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Portada

El proceso comunitario de aprendizaje y aprovechamiento
sustentable de hongos comestibles a partir de residuos
agricolas, como rastrojo de maiz y frijol, representa una
alternativa agroecologica que fortalece la soberania
alimentaria, promueve el uso responsable de recursos
locales y contribuye a la revitalizacion del conocimiento
etnomicologico tradicional. La participacion comunitaria,
el intercambio gastronémico y la transmision
intergeneracional de saberes reflejan la estrecha relacion
entre patrimonio biocultural, innovacién tecnoldgica y
resiliencia social en contextos rurales indigenas.

The community-based process of learning and sustainable use
of edible mushrooms through agricultural residues, such as
maize and bean straw, represents an agroecological
alternative that strengthens food sovereignty, promotes the
responsible use of local resources, and contributes to the
revitalization of traditional ethnomycological knowledge.
Community participation, gastronomic exchange, and the
intergenerational transmission of knowledge reflect the close
relationship between biocultural heritage, technological
innovation, and social resilience in indigenous rural contexts.

por/by
Rafael Fernandez Nava
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POLIBOTANICA, revista botanica internacional del Instituto Politécnico Nacional, incluye
exclusivamente articulos que representen los resultados de investigaciones originales en el area. Tiene
una periodicidad de dos numeros al afio, con distribucién y Comité Editorial Internacional.

Todos los articulos enviados a la revista para su posible publicacion son sometidos por lo menos a
un par de arbitros, reconocidos especialistas nacionales o internacionales que los revisan y evalian y
son los que finalmente recomiendan la pertinencia o no de la publicacion del articulo, cabe destacar
que este es el medio con que contamos para cuidar el nivel y la calidad de los trabajos publicados.

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES PARA LA PUBLICACION DE TRABAJOS
Se aceptaran aquellos originales que se ajusten a las prescripciones siguientes:

POLIBOTANICA incluye exclusivamente articulos que representen los resultados de investigaciones
originales que no hayan sido publicados.

1. El autor debera anexar una carta membretada y firmada dirigida al Editor, donde se presente el
manuscrito, asi como la indicacion de que el trabajo es original e inédito, ya que no se aceptan
trabajos publicados o presentados anterior o simultdineamente en otra revista, circunstancia que
el autor(es) debera declarar expresamente en la carta de presentacion de su articulo.

2. Al quedar aceptado un trabajo, su autor no podra ya enviarlo a ninguna otra revista nacional o
extranjera.

3. Los articulos deberan estar escritos en espafiol, inglés, francés o portugués. En el caso de estar
escritos en otros idiomas diferentes al espafiol, debera incluirse un amplio resumen en este
idioma.

4. Como parte de los requisitos del CONACYT, POLIBOTANICA ahora usa la plataforma del
Open Journal System (OJS); para la gestion de los articulos sometidos a la misma.Asi que le
solicitamos de la manera mds atenta sea tan amable de registrarse y enviar su articulo en la
siguiente liga: www.polibotanica.mx/ojs/index.php/polibotanica

a) cargar el trabajo en archivo electronico de office-word, no hay un méximo de paginas con
las siguientes caracteristicas:
b) en paginas tamafio carta, letra times new roman 12 puntos a doble espacio y 2 cm por margen

5. Las figuras, imagenes, graficas del trabajo deben estar incluidas en el documento de Word original:

a) en formato jpg
b) con una resolucion minima de 300 dpi y un tamafio minimo de 140 mm de ancho
c) las letras deben estar perfectamente legibles y contrastadas

6. Todo trabajo debera ir encabezado por:

a) Un titulo tanto en espafiol como en inglés que exprese claramente el problema a que se refiere.
El formato para el titulo es: negritas, tamafio 14 y centrado;

b) El nombre del autor o autores, con sus iniciales correspondientes, sin expresion de titulos
o grados académicos. El formato para los autores es: alineados a la izquierda, cada uno en un
parrafo distinto y tamafio 12. Cada autor debe tener un namero en formato superindice indicando
a que afiliacion pertenece;

¢) La designacion del laboratorio e institucion donde se realizo el trabajo.La(s) afiliacion(es)
debe(n) estar abajo del grupo de autores. Cada afiliaciondebera estar en un parrafo y tamafio
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12. Al inicio de cada afiliacidonestara el nimero en superindice que lo relaciona con uno o mas
autor/es.

d) El autor para correspondencia deberd estar en el siguiente parrafo, alineado a la izquierda,
tamafio 12.

Todo trabajo debera estar formado por los siguientes capitulos:

a) RESUMEN y ABSTRACT. Palabras clave y Key Words. El resumen debe venir después
de la afiliacion de los autores, alineado a la izquierda, tamafo 12. La palabra “Resumen: /
Abstract:” debe venir en negritas y con dos puntos. El texto del resumen debe empezar en el
parrafo siguiente, tamafio 12 y justificado. El texto “Palabras clave / Key Words:” debe venir
en negritas seguido de dos puntos. Cada una de las palabras clave deben estar separadas por
coma o punto y coma, finalizadas por punto.

b) INTRODUCCION y METODOS empleados. Cuando se trate de técnicas o métodos ya
conocidos, solamente se les mencionara por la cita de la publicacion original en la que se dieron
a conocer. El formato para todas las secciones en esta lista es: negritas, tamafio 16 y centrado.

c) RESULTADOS obtenidos. Presentacion acompafiada del nimero necesario de graficas, tablas,
figuras o diagramas de tamafio muy cercano al que tendra su reproduccion impresa (19 x 14 cm).

d) DISCUSION concisa de los resultados obtenidos, limitada a lo que sea original y a otros
datos relacionados directamente y que se consideren nuevos.

e) CONCLUSIONES.

ESPECIFICACIONES DE FORMATO PARA EL CUERPO DEL TRABAJO

oUW t

-

. Secciones/Subtitulos de parrafo: Fuente tamafio 16, centrado, en negritas, con la primera letra

en mayuscula.

. Subsecciones/Subtitulos de parrafo secundarios : Fuente tamafio 14, centrado, en negritas, con la

primera letra en mayutscula. Cuando existan subsecciones de subseccion formatear en tamafo
13 negrita y centrado.
Cuerpo del texto: Fuente tamafo 12, justificado. NO debe haber saltos de linea entre parrafos.
Las notas de pie de pagina deben estar al final de cada pagina, fuente tamafio 12 justificadas.
Cita textual con mas de tres lineas: Fuente tamano 12, margen izquierdo de 4 cm.
Titulo de imagenes: Fuente tamano 12, centrado y en negritas, separado por dos puntos de su
descripcion. Descripcion de las imagenes: tamano 12.

. Notas al pie de las imagenes: Fuente tamano 12 y centradas con respecto a la imagen, la primera

letra debe estar en mayusculas.

. Imagenes: deben estar en el cuerpo del texto, insertadas en formato png o jpg, a por lo menos 300
dp1 de resolucion y centradas. Las 1magenes deben estar en linea con el texto. Se consideran
imagenes: graficos, cuadros, fotografias, diagramas y, en algunos casos, tablas y ecuaciones.

. Tablas de tipo texto: El titulo de las columnas de las tablas debe estar en negritas y los datos

del cuerpo de la tabla con fuente normal. Los nombres cientificos deben estar en italicas. Se
recomienda utilizar las Tablas como imagenes, estas deberan de ir centradas (a por lo menos
300 dpi de resolucion).

10. Notas al pie de la tabla: Fuente tamano 12 y centradas con respecto a la tabla, la primera letra

debe estar en mayusculas.

11. Ecuaciones pueden estar en Mathtype 1 o en imagen. En este ultimo caso, seguir instrucciones

del punto 8.

12. Citas del tipo autor y ano deben estar entre parentesis, con el apellido del autor seguido por el

ano (Souza, 2007), primera letra en mayuscula.



8. LITERATURA CITADA, Se tomara como base el Estilo APA para las Referencias Bibliograficas,
formada por las referencias mencionadas en el texto del trabajo y en orden alfabético. Es
obligatorio utilizar Mendeley® (software bibliografico). El propoésito de utilizar este tipo de
software es asegurar que los datos contenidos en las referencias estdn correctamente estructurados
y corresponden a las citas del cuerpo del texto.

ESTRUCTURA Y FORMATO DE LOS AGRADECIMIENTOS Y REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

1. Los Agradecimientos deberan estar despues de la ultima seccion del cuerpo del texto. Esta
informacion debe tener como titulo la palabra “Agradecimientos”, o su equivalente en otro
idioma, en negritas, tamano 12 y centrado. El texto de esta informacion debe estar en tamano
12 justificado.

2. Las Referencias bibliograficas deben estar en orden alfabetico sin salto de linea de parrafo,
alineados a la izquierda, en tamano 12.

3. Apendices, anexos, glosarios y otros materiales deben incluirse despues de las referencias
bibliograficas. En caso de que estos materiales sean extensos deberan ser creados como archivos
PDF.

9. REVISION Y PUBLICACION

Todos los articulos enviados a la revista para su posible publicacion seran sometidos a una revision
“doble ciego”, se enviaran por lo menos a un par de arbitros, reconocidos especialistas nacionales o
internacionales que los revisaran y evaluaran y seran los que finalmente recomienden la pertinencia
o no de la publicacion del articulo, cabe destacar que este es el medio con que contamos para cuidar
el nivel y la calidad de los trabajos publicados.

Una vez aceptado el trabajo, se cobraran al autor(es) $299 por pagina mas IVA, independientemente
del nimero de fotografias que contenga.

PUBLICATION GUIDELINES

POLIBOTANICA, an international botanical journal supported by the National Polytechnic Insti-
tute, only publishes material resulting of original research in the botanic area. It has a periodicity
of two issues per year with international distribution and an international Editorial Committee.

All articles submitted to POLIBOTANICA for publication are reviewed by at least a couple
of referees. National or international recognized experts will evaluate all submitted mate-
rials in order to recommend the appropriateness or otherwise of a publication. Therefore, the
quality of published papers in POLIBOTANICA is of the highest international standards.

FOR PUBLICATION OF ARTICLES
Originals that comply with the following requirements will be accepted:

1. POLIBOTANICA includes only items that represent the results of original research which have
not been published.The author should attach an official and signed letter to Editor stating that
the work is original and unpublished. We do not accept articles published or presented before or
simultaneously in another journal, a fact that the author (s) must expressly declare in the letter.

2. When an article has been accepted, the author can no longer send it to a different national or
foreign journal.
3. Articles should be written in Spanish, English, French or Portuguese. In the case of be written in



languages other than Spanish, it should include an abstract in English.

4. The article ought to be sent to the POLIBOTANICA’s Open Journal System http://www.polibo-
tanica.mx/0js in an office-word file without a maximum number of pages with the following
features:
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RESUMEN: EI objetivo del trabajo fue determinar la patogenicidad de C. cassiicola
ITC7 en C. chinense, la efectividad in vitro de B. subtilis CBCK47 y el extracto acuoso
de C. chichenensis sobre la inhibicion del crecimiento micelial, esporulacion y
germinacion de conidios de C. cassiicola ITC7. La prueba de patogenicidad consistio en
inocular un disco de micelio de C. cassiicola ITC7 en hojas de C. chinense; la
efectividad de B. subtilis CBCK47 contra C. cassiicola ITC7 se realiz6 en confrontacion
dual in vitro en medio de cultivo PDA, inoculando en un extremo una solucion
bacteriana de 1x10% UFC mL™' y en el otro extremo un disco de micelio de C. cassiicola
ITC7. Cada 24 h se midi6 el crecimiento micelial del hongo, también se determind la
fitotoxicidad del extracto acuoso de C. chichenensis (a concentraciones de 3,9, 12, 15y
18%) sobre fragmentos de 2 cm? de hojas de C. chinense. La maxima concentracion que
no presento fitotoxicidad se sometid a la prueba de efectividad sobre C. cassiicola ITC7,
en cajas Petri con medio PDA mezclado con el extracto acuoso, se depositd en el centro
un disco de micelio de 5 mm y se incubaron a 27 °C. La sensibilidad de B. subtilis
CBCK47 al extracto acuoso, se llevo a cabo en medio agar nutritivo, sobre el cual se
distribuy6 una solucion bacteriana de 1.6x108 UFC mL™! y después se depositaron cuatro
discos de papel filtro impregnados con 20 pL: dos con el extracto acuoso, uno
cloranfenicol y uno con agua destilada estéril. Los resultados indicaron que el C.
chinense es susceptible a la inoculacion de C. cassiicola ITC7 al manifestar los sintomas
caracteristicos de la enfermedad. B. subtilis CBCK47 inhibié en 14% el crecimiento
micelial del hongo analizado. Concentraciones superiores al 9% del extracto acuoso de
C. chichenensis inducen fitotoxicidad. El extracto acuoso de C. chichenensis al 9%
inhibid en 48% el crecimiento micelial, 27% la esporulacion y 38% la germinacion de
conidios de C. cassiicola ITC7, pero, no afect6 el crecimiento de B. subtilis CBCK47.
Por lo anterior, el extracto acuoso de C. chichenensis al 9% y B. subtilis CBCK47 a una
concentracion de 1x108 UFC mL™! aplicados en combinacion para inhibir a C. cassiicola
en C. chinense representa una alternativa viable.
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Palabras clave: Extracto acuoso, Bacillus subtilis, Croton chichenensis, Corynespora cassiicola,
inhibicion.

ABSTRACT: The objective of the work was to determine the pathogenicity of C. cassiicola
ITC7 in C. chinense, the in vitro effectiveness of B. subtilis CBCK47 and the aqueous extract of
C. chichenensis on the inhibition of mycelial growth, sporulation and conidia germination of C.
cassiicola ITC7. The pathogenicity test consisted of inoculating a C. cassiicola ITC7 mycelium
disc onto C. chinense leaves; the effectiveness of B. subtilis CBCK47 against C. cassiicola ITC7
was determined in a dual confrontation in vitro in PDA culture medium, inoculating at one end
with a bacterial solution of 1x10% CFU mL"! and at the other end with a mycelium disc of C.
cassiicola ITC7. Mycelial growth of the fungus was measured every 24 h, and the phytotoxicity
of the aqueous extract of C. chichenensis (at concentrations of 3, 9, 12, 15 and 18%) was also
determined on 2 cm? fragments of C. chinense leaves. The highest concentration that did not show
phytotoxicity was subjected to the effectiveness test on C. cassiicola ITC7, in Petri dishes with
PDA medium mixed with the aqueous extract, a 5 mm mycelium disc was placed in the center
and incubated at 27 °C. The sensitivity of B. subtilis CBCK47 to the aqueous extract was carried
out on nutrient agar medium, on which a bacterial solution of 1.6x10% CFU mL™! was distributed
and then four filter paper discs impregnated with 20 uL. were deposited: two with the aqueous
extract, one with chloramphenicol and one with sterile distilled water. The results indicated that
C. chinense is susceptible to inoculation by C. cassiicola ITC7 by exhibiting the characteristic
symptoms of the disease. B. subtilis CBCK47 inhibited mycelial growth of the analyzed fungus
by 14%. Concentrations above 9% of the aqueous extract of C. chichenensis induced
phytotoxicity. The 9% aqueous extract of C. chichenensis inhibited mycelial growth by 48%,
sporulation by 27%, and conidial germination by 38% of C. cassiicola ITC7, but did not affect
the growth of B. subtilis CBCK47. Therefore, the aqueous extract of C. chichenensis at 9% and
B. subtilis CBCK47 at a concentration of 1x10% CFU mL™! applied in combination to inhibit C.
cassiicola in C. chinense represents a viable alternative.

Key words: Aqueous extract, Bacillus subtilis, Croton chichenensis, Corynespora cassiicola,
inhibition.

INTRODUCCION

La mancha foliar es una enfermedad causada por un hongo fitopatdgeno como Corynespora
cassiicola; afecta alrededor de 530 especies de plantas pertenecientes a 380 géneros y, se
distribuye en zonas tropicales y sub-tropicales del mundo (Dixon et al., 2009; Smith et al., 2009).
En el chile habanero (Capsicum chinense Jacq.), causa pequeias lesiones necroticas con centros
café claro y margenes oscuros, rodeados con un halo amarillo resultado del efecto de la toxina
cassiicolina (Ruiz-Hernandez, 2016). Este hongo infecta principalmente hojas, tallos, raices y
frutos (Shimomoto ef al., 2008) lo que causa pérdidas de produccion significativas. La severidad
de la enfermedad varia de acuerdo con el material genético, las condiciones que prevalecen
durante el crecimiento del cultivo y la virulencia del hongo (Ortega-Acosta et al., 2019a).

Por otro lado, el control de la enfermedad se basa en el uso de fungicidas organosintéticos de
diferentes grupos toxicologicos, los cuales, por el uso frecuente y prolongado van perdiendo su
efectividad, debido a la seleccion de cepas resistentes del hongo y en consecuencia induciendo
efectos negativos a la salud de los aplicadores y consumidores por la residualidad; contaminacion
y deterioro de la biodiversidad del entorno del agroecosistema (Aciego, 2006).

Esta situacion ha propiciado la exploracion de estrategias diferentes a los fungicidas para reducir
el dafo de C. cassiicola, como el empleo de microorganismos antagonistas y uso de extractos
vegetales que han mostrado, efectividad en el control de varios hongos fitopatégenos (Vazquez-
Luna et al., 2007). En este sentido, Bacillus subtilis tiene la capacidad de producir metabolitos
secundarios (fengicina, surfactina e iturina), que actuan como inhibidores del crecimiento
micelial de hongos fitopatogenos (Mnif y Ghribi, 2015); como las cepas de B. subtilis F8 y B.
subtilis K47 que inducen in vitro la produccion de surfactina con actividad quitinolitica, por lo
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cual, inhiben el crecimiento micelial entre un 69.1% y 72.9%, de la cepa C. cassiicola aislada de
hojas de Solanum lycopersicum (Padron-Chan et al., 2025), al igual que la cepa B. subtilis SF1
que estaria relacionado con la produccion de surfactina como potencial inhibidor in vivo de
Fusarium foetens en papa (Liu et al., 2023); mientras que, se propone que en col china, la cepa
B. subtilis NCD-2 contra Plasmodiophora brassicae por medio de la funcion de fengicina estaria
relacionado en la supresion de la hernia de la col, enfermedad presente en condiciones de
invernadero (Guo et al., 2019).

Asimismo, los extractos vegetales acuosos incorporados al medio de cultivo in vitro han sido
efectivos en la inhibicion del crecimiento micelial, esporulacion y germinacion de esporas de
hongos fitopatogenos o al asperjarse al follaje, redujeron la severidad de la enfermedad. Como,
por ejemplo, las plantas del género Croton que tiene reportes de al menos 339 diterpenoides (Xu
et al., 2018), entre los que se encuentran: flavonoides, eugenol, fenoles, terpenos y derivados
diterpenos con actividad citotoxicas (Zhao et al., 2016), larvicida (Quevedo et al., 2007),
antifungicas (Athikomkulchai et al., 2006), entre otros. En la peninsula de Yucatan, se encuentra
Croton chichenensis de la cual se han reportado metabolitos secundarios, como acidos grasos,
crotofuranensis I y I, ledol, diterpenos y acido 3-acetilaleuritélico (Concha-Franco, 2020). En el
caso de C. cassiicola, el extracto acuoso de raiz de C. chichenensis inhibid in vitro del 79-100%
del crecimiento micelial (ICM), 100% la esporulacion (IE) y 71-100% la germinacion de conidios
(IGC), ademas de disminuir en un 57% la severidad de C. cassiicola en plantas de tomate en
condiciones de invernadero (Moo-Koh et al., 2022). Por su parte, los extractos etandlicos de hojas
y flor de muérdago (Psittacanthus calyculatus) inhibieron a Colletotrichum gloeosporioides,
Fusarium sp. y Curvularia sp. del ICM en 70-98% y el IGC en 84-100% (Xoca-Orozco et al.,
2022), lo cual se relaciond con la presencia de compuestos fenolicos como los acidos: galico,
protocatéquico, cafeico, p-cumarico y rosmarinico, ademas de flavonoides como hesperidina,
catequina, quercetina y kaempferol (Moustapha et al., 2011).

En los hongos aislados del cultivo de calabaza (Curcubita pepo L.): F. oxysporum, F.
solani, Exserohilum  rostratum y Nigrospora lacticolonia, el extracto acuoso de hoja
de Eucalyptus camaldulensis, resultd el mas eficiente en inhibir in vitro el ICM de 66-78%
(Hassan ef al., 2021), asociado con los metabolitos reportados con actividad antifingica, como
el acido elagico, quercetina 3-O-ramnosido, quercetina 3-O-b-D-glucurénido, acido cafeico,
acido clorogénico, acido ferulico y acido p-cumarico (Elansary et al., 2017).

Por lo anterior, el objetivo del trabajo fue: determinar la patogenicidad de C. cassiicola ITC7 en
C. chinense, la efectividad in vitro de B. subtilis CBCK47 y el extracto acuoso de C. chichenensis
sobre la inhibicién del crecimiento micelial, esporulacion y germinacion de conidios de C.
cassiicola ITC7.

MATERIALES Y METODOS

Las cepas de C. cassiicola ITC7 y B. subtilis CBCK47 analizadas en este estudio pertenecen a la
coleccion del Laboratorio de Fitopatologia y Microbiologia del Tecnoldgico Nacional de
Meéxico/Campus Conkal, respectivamente.

Prueba de patogenicidad de C. cassiicola ITC7

En cada una de cuatro plantas de chile habanero criollo de 90 dias de germinacion, contenidas en
vasos de unicel de 1 L, provistas de sustrato a base de suelo y composta en proporcion 1:1, se
seleccionaron tres hojas de la parte media, las cuales se desinfestaron superficialmente con
hipoclorito de sodio al 2%, se lavo con agua destilada estéril y se secd con papel absorbente
estéril. A las 12 hojas se les realiz6 una herida con un bisturi estéril; a seis hojas se les deposito
sobre la herida un disco de 5 mm de medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA) con micelio de C.
cassiicola y a las otras seis hojas solo un disco de medio PDA sin el hongo. Cada planta se cubrid
con una bolsa de plastico transparente de alta densidad para mantener una humedad relativa
superior al 80% y propiciar condiciones favorables para el hongo, posteriormente se trasladaron
a una estructura protegida con malla antidfidos. Las plantas fueron monitoreadas cada 24 h,
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cuando se detecto la presencia de sintomas de mancha foliar en las hojas inoculadas, se procedié
a realizar el aislamiento. Las hojas con el sintoma, se introdujeron en bolsas de plastico y
trasladaron al laboratorio de fitopatologia, donde se cortaron segmentos de tejido de un
centimetro que incluia parte sana y enferma, que se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2%
por 2 min, se enjuagaron dos veces en agua destilada estéril por 2 min y se secaron con papel
estéril. El tejido se dividid en cuatro fragmentos y se depositd en cajas Petri con medio PDA y se
incubaron en una estufa de cultivo, durante 48 h en oscuridad y una temperatura de 27 °C. Al
detectar crecimiento fingico, éste se transfirié a nuevas cajas Petri con medio PDA para obtener
cultivos puros y realizar preparaciones y observar al microscopio compuesto las caracteristicas
morfolégicas del micelio y esporas del hongo y comparar con claves dicotomicas (Barnett y
Hunter, 2006).

Efecto antagonista de B. subtilis CBCK47 contra C. cassiicola ITC7

La activacion e incremento de inoculo de B. subtilis CBCK47, se realiz6 en un matraz Erlenmeyer
de 250 mL con 50 mL de caldo nutritivo, en agitacion constante durante 24 h, y se contabilizo el
ntimero de células bacterianas con una camara de Neubauer, para obtener una solucién de 1x108
UFC mL. Respecto a C. cassiicola ITC7, éste se activo en cajas Petri con medio de cultivo PDA
siete dias previos a la realizacion del experimento. El efecto de B. subtilis CBCK47 contra C.
cassiicola ITC7, se realizé en cajas Petri de 9 cm de diametro con medio PDA. A 1.5 cm del
borde de la caja se depositd un disco de 5 mm de didmetro del micelio del hongo y en el otro
extremo a la misma distancia del borde de la caja, se agregaron 20 pL de la suspension bacteriana
de 1x10® UFC mL"! y consideraron dos testigos; uno con solo el hongo y el otro con solo la
solucion bacteriana, cada uno con tres réplicas y se incubaron en una estufa de cultivo a 27 °C;
a partir de las 24 h y hasta que uno de los testigos lleno la caja, se evaluo el grado de inhibicion
con la siguiente formula (Landa et al., 1997).

RGI= (C-T)/C*100

RGI = grado de inhibicion del crecimiento radial

T= didmetro promedio del crecimiento micelial en presencia de B. subtilis.
C= diametro promedio del crecimiento micelial sin muestra bacteriana
100 = constante.

Efecto fitotéxico del extracto acuoso de C. chichenensis en C. chinense

El material vegetal seco y molido de raices de C. chichenensis, fue proporcionado por el
Laboratorio de la Unidad de Biotecnologia del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan,
A.C. (CICY). Las raices se colectaron en julio del 2023 (CCRN-4) en el municipio de Baca
(coordenadas: N21°6722” 089°22736”) ubicado al noreste del estado de Yucatan. El registr6 del
ejemplar se encuentra en el herbario U Najil Tikin Xiu del CICY con nimero de catdlogo 78036.
El extracto acuoso de C. chichenensis se evalud a concentraciones de 3% (p/v), 9% (p/v), 12%
(p/v), 15% (p/v) y 18% (p/v). Cada concentracion se prepar6d en un matraz Erlemeyer con 100
mL de agua destilada estéril con material seco y triturado correspondiente, el cual se calento a
ebullicion durante 15 min y posteriormente se dejo enfriar. Para eliminar los residuos vegetales,
primero se filtr6 el extracto a través de papel Whatman No. 1 de filtracion cualitativa con un
tamafio de retencion de 11 pm estéril; posteriormente, se realizé un segundo filtrado mediante
una membrana de celulosa de 0.22 um estéril para obtener un extracto aséptico antes del ensayo.
Para la prueba se emplearon fragmentos de hojas de C. chinense criollo (2 cm?) con 65 dias de
germinacion. Dichos fragmentos fueron desinfestados en hipoclorito de sodio al 2% durante 2
min, enjuagando dos veces con agua destilada estéril por 2 min y secados en papel absorbente
estéril. En condiciones asépticas, se agregd un fragmento de hoja por caja Petri de 9 cm de
diametro con medio PDA. Los tratamientos fueron cinco concentraciones del extracto acuoso 3,
9, 12, 15 y 18% (p/v) mas un testigo con agua destilada estéril, cada uno con cuatro réplicas.
Sobre cada fragmento de hoja se depositaron 50 pL de la solucion correspondiente. Los
tratamientos se revisaron cada 24 h para detectar la presencia de algun dafio visible como clorosis
o necrosis; o hasta que el testigo manifestd dafio por senescencia.
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Efectividad del extracto acuoso de C. chichenensis contra C. cassiicola ITC7

Se realizo en cajas Petri de 9 cm de diametro con medio PDA mezclado con extracto acuoso de
C. chichenensis a concentraciones de 3 y 9% (p/v) ademas del testigo sin extracto, cada
tratamiento tuvo cuatro replicas. En el centro de cada caja Petri se colocod un disco de 5 mm de
diametro con C. cassiicola y se incubaron en una estufa de cultivo a 27 °C. Para determinar la
efectividad del extracto sobre el hongo, se evalud el porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial, esporulacion y germinacion de conidios.

Inhibicion del crecimiento micelial (ICM)

Se midi6 cada 24 h hasta que el hongo cubrio la caja Petri en el testigo o en el tratamiento con el
extracto. Los valores obtenidos fueron utilizados para calcular la efectividad del extracto con la
formula de Abbott (1925):

E = ((Test - Trat)/Test) x 100

Donde:

E = efectividad (%)

Test = crecimiento micelial del testigo (cm),
Trat = crecimiento micelial del tratamiento (cm),
100 = constante.

Inhibicién de esporulaciéon (IE)

Se utilizaron las cajas Petri donde no hubo inhibicion del crecimiento micelial. A las cuales se
les agregaron 9 mL de agua destilada estéril para recolectar las esporas. Con ayuda de un
portaobjetos se realizé suavemente el raspado del micelio y la suspension obtenida se filtré a
través de gasas estériles. Esta solucion denominada solucion madre se conservo en un tubo de 50
mL; de esta solucion se tomaron 9 pL, los cuales se depositaron en el campo del hematocitometro
(camara de Neubauer) y se observo en el microscopio compuesto con objetivo de 10X. Luego se
calcul6 el numero de conidios del hongo fitopatdgeno con la siguiente formula (Holler ef al.,
1999):

NE= (X /0.1) (1000) (9)

Donde:

NE = ntimero de esporas en 1 mL

X=promedio de esporas de los 4 campos

0.1= profundidad de la camara

1000 = volumen

9=mL agregados a las cajas Petri para el arrastre de esporas.

Inhibicion de germinacion (IG)
A las cajas con crecimiento del hongo, se les adicionaron 9 mL de agua destilada estéril y con
ayuda de un portaobjetos se realizo el raspado del micelio. La suspension obtenida se filtr6 a
través de una gasa estéril y el filtrado se recolectd en un tubo coénico (Falcon de 50 mL).
Posteriormente, se prepararon dos cajas Petri; una con medio PDA (testigo) y otra con PDA mas
extracto acuoso vegetal al 9%, empleando la concentraciéon que mostré mayor efectividad de
inhibicion de crecimiento micelial y menor fitotoxicidad en hojas de chile habanero. Cada caja
se marco con cuatro cuadrantes y se establecieron los sitios de conteo. En cada cuadrante se
colocaron 50 pL de la soluciéon madre y se cubrié con un cubreobjetos para contabilizar las
esporas. Las observaciones se realizaron cada hora, por medio de un microscopio compuesto con
el objetivo de 10X, hasta que se detectd la emision del tubo germinativo de los conidios del
tratamiento testigo. Finalmente, se efectuo el calculo de la efectividad del extracto mediante la
formula:

IG=(EG/ET) x 100

322



POLIBE€TANICA
Nuam. 62: 317-332 Julio 2026 ISSN electronico: 2395-9525

Donde:

IG= inhibicion de germinacion (%)
EG= ntimero de esporas germinadas
ET= ntimero de esporas totales

100 = constante.

Sensibilidad de B. subtilis CBCK47 a C. chichenensis

En cajas Petri de 9 cm de didmetro con medio de agar nutritivo, se inocularon 100 pL de B.
subtilis CBCK47 auna concentracion de 1.6x108 UFC mL"! y se distribuyé de manera homogénea
con un hisopo estéril. Después, sobre el in6culo bacteriano se depositaron cuatro discos de papel
filtro Whatman de 5 mm de didmetro, dos impregnados con 20 pL de extracto acuoso de C.
chichenensis al 9%, uno con 20 pL de agua destilada estéril (testigo negativo) y otro 20 puL de
cloranfenicol en concentracion de 1mg mL! (testigo positivo), cada uno con dos replicas. Cada
24 h se registro el crecimiento de la colonia bacteriana.

Analisis estadistico: los ensayos se establecieron bajo un disefio experimental completamente al
azar y los valores obtenidos de la inhibicion del crecimiento micelial de C. cassiicola ITC7 por
B. subtilis CBCK47 y el porcentaje de inhibicion del C. chichenensis contra C. cassiicola ITC7
en el crecimiento micelial, esporulacion y germinacion de conidios, previa trasformacion por
arcoseno, fueron sometidos a un andlisis de varianza y comparacion de medias con la prueba de
Tukey (p< 0.05), en €l programa Infostat versién 2020 para Windows®.

RESULTADOS

Prueba de patogenicidad de C. cassiicola ITC7

A los tres dias de la inoculacion de C. cassiicola IT7 en hojas de C. chinense, se observd una
mancha foliar con el centro café claro y margen oscuro rodeada de un halo clorético, sintomas
caracteristicos de la enfermedad conocida como mancha foliar, a diferencia del testigo que no
manifestd ningin sintoma (Figura 1). La mancha necrética, incrementé de tamafio conforme
transcurri6 el tiempo hasta cubrir la mayor parte de la hoja y causar su desprendimiento a los 30
dias (Figura 2).

En las hojas con los sintomas de mancha foliar se aislé un hongo que, de acuerdo a la coloracion,
tipo de micelio y forma de la espora coincidio6 con las caracteristicas morfologicas del inoculo de
C. cassiicola. Lo que confirmo la patogenicidad de C. cassiicola en chile habanero (Figura 2).
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Inoculado

| Sin inocular

Figura 1. Sintomas de mancha foliar en hojas de C. chinense a los tres dias de inoculadas con C. cassiicola: a) planta
inoculada, b) planta sin in6culo, ¢) hoja inoculada con mancha foliar y micelio, d) hoja sin inocular ausencia de micelio.
Figure 1. Symptoms of leaf spot on C. chinense leaves three days after being inoculated with C. cassiicola: a)
inoculated plant, b) plant without inoculum, c¢) leaf inoculated with leaf spot and mycelium, d) leaf without inoculation,
absence of mycelium.

Figura 2. Aislamiento de C. cassiicola ITC7 agente causal de la macha foliar inoculado en hojas de C. chinense: a)
Dafio en hoja a los 30 dias de inoculada, b) Crecimiento de micelio en PDA a los tres dias de la siembra, c) cepa pura
del hongo, d) esporas.

Figure 2. Isolation of C. cassiicola ITC7, the causal agent of leaf spot, inoculated on C. chinense leaves: a) leaf damage
30 days after inoculation, b) mycelium growth on PDA three days after sowing, ¢) pure strain of the fungus, d) spores.

Efecto antagonista de B. subtilis CBCK47 contra C. cassiicola ITC7

A los cinco dias de realizada la confrontacion de B. subtilis CBCK47 a una concentracion del
1x108 UFC mL™! contra C. cassiicola ITC7, el testigo con la bacteria lleno la caja Petri, y se
determiné que B. subtilis CBCK47 inhibio en 14% el crecimiento micelial de C. cassiicola ITC7
(Figura 3).
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Figura 3. Inhibicién del crecimiento micelial de C. cassiicola ITC7 por B. subtilis CBCK47: a) C. cassiicola ITC7, b)
confrontacion B. subtilis CBCK47-C. cassiicola ITC7, ¢) B. subtilis CBCK47.

Figure 3. Inhibition of mycelial growth of C. cassiicola ITC7 by B. subtilis CBCK47: a) C. cassiicola ITC7, b)
confrontation B. subtilis CBCK47-C. cassiicola ITC7, ¢) B. subtilis CBCK47.

Efecto fitotoxico del extracto acuoso de C. chichenensis en C. chinense

En los fragmentos de hojas de C. chinense, a las 72 h de la aplicacion del extracto acuoso de C.
chichenensis a concentracion de 18% se observo una necrosis, en 12 y 15% una clorosis, pero en
3 y 9% no manifestaron dafio aparente (Figura 4, Tabla 1).

|

Figura 4. Efecto fitotoxico de la concentracion del extracto acuoso de C. chichenensis en hojas de C. chinense a las

72 h de aplicacion.
Figure 4. Phytotoxic effect of the concentration of the aqueous extract of C. chichenensis in C. chinense leaves at 72

hours of application.

Tabla 1. Efecto toxico del extracto acuoso de C. chichenensis en hojas de C. chinense
Table 1. Toxic effect of the aqueous extract of C. chichenensis in C. chinense leaves

FITOTOXICIDAD
Concentracion del extracto Daiio del extracto en hojas de
acuoso C. chinense
(%) (%)
0 0
3 0
9 0
12 17-25
15 38-49
18 50-62
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Efectividad del extracto acuoso de C. chichenensis contra C. cassiicola ITC7

El analisis de varianza de la inhibicion del crecimiento micelial entre tratamientos mostrd
diferencias estadisticas significativas (p<0.01). La comparacién de medias (Tukey, p<0.05),
determind como mejor tratamiento al extracto acuoso al 9% al inhibir en 48% el crecimiento
micelial de C. cassiicola a los siete dias de cultivo; en comparacion con el 3% que manifestd una
inhibicion del 42% vy el testigo sin extracto donde crecié el micelio del hongo sin restriccion
(Figura 5). En la concentracién al 9% también se observé un 27% de inhibiciéon de la
esporulacion, 38% de la germinacion de conidios y presencia de deformaciones en los conidios
con respecto al testigo (Figura 6, Tabla 2).

Figura 5. Efecto del extracto acuoso (EA) de C. chichenensis sobre el crecimiento micelial in vitro de C. cassiicola
ITC7: a) Testigo, b) EA al 3%, c) EA al 9%.

Figure 5. Effect of the aqueous extract (AE) of C. chichenensis in the in vitro mycelial growth of C. cassiicola ITC7:
a) Control, b) EA at 3%, ¢) EA at 9%.

Tabla 2. Efectividad del extracto acuoso de C. chichenensis contra C. cassiicola ITC7.
Table 2. Effectiveness of the aqueous extract of C. chichenensis against C. cassiicola ITC7.

Efectividad
Concentracion del Inhibicion del Inhibicion de Inhibicién de la
extracto acuoso crecimiento micelial esporulacién germinacion conidial
(%) (%) (%) (%)
0 Oc 0b 0b
3 42b Ob Ob
9 48a 27a 38a

Medias con literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).

Figura 6. Esporas de C. cassiicola ITC7 sin o con extracto acuoso de C. chichenensis observadas bajo el microscopio
optico a 40X: a) esporas sin exposicion al extracto acuoso, b) esporas en exposicion con el extracto acuoso de C.
chichenensis al 9%.
Figure 6. Spores of C. cassiicola ITC7 without or with aqueous extract of C. chichenensis observed under the optical
microscope at 40X: a) spores without exposure to the aqueous extract, b) spores exposed to the aqueous extract of C.
chichenensis at 9%.
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Sensibilidad de B. subtilis CBCK47 a C. chichenensis

A las 24 h de exposicion de B subtilis CBCK47 al extracto acuoso de C. chichenensis al 9%, no
se observo inhibicion del crecimiento bacteriano en relacion con el tratamiento con cloranfenicol
que impidi6 el desarrollo de la bacteria (Figura 7).

Testigo negativo
(agua)

EA al A&
9% Testigo positivo

(cloranfenicol)

Figura 7. Sensibilidad de B. subtilis CBCK47 al extracto acuoso de C. chichenensis al 9% a las 24 h de su exposicion.
Figure 7. Sensitivity of B. subtilis CBCK47 to the aqueous extract of C. chichenensis at 9% after 24 hours of exposure.

DISCUSION

Las plantas de chile habanero cultivar criollo (C. chinense) resultaron susceptibles a la cepa de
C. cassiicola ITC7 al manifestarse los sintomas en forma de manchas cafés irregulares con halo
clorédtico, y el agente causal aislado coincidié con las caracteristicas morfologicas del hongo
inoculado (Barnett y Hunter, 2006). Este hongo también ha mostrado ser patogénico en cultivos
como: C. annumm (Tun-Sudrez et al., 2011; Chai et al., 2014), Hibiscus sabdariffa (Ortega-
Acosta et al., 2019) Solanum lycopersicum (Mackenzie et al., 2018) Cucumis sativus (Zhao et
al., 2022) y Glycine max (Edwards-Molina et al., 2022).

La capacidad de B. subtilis CBCK47 de inhibir el crecimiento micelial in vitro de C. cassiicola,
fitopatogeno de C. chinense, se atribuye a su capacidad de sintetizar metabolitos secundarios
como: surfactinas, fengicinas e iturinas consideradas con actividad antifungica o actividad
antagdnica directa, a través de la competencia por espacio y nutrientes (Fernando et al., 2005;
Shafi et al., 2017; Wang et al., 2018). Otras especies del género Bacillus, producen compuestos
organicos volatiles y enzimas liticas como quitinasas, que hidrolizan la pared celular, lo que causa
la muerte de los hongos (Maung et al., 2022). En la cepa de B. subtilis CBCK47 se ha reportado
la presencia de genes capaces de sintetizar surfactina a la que se le atribuye una inhibicion del
crecimiento micelial hasta en un 69% de C. cassiicola aislada de S. lycopersicum (Padrén-Chan
et al., 2025) y del 64 al 75% en Alternaria alternata, Helminthosporium rostratum, Curvularia
lunata y C. gloesporoides, aislados de diversas hortalizas (Ruiz-Sanchez et al., 2014; Ruiz-
Hernandez et al., 2016). En B. subtilis GMS la inhibicion del 51.5-72.7% en cepas de Alternaria
spp. se asocio con la liberacion de surfactina y fengicina (Mardanova et al., 2016). Cepas como
B. subtilis CBMT51 inhibieron el 71% del crecimiento micelial de F. equiseti aislado de C.
chinense (Mejia-Bautista et al., 2016), la cepa B. subtilis F62 mostré in vitro, potencial
antagonico en cepas de Fusarium sp. en el cual redujo 35-63% el crecimiento micelial, ademas
de que inhibi6 el 100 % la germinacion de conidios (Russi ef al., 2022), mientras que la cepa B.
subtilis BS2 presentd una fuerte actividad antagoénica, en 61-67% de inhibicion contra
Lasiodiplodia theobromae (Lira-Hernandez et al.,2025). Otras especies como B. siamensis TV16
y B. velezensis YZU 173039, causaron un alto potencial antagoénico con 62.6% y 66 % de
inhibicion de C. cassiicola en el crecimiento micelial, respectivamente (Duy, 2023; Huang et al.,
2025).
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La fitotoxicidad del extracto acuoso de C. chichenensis a concentraciones superiores al 9% en
hojas de C. chinense bajo condiciones in vitro, produjo necrosis y clorosis foliar, dafios causados
por este extracto en hojas de S. [ycopersicum a concentracion del 12% de necrosis en la superficie,
venas o margenes de las hojas (Moo-Koh et al., 2022). En el caso del extracto de Eucalyptus
camaldulensis a 0.71% (p/v), en concentraciones de 0.125, 0.250, 0.5 y 1 uL mL"! aplicado sobre
maleza en Amaranthus hybridus y Portulaca oleracea inhibieron el crecimiento de las plantas
por el contenido de sesquiterpenos (Verdeguer et al., 2009). El extracto de corteza de Senna
spectabilis a concentracion del 25% disminuy6 el 85% del crecimiento de Vigna radiata, 40%
Cicer arietnum y 65% A. cruentus por el contenido de flavonoides, glucosidos fendlicos e
hidroxicumarina (Prajitha y Bai, 2025); mientas que el extracto oleoso de Azadirachta indica
ocasiono lesiones del 35% en hojas de Ixora coccinea a concentracion del 0.02 mg de azadiractina
(Esparza-Diaz et al., 2010). Los extractos de C. annuum, Origanum vulgare y Rosmarinus
officinalis en concentracion individual de 100% (300 g L' agua) ocasionaron dafios fitotoxicos
como moderada accion caustica en hojas y tallo, asi como muerte de tallos del 75% en plantulas
de Zea mays, también, el extracto Allium sativum y O. vulgare a concentracion del 100%,
causaron la muerte de Phaseolus vulgare (Anza-Cruz et al., 2023). Por otro lado, el extracto
acuoso de hojas, tallo y semillas Jatropha curcas a concentraciones de 50, 100, 150 y 200 g L*!
no ocasionaron fitotoxicidad de S. melongena (Silva-lIllescas y Arias-Reverdn, 2025).

El extracto acuoso de C. chichenensis al 9% contra C. cassiicola, resultd el mas eficiente al inhibir
en 48% el crecimiento micelial, 27% la esporulacion y 38% la germinacion de conidios, esta
efectividad podria estar asociada a la presencia de metabolitos secundarios como los diterpenos
en especies del género Croton, con actividad antifungica, antimicrobiana, y antioxidante (Coy-
Barrera et al., 2025). Al respecto, el extracto etandlico de C. chichenensis ha mostrado una
inhibicion del 78% en el crecimiento micelial de C. gloeosporioides, 83% en F. oxysporum y
62% en Rhizopus sp., mientras que el extracto crudo de hojas inhibio el 62% de A. tagetica
(Gamboa-Angulo ef al., 2008). En el caso del extracto acuoso de C. chichenensis al 12% causd
un 99% de inhibicion del crecimiento micelial en C. lunata ITC22, 100% F. equiseti ITC32 y C.
cassiicola ITC23; en cuanto a la germinacién de conidios un 80% en A. alternata, 70% en F.
equiseti, 100% en C. cassiicola 'y C. lunata; en estos hongos impidi6 la esporulacion (Moo-Koh
et al., 2022). En un estudio in vitro las fracciones del extracto metanolico de C. cajucara a
concentracion de 0.2 mg mL"! se observo un efecto inhibitorio de F. oxysporum, Rhizoctonia
solani 'y Sclerotium rolfsii (Souza et al., 2006). Ademas, el extracto etandlico de C.
macrostrachyus in vitro inhibi6 el crecimiento micelial de Aspergillus niger de por lo menos 15.5
mm (Habtom y Gebrehiwot, 2019).

El extracto acuoso de C. chichenensis al 9% no afecté el crecimiento de B. subtilis in vitro, esta
respuesta de compatibilidad se ha observado cuando se aplicaron extractos de hojas de Allium
cepa L. x Allium sativum al 10% in vitro para la compatibilidad con B. subtilis BS16 y
Pseudomonas fluorescens Pfl y Pf15 no presentaron afectacion sobre las bacterias (Latha et al.,
2009); los extractos etandlicos de macis (Myristica fragrans), alcaravea (Carum carvi) y cilantro
(Coriandrum sativum) a 1% (p/v) presentaron actividad esporicida de la cepa B. subtilis ATCC
6633 en intervalo de 91-97% (Cho y Chung, 2017). Asi mismo, los extractos de 4. indica, A.
conyzoides, Aglaia odorata a concentraciones no mayor al 50% in vitro, no causaron efecto sobre
bacterias endofitas Bacillus sp. y Pseudomonas sp. (Hoesain et al., 2021).

El hecho de que el extracto acuoso de C. chichenensis al 9% resultara el mas eficiente, al inhibir
un 48% el crecimiento micelial, 27% la esporulacion y 38% la germinacion de conidios de C.
cassiicola, y no afectar el crecimiento de Bacillus subtilis CBCK47 bajo condiciones in vitro,
sugiere que el extracto acuoso y la bacteria antagonista pueden ser empleados de manera
simultadnea como una alternativa viable para reducir el dafio de C. cassiicola en chile habanero,
como sugiere la aplicacion de B. subtilis TM3 y el extracto de hojas de betel (Piper betle) en
plantas de Zea mays para controlar F. verticilloides en campo, pues inhibieron en un 25.19% la
podredumbre del tallo y 13.33% podredumbre de la mazorca (Suriani et al., 2021), mientras tanto
Bacillus sp. cepa B15 y el extracto de Larrea tridentata en cultivo de papa (S. tuberosum) en
campo, disminuyeron el dafio de R. solani a una severidad leve de 15-20 esclerocios (Hernandez-
Castillo et al., 2008).
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CONCLUSIONES

El chile habanero criollo es susceptible a la infeccion de C. cassiicola ITC7, al expresar los
sintomas caracteristicos de la mancha foliar.

Concentraciones del extracto acuoso de C. chichenensis superiores al 9% causan fitotoxicidad en
hojas bajo condiciones de laboratorio.

En confrontacion dual, la concentracion de 9% fue mas eficiente en inhibir el crecimiento
micelial, esporulacion y germinacion de conidios, sin afectar el crecimiento bacteriano de B.
subtilis CBCK47 con efecto inhibitorio contra el hongo fitopatégeno.

El extracto acuoso de C. chichenensis al 9% y B. subtilis CBCK47 a una concentracién de 1x10%
UFC mL! aplicados en combinacién representan una alternativa viable de biocontrol de C.
cassiicola en C. chinense y contribuir a la reduccion del uso de fungicidas.
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