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Abstract

The growing search for natural and environmentally friendly fungicides has led to research into the
use of agro-industrial by-products. Mango leaves, obtained from orchard pruning, are an important
source of high biological value compounds (HBVC) with possible antifungal activity. This study
aimed to evaluate the feasibility of using a mango leaf extract obtained by ultrasound to inhibit
phytopathogens that infect fruits of commercial interest. To obtain the extract, ultrasound was
applied at different extraction times (10, 20, and 30 min) and the antioxidant capacity, total soluble
phenols, and total flavonoids were evaluated. The phytochemical identification of the extract was
performed with an HPLC-UV/VIS and the antifungal activity against Penicillium digitatum and
Botrytis cinerea was assessed. The extraction for 30 min allowed obtaining a higher quantity of
polyphenols (305.92 + 3.52 mg. eq. trolox, 141.35 + 3.18 mg GAE, 18.95 + 0.66 mg. eq. rutin, for
antioxidant capacity, total soluble phenols and total flavonoids, respectively). The compounds
identified were mangiferin and chlorogenic, hydroxybenzoic, caffeic, and coumaric acids. A
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complete inhibition of P. digitatum and B. cinerea was obtained at concentrations of 20.51 and
9.35 mg/mL of extract, respectively. Mango leaf extract is an important source of CAVB with good
antifungal capacity against fungi of commercial interest. This suggests its potential use as a natural
alternative to conventional fungicides, offering a safe option for fruit treatment in the postharvest
stage.

Keywords: Agroindustrial byproduct, Antifungal capacity, Phytochemical composition, Ultrasound-assisted
extraction.

Resumen

La creciente busqueda de fungicidas naturales y amigables con el ambiente ha causado que las
investigaciones se dirijan hacia el aprovechamiento de los subproductos agroindustriales. Las hojas
de mango, obtenidas de la poda de los huertos, son una fuente importante de compuestos de alto
valor bioldgico (CAVB) con posible actividad antifungica. El objetivo del estudio fue evaluar la
viabilidad del uso de un extracto de hojas de mango obtenido por ultrasonido en la inhibicion de
fitopatdgenos que infectan frutos de interés comercial. Para obtener el extracto se aplico ultrasonido
a diferentes tiempos (10, 20 y 30 min) y se evalu6 la capacidad antioxidante, fenoles solubles
totales y flavonoides totales. La identificacion fitoquimica del extracto se realizé mediante HPLC-
UV/VIS y se evalud la actividad antifngica frente a Penicillium digitatum y Botrytis cinerea. La
extraccion por 30 min permitié obtener mayor cantidad de polifenoles (305.92 + 3.52 mg. eq.
trolox, 141.35 £ 3.18 mg EAG y 18.95 £ 0.66 mg eq. rutina, para capacidad antioxidante, fenoles
solubles totales y flavonoides totales, respectivamente). Los compuestos identificados fueron
mangiferinay el acido clorogénico, hidroxibenzoico, cafeico y cumarico. Se obtuvo una inhibicion
total de P. digitatum y B. cinerea a concentraciones de 20.51 y 9.35 mg/mL de extracto,
respectivamente. El extracto de hojas de mango es una fuente importante de CAVB con buena
capacidad antifingica contra hongos de interés comercial. Esto sugiere su potencial uso como una
alternativa natural a los fungicidas convencionales, ofreciendo una opcion segura para el
tratamiento de frutos en la etapa de poscosecha.

Palabras clave: Capacidad antifungica, Composicion fitoquimica, Extraccion asistida por ultrasonido, Subproducto
agroindustrial.

1. Introduccion microorganismos y metabolitos secundarios
México es un importante productor de mango con actividad bioldgica benéfica en los seres
a nivel mundial, donde el 90% de su vivos (3). Algunos de los metabolitos que se
superficie sembrada se encuentra en Chiapas, encuentran en las hojas de mango son
Guerrero, Oaxaca y Nayarit (1). Por cultivar compuestos fenolicos como benzofenonas,
se obtienen cerca de 58 kg de hojas secas (2). flavonoides, terpenoides y Xantonas (4).
A estas hojas se les han identificado Existen técnicas mediante las cuales se
compuestos de alto valor biolégico (CAVB). pueden aislar estos compuestos, como los
Los CAVB pueden ser enzimas, métodos de extraccion modernos (5). Entre
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las tecnologias de extraccion destaca la
extraccion asistida por enzimas, microondas
y por ultrasonido (EAU) (6). Estas
tecnologias presentan ventajas, como la
reduccion en el uso de disolvente, un menor
tiempo de extraccion y mayor rendimiento en
comparacion con los métodos de extraccion
convencionales.

La EAU crea ondas que viajan a través del
disolvente, las cuales producen ciclos de
compresion y expansion que inducen el
fendmeno de cavitacion (7). La cavitacion
genera microburbujas que al exceder un
didmetro critico explotan y aumentan la
temperatura del medio (8). Este fendmeno
logra fragmentar y generar poros en la célula
vegetal, provocando una mayor difusion de
solutos al solvente de extraccion (9,10). Al
variar las condiciones de frecuencia,
potencia, temperatura y polaridad del
disolvente, varia la cantidad y calidad de los
CAVB obtenidos (10).

Los compuestos fendlicos reportados en las
hojas de mango son efectivos para inhibir el
crecimiento de bacterias 'y  hongos
fitopatdégenos (11). Recientemente, se ha
utilizado un extracto acuoso y etandlico para
inhibir el crecimiento micelial de Penicillium
oxalicum (12). Los compuestos fendlicos
pueden causar la despolimerizacion de la
membrana plasmatica, fuga del citoplasma y
dafo al material genético, ocasionando la
muerte del hongo fitopatégeno (13). Sin
embargo, no existen reportes sobre la
efectividad de los compuestos fendlicos
presentes en las hojas de mango frente a
hongos como Penicillium digitatum vy
Botrytis cinerea. La exploracion del potencial
antifangico del extracto de hojas de mango
contra estos patdgenos es importante debido
a que P. digitatum y B. cinerea son los
responsables de la enfermedad del moho
verde (14) y moho gris (15) en frutos de
naranja y arandano, respectivamente. Estas
enfermedades generan grandes desperdicios,
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pérdidas poscosecha y disminucion de la
calidad de la fruta, lo que se traduce en
grandes  pérdidas  econOmicas.  Para
solucionar este creciente problema, es
importante investigar métodos de control de
fitopatdgenos poscosecha novedosos, no
toxicos y ecologicos. Por lo tanto, la
investigacion tuvo como objetivo obtener un
extracto de hojas de mango y evaluar su
capacidad para inhibir el crecimiento de P.
digitatum y B. cinerea, en frutos de
importancia econdémica a nivel mundial.

2. Materiales y métodos
2.1 Material vegetal

Las hojas de mango var. Ataulfo fueron
recolectadas en huertos ubicados en estacion
Pani (Nayarit, México, latitud 21.736944,
longitud -105.006111). Las hojas fueron
limpiadas, lavadas y deshidratadas en un
horno convectivo (Nova Tech, CA-550,
Jalisco, México) a 40 °C por 24 h. Después,
las hojas se pulverizaron con un molino
eléctrico (Gustark, 2000, Ciudad de México,
Meéxico). El polvo se tamizé en una malla 100
(0.150 mm) y se almacend a temperatura
ambiente.

2.2 Obtencion del extracto de hojas de
mango mediante extraccion asistida por
ultrasonido (EAU)

El extracto de hojas de mango se obtuvo
mediante EAU con un bafio de ultrasonido
Kendal (CD4820, Eaton Sacon, Reino
Unido). La muestra en polvo se mezclé con
etanol-agua (4:1) en una relacion 1:10 (g de
muestra:mL solvente). La muestra se tratd por
10,20y 30mina25+1°Cy42kHz. Parala
separacion del solvente y la muestra, el
extracto obtenido se filtr6 con un papel
Wattman # 100 y con una bomba de vacio.
Por ultimo, al filtrado se le removio el
solvente con un rota-evaporador de vacio a 55
+ 1 °C (RV10 Basic, IKA, Staufen,
Alemania). Para determinar el rendimiento de
extraccion, la muestra se secO en una
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termobalanza (MAZ35, Sartorius, Gotinga,
Alemania) y se calcul6 de acuerdo a la

ecuacion 1 (16). Para las siguientes
determinaciones se utiliz6 el extracto
humedo.

.. 0/ — Solidos solubles *
Rendimiento (%) = ————-*100 (Ec. 1)

2.3 Determinacion fitoquimica del extracto
de hojas de mango

2.3.1 Determinacion de la actividad de
radicales libres ABTS*

El ensayo de ABTS" se realizd de acuerdo al
método descrito por (17). La solucién madre
de radical ABTS" a 7mM de reactivo (2,
acido 2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic) con 2.45 mM de persulfato de
potasio, se mantuvo en oscuridad por 16
horas. La solucion madre se diluy6 en agua
desionizada y se ajust6 a una absorbancia de
0.70 £ 0.020 a 734 nm. Después, 50 pL de
extracto se mezclaron con 950 pyL de la
solucion de trabajo ABTS™ y se almaceno en
oscuridad por 8 min. Los valores de
absorbancia se midieron a 734 nm usando un
espectrofotometro (Cary 50 Bio UV-VIS,
Varian, Sidney, Australia). Los resultados se
expresaron como mg equivalentes de trolox.
Por otra parte, se determind el valor de la
concentracion inhibitoria 50 (Clso), la cual se
definié como la concentracion de extracto de
hoja de mango (mg/mL) necesaria para
alcanzar el 50% de actividad antioxidante. La
Clso se determiné a partir de la ecuacion de
regresion lineal de la curva que representa la
actividad  antioxidante frente a la
concentracion de la muestra (18).

2.3.2 Determinacién de fenoles solubles
totales

Los compuestos fendlicos se determinaron
mediante un método espectrofotométrico
(19). Una alicuota de 50 pL de cada tiempo
de extraccion se mezclé con 1 mL de agua
desionizada y 0.5 mL de reactivo de Folin-
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Ciocalteu. Posteriormente, se le afiadieron 2.5
mL de solucion de carbonato de sodio
(Na2COgz) al 20%. La mezcla se dejo en
oscuridad durante 20 min. Se midio la
absorbancia a 735 nm usando un
espectrofotometro. Se realizd una curva de
calibracion con 4&cido géalico (0.05-0.5
mg/mL) para cuantificar los compuestos
fendlicos presentes en el extracto, los
resultados se presentaron como mg
equivalentes de &cido galico/g muestra.

2.3.3 Determinacion de flavonoides totales
(FT)

Para realizar la curva de calibracion de los
FT, 1 mL de solucion de tricloruro de
aluminio (20 g en 1 L de etanol al 95%) se
mezclé con 1 mL de solucidn de rutina (0.05
g de rutina en 100 mL de etanol) y 50 uL de
acido acético. La mezcla se afor6 a 25 mL con
etanol. Las muestras se incubaron en
oscuridad durante 40 min y se leyd la
absorbancia a 415 nm. Para determinar los FT
se reemplazé la soluciéon de rutina por el
extracto (20). Los resultados se expresaron en
mg eq. rutina.

2.4. Determinacion de la composicion
fitoquimica del extracto de hojas de mango
por HPLC-UV/VIS

Los compuestos se identificaron con un
HPLC 1525 (Water, Massachusetts, USA)
con una bomba binaria y detector UV. La
separacion se llevo a cabo en una columna C-
18/ODSHXPERSIL (5 pm y 250 x 4.6 pum).
La elucion del gradiente se program6 como
fase movil A (3% de &cido acético en agua
grado HPLC) y fase movil B (acetonitrilo). Se
inyectaron 10 pL de muestra a una velocidad
de 1 mL/min por 20 min. El gradiente cambio
siguiendo estas condiciones inicio: 90% del
gradiente A 'y 10% del gradiente B, después
de 6 min: 20% de solvente A y 80% de B,
seguido de 14 min con 90% A y 10% de B.
Todas las muestras se detectaron a 254 nm
(21). Para la identificacion de los compuestos
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se comparO el tiempo de retencién de los
picos con estandares auténticos: acido
hidroxibenzoico, acido cafeico, &cido
clorogénico, acido cumarico y mangiferina
(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania). Para
cada estandar se realizd una curva de
calibracion.

2.5 Evaluacion de la actividad antifungica
y concentracion minima inhibitoria del
extracto de hojas de mango
2.5.1 Preparacion de
fitopatdgenos

Los hongos fitopatdgenos evaluados en este
estudio fueron aislados y caracterizados
previamente: P. digitatum (NUmero de
acceso: CECT21108) de naranja (Citrus
sinensis) y B. cinerea (Numero de acceso:
PP377694) de fruto de ardndano (Vaccinium
corymbosum) fueron criopreservados en
glicerol al 80% (v/v) a -80 °C hasta su uso.
Cada hongo fue cultivado individualmente en
cajas Petri con Agar Papa Dextrosa (APD)
(BD Bioxon, Estado de México, México) e
incubado durante 7 dias a 28 °C. La
suspension de esporas de cada hongo se
prepard a partir de cultivos de 8 dias de
antigliedad, a los cuales se le afiadieron 10
mL de solucidn estéril de NaCl al 0.85% y se
rasparon con un asa estéril. El liquido se filtré
con una gasa estéril y se recuperd en un tubo
conico. La concentracion de esporas se ajusto
a 1 x 10° esporas/mL con un hemocitémetro
(22).

los  hongos

2.5.2 Evaluacion antifuingica in vitro

Se evalué la actividad antifungica del
extracto contra B. cinerea y P. digitatum. Al
APD se le agregaron  diferentes
concentraciones de extracto (2.5, 5, 7.5y 10
mg/mL) y se dejo solidificar. Se realiz6 un
orificio de 7 mm en el centro de las placas y
se inoculd un plug de micelio o 50 pL de
suspension de esporas de cada hongo
fitopatdgeno. Las placas se incubaron durante
7 dias a 28 °C. El didametro de crecimiento se
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registr6 por 7 dias y como control se
consider6 el didmetro de los hongos
cultivados sin extracto (16). El porcentaje de
inhibicién fue calculado de acuerdo con la
ecuacion 2:

de-dt
dc

Inhibicion (%)=[“*] x100 (Ec. 2)

Donde: (dc) es el diametro de la colonia
fungica en ausencia de extracto y (dt) es el
didametro de la colonia fangica en presencia
de las diferentes concentraciones de extracto.

2.5.3 Concentracion minima inhibitoria
(CMI)

Para calcular la CMI, los valores de la
ecuacion lineal se obtuvieron graficando el
diametro de crecimiento micelial frente a la
concentracion del extracto. En una relacién
lineal el diametro de crecimiento del
fitopatdgeno disminuye proporcionalmente
con la concentracion de extracto (23).

2.6 Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como media *
desviacion estandar. Cada experimento se
repitid tres veces con tres réplicas por
tratamiento. Las variables respuesta se
evaluaron con un andlisis de varianza
(ANOVA). Unicamente para la prueba de
inhibicidn in vitro, el analisis de los datos se
realizo con un ANOVA factorial. Se
consideraron 2 factores (el tiempo de
extraccion y la concentracion de extracto),
con 3 niveles para tiempo de extraccién (10,
20y 30 min) y 4 niveles para la concentracion
(2.5, 5, 7.5 y 10 mg/mL de extracto). Para
determinar las diferencias significativas entre
tratamientos se aplicé una prueba de Tukey
con un nivel de confianza del 95% (P < 0.05).
Los datos se procesaron con el programa
MINITAB.
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3. Resultados y discusion
3.1 Determinacion del rendimiento

Los rendimientos de extraccion mas altos se
obtuvieron con los tratamientos de 20 y 30
min con un 21.83 y 23.17 % de sdlidos
solubles, respectivamente (Tabla 1) (P >
0.05). Se observd un aumento en los
compuestos de interés conforme aumento el
tiempo de extraccion. Estos resultados son
similares a los reportados por (24), quienes
obtuvieron un rendimiento del 23% de
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solidos solubles utilizando un tiempo de
extraccion de 30 min en hojas de kratom. Este
comportamiento es provocado por la
fragmentacion y formacion de poros en el
tejido vegetal producido por el aumento del
tiempo de sonicacion, lo cual resulta en una
mayor transferencia de solutos al solvente de
extraccion (10). De igual manera, el
ultrasonido acelera el equilibrio entre los
compuestos de interés en el disolvente con la
pared celular (25).

Tabla 1. Rendimiento y compuestos de interés del extracto de hojas de mango obtenido mediante extraccion asistida

por ultrasonido (EAU).

Clso capacidad

. Capacidad antioxidante Fenoles Flavonoides
Tiempo de o A totales
. Rendimiento antioxidante (mg eq. trolox/g solubles totales
extraccion (mg eq.
. (%) (mg eq. trolox/g muestra) (mg EAG/g :
(min) rutina/g
muestra) muestra)
muestra)
Control sin EAU  14.2+0.73° 201.60 £ 4.02¢ 147.12 £ 0.53¢ 20.1+1.21¢ 15.99 + 0.48°¢
10 19.17 £2.93°  290.39 + 6.16° 155.41 +0.43° 26.99 £ 1.97¢ 20.93 £ 0.56%
20 21.83+1.47% 292.07 +0.13° 155.55 + 0.08" 84.85 +3.33° 20.61 + 0.69%®
30 23.17 £3.06*°  305.92 + 3.522 156.50 + 0.25? 141.35 + 3.18? 18.95 + 0.66°

Los resultados expresan la media + desviacién estandar. En cada columna las letras diferentes significan diferencia significativa (P < 0.05).

3.2 Capacidad antioxidante y contenido de
fenoles solubles totales

La determinacion fitoquimica del extracto de
hojas de mango se presenta en la tabla 1. Se
observd que el incremento del tiempo de
extraccion aumentd la capacidad antioxidante
(305.92 mg eq. trolox/g de muestra), la Clso
(156.50 mg eq. trolox/g de muestra) y el
contenido de fenoles solubles totales (141.35
mg EAG/g muestra), respecto al control sin
EAU (P < 0.05) (Tabla 1). Entre las técnicas
existentes para evaluar la capacidad
antioxidante, la técnica de ABTS se utiliza
por su capacidad para reaccionar tanto con los
compuestos lipofilicos como hidrofilicos. En
este contexto, el aumento de la Clsg (Tabla 1)
podria estar relacionado con un mayor
contenido de compuestos fendlicos, tal como
lo sugieren algunos estudios, asi como con la
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presencia de sustituyentes hidroxilo, lo que
conlleva a un aumento en la actividad
antioxidante, ya que estos compuestos
pueden donar electrones y estabilizar los
radicales libres (18).

No obstante, los resultados més altos se
obtuvieron con el tiempo de extraccion de 30
min (141.35 mg EAG/g muestra). Estos
resultados son superiores a los obtenidos por
(26), quienes reportaron 32 mg EAG, para el
extracto de hojas de mango, obtenido en
condiciones similares a las presentadas en
este estudio. La diferencia en la cantidad de
fenoles solubles totales puede estar
relacionada con la variedad del arbol, el
clima, el tipo de suelo, los nutrientes, el
estado de floracion y el momento de corte de
las hojas ya sea en precosecha o postcosecha
(27).
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Por otra parte, el incremento de la capacidad
antioxidante y del contenido de fenoles
solubles totales se puede atribuir al uso de
mezclas hidroalcohdlicas. Estas mezclas
facilitan la extraccion de los compuestos
fenolicos debido a que el agua hincha la
matriz vegetal y el etanol induce la ruptura de
los enlaces del soluto (28,29). Algunas
interacciones que se pueden romper son los
enlaces dipolo-dipolo, dipolo-dipolo
inducido y los enlaces de hidrogeno (30). La
alta capacidad antioxidante de los
compuestos fendlicos se relaciona con los
grupos hidroxilos en la estructura del anillo
aromatico que pueden donar electrones con
facilidad (31,32). Asimismo, autores como
(33) mencionan que cuanto mayor sean los
grupos  hidroxilo en la  estructura,
dependiendo del tipo de compuesto fendlico,
aumentara su capacidad antioxidante.

En este sentido, los resultados demuestran
que los extractos evaluados presentan un alto
potencial antioxidante. Este efecto puede
desempefiar un rol dual en la inhibicion de
hongos fitopatdgenos. Por un lado, los
compuestos fendlicos y flavonoides presentes
en los extractos pueden actuar como
antioxidantes en  sistemas  vegetales,
protegiendo a las plantas contra el estrés
oxidativo inducido por infecciones (27). Por
otro lado, ciertos antioxidantes pueden
ejercer actividad antimicrobiana mediante
mecanismos alternativos, como dafio al
material genético, fuga de componentes
intracelulares, alteracion de la membrana
celular o la quelacion de iones metéalicos
esenciales para la homeostasis redox del
hongo, generando un desequilibrio que
favorece la acumulacion de especies reactivas
de oxigeno dentro del patdgeno (32). Asi, el
potencial inhibitorio podria explicarse por la
capacidad del extracto para desestabilizar el
sistema antioxidante interno de los hongos,
promoviendo un ambiente oxidativo que
resulta letal para su crecimiento (16). De este
modo, los extractos naturales se perfilan
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como alternativas prometedoras para el
control de hongos fitopatdgenos, ya que su
actividad antioxidante no solo protege al
hospedero, sino que también contribuye a la
actividad antifingica a través de mecanismos
especificos.

3.3 Determinacion de flavonoides totales

En la determinacion de flavonoides totales no
existe diferencia significativa entre los
tiempos de extraccion de 10 y 20 min (20.93
y 20.61 mg. eq. rutina, respectivamente)
(Tabla 1). Este comportamiento difiere con el
presentado para fenoles solubles totales y se
puede deber a que los flavonoides se
encuentran mayormente en el citoplasma de
la célula vegetal. De esta manera, la EAU
facilita su obtencion a causa de un aumento
en la permeabilidad de la pared celular (34).
Los flavonoides llegan a un equilibrio entre la
solucion y el soluto, por lo tanto, al usar un
mayor tiempo de extraccion se puede
provocar la formacion de especies reactivas
de oxigeno, haciendo que estos pierdan su
funcionalidad (35,36). En comparacion con lo
reportado por (26), observaron variacion de
22 a 40 mg de equivalentes de rutina de un
extracto de hojas de mango obtenido por
ultrasonido. Esta diferencia se podria
relacionar a los diferentes cultivares, la
temporada, el suelo y el clima de donde se
obtuvo la muestra (27). Por otra parte, se ha
informado que, en un extracto de hojas de
mango, el pretratamiento con ultra alta
presién incrementé significativamente el
contenido de flavonoides totales, de 13 a 24
mg eq. rutina/g de extracto (37). Estos
resultados resaltan la influencia de las
condiciones de extraccion y de las
caracteristicas agronémicas en la
concentracion final de flavonoides. Por lo
tanto, optimizar el proceso de extraccion
cobra relevancia no solo desde una
perspectiva nutracéutica, sino también para
aplicaciones en el manejo de enfermedades en
cultivos agricolas.
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3.4 Identificacién fitoquimica del extracto
por HPLC-UV/VIS

Debido a que los tratamientos con 10 y 20
min de EAU presentaron valores de
capacidad antioxidante y fenoles solubles
totales  significativamente  menores al
tratamiento con 30 min, Gnicamente se realiz6
el andlisis por HPLC-UV/Vis del tratamiento
mas efectivo (EAU de 30 min).

En el extracto hidroalcohdlico de hoja de
mango se lograron identificar cinco
compuestos (Tabla 2). Estos compuestos
fueron mangiferina, acido clorogénico, acido
hidroxibenzoico, acido cafeico y &cido
cumarico (Figura 1). Los principales
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compuestos en el extracto fueron el &cido
clorogenico y el acido hidroxibenzoico en
una concentracion de 5.47 y 4.31 mg/mL,
respectivamente. La identificacion de los
compuestos presentes en un extracto fenolico
es un punto importante para conocer y definir
sus posibles propiedades antioxidantes vy
antifangicas.  Diversos  autores  han
identificado en extractos de hoja de mango a
la mangiferina (37), al acido clorogénico
(38), acido hidroxibenzoico (26), acido
cafeico y acido cumarico (39). Por lo tanto, el
conocimiento detallado del perfil fenélico del
extracto de mango proporcioné una base
cientifica para su potencial aplicacién en el
control de hongos fitopatogenos.

Tabla 2. Identificacién y concentracion de los compuestos del extracto de hojas de mango.

Compuesto RT Concentracion
P (min) (mg/mL)
Mangiferina 0.60 0.06 £0.02
Acido clorogénico 1.42 5.47 £0.02
Acido hidroxibenzoico 1.71 4.31 +0.04
Acido cafeico 1.90 3.33+0.03
Acido cumérico 241 3.00 +0.03

RT: Tiempo de retencion.
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Figura 1. Cromatograma del extracto de hoja de mango obtenido mediante EAU durante 30 min (A) y
cromatograma de estandares auténticos mangiferina, acido clorogénico, acido hidroxibenzoico, acido cafeico y acido
cumarico (B). uAU: altura y RT: tiempo de retencion.

3.5 Evaluacién de la actividad antifungica
in vitro y concentracién minima inhibitoria
3.5.1 Actividad antifangica in vitro del

extracto de hojas de mango

Los extractos de hoja de mango presentaron
actividad antiflngica in vitro (Figura 2). El
tiempo optimo de extraccion (30 min) mostro
un aumento en el porcentaje de inhibicion en
comparacion a los resultados obtenidos en el
tiempo de 10 min (P < 0.05). B. cinerea
aumento 18% y P. digitatum 24%, utilizando
una concentracién de 10 mg/mL que podria
estar relacionado con una mayor cantidad de
CAVB en el extracto. Resultados similares se
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han reportado por (40), quienes utilizaron una
concentracion de 5 g/L para inhibir el
crecimiento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides y Alternaria solani al aplicar
EAU por 30 min en propdleo. Una alta
concentracion de CAVB puede causar la
despolimerizacibn de la  membrana
citoplasméatica y dafar la expresion de
algunos genes (41,42). Especificamente, el
acido cafeico, acido hidroxibenzoico y &cido
cumarico pueden causar dafio a la membrana

plasméatica ocasionando fuga de los
componentes  intracelulares  (43). La
mangiferina podria causar una
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despolimerizacién de la membrana, fuga del
citoplasma y dafio al material genético (44),
mientras que el &cido clorogénico aumenta la
permeabilidad de la pared fungica al impedir
la sintesis de 1, 6-p-glucano (45,46). Por
ultimo, se ha reportado que los flavonoides
tienen la capacidad de penetrar la estructura
de la membrana y la pared celular, lo que
ocasiona la formacion de agujeros y fuga de
ADN, ARN vy otros contenidos celulares.
Ademas, pueden alterar el proceso del
metabolismo respiratorio mitocondrial, la
biosintesis de proteinas y el metabolismo de
aminoéacidos, lo que provoca la muerte celular
(47).

Por otra parte, dado que los compuestos
fenolicos son conocidos por interactuar con
carbohidratos y proteinas a través de
formacion de  ésteres, oxidacion 'y
complejacion  proteica, es importante
considerar su posible efecto sobre los
elementos que componen el medio (APD).
No obstante, la inhibicién fungica observada
en este estudio mostré una relacion dosis-
dependiente, lo que sugiere que el efecto es
atribuible a la accion directa de los extractos
sobre los hongos, y no sobre el medio APD
afectando la disponibilidad de nutrientes para
el hongo. Esta interpretacion es consistente
con estudios previos donde los compuestos
fenolicos ejercen actividad antifingica
mediante mecanismos especificos que causan
la muerte celular del fitopatdgeno (44,47).

Los mecanismos de accion anteriormente
mencionados refuerzan el valor del extracto
de hoja de mango como una alternativa viable
en el control biolégico de hongos
fitopatogenos. Ademas, la eficacia inhibitoria
demostrada posiciona a este extracto como un
método de control funcional dentro de las
estrategias de manejo bioldgico, con
potencial de aplicacion en sistemas de
produccidn organica y sustentable.
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3.5.2 Determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (CMI) de los hongos
fitopatogenos

Las concentraciones (2.5, 5, 7.5y 10 mg/mL)
fueron adecuadas para evaluar la relacion
dosis-respuesta y fueron determinadas con
base en estudios previos que reportan
actividad antifungica en rangos similares
(16,22,23), asi como en pruebas preliminares
que verificaron la solubilidad y estabilidad
del extracto en estos niveles.

La CMI de B. cinerea fue de 9.35 mg/mL y
de P. digitatum 20 mg/mL (Tabla 3), con
estos resultados es posible ver la afinidad que
tienen los CAVB sobre las proteinas en la
membrana de los hongos fitopatdgenos. Los
resultados presentados para las CMI son
similares a los reportados por (48) quienes
utilizaron el extracto de hojas y semillas de
moringa oleifera para inhibir a B. cinerea
empleando concentraciones de 10 y 15
mg/mL, respectivamente con inhibicién del
100% del hongo fitopatégeno. Por dltimo,
(49), reportaron el uso de un extracto de
cascara de granada obtenido por maceracion
(6 h). Con el extracto se logro inhibir el 100%
de P. digitatum con una CMI de 20 mg/mL al
emplear metanol y 22.5 mg/mL al emplear
agua como disolvente. En los extractos
reportados anteriormente se han identificado
diversos compuestos pertenecientes al
flavonol, acidos hidroxicinamicos y terpenos.
Existen reportes que afirman que el conjunto
de estos compuestos puede causar la
disrupcion de la membrana celular,
desorganizar los organelos y lisis celular
(50,51).

Por otro lado, P. digitatum y B. cinerea son
hongos fitopatdgenos de gran importancia
econdmica en la agricultura, ya que afectan a
cultivos de alto valor comercial, como la
naranja y el ardndano, respectivamente
(14,15). La capacidad de estos hongos para
dafiar a los cultivos puede resultar en pérdidas
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significativas en la  produccion vy
comercializacion, reduccion de la calidad de
los frutos y en un aumento de los costos de
manejo y control. Por lo tanto, los resultados
de este estudio son importantes para el
desarrollo de estrategias de control efectivas
y sostenibles que ayuden a mitigar el impacto
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econémico, ecologico y social de estas
enfermedades en la agricultura (52). En un
futuro, este enfoque puede contribuir a la
seguridad alimentaria y al fortalecimiento de
la economia agricola, especialmente en
regiones con una alta incidencia de
enfermedades flngicas.
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Figura 2. Actividad antifingica de los extractos de hoja de mango obtenidos a los 10, 20 y 30 min de extraccién
contra los hongos fitopatdgenos Botrytis cinerea (A) y Penicillium digitatum (B). Control negativo: placas de Petri
con APD inoculadas con B. cinerea y P. digitatum en ausencia de extracto. Las barras son la media y las lineas
verticales representan la desviacion estandar. En cada gréfico las letras diferentes significan diferencia significativa
entre tratamientos (P < 0.05).

Tabla 3. Ecuaciones y concentracion minima inhibitoria (CMI) para Botrytis cinerea y Penicillium digitatum.

Hongo Ecuacién de la curva R? CMI

mg/mL
Botrytis cinerea Y=-0.4567x + 4.2778 0.9018 9.35
Penicillium digitatum Y=-0.1437x + 2.9871 0.9533 20.51

CMI: concentracion minima inhibitoria.
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4. Conclusiones

La EAU es una tecnologia eficiente para la
obtencion de extractos de hojas de mango con
alto contenido de CAVB en tiempos
relativamente cortos. La EAU contribuye a
evitar los efectos adversos que generan otras
técnicas de extraccion novedosas 0 Yya
establecidas. La actividad antifungica in vitro
del extracto sugiere su potencial uso como
una alternativa efectiva y natural para la
inhibiciobn de hongos fitopatdgenos que
infectan a frutos de interés y para reemplazar
a los fungicidas sintéticos. Por otra parte, el
uso de hojas de mango provee valor agregado
a los desperdicios agroindustriales de los
cultivares de este fruto.
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