

menores, el cual fue el extracto metanólico de la hoja de Xanthium strumarium.  Al eluir 

la columna, se obtuvieron 220 fracciones de 50 mL. Se evaluaron mediante cromatografía 

en capa fina (TLC), para unir las fracciones similares (Figura 8), obteniendo 18 fracciones 

las cuales se almacenaron en viales ambar a 4ºC. El resultado de la bioautografía en 

cromatofolios de 25 x 75 mm presentó inhibición solo en la fracción 1 (Tabla 11). A éstas 

se realizó la bioautografía en el cromatofolio de 100 x 150 mm para determinar las bandas 

responsables de la inhibición (Figura 9), y realizar su semipurificación mediante el 

raspado de la banda activa, y para realizar las determinaciones fitoquímicas del 

componente responsable de la inhibición (Tabla 12) donde reveló positivo en cuatro 

componentes fitoquímicos.  
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Figura 8. Proceso de cromatografía en columna y cromatografía en capa fina (TLC)  

 
 

 Tabla 11. Fracciones obtenidas y su inhibición contra cepas del género Fusarium aisladas de pino.  

Proporción solvente Fracciones 
colectadas 

Fracciones 
resultantes 

ID fracción 
Actividad 
inhibitoria Cloroformo Metanol 

9.5 0.5 20 2 
1 + 
2 - 

9 1 20 
1 3 - 

8.5 1.5 20 

8 2 20 1 4 - 
7.5 2.5 20 1 5 - 
7 3 20 1 6 - 

6.5 3.5 20 1 7 - 
6 4 20 1 8 - 

5.5 4.5 20 1 9 - 

5 5 20 2 
10 - 
11 - 

0 10 20 1 12 - 
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Tabla 12. Resultados de las pruebas fitoquímicas realizadas a la subfracción activa del extracto que presentó 

inhibición en el aislamiento de Fusarium aislados de plántulas de pino. 

Prueba fitoquímica Subfracción activa 

Cumarina + 

Sequiterpenolactonas + 

Esteroles  
Quinonas + 

Saponinas - 

Antrona bajo contenido de azúcares 

Flavonoides - 

Taninos - 

alcaloides - 

 

 

Figura 9. Zona de inhibición en la prueba de bioautografía de la fracción activa sobre FPe1.  

En la prueba de evaluación de la patogenicidad y evaluación del extracto en vivero, la 

germinación comenzó 11 días después de la siembra, siendo el día 14 dds cuando se 

presentó el pico germinativo.  

En la prueba de patogenicidad, el comienzo de germinación ocurrió 11 dds y el pico de 

germinación se presentó entre 12 y 14 dds. En el caso del tratamiento del control positivo 

y del extracto las semillas presentaron baja germinación, así como bajo índice y velocidad 

de germinación. En el tratamiento del extracto, posiblemente pudo ocurrir por 

deshidratación del embrión debida al solvente en el cual se resuspendió el extracto 
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(metanol), y en el caso del control positivo porque el embrión no logró hidratarse por la 

costra de fungicida formada sobra la testa de la semilla. Es por ello que para los análisis 

de daños y supervivencia no se tomaron en cuenta lo que sugiere en próximos 

experimentos evaluar que el extracto que se aplique sobre semilla, así como los fungicidas 

se prueben de manera preliminar para determinar si producen daño o no en la semilla lo 

cual se puede realizar con una prueba de tinción de embriones con sales de tetrazolio para 

determinar viabilidad, y la prueba de índigo carmín que tiñe embriones muertos.  

Al tomar solo en cuenta el tratamiento testigo y el inoculado, respecto al porcentaje de 

germinación sólo se presentó diferencia en un aislamiento inoculado obtenido de Pinus 

engelmannii (FPe3) el cual disminuyó en 27 % la germinación (Tabla 13) lo cual indica 

que este aislamiento fue el único que provocó daño preemergente que se confirmó con los 

resultados obtenidos en el análisis de índice germinativo (Tabla 14) y velocidad de 

germinación (Tabla 15), donde también sólo hubo diferencias significativas para este 

aislamiento. El resto de los aislamientos no presentaron diferencias respecto al testigo en 

las variables de germinación por lo que se confirma que no provocaron daño 

preemergente.  

 



46 
 

Tabla 13. Porcentaje de germinación de los tratamientos evaluados en la prueba de inhibición en invernadero.  

Tratamiento FPe 1 FPe 2 FPe 3 FPd1 FPa1 FPa2 FPc1 

T1 Testigo 84.44±2.08 a 84.44±3.69 a 90.00±3.24 a 91.11±2.22 a 34.44±5.93 a 45.56±4.08 a 95.83±2.66 a 

T2 Control - 70.00±6.24 a 80.00±3.77 a 63.33±7.16 bc  90.00±3.24 a 38.89±3.93 a 40.00±5.67 a 95.55±2.08 a  

T3 Control + 72.22±3.93 a 80±5.15 a 73.33±2.72 ab 41.11±7.97 b 24.45±4.16 ab 43.34±5.39 a 75.56±5.72 ab 

T4 Extracto 8.89±1.36 b 13.33±2.83 b 13.33±2.83 c 23.33±6.43 b 6.67±2.72 b 4.45±3.24 b 41.11±4.84 b 
Promedios con letras diferentes, son estadísticamente diferentes (P<0.05) con un nivel de significacnia de α=0.05  

Tabla 14. Índice de germinación de los tratamientos evaluados en la prueba de inhibición en invernadero.  

Tratamiento FPe 1 FPe 2 FPe 3 FPd1 FPa1 FPa2 FPc1 

T1 Testigo 11.81±0.31 a 12.72±0.75 a 11.33±0.58 a 12.93±0.64 a 4.90±0.96a 6.93±0.85 a 12.93±0.51 a 

T2 Control - 10.22±0.90 a 11.27±0.81a 8.22±0.79 ab 13.67±0.48 a 5.41±0.48 a 6.05±0.86 a 12.20±0.23 a 

T3 Control + 11.81±1.25a 11.49±0.74 a 11.39±0.69 a 9.37±1.77 ab 4.07±0.82 ab 7.33±0.95 a 12.22±0.80 a 

T4 Extracto 1.42±0.25 b 1.78±0.40 b 1.97±0.42 b 4.80±1.40 a 1.62±0.64 b 0.80±0.60 b 7.08±0.72 b 
Promedios con letras diferentes, son estadísticamente diferentes (P<0.05) con un nivel de significacnia de α=0.05  

Tabla 15. Velocidad de germinación de los tratamientos evaluados en la prueba de inhibición en invernadero.   

Tratamiento FPe 1 FPe 2 FPe 3 FPd1 FPa1 FPa2 FPc1 

T1 Testigo 0.88±0.04 a  0.64±0.10 a 0.98±0.06 a 0.90±0.05 a 0.34±0.06 ab 0.38±0.02  a 0.83±0.17 ab 

T2 Control - 0.63± 0.09 ab 0.75±0.08 a 0.69±0.10 a 0.66±0.03 a 0.41±0.05 a 0.40±0.06 a 1.10±0.05 a 

T3 Control + 0.51±0.08 bc 0.75±0.05 a 0.58±0.06 a 0.18±0.03 b 0.22±0.03 bc 0.35±0.07 a 0.50±0.06 bc 

T4 Extracto 0.10±0.01 c 0.16±0.03 b 0.16±0.04 b 0.17±0.04 b 0.04±0.02 c 0.04±0.03 b 0.30±0.05 c 
Promedios con letras diferentes, son estadísticamente diferentes (P<0.05) con un nivel de significacnia de α=0.05  
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El día 13 dds (semana 2), comenzaron a aparecer las plantas con síntomas de damping-off 

postemergente, El daño en las plantas se presentó con un aspecto postrado, con la 

afectación en el cuello de la plántula (Figura 10). Estos daños se presentaron en el periodo 

comprendido entre los 13 dds y 40 dds (semana 2 a la semana 7). En ese periodo el daño 

a la planta fue inmediato, es decir un día, la planta se presentaba sana y al día siguiente 

postrada. A partir de la semana 8, la planta con inicio de síntomas tardó aproximadamente 

5 días en colapsar. De estas plantas donde se presentó daño, se pudieron recuperar colonias 

de Fusarium con la misma morfología del aislamiento inoculado, con lo cual afirmaron 

los postulados de Koch. Los aislamientos que provocaron menor daño en las plántulas de 

pino fueron FPe1, FPe2 y FPc1. Los aislamientos que presentaron mayor daño en orden 

ascendente fueron: FPa1, FPd1, FPa2, y FPe3 (Tabla 16). El aislamiento con mayor daño 

fue FPe3 que acumuló 50 % de decesos de plántulas 20 dds, a los 28 dds presentó 80 % 

de mortalidad y el 100% de mortalidad sucedió a los 82 dds. El aislamiento FPa2, acumuló 

50 % de mortalidad a los 36 dds y 61 % de daños 139 dds. El aislamiento FPd1 acumuló 

50 % de mortalidad a los 66 dds y 60 % de daño 174 dds,. Por su parte FPa1 el máximo 

daño que presentó fue de 32 % a los 30 dds.   

Tabla 16. Resultados del porcentaje de daño 180 días después de la siembra 

Tratamiento FPe 1 FPe 2 FPe 3 FPd1 FPa1 FPa2 FPc1 

T1 Testigo 0.0±0.00 1.3±1.3 0.0±0.0 a  0.0±0.00a 2.2±2.2 a 2.2± 2.2 a 1.6±1.6 

T2 Control - 4.3±1.80 1.2±1.2 100±0.0 b 60.7±2.7 b 32.2±10.4 b 61.0±11.7 b 5.9±2.0 
Promedios con letras diferentes, son estadísticamente diferentes (P<0.05) con un nivel de 
significancia de α=0.05  
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Figura 10. Experimento en vivero. Izquierda: Unidades experimentales, Derecha: Plántula de Pinus 

engelmannii con daño de damping-off  

 

El resultado de la prueba de supervivencia de Kaplan-Meier (Tabla 17), confirma que los 

aislamientos obtenidos de Pinus engelmanni: FPe1, FPe2, y el obtenido de P. cooperi 

FPC1, no presentaron diferencias respecto al testigo, por lo que presentaron baja 

virulencia. Por otro lado, los que presentaron diferencias altamente significativas fueron 

el aislamiento FPe3, que fue el más virulento seguido por los aislamientos obtenidos de 

P. arizonnica FPa1 y FPa2, seguidos de FPd1 (Figura 11). 
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Tabla 17. Resultados de la prueba de Kaplan-Meier 

Función de supervivencia 

Estadistico FPe 1 FPe 2 FPe 3 FPd1 FPa1 FPa2 FPc1 

log rank test 3.689 0.001 164.29 72.437 9.168 28.472 1.871 

P 0.054778 ns 0.980327 ns 0 ** 0 ** 0.002463 ** 0 ** 0.171381 ns 
 

 

Figura 11. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de los aislamientos que provocaron daño significativo 

por damping-off en plántulas de pino.  

 

El modelo epidemiológico Gompertz fue el que presentó mejor ajuste para el aislamiento 

FPe3 y FPd1, representado por la ecuación daño= alfa*exp(-beta*exp(-gamma*DDS)), 
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en este los parámetros realizaron una contribución significativa (p<0.05) y su estimación 

se observa en la Tabla 18. Por su parte, los aislamientos obtenidos de Pinus arizonica, se 

ajustaron con el modelo monomolecular representado por la ecuación alfa*(1-beta*exp(-

gamma*DDS)) y sus parámetros, así como su significancia de muestra en la Tabla 18. 

Tabla 18. Resultados de los estimadores con mejor ajuste para los modelos epidemiológicos que provocaron 

damping-off en pántulas de  

Aislamiento Modelo epidemiológico 
Parámetro estimado 

Alfa p-valor Beta p-valor Gamma p-valor 

FPe3 Gompertz 98.36 <0.0001 15.36 <0.0001 0.15 <0.0001 

FPd1 Gompertz 55.78 <0.0001 7.27 <0.0001 0.08 <0.0001 

FPa1 Monomolecular 62.55 0.0489 0.8 <0.0001 0.0043 0.278 

FPa2 Monomolecular 99.93 <0.0001 0.81 <0.0001 0.01 0.0148 
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DISCUSIÓN 
 

Los hallazgos de la presente investigación son similares a los encontrados por (Menkis et 

al. 2006)  quienes encontraron únicamente hongos del género Fusarium colonizando 

raíces de Pinus silvestris y Picea abies y no hallaron hongos de los géneros Rhizoctonia, 

Phytium y Phythopthora.  

La morfología microscópica de algunos aislamientos encontrados en la presente, tienen 

características similares a las encontradas en F. oxysporum del estudio de (Robles Yerena 

et al. 2016) cultivado en CLA que produjeron macroconidios y microconidios en 

monofialides y estructuras conidiogénicas en forma de falsas cabezas. Por otro lado, 

algunos de los hongos que se aislaron en ésta investigación tienen similitud a los hallados 

por (García-Díaz et al. 2019, García-Díaz et al. 2017) en F. cicrcinatum, coincidiendo en 

las características morfológicas y morfométricas así como la presencia de hifas enrolladas 

. Los dos autores mencionados anteriormente realizaron sus investigaciones en México en 

años recientes y es importante referirlos por su contribución en la identificación de 

especies del género Fusarium que producen enfermedades en plántulas de pino cultivadas 

en condiciones protegidas. En el estudio de Pérez-Sierra, encontraron dos grupos de 

hongos que al crecer en PDA, las principales características macroscópicas sobresalientes, 

fueron el borde de la colonia el cual presentó el margen completo, el aspecto del micelio 

de forma algodonoso, el color del micelio en tonos blanquecinos con tinte en la parte 

central de la colonia, un grupo de color salmón y el otro color violeta a púrpura, y de forma 

microscópica, conidios ovalados sin septos, de forma esporádica con 1 septo, formadas en 

falsas cabezas, conidióforos ramificados  en forma de monofialides y polifialides, 

clamidosporas ausentes,  el primer grupo con hifas hialinas enrolladas con las 

características de F. circinatum y el segundo grupo hifas estériles pero no enrolladas.  

(Pérez-Sierra et al. 2007).  

En los resultados de las pruebas de inhibición con los extractos utilizados en esta 

investigación, se pueden contrastar con los resultados obtenidos por de-Rodríguez donde 

los compuestos más afines al solvente polar como los polifenoles pueden presentar mayor 

actividad contra los fitopatógenos, lo cual no es el caso de ésta investigación donde los 
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polifenoles están en más baja proporción, en cambio en este estudio, las sustancias con 

posible respuesta antifúngica son los terpenos que se extraen en mayor cantidad con 

solventes polares (De Rodríguez et al. 2011). 

En un experimento realizado con plantas del Himalaya, extracto de hojas de Agave 

americana obtenido por maceración en diclorometano, se realizó una prueba de 

bioautografía directa contra Alternaria alternata y Curvularia lunata:   se aplicaron 20 µl 

de soluciones correspondientes a 1000 µg de extractos brutos a placas de TLC de gel de 

sílice y desarrolladas con cloroformo-metanol (1: 9, v / v), y secado para la eliminación 

completa de disolventes. Sobre la superficie se dispersó inóculo fúngico y se incubó y no 

se presentó inhibición en el caso de A. americana (Guleria and Kumar 2006).  

El extracto de A. durangensis y D. viscosa posiblemente presentó una condición muy 

parecida a la que menciona de-Rodriguez donde el extracto de Y. carnerosana obtuvieron 

un efecto contrario a la inhibición, es decir, se comportaron como promotores de la 

esporulación del hongo(De Rodríguez et al. 2011). 

Plantas de Agave americana colectadas en Cambodia y en extracción por maceración en 

metanol por el método de difusión en discos de 6 mm, y aplicados a una dosis 200 y 400 

µL por disco obtuvieron una inhibición aproximada entre 11 y 14 mm de diámetro para 

las dos concentraciones contra C. albicans. La CMI la determinaron mediante la técnica 

propuesta por el CLSI., y la MIC fue de 250 μg ml-1 y la CMF fue de 500 μg mL-1. Los 

autores mencionan que los compuestos responsables de la inhibición pueden ser las 

saponinas esteroidales (Chea et al. 2007). 

En un estudio llevado a cabo en Nuevo León, México, se colectaron plantas de A. 

aspérrima y A. striata, se dividieron en hoja, raíz, escapo floral y flores y se obtuvieron 

extractos por maceración acuosa, metanol y etanol. Los evaluaron contra Aspergillus 

flavus y A. parasiticus mediante la técnica de difusión en pozo y la CMI la determinaron 

mediante macrodilución. Las partes más activas fueron la flor y el escapo. Los extractos 

metanólicos, etanólicos y acuosos de raíces y hojas no ejercieron ninguna acción 

inhibidora detectable sobre las cepas fúngicas. El promedio de inhibición osciló entre 0,9 

y 1,5 cm del extracto de flor y entre 2,5 y 3,1 cm del extracto de escapo. Las flores de A. 

asperrima exhibieron los valores de CMI más bajos con 0.5-1.0 mg mL-1 contra las cepas 
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de A. flavus y 1.0 mg mL-1 contra las cepas de A. parasiticus, los extractos de flores de A. 

striata fueron menos activos en un rango de 1.0 a 2.0 mg mL-1 para todas las cepas de 

hongos. Los extractos de escapo de ambas plantas fueron los menos efectivos, con un 

rango de 19 a 30 mg  mL-1 contra cepas de A. flavus y de 22 a 25 mg  mL-1 contra cepas 

de A. parasiticus (Sánchez et al. 2005). 

En un estudio realizado con Agave lechuguilla en México, obtuvieron extractos   por 

infusión en agua y con emulsiones de lanolina y manteca de cacao con aceite mineral, 

extrajeron polifenoles totales y probaron esa fracción a dosis de 500, 1000, 2000, 3000 y 

4000 ppm y evaluaron su respuesta sobre Rhizoctonia solani mediante la técnica del medio 

de cultivo envenenado. El resultado fue una inhibición del crecimiento menor del 30 %. 

En otras plantas evaluadas como L. tridentata y F. cernua encontraron inhibición 

dependiente de la dosis, atribuidas a los taninos (Castillo et al. 2010).   

En otro estudio de India, hojas y corteza de D. viscosa, fueron sometidas a extracción con 

maceración en eter de petróleo, cloroformo, metanol y también por infusión en agua a 60° 

C. Los evaluaron contra Fusarium oxysporum, F. oxysporum f. sp. conglutinans, 

Curvularia lunata y Rhizoctonia solani mediante la técnica de difusión en pozo, según la 

NCCLS 1997. La CMI fue determinada por macrodilución en caldo PDA. Solamente el 

extracto metanólico de la corteza de D. viscosa presentó una débil inhibición contra C. 

lunata (Singha et al. 2011).  

En Etiopia hojas fueron sometidas a extracción con metanol. El método para su evaluación 

como inhibitorio se evaluó mediante la técnica de difusión en disco Kirby-Bauer, contra 

Aspergillus fumigatus, y Trichophyton rubrum sobre los cuales no presentó actividad 

(Getie et al. 2003). 

En India, obtuvieron extractos acuosos de hojas y flores de D. viscosa. Lo evaluaron contra 

Aspergillus flavus, A. fumigatus y A. niger por la prueba de difusión en pozo. No 

presentaron inhibición (Srinivasan et al. 2001). 

Lawson en 2020 evaluaron los aceites esenciales de asteráceas obtenidos por 

hidrodestilación de la parte aérea contra hongos (método de microdilución en caldo 

usando anfotericina B como control positivo y RPMI como control negativo) y 
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encontraron que los componentes como limoneno, myrceno (monoterpenos 

hidrocarbonados) mostraron una CMI contra Asperillus niger (ATCC 16888), de 625 ug 

mL-1. Los compuestos obtenidos del aceite esencial de Xanthium strumarium fueron 

limoneno (48.23%), myrceno (14.31%), germacreno D (13.92%), (2E-)hexenal (5.79%) 

y sabineno (4.89%) que en conjunto dan un total de 87.14%.  Monoterpenos 

hidrocarbonados 70.87, monoterpenoides oxigenados 2.22%, sesquiterpenos 

hydrocarbonados 16.58%, sesquiterpenoides oxigenados 1.95, diterpenoides 0.89, 

benzenoides 0.28%, otros, 0.29% (Lawson et al. 2020).  

Iqbal et al 2020, en su estudio de pruebas fitoquímicas preliminares encontraron terpenos, 

fenoles, alcaloides, saponinas y flavonoides.  Éstos autores encontraron que la invasión 

de un fitopatógeno sobre la planta de Xanthium incrementó la proporción de terpenos a 

comparación de una planta sana (Iqbal and Feng 2020). 

En un estudio se encontró que en el análisis del aceite esencial obtenido por 

hidrodestilación en aparato tipo Clavenger durante 3 horas las hojas de X. strumarium 

presentaron terpenoides en un 98,37% de la masa total, los sesquiterpenos representaron 

los componentes principales en una proporción del 72,40%, incluidos los tipos oxigenados 

y no oxigenados (61,78% y 10,62%), monoterpenoides (25,19%), tanto de tipo no 

oxigenado (14,27%) como oxigenado (10,92%). Los diterpenoides representaron solo el 

0,78% de la masa total, con solo dos compuestos identificados, que se caracterizaron como 

acetato de fitol (0,49%) y (8, 13) -kaur-16-eno (0,29 %),   y el resto de componentes fueron 

hidrocarburos oxigenados (El-Gawad et al. 2019). 

El rendimiento porcentual de extractos de hojas de X. strumarium en diferentes sistemas 

de disolventes son Hexano (7,23%), Cloroformo (20,67%), Acetona (1,241%), Metanol 

(6,80%), en soxhlet, el extracto de metanol era el extracto altamente activo para los 

fitoconstituyentes, y resultó con alcaloides, carbohidratos y compuestos fenólicos. Las 

proteínas y los aminoácidos, los triterpenoides de los esteroles, las grasas y el aceite fijo 

y las saponinas estaban ausentes en el metanol. El extracto de acetona mostró la presencia 

de carbohidratos y compuestos fenólicos únicamente. Los extractos de hexano y 

cloroformo no mostraron ningún fitoconstituyente (Kumar Deepak et al. 2016). 
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En las pruebas de invernadero, se presentaron resultados similares a los de (García-Díaz 

et al. 2017).  El hongo F. circinatum, en Pinus greggii redujo 43 % la germinación, la 

enfermedad se desarrolló 5 semanas después de la inoculación, en el 93 % de plántulas 

dañadas recuperaron el hongo inoculado y a partir semillas no germinadas recuperaron 

100% de esos aislamientos. (García-Díaz et al. 2019)  a los 20 días después de la 

inoculación. 

(Robles Yerena et al. 2016), al inocular F. solani y F. oxysporum en Pinus patula y P. 

pseudostrobus, la sintomatología se observó 15 días después de su inoculación, la 

incidencia final fue de 100 %. F. oxusporum presentó mayor virulencia en P. patula.  

En la investigación de (Mateos et al. 2017) inocularon F. verticillioides y F. oxysporum 

en la siembra de Pinus sylvestris y P. pinea y encontraron que F. oxysporum presentó 

mayor índice de daño. En los resultados obtenidos por (Davydenko et al. 2018), F. 

circinatum presentó mortalidad en casi todas las plántulas de diferentes procedencias de 

P. sylvestris en el periodo de cuatro meses después de la inoculación y los daños 

provocados por F. oxysporum fueron de cerca del 64 % al día 21 después de la inoculación, 

por otro lado otras especies de Fusarium, provocaron bajo porcentaje de daño. Estos 

autores hacen énfasis en las primeras semanas, donde es el periodo crítico de desarrollo 

del patógeno de tal forma que es cuando se deben llevar a cabo los tratamientos 

fitosanitarios encaminados a reducir la cantidad de inoculo para frenar el desarrollo de la 

enfermedad, ya que si no se combate, el inoculo puede ingresar a las plantaciones 

forestales y provocar transmisión de cancro resinoso.  

Al inocular G. circinata (anamorfo F. circinatum) sobre semillas de varias familias de P. 

radiata (Aegerter and Gordon 2006) observaron que la mortalidad fue diferente entre 

familias, comprendida entre 3.5 a 52 %.  

Utilizar semillas libres de propágulos de hongos, es el procedimiento más seguro para 

prevenir la entrada de F. circinatum en zonas libres de la enfermedad de cancro resinoso 

del pino (Berbegal et al. 2015).  
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Respecto a la dinámica de las poblaciones de Fusarium en el vivero, (Ocamb et al. 2002) 

mencionan que puede variar, y este hongo puede ser introducido al vivero desde el 

almacenamiento de la semilla y por su manipulación de durante la siembra, por ello es 

necesario realizar pruebas de patogenicidad de los lotes de semillas para conocer el 

potencial de afectación de esos aislamientos y para determinar la dinámica cuando se 

presentan las infecciones; en su investigación, los hallazgos sugieren que propágulos de 

especies de hongos reportadas como patógenas de la raíz de plantas, fueron introducidas 

por fuentes externas y raramente se aislaron de semillas, además, el daño en las plántulas 

donde fueron inoculados estos hongos fue variable y esta variabilidad se presentó entre 

especies de Fusarium, debido a ello, es importante la identificación de esos patógenos 

para conocer la dinámica del crecimiento de esos patógenos.   

El medio ambiente y factores genéticos juegan un papel importante en la resistencia que 

presentan diferentes especies de pino en respuesta a las infecciones por Fusarium 

circinatum, que  es el más virulento de las coníferas y ensayos reportan por lo menos 60 

especies susceptibles al patógeno;  puede producir infección directamente por insectos y 

vectores o, indirectamente por viento y agua (Flores-Pacheco 2017).  

En los viveros que producen plantas de forma comercial, la enfermedad es la principal 

preocupación en etapas tempranas del desarrollo, varias especies de Fusarium spp. afectan 

la viabilidad de las semillas y las plantas jóvenes de pino, provocando pérdidas debido a 

semillas no viables y debilitamiento o muerte de las plántulas, esto  también disminuye la 

productividad de los programas de reforestación debido a las restricciones impuestas 

durante el establecimiento de una campaña de cuarentena, ya que plantas infectadas 

pueden ser asintomáticas y ser el vector del patógeno a largas distancias además de bajar 

el rendimiento en plantaciones, la prohibición de siembra de especies susceptibles en 

zonas de España y también la disminución en exportación de madera y otros productos y 

por otro lado aumenta el costo del seguimiento y control del patógeno (Storer et al., 1998),  

Los viveros en los que las plantas presentaron infecciones por F. circinatum eran 

típicamente el primer punto de entrada de la enfermedad y todavía constituyen un 

reservorio para la transmisión a las plantaciones forestales (Davydenko et al. 2018). 
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Como ejemplo (Britz et al. 2001)proponen que  Fusarium circinatum aislado en rodales 

naturales de Pinus pátula, y P. greggii, en México, pudo haber ingresado a Sudáfrica 

posiblemente en semillas contaminadas.  
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CONCLUSIONES 
 

 

La enfermedad de damping-off en plántulas de pino producidas en los viveros del estado 

de Durango, fue provocada por hongos del género Fusarium, y sus características 

macroscópicas y microscópicas concordaron con las del complejo de especies de 

Fusarium fujikuroi y del complejo F. oxysporum. El extracto metanólico de Xanthium 

strumarium presentó actividad inhibitoria en hongos del género Fusarium aislados de 

plántulas de pino. La actividad fungicida del extracto metanólico de Xanthium strumarium 

sobre los hongos del género Fusarium se presentó a una concentración de 14 a 30 mg mL1 

La cromatografía en columna y en capa fina permitieron separar la fracción del extracto 

metanólico de X. strumarium con actividad y las pruebas fitoquímicas cuantitativas 

revelaron presencia de sesquiterpenlactonas, cumarinas y quinona en la subfracción activa 

del extracto metanólico de la hoja de X. strumarium con actividad contra aislados de 

Fusarium obtenidos de pino. Los aislados de Fusarium con mayor virulencia fueron 

obtenidos de Pinus engelmannii y P. durangensis y se ajustaron al modelo epidemiológico 

Gompertz y los de menor virulencia obtenidos de P. arizonica se ajustaron al modelo 

monomolecular.  
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PERSPECTIVAS 
 

En investigaciones posteriores realizar la identificación de los aislamientos fúngicos con 

marcadores moleculares y herramientas biotecnológicas, continuar las investigaciones 

para la obtención de compuestos bioactivos contra fitopatógenos, así como la dilucidación 

de su estructura molecular mediante cromatografía de alta resolución y detección 

mediante métodos espectroscópicos, su mecanismos de acción biológica, además explorar 

prácticas agronómicas para aumentar la concentración de compuestos bioactivos de 

interés, así como la búsqueda de compuestos bioactivos o precursores en residuos 

agroindustriales.     
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