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RESUMEN

El moho foliar del tomate (Solanum lycopersicum L.), producido por Passalora fulva, constituye
un problema fitosanitario importante que afecta la produccién de tomate en casas de
cultivo. El uso de extractos de plantas pudiera contribuir al manejo de esta enfermedad. En
este sentido, extractos etandlicos de hojas de Citrus aurantiifolia han mostrado actividad
antifungica frente a P. fulva. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de un
extracto de C. aurantiifolia en la membrana celular y la respiracion de P. fulva. El extracto
se obtuvo mediante extracciéon asistida por ultrasonido y se cuantificé el contenido de
fenoles totales. El efecto de los extractos en la membrana celular se evalu6 mediante la
determinacion de las concentraciones de fosforo y potasio en el medio extracelular y el efecto
en la respiracion, mediante la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa. Las altas
concentraciones de fosforo y potasio encontradas en el medio extracelular sugirieron dafios en
la permeabilidad de la membrana celular de P. fulva. De manera similar, la inactividad de la
enzima succinato deshidrogenasa indic6 la inhibiciéon de la respiracion celular del hongo por el
extracto evaluado. Los resultados de este estudio confirmaron las propiedades antifingicas
del extracto de hojas de C. aurantiifolia.
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Damage to membrane and cellular respiration of Passalora fulva by
extracts of leaves of Citrus aurantiifolia

ABSTRACT

The foliar mold of tomato (Solanum lycopersicum L.), produced by Passalora fulva, constitutes
an important phytosanitary problem that affects the production of tomato in greenhouse. The
use of plant extracts could contribute to the disease management. In this sense, ethanolic
extracts of Citrus aurantiifolia leaves have shown antifungal activity against P. fulva. The aim
of this study was to determine the effect of C. aurantiifolia extract on the cell membrane and
respiration of P. fulva. The extract was obtained by ultrasound-assisted extraction and the
content of total phenols was quantified. The effect of the extracts on the cell membrane was
evaluated by determining the phosphorus and potassium concentrations in the extracellular
medium and the effect in respiration for succinate dehydrogenase activity. The high
concentrations of phosphorus and potassium in the extracellular medium suggested damage in
the permeability of the cellular membrane of P. fulva. Similarly, the inactivity of the enzyme
succinate dehydrogenase indicated an inhibition of cellular respiration of P. fulva by the extract
evaluated. The results of this study confirmed the antifungal properties of the leaf extract of
C. aurantiifolia.
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INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) ocupa el
primer lugar de importancia en la produccién
horticola cubana (ONEI, 2018). El cultivo
protegido del tomate constituye un sistema de
produccioén atil para extender los calendarios
de cosecha y asegurar el suministro de frutos
fresco y de calidad al mercado. Sin embargo,
las condiciones climaticas y agrondmicas que
se presentan en estos sistemas favorecen la
infeccion por hongos fitopatégenos como
Passarola fulva (Cooke) U. Braun & Crous, que
ocasiona la enfermedad moho foliar del tomate
y provoca graves perjuicios a la produccion
(Altin, 2016; lida et al., 2018).

El manejo de la enfermedad se realiza
fundamentalmente con fungicidas quimicos,
sustancias que poseen un elevado costo
econdmico y ambiental, ademas del riesgo del
desarrollo de resistencia por parte de los hongos
patoégenos (Altin, 2016; Watanabe et al., 2017;
lida et al., 2018). Una alternativa es el control
biolégico mediante bioproductos efectivos, que
resulta respetuosa con el medio ambiente.
Frente a esta enfermedad se han realizado
investigaciones con microorganismos (Chen et
al., 2015) y extractos de plantas (Timofte et
al., 2017; lida et al., 2018) por su potencial
como agentes de control bioldgico, pero estos
son insuficientes. Por otra parte, aunque la
introduccion de genes de resistencia Cf en
cultivares de tomate ha proporcionado un
control efectivo sobre P. fulva, todavia se
informan brotes en los paises en vias de
desarrollo donde se emplean cultivares sin estos
genes. Ademas, estan surgiendo nuevas razas
de P. fulva en cultivares de tomate (Li et al.,
2015). En este contexto se requiere continuar
las investigaciones que contribuyan al manejo
integrado de la enfermedad.

En este sentido, el género Citrus es una
importante fuente de sustancias con actividad
antimicrobiana, dentro de las que se destacan
los compuestos fendlicos (Al-Aamri et al.,
2018; Elkhatim et al., 2018; Manuranjan et
al., 2019). Estudios realizados en el
Departamento de Biologia de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Central Marta Abreu de Las Villas han
demostrado que extractos etandlicos de hojas
de Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle
presentan actividad antifiungica frente a
hongos fitopatdgenos del tomate (Iglesias et
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al., 2017; Qjito-Ramos et al., 2017). Sin
embargo, se hace necesario demostrar los
mecanismos de accion.

Atendiendo a lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue determinar el efecto del extracto
etandlico de C. aurantiifolia sobre la membrana
y la respiracion celular de P. fulva.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Hojas de plantas adultas de C. aurantiifolia
recolectadas en areas del Jardin Botanico de la
Universidad Central Marta Abreu de Las Villas,
Santa Clara, Cuba (22N25’5”, 79W53'4”) se
lavaron con agua destilada estéril y se secaron
en estufa a 60 °C por 12 h. Posteriormente, se
molieron y a 2 g de hojas pulverizadas se le
adicionaron 20 ml de etanol al 70% (v/Vv). El
extracto se obtuvo mediante extraccion asistida
por ultrasonido (Scientz Ltd., China) durante
20 min segun lo referido por Ojito-Ramos et al.
(2012). La concentracion de fenoles totales se
determind por el método descrito por Elkhatim
et al. (2018).

Cepa fungica

La cepa de P. fulva utilizada se obtuvo de la
Coleccion de Cultivos Microorganismos del
Instituto de Biotecnologia de las Plantas,
Universidad Central Marta Abreu de Las Villas,
Santa Clara, Cuba. P. fulva se mantuvo en
medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA)
(Difco) a 27 °C durante 21 dias.

Efecto sobre la integridad de la
membrana citoplasmatica de P. fulva

Para comprobar el efecto del extracto
etandlico de Citrus aurantiifolia sobre la
integridad de la membrana citoplasmatica de
P. fulva se determinaron las concentraciones
de fésforo y potasio en el medio extracelular.
Para ello, discos de 0.6 cm de diametro de P.
fulva, tomados de colonias crecidas en medio
de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA, Difco)
durante 21 dias a 27 °C en oscuridad, se
trasfirieron a medio de cultivo Caldo Papa
Dextrosa (PDB, Difco) y se mantuvieron en
constante movimiento por 7 dias, a 120 rpm
y 27 °C. Posteriormente, el micelio se separé
por filtracién y se trituraron 0.5 g, en un
homogenizador Ultra-Turrax T25 (Rose
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Scientific Ltd.) en tampoén Tris-HCI 5 mM
(UniChem) pH 7.0 y la suspension de micelio
se ajusté a una concentracion aproximada
de 5 x 10° fragmentos de micelio mlt y se
incubaron con el extracto a una
concentracion final de fenoles totales de 20
mg EAG ml? (Iglesias, 2012) en tampon Tris-
HCI 5 mM, pH 7.0. Como control se emplearon
fragmentos de micelio en tampoén Tris-HCI 5
mM, pH 7.0 a la misma concentracion. En
ambos casos se incubaron durante 24y 48 h
a 27 °C en oscuridad. Posteriormente, se
obtuvo el medio extracelular mediante filtrado
con papel de filtro (Whatman) estéril.

La concentracion de fésforo en el medio
extracelular se determiné segun Vasquez y
Torres (1982) y Worsfold et al. (2016) y la de
potasio en un espectrofotémetro de absorciéon
atoémica SP9 Pye UNICAM (Philips). Las
determinaciones se realizaron por triplicado y
cada ensayo se repitid dos veces. Los valores
se expresaron en mg I2.

Efecto sobre la respiracion celular de P.
fulva

El efecto del extracto etandlico en la respiracion
celular de P. fulva se determiné mediante la
actividad de la enzima succinato deshidrogenasa
(SDH; EC 1.3.5.1). Se tom6 1 g de micelio de
P. fulva crecido en las condiciones descritas
anteriormente y se aislaron las mitocondrias de
P. fulva por centrifugacion diferencial (Ojito-
Ramos et al., 2017).

En un tubo de ensayo se colocaron 0.5 ml
de la fraccion mitocondrial, 0.5 ml de tampén
Tris-HCI 2.5 mmol I'* pH 4, 0 ml de succinato
de sodio al 1% (m/v) (Merck), 0.5 ml de
azul de metileno 0.01% (m/v) (Merck) y 1
ml del extracto a una concentracion de
fenoles totales 20 mg EAG ml1. En el control
positivo de la respiracion celular se adiciono
sacarosa al 0.25% (m/v) en lugar del
extracto y en el control negativo de la
respiracion también se adicion6 sacarosa al
0.25% (m/v) en lugar del extractoy la fraccion
citoplasmatica en lugar de la fraccién
mitocondrial. Posteriormente, se afiadi6é una
capa de aceite mineral y se incub6 a 37 °C
en barfio termostatado (Julabo). Se observé
el cambio de coloracién del azul de metileno
cada 4 h durante 48 h. Los tratamientos se
realizaron por triplicado y el ensayo se repitio
dos veces.
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Andlisis estadisticos

El procesamiento estadistico de los datos
obtenidos se realiz6 con la ayuda del programa
SPSS Statistics, version 21 para Windows.
En todos los casos se verificaron los supuestos
de normalidad (prueba de Shapiro-Wilk) y
homogeneidad de varianza (prueba de
Levene). Los andlisis de varianza se realizaron
mediante la prueba H de Kruskal Wallis p<0.05
y U de Mann Whitney a posteriori p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto sobre la integridad de la
membrana citoplasmatica de P. fulva

Alas 24 y 48 h de incubacion de P. fulva con el
extracto etandlico de C. aurantiifolia, la
concentracion de fésforo en el medio
extracelular fue superior con respecto al control
en 51.86% y 22.47%, respectivamente, sin
mostrar diferencias significativas entre los
tiempos de incubacién (Figura 1). De igual
forma, la concentracion de potasio en el medio
extracelular aument6 82.35% y 70.67% a las
24 h y 48 h de incubacién, respectivamente,
respecto al control (Figura 1).

Estos resultados sugieren que el extracto
produjo dafo a la integridad de la membrana
citoplasmaética de P. fulva. En este sentido, se
ha referido que la pérdida de la permeabilidad
de la membrana puede inducir la ruptura de la
membrana celular. Ademas, los compuestos
fendlicos pueden inhibir la actividad microbiana
al dafar las membranas celulares, penetran en
las células, interrumpen el estado redox
intracelular y alteran las vias metabdlicas (Chen
etal., 2015; Coelho-Junior et al., 2019). Otros
autores han demostrado que la pérdida de iones
en el micelio de P. fulva es un indicador de
dafio a la membrana, similar alos resultados de
este trabajo. Por ejemplo, se ha demostrado que
la actividad antifiungica de Streptomyces
albidoflavus L131 frente a P. fulva (Chen et al.,
2015) y la actividad antimicrobiana de la silimarina,
compuesto derivado de las semillas de Silybum
marianum (L.) Gaertn, frente a varios
microorganismos (Yuny Lee, 2017), implican la
ruptura de la membrana con incremento de potasio
en el medio extracelular. La salida de iones
intracelulares al medio extracelular constituye una
medida indirecta de dafio a la integridad de la
membrana citoplasmatica de los hongos, que podria
conducir a la muerte celular (Choietal., 2017).
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Figura 1. Concentracion de fésforo (A) y potasio (B) en el medio extracelular de Passalora
fulva incubado con extracto etandlico de hojas de C. aurantiifolia. Cada barra representa la
media de tres réplicas independientes = el error estandar. Letras distintas en las barras indican
que las medias del mismo tratamiento, a diferentes tiempos de incubacioén, difieren
significativamente para p<0.05 segun las pruebas H de Kruskal Wallis y U de Mann Whitney.

Efecto sobre la respiracion celular de P.
fulva

A las 48 h de incubacién no se observé un
cambio de coloracion en el azul de metileno
en los tubos donde se encontraba la fraccion
mitocondrial de P. fulva con el extracto
etandlico, similar a lo observado en el control
negativo de la respiracion celular. Esto indico
que el azul de metileno no se utilizé como
agente reductor en la reaccion catalizada
por la enzima SDH, lo que implica la inhibicion
de su actividad. Sin embargo, en el control
positivo de la respiracion celular se aprecio
la decoloracion total del azul de metileno.
Este resultado evidencié una posible
afectacion en la actividad de la enzima SDH
inducida por el extracto etandlico de C.
aurantiifolia.

La enzima SDH esta unida a la membrana
interna de la mitocondria, y cataliza la
oxidacion del acido succinico a acido fumarico
a expensas de la reduccion del FAD a FADH,,.
Ademas, forma parte del complejo Il de la

cadena de transporte de electrones (Nelson
et al., 2018). Al encontrase las mitocondrias
de P. fulva aisladas y expuestas al extracto
etandlico de hojas de C. aurantiifolia pudo
haber ocurrido un desacople de la enzima SDH,
debido a la afectacion de la integridad de la
membrana que produce el extracto. De esta
manera también pudo afectarse la respiracion
celular.

Varios son los trabajos que refieren la actividad
antifingica de C. aurantiifolia (Al-Aamri et al.,
2018; Tchameni et al., 2018; Ramirez-Pelayo
etal., 2019), sin embargo no se encontraron
evidencias en la literatura cientifica de su
empleo frente a P. fulva.

Los resultados de este trabajo permiten sugerir
que el dafio a la membrana citoplasmatica y
a la respiracion celular son mecanismos de
accion del extracto etandlico de C. aurantiifolia
frente a P. fulva. A partir de su evaluacién en
casa de cultivo pudiera constituir una
alternativa para el manejo de este hongo
fitopatogéno.



Biotecnologia Vegetal Vol. 19, No. 2, 2019
CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo demostraron
que el extracto etandlico de hojas de C.
aurantiifolia (70%) (m/v) afecta la integridad
de la membrana citoplasmatica y la respiracion
celular de P. fulva.
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