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RESUMEN

El género Piper ha mostrado tener efectos biocidas sobre diferentes organismos nocivos para la
agricultura como lo son nematodos y hongos fitopatdgenos. Debido a que mayoria de estos organismos
son contralados o erradicados con compuestos quimicos tdxicos, se han estado buscando alternativas
para sustituirlos, incluyendo el uso de extractos naturales, como los de Piper. En este sentido el
presente trabajo se evalud el efecto nematicida y fungicida de extractos hidroalcohélicos (ETOH: H.O
7:3) de Piper lapathifolium y P. melastomoides. El efecto nematicida se determiné en Panagrellus
ridivivus en un ensayo a 24 horas y se estimé la Concentracion Letal Media (CLso). El efecto fungicida
se evalud en Fusarium oxysporum y F. solani, por el ensayo de dilucion en placa. La Concentracion
Efectiva Media (CEsp) se establecio mediante el modelo de Probit. Los resultados mostraron que P.
melastomoides presentd efecto nematicida a concentraciones menores de 5 mg/mL con una CLso de
2.32 mg/mL, en el caso de P. lapathifolium no presentd actividad en los nematodos, en el caso de la
actividad fungicida este extracto fue el que tuvo mayor actividad en ambas especies de Fusarium
(CEsp: 26.32 y 5.83 mg/mL), mientras que para P. melastomoides se presenté una menor actividad. Se
concluye que P. melastomoides tiene efecto nematicida y P. lapathifolium fungicida.

Palabras clave: Fusarium, Panagrellus redivivus, Biocida.

ABSTRACT
The Piper has been shown to have biocidal effects on different organisms harmful to agriculture such
as phytopathogenic nematodes and fungi. Because most of these organisms are controlled or

erradicated with toxic chemical compounds, less toxic alternative have been sought to replace them,
included natural extracts, such as those of Piper. In this sense, the present work evaluated the
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namaticidal and fungicidal effect of the hydroalcoholic extracts (ETOH: H>O 7: 3) of Piper
lapathifolium and P. melastomoides. The nematicidal effect was determined in Panagrellus ridivivus in
a 24-hour trial and the Mean Lethal Concentration (LCsp) was estimated. The fungicidal effect was
evaluated in Fusarium oxysporum and F. solani, by the plate dilution test. The Average Effective
Concentration (ECso) was shown by the Probit model. The results showed that P. melastomoides
presented a nematicidal effect at levels lower than 5 mg / ml with an LC50 of 2.32 mg / ml, in the case
of P. lapathifolium it did not present activity in the nematodes, in the case of the fungicidal activity this
extract (ECso: 26.32 and 5.83 mg / mL), whereas P. melastomoides exhibited lower activity. It is
concluded that P. melastomoides has a nematicidal effect and P. lapathifolium fungicide.

Keywords: Fusarium, Panagrellus redivivus, Biocidal.

INTRODUCCION

El género Piper comprende cerca de 1500
especies distribuidas a lo largo del mundo en
zonas tropicales, siendo mas diversas en el
continente  americano,  especialmente en
bosques himedos premontanos Y tierras bajas.
De los 1500 taxa descritos cerca 136 estan
reportadas para Meéxico y 86 para Veracruz
(Sosa y GoOmez-Pompa, 1994; Villasefior,
2016). Debido a su elevada diversidad, por lo
cual representa un gran potencial bioldgico en
la busqueda de compuestos con bioactividad.
En este sentido la biotecnologia, ha encontrado
en las especies del género Piper un recurso
natural de gran importancia, puesto que en éste.
Se han reportado que tienen una amplia
variedad de efectos biocidas en el género Piper,
entre los que destacan la actividad bactericida,
insecticida, antiprotozoarios, fungicida,
antihelmintica y nematicida (Scott et al, 2008;
Carmona et al., 2016). Atribuibles a sus mas de
667 fitocompuestos descritos (Parmar et al.,
1997; Lee et al., 2001). Recordando que los
nematodos son un problema fitosanitario para
las plantaciones interés comercial,
principalmente los géneros Melodoigyne vy
Gobodera (Johnson y Olsen, 2010); mientras
que los hongos fitopatdgenos son responsables
de enfermedades como el marchitamiento del

banano y de algunas solanéceas de importancia
econdémica, dada su importancia se ha buscado
como erradicarlos o contenerlos con métodos
ecologicamente aceptables como, lo son el uso
de extractos del género Piper.

MATERIALES Y METODOS
Colecta e identificacion de especimenes
Piper melastomoides y P. lapathifolium fueron
colectados en la Reserva Ecoldgica la Martinica
en el municipio de Banderilla, Veracruz, en
enero del 2018, estos fueron identificados por
comparacion en los herbarios XAL y con ayuda
de la base de datos del MEXU.

Preparacion de extractos

1.5 kg de hojas de cada especie fueron secadas
a 60 £ 5 °C, posteriormente fueron molidas
hasta obtener un polvo fino (Soberon et al.,
2006). Los extractos fueron obtenidos mediante
maceracion al 10 % (p:v) en Etanol 70 % vy
concentrados a presion reducida (Kusuma et
al., 2017; Moreno et al., 2000).

Ensayo en Panagreullus redivisus

La cepa de P. redivivus utilizada en esta
investigacion se cultivd en medio avena:agua
(2:1). Se utilizaron nematodos J2 para los
ensayos. Los gusanos se extrajeron del medio
con buffer M9 (3g KH2PO4, 6 g Na2HPO4, 59
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NaCl, 0.25g MgSO4 7H20 en un litro de agua)
(Brenner, 1974; Pica, 2008; Agyare et al.,
2014). Los nematodos obtenidos del medio de
cultivo se traspasaron a un tubo de plastico para
2 ml y se centrifug6 a 8000 rpm por 10 minutos
a temperatura ambiente, el sobrenadante se
descartd y se realizaron dos lavados mas con
buffer M9.

El ensayo se realizd en microplacas de
96 pozos, en cada pozo se depositaban 10
organismos, para cada prueba se manejaron
cinco concentraciones de los extractos
resuspendidos en buffer M9, mas un control sin
el extracto, el disefio fue completamente al azar.
El tiempo de exposicion fue de 24 horas a 22 +
2° C. Posteriormente se contabilizé el numero
de organismos muertos, todo esto se determind
mediante inspeccion visual con ayuda de un
microscopio estereoscépico (Katiki et al., 2011;
Roh y Choi, 2007; Agyare et al., 2014).

Cultivo y ensayo en Fusarium spp

Se utilizaron las cepas de Fusarium oxysporum
y F. solani, las cuales fueron cultivas en Agar
Papa Dextrosa (PDA Sigma Aldrich) a 27 °C
por 7 dias, después de este tiempo se mantenian
en crecimiento constante y en recultivo. El
ensayo se realizd mediante el método de
vaciado en placa, este consistié en colocar el
medio de cultivo con diferentes concentraciones
de los extractos crudos, depositando en el
centro de la placa de petri un disco de 5 mm de
las cepas de Fusarium, las cajas fueron
incubadas 27 °C por 7 dias, posterior a esto se
midio el crecimiento micelial, el disefio del
experimento fue completamente al azar (Neela
etal., 2014).

Caracterizacion fitoquimica preliminar
La identificacion de los metabolitos secundarios
presentes en las dos especies se realizd
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mediante pruebas fitoquimicas preliminares,
para alcaloides (Mayer, Draguendorff vy
Wagner), flavonoides (Shinnoda, cloruro
ferrico 'y acido  sulfdrico), cumarinas
(fluorescencia), saponinas (prueba de espuma y
si esta permanecia mas de 20 minutos se
realizaba la prueba de Lieberman) y triterpenos
y/o esteroles (Prueba de Lieberman-Bouchard),
todo esto se basO en una escala cualitativa
(Dominguez, 1979, Carmona-Hernandez et al.,
2014).

Anélisis estadistico

Se determinaron los porcentajes de mortalidad
para el caso de los nematodos y porcentaje de
inhibicién para los hongos (Finey, 1987). Para
los nematodos se calculé la Concentracion
Letal Media (CLso) y en los hongos la
Concentracion Efectiva Media (CEso) se estimd
mediante el modelo de regresion lineal Probit,
(Finney, 1987; Jensen et al., 2006), utilizando
el programa estadistico BioStat V5. Para
comprobar si existia diferencias entre las
concentraciones se realiz6 un ANOVA y una
prueba posterior de Tukey, los datos no
normales se analizaron una prueba ANOVA no
paramétrica de Kruskal Wallis y el test
posterior de Dunncan.

RESULTADOS Y DISCUSION
Se determind la actividad nematicida en uno de
los dos extractos trabajados, siendo el extracto
de Piper melastomoides con mayor actividad
estimandose una CLso de 2.323 mg/mL (Tabla
1) y fue el extracto mas activo.Por el contrario,
no se encontro efecto sobre los nematodos del
extracto de P. lapathifolium, cuya CLso en 3
g/mL, esto debido a que el modelo no se puede
ajustar a la baja o nula mortalidad que éste
presento, la cual no difiere significativamente
del control (Figura 1 a y b). Esto refuerza los ya
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reportados para algunas especies del género que
han mostrado tener efecto biocida como el caso
de P. nigrum sobre Melodoigyne incognita; P.
chava sobre C. elegans (Wiratno et al., 2009;
Atjanasuppat et al., 2009). Al igual que el
extracto  etandlico P. aduncum  sobre
Haemonchus contortus con una ClLso de 2.5
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mg/mL. El extracto de P. melastomoides
presentd actividad a bajas concentraciones e
inclusive menores a las reportadas para algunos
plaguicidas sintéticos (clorpirifos CLso 19.4
mg/mL, carbosulfan CLso 25.3 mg/mL vy
deltametrina CLso > 40 mg/mL) (Wiratno et al.,
2009).

Tabla 1. Concentraciones letales medias y concentraciones efectivas medias de los extractos de

Piper.
Modelo Extracto CLso/CEso P
P. melastomoides 2.32 mg/mL 0.016
Panagrellus redivivus
P. lapathifolium 3.25 mg/mL 0.5777
P. lapathifolium 26.32mg/mL 0.5270
Fusarium oxysporum
P. melastomoides 80.28 mg/mL 0.0488
P. lapathifolium 5.83 mg/mL 0.0001
Fusarium solani
P. melastomoides 54.66 mg/mL 0.0001

En el caso de la actividad fungicida se
determin6 que el extracto de Piper
lapathifolium fue el que presentdé mayor
actividad sobre Fusarium solani, con una CEso
de 5.28 mg/mL; con el 95 % de inhibicion del
crecimiento (Tabla 1y Figura 1. c, d, e, f). Para
el resto de los extractos el efecto fue reducido
con menos del 50 % de inhibicidn, siendo los
extractos de P. melastomoides los menos
efectivos. Cabe mencionar que la cepa de F.
oxysporum resulto ser menos susceptible que F.
solani, e inclusive se ha reportado que F.
oxysporum muestra resistencia a plaguicidas
sintéticos como al carbendazim, dithane M-45 y
metil tiofanato con crecimientos entre 20.5,
22.3 y 14.3 mm respectivamente (Gnanaskaran
et al., 2015). A pesar de que los resultados no
fueron los esperados para F. oxysporum, caso
contrario a la efectividad sobre F. solani,

ademas de que esto abre la posibilidad de
buscar otros extractos del género Piper, con
actividad fungicida puesto que se ha reportado
que algunas especies como P. betle, tiene
efectos sobre F. oxysporum var. vanillae, y en
el caso de P. hispidum, P. eriopodom, P.
bremedayeri, P. bogontense, P, marginatum vy
P. divacatum han probado ser efectivas sobre F.
oxysporum var. vanillae (Tangarife-Castafio et
al., 2014; Singha et al., 2011; Ngurah et al.,
2007). Por ello se deben ampliar los estudios en
blusqueda de extractos que presenten mayor
actividad. El analisis fitoquimico preliminar dio
como resultados la presencia de alcaloides,
terpenos y flavonoides, asi como nula presencia
de saponinas y cumarinas (Tabla 2).
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Tabla 2. Andlisis fitoquimico preliminar de las dos especies de Piper.

Compuesto Alcaloides  Flavonoides Saponinas Cumarinas Terpenos y/o
esteroides
Extracto Especie Prueba
M DWA C S E L CuU LB
Hidroalcoholico P. melastomoides + + + -+ - - n/d - +
30/70 P. lapathifolium + + + - o+ - - n/d - +

Alcaloides: M= Prueba de Mayer, D= prueba de Drangendorff y W= prueba de Wagner. Flavonoides: A= Prueba del
H2S04, C= FeCL,, S= prueba de Shinoda. Saponinas: E= Prueba de la espuma, L= Prueba de Lieberman. Cumarinas: CU=
Prueba de Fluorescencia. Triterpenos y/o Esteroles: LB= Prueba de Lieberman-Bouchard. Intensidad: Presencia +, Ausencia
—y n/d no determinada.
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad de los extractos de Piper lapathifolium (a) y de P. melastomoides
(b) en Panagrellus redivivus, porcentaje de inhibicion de P. lapathifolium en Fusarium oxysporum(c) y
F. solani (d), (e) porcentaje inhibicién de P. melastomoides en F. oxysporum y (f) en F. solani

CONCLUSIONES

El efecto nematicida solo en encontré en el
extracto de Piper melastomoides, y fue nulo en
P. lapathifolium. La actividad en Fusarium
oxysporum fue menor al 50 % tanto para P.
lapathifolium como para P. melastomoides, en
cambio se encontrd6 mayor inhibicion del
crecimiento con el extracto de P. lapathifolium
en F. solani.
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