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RESUMEN. Los extractos vegetales pueden inducir respuestas de defensa en plantas mediante la activacion de enzimas
y metabolitos secundarios. Lippia graveolens contiene compuestos fenolicos con propiedades antifiingicas, pero su efecto
in vivo en frutales es poco conocido. Este estudio evalué el efecto del extracto de L. graveolens (5 500 mg L) sobre la
actividad de enzimas de defensa (fenilalanina amonio-liasa, quitinasa, (3-1,3-glucanasa, superéxido dismutasa, catalasa
y glutation peroxidasa), el contenido de fenoles y flavonoides, asi como la incidencia y severidad de Alternaria tenuissima
en duraznero [Prunus persica (L.) Batsch]. Se aplicaron cinco tratamientos bajo un disefio completamente al azar: TeAb
(control), Teln (inoculado), InFu (inoculado + fungicida), TeLg (extracto) e InLg (inoculado + extracto). El tratamiento
InLg redujo significativamente la severidad de la enfermedad en 49% respecto a Teln y presenté menor incidencia, lo
que indica un posible efecto protector del extracto. El tratamiento InLg se asocié con una mayor actividad de PAL,
quitinasa y (3-1,3-glucanasa en etapas criticas del experimento, asi como con cambios en la respuesta antioxidante,
particularmente en la actividad de superdxido dismutasa. En conjunto, los resultados sugieren que el extracto de L.
graveolens tiene potencial para contribuir al manejo de la necrosis descendente en duraznero causada por A. tenuissima.
Palabras clave: Duraznero, Lippia graveolens, enzimas de defensa, fenoles, flavonoides.

ABSTRACT. Plant extracts are capable of inducing defense responses in plants by triggering enzymes and secondary
metabolites. Lippia graveolens contains phenolic compounds with antifungal properties; however, its in vivo effects in fruit
crops is little known. This assay assessed the effect of L. graveolens (5 500 mg L) extract over plant defense enzymes
(phenylalanine ammonia-lyase, chitinase, 3-1,3-glucanase, superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase),
phenols and flavonoids content, as well as over the incidence and severity of Alternaria tenuissima in peach trees [Prunus
persica (L.) Batsch]. Five treatments in completely randomized design were applied: TeAb (control), Teln (inoculated),
InFu (inoculated + fungicide), TeLg (extract) and InLg (inoculated + extract). Treatment InLg significantly reduced the
disease severity (49% Vs Teln) and showed lower incidence, indicating the potential protective effect of the extract.
Treatment InLg was linked to stronger activity of PAL, chitinase and 3-1,3-glucanase in critical stages of the experiment,
as well as to changes in the antioxidant response, in particular in the activity of superoxide dismutase. By large, the
results suggest that L. graveolens extract has the potential to help manage descending necrosis in peach trees, caused by
A. tenuissima.
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INTRODUCCION

Las plantas poseen una red compleja de mecanismos de defensa que les permite responder al estrés
bidtico mediante la activacion de rutas bioquimicas asociadas con la sintesis de compuestos
antimicrobianos, la acumulacion de metabolitos secundarios y la producciéon de enzimas
hidroliticas y antioxidantes (Jibril et al. 2016). Estas respuestas pueden ser inducidas por senales
internas o por la presencia de patégenos y forman parte de un sistema regulado que minimiza el
dafio celular y contribuye al restablecimiento del equilibrio fisiologico (Mahawer et al. 2022,
Chowdhary et al. 2023). No obstante, el manejo de enfermedades en los cultivos depende
principalmente del uso de fungicidas sintéticos; sin embargo, su aplicacion intensiva favorece la
aparicion de cepas resistentes y genera impactos ambientales y riesgos para la salud humana
(Goswami et al. 2018). Ante esta problematica, los extractos vegetales se han propuesto como una
alternativa sostenible debido a su capacidad para activar respuestas bioquimicas asociadas con la
defensa vegetal. Diversos estudios han demostrado que extractos obtenidos de diferentes especies
vegetales pueden inducir la actividad de enzimas relacionadas con la resistencia, como la
fenilalanina amonio-liasa (PAL), quitinasa y (3-1,3-glucanasa, asi como de enzimas antioxidantes
como superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatién peroxidasa (GPx) (Baysal y Zeller
2004, Burketova et al. 2015, Gholamnezhad 2019, Hasanuzzaman et al. 2020, Rao y Zheng 2025).

Por otra parte, el duraznero es uno de los frutales de hueso mas importantes a nivel mundial debido
a su valor econémico y amplia adaptabilidad (Vazquez-Cuecuecha et al. 2023, Khadivi et al. 2025).
Meéxico ocupa el undécimo lugar en producciéon mundial de durazno, con Zacatecas como el
principal estado productor (SIAP 2024). No obstante, este cultivo es susceptible a diversas
enfermedades que afectan su rendimiento y productividad (Luo et al. 2022). Entre ellas destaca la
necrosis descendente asociada a Alternaria tenuissima, cuya presencia ha sido confirmada en huertos
de la comunidad Los Caracoles, Valparaiso, Zacatecas (Mufioz-Rocha et al. 2024). Frente a esta
problematica, el extracto de Lippia graveolens es rico en compuestos fendlicos con actividad
antifiingica (Albarracin-Goémez et al. 2022, Cabral-Miramontes et al. 2024, Mufioz-Rocha et al. 2025),
por lo que representa una alternativa potencial para el manejo de esta enfermedad. Aunque se ha
reportado su potencial antimicrobiano in vitro, a la fecha existe evidencia limitada de su efecto in
vivo y capacidad para modular las respuestas bioquimicas del duraznero inoculado con A.
tenuissima. Por lo anterior, los objetivos de este estudio fueron: (i) evaluar el efecto del extracto
hidroalcoholico de L. graveolens sobre la actividad de enzimas de defensa y antioxidantes (PAL,
quitinasa, (3-1,3-glucanasa, SOD, CAT y GPx), asi como sobre el contenido de fenoles y flavonoides
totales; y (ii) determinar su influencia en la incidencia y la severidad de la necrosis descendente
asociada a A. tenuissima en duraznero.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion

La investigacion se llevd a cabo de febrero de 2024 a enero de 2025 en un invernadero tipo gotico
del Departamento de Horticultura de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, ubicado
en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México (25°21'22.7" LN, 101° 02" 09.4" LO; altitud: 1 710 msnm).
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El invernadero cuenta con una superficie de 20 x 20 m (400 m?), con 6 m de altura al canal y 9 m en
el punto mas alto. Estd cubierto con plastico blanco lechoso calibre 800, que reduce la radiacién en
un 25%, y con ventilacion lateral de 3 x 10 m.

La obtencion y preparacion del extracto se llevd a cabo en el laboratorio de Fitoquimica del
Departamento de Fitomejoramiento. Por otra parte, los analisis bioquimicos se realizaron en el
Laboratorio de Fisiologia Vegetal del Departamento de Horticultura.

Material vegetal

Se emplearon arboles de durazno del ecotipo Diamante, injertados sobre patrén criollo, con seis
meses de edad. Los arboles se cultivaron en contenedores de 8 L. Como sustrato se utiliz6 una
mezcla de peat moss y perlita (80:20 v/v). El riego se realiz6 con solucion nutritiva de Steiner (1961),
modificada al 65%, mediante un sistema de riego semiautomatizado, ajustandose la frecuencia
segun las necesidades hidricas de los arboles y aplicando el volumen necesario para mantener un
lixiviado equivalente al 25%.

Disefio experimental y descripcion de tratamientos

El experimento se establecié bajo un disefio completamente al azar, con cinco tratamientos y tres
repeticiones por tratamiento. Cada repeticion (unidad experimental) estuvo conformada por dos
arboles, para un total de 15 unidades experimentales y 30 arboles evaluados. Los tratamientos
evaluados fueron: TeAb (testigo absoluto), Teln (testigo + inoculacion), InFu (inoculado +
azoxystrobina 1.125 g L), TeLg (extracto de L. graveolens a 5 500 mg L") e InLg (inoculado + L.
graveolens a 5 500 mg L7). Las aplicaciones del extracto y del fungicida se realizaron en cuatro
ocasiones, con intervalos de 15 dias.

Inoculacion de los durazneros con A. tenuissima

Para evitar la dispersion del indculo, los arboles inoculados se cubrieron con una estructura de
madera (1.5 x 0.75 x 0.75 m), cubierta con malla tergal francesa. Dos dias antes de la inoculacion se
realizo la abrasion en las hojas con carburo de silicio (220 um), para facilitar la infeccion. El aislado
de A. tenuissima (Mufioz-Rocha et al. 2024) se multiplico en PDA y se inocul6 de tres maneras: 1)
Explantes sobre un corte en bisel (Bolboli et al. 2022), 2) Aspersion de 25.0 mL de una suspension
de 5 x 10* esporas mL" + 0.005% Tween-80, en cada arbol y 3) Inyeccion de 1.2 mL de la suspension
de esporas en 10 brotes de cada arbol. En total se realizaron siete inoculaciones en los meses de
agosto a noviembre de 2024.

Método de preparacion y aplicacion del extracto y fungicida

El extracto de L. graveolens, previamente obtenido con la técnica descrita por Munoz-Rocha et al.
(2025), se preparo¢ disolviendo 5.5 g del polvo seco en etanol 80% y completando el volumen a 1L
con agua destilada y 1mL de Bionex. El fungicida se prepard pesando 1.125 g del producto y
disolviéndolo en 1 L de agua destilada con 1 mL de Bionex. Estas soluciones se aplicaron a los
tratamientos correspondientes entre las 7:30 y 8:30 h.
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Variables evaluadas

Incidencia
La incidencia de la enfermedad se calculé como el porcentaje de arboles que presentaron sintomas
de necrosis, utilizando la siguiente férmula (Madden et al. 2007):

] ] Numero de arboles con sintomas
Incidencia (%) = Total de Arboles x 100

Este parametro se evalud de forma visual en cada unidad experimental a los 158 dias después de
la primera inoculacion (ddpi).

Severidad

La severidad de la necrosis descendente se evalu6 a los 158 ddpi mediante una escala basada en la
propuesta de Orozco-Santos (1995) y Valle-De la Paz et al. (2019), modificada de acuerdo con las
caracteristicas sintomatoldgicas observadas en los durazneros durante el presente estudio. La
escala consto de seis categorias: 0 = ramas sin sintomas visibles de necrosis; 1 = ramas con necrosis
limitada en los 4pices; 2 = ramas con necrosis leve, afectando segmentos cortos o puntuales (*25%);
3 =ramas con necrosis moderada, afectando aproximadamente la mitad de su longitud (=50%); 4 =
ramas severamente necrdticas, con muy poca area sana (=75%); y 5 = ramas completamente
necroticas, sin area sana visible (=100%) (Figura 1). Esta escala permitio clasificar la severidad de la
necrosis descendente en funcidon de la extension visible del tejido afectado. Para expresar
cuantitativamente la severidad, se utilizo la férmula propuesta por Townsend y Heuberger (1943),
la cual permite transformar los valores de la escala en porcentaje de severidad.

In*v
Severeridad (%) = ( N ) * 100
Donde: n = namero de tallos infectados por cada grado de la enfermedad, v = grado de la escala, i
=mayor grado de la escala, y N = total de tallos por arbol.

Analisis bioquimicos

Para la determinacion de las variables bioquimicas se realizaron cuatro muestreos foliares. Por
arbol se recolectaron de 8 a 10 hojas jovenes completamente desarrolladas. Los muestreos foliares
se realizaron a los 21, 49, 103 y 110 ddpi. Los dos primeros muestreos (21 y 49 ddpi) se realizaron
48 h después de la aplicacion del extracto de L. graveolens y del fungicida. Los muestreos a los 103
y 110 ddpi se realizaron durante la manifestacion de sintomas de necrosis. Las muestras de hojas
recolectadas de ambos arboles dentro de cada repeticion se integraron en una muestra compuesta.
En consecuencia, para cada fecha de muestreo se obtuvo una muestra por repeticion, equivalente
a tres observaciones por tratamiento.

Las hojas muestreadas se colocaron en bolsas de aluminio previamente identificadas y se
introdujeron inmediatamente en nitrégeno liquido. Posteriormente se almacenaron en un
ultracongelador a -80 °C. Las muestras fueron liofilizadas durante 72 h a -84 °C y 0.060 mbar en un
liofilizador (Labconco, modelo FreeZone 2.5 L, Kansas City, MO, EE. UU.) y molidas en un molino
analitico (Analytical Mill, Cole Parmer) hasta obtener un polvo fino, a partir del cual se llevaron a
cabo los analisis bioquimicos.
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Figura 1. Propuesta de escala visual de severidad para evaluar los sintomas de necrosis en ramas de duraznero del
ecotipo Diamante causados por Alternaria tenuissima. La escala consta de seis categorias, desde 0 (sin sintomas visibles),
hasta 5 (necrosis completa, sin tejido sano visible). Cada categoria representa un rango estimado de porcentaje de tejido
afectado.

Cuantificacion de proteinas

Para obtener el extracto de biomoléculas (EB), se pesaron 100 mg de cada tejido y se anadieron
10 mg de polivinilpirrolidona y 1.5 mL de tampon fosfato 0.1 M (pH 7.0-7.2). Tras 20 s de agitacion
en vortex, 5 min de sonicacidén en un bafio ultrasénico Branson 1510 (Branson Ultrasonics Corp.,
Danbury, CT, USA) y centrifugacién (12 500 rpm, 4°C, 10 min), el sobrenadante se filtr6 mediante
membrana de nylon de 0.45 um y se diluyd 1:15 con el mismo tampdn (Ramos et al. 2010).
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Las proteinas totales se cuantificaron mediante el método de Bradford (1976). Se mezclaron 100 uL
del extracto EB con 1 mL de reactivo de Bradford, se incubaron durante 5min a temperatura
ambiente y la absorbancia se registré a 595 nm en un espectrofotometro (GENESYS 10S UV-Vis,
Thermo Fisher Scientific, Inc., MA, USA), empleando un tampdn como blanco. La concentracion
de proteinas se interpold a partir de una curva estandar de albimina sérica bovina (0-200 pug mL™)
y se expres6 en mg g de peso seco (mg g PS).

Cuantificacion de enzimas

Actividad de PAL

Se evalud de acuerdo con Syklowska-Baranek et al. (2015), con ligeras modificaciones. Se mezclaron
100 uL del extracto EB con 9 uL de L-fenilalanina 6 mM y se incubaron durante 30 min a 40°C. La
reaccion se detuvo con 250 uL de HC1 5 N, se enfrio en hielo y se afladieron 5 mL de agua destilada.
La absorbancia se registr6 a 290 nm utilizando un espectrofotometro (GENESYS 10S UV-Vis,
Thermo Fisher Scientific, Inc., MA, USA), utilizando tampdn fosfato (pH 7.0) como blanco. El acido
trans-cindmico formado se cuantificé mediante una curva estandar (0.02-0.6 ppm) y la actividad se
expresd como U g PT (producciéon en umol de 4cido trans-cindmico por minuto por gramo de
proteinas totales).

Cuantificacion de quitinasa y B-1,3-glucanasa

Se prepar6o un extracto enzimatico (EE). Se pesaron 100 mg de tejido vegetal liofilizado y se
suspendieron en 2 mL de tampon acetato de sodio 0.1 M (pH 5.2). La suspension se sonico durante
10 min y posteriormente se centrifugo (12 000 rpm, 10 min, 4°C). El sobrenadante obtenido se filtr6
a través de una membrana de nylon de 0.45 um (Ramos et al. 2010). Este EE se utiliz6 en los ensayos
especificos de quitinasa y 3-1,3-glucanasa.

Actividad de quitinasa

Se determind mezclando 250 pL del EE con 500 uL de tampodn citrato-fosfato 0.1 M (pH 5.2) y 250
uL de quitina coloidal al 0.5%. La mezcla se incubd a 37°C durante 20 min con agitacion, y la
reaccion se detuvo por ebullicion durante 5 min (Rodriguez-Pedroso et al. 2006). Los azticares
reductores liberados se cuantificaron mediante el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS),
registrando la absorbancia a 540 nm (Miller 1959) con un espectrofotometro (GENESYS 10S UV-
Vis, Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA). La actividad enzimatica se expreso en unidades por
gramo de proteinas totales (U g PT), definiéndose una unidad (U) como la cantidad de enzima
capaz de liberar 1 umol de glucosa equivalente por minuto.

Actividad de B-1,3-glucanasa

Se determin¢ incubando 100 uL de EE con 200 puL de laminarina (1 mg mL) y 100 uL de tampon
acetato 0.1 M (pH 5.2) durante 30 min a 40°C. Posteriormente, se adicion6 reactivo DNS y se calento
5 min, registrando la absorbancia a 540 nm utilizando un espectrofotémetro (GENESYS 10S UV-
Vis, Thermo Fisher Scientific, Inc., MA, USA). El contenido de azticares reductores se calculd a
partir de una curva estandar de glucosa. La actividad enzimatica se expresé en unidades por gramo
de proteinas totales (U g PT), considerando una unidad (U) como la cantidad de enzima capaz de
liberar 1 umol de glucosa equivalente por minuto.
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Enzimas antioxidantes

Actividad de SOD

Se determiné utilizando el Kit de ensayo de superdxido dismutasa (n°® 706002) que evalua la
capacidad de la enzima para inhibir la generacion de radical superoxido en una reaccion
competitiva. La absorbancia se midi6 a 450 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Thermo Scientific
G10S, Waltham, MA, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Una unidad de actividad
se definidé como la cantidad de enzima necesaria para reducir en un 50% la formacion del radical
superdxido, y los resultados se expresaron como U g PT (unidades de SOD por gramo de proteina
total).

Actividad de CAT

Se determino segun el método descrito por Cansev et al. (2011), midiendo la disminuciéon de H20:
a 270 nm utilizando un espectrofotémetro (GENESYS 10S UV-Vis, Thermo Fisher Scientific, Inc.,
MA, USA). Para el tiempo inicial (To), se mezclaron 0.1 mL de extracto EB con 0.4 mL de 4cido
tricloroacético (TCA) 5% y 1 mL de H202 100 mM, registrando de inmediato la absorbancia. Para el
tiempo final (T1), se combinaron 1 mL de extracto con 1 mL de H202 100 mM,, y tras 60 s a 20°C con
agitacion, la reaccion se detuvo con 0.4 mL de TCA 5%. El blanco se prepard sustituyendo el H20:
por tampon fosfato (pH 7.2). La actividad enzimatica se expres6 como U g PT (consumo en mM
de H:0:2 por minuto por gramo de proteinas totales).

Actividad de GPx

Se determiné conforme a Flohé y Giinzler (1984), con las modificaciones de Xue et al. (2001),
utilizando H202 como sustrato. En cada tubo se mezclaron 0.2 mL de extracto EB, 0.5 mL de
glutation reducido (GSH, 1 mM) y 0.2 mL de Na2HPO4 0.067 M. La reaccion se inicié con 0.2 mL de
H:0:1.3 mM y se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se detuvo con 1
mL de TCA 1% y se centrifugd (3000 rpm, 10 min). Del sobrenadante, se tomaron 0.48 mL, a los
que se anadieron 2.2 mL de Na:HPOs, 0.32 M y 0.32 mL de DTNB 1 mM. La absorbancia se registrd
a 412 nm utilizando un espectrofotémetro (GENESYS 10S UV-Vis, Thermo Fisher Scientific, Inc.,
MA, USA), y el GSH residual se cuantificé mediante una curva estandar (0-0.25 mM). La actividad
enzimatica se expresé como U g PT (consumo en mM de GSH por minuto por gramo de proteinas
totales).

Contenido de fenoles y flavonoides totales

Contenido de Fenoles totales

La extraccion de fenoles totales se realiz6 de acuerdo con la metodologia propuesta por Singleton
et al. (1999), con ligeras modificaciones, se pesaron 100 mg del tejido liofilizado y se colocaron en
tubos eppendorf de 2 mL, posteriormente, con una micropipeta se agregaron 2.0 mL de la mezcla
agua:acetona (1:1v/v). La mezcla se homogeneizd en vértex durante 30s, se sonico 5min y se
centrifugo (12 500 rpm, 10 min, 4°C); el extracto se filtrd y reservo para el ensayo colorimétrico.

La cuantificacién de fenoles totales se efectud con el reactivo Folin-Ciocalteu. Para lo cual se
colocaron 50 uL. de extracto, 200 uL de reactivo Folin, 500 uL de Na:COsal 20% en un tubo de
ensayo y se agregaron 5mL de agua destilada; la mezcla reaccion6 30 min a 45°C y la absorbancia
se midi6 a750nm utilizando un espectrofotometro (GENESYS 10S UV-Vis, Thermo Fisher
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Scientific, Inc.,, MA, USA). La concentracion se interpol6 en una curva estandar de acido galico (100-
1000 mg L!) y los resultados se expresaron como mg equivalentes de &cido galico por gramo de
peso seco (mg EAG g PS) (Sultana et al. 2009).

Contenido de flavonoides totales

Los flavonoides totales se cuantificaron de acuerdo con la técnica descrita por Zhishen et al. (1999).
Se pesaron 100 mg de tejido liofilizado posteriormente, se agregaron 2mL de metanol al 80%,
utilizando tubos eppendorf de 2 mL. La suspension se homogeneizo 20 s en vortex, se sonicd 5 min
y se centrifugo (4000 rpm, 10 min, 4°C).

Para la lectura se colocaron 250 pL de alicuota en un tubo de ensayo, se adicionaron 75 uL de
NaNO:z al 5%, se homogeneizo6 en un vortex. Después de 5 minutos en reposo, se agregd 150 uL de
AlCls al 10%, 500 uL de NaOH 1 M y 2.025 mL de agua destilada. Se realiz6 la lectura a 510 nm
utilizando un espectrofotometro (GENESYS 10S UV-Vis, Thermo Fisher Scientific, Inc., MA, USA).
Los resultados se expresaron mediante una curva estandar de catequina, y se expresan como mg
equivalentes de catequina por peso seco (mg EC g PS).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron bajo un disefio completamente al azar, con cinco tratamientos,
tres repeticiones por tratamiento. Para las variables expresadas en porcentaje, como incidencia y
severidad, los datos fueron transformados mediante la funcion arcoseno de la raiz cuadrada de la
proporcion antes del andlisis estadistico. Posteriormente, los resultados se destransformaron para
su presentacion e interpretacion. Previo al andlisis de varianza (ANOVA), se verificd el
cumplimiento de los supuestos de normalidad de los residuos mediante la prueba de Shapiro-Wilk
y de homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Levene. Una vez comprobados dichos
supuestos, los datos se analizaron con ANOVA y las medias se compararon mediante la prueba de
Tukey (a=0.05). Todos los andlisis se realizaron utilizando el programa Statistical Analysis System
(SAS), version 9.2.

RESULTADOS

Incidencia y severidad

La incidencia y la severidad de la enfermedad en durazneros inoculados con A. tenuissima
mostraron diferencias significativas entre tratamientos (Tabla 1). El tratamiento Teln present el
mayor porcentaje de incidencia. Por otra parte, los tratamientos InFu e InLg presentaron la misma
incidencia (83.3%). Asimismo, la incidencia en los durazneros del tratamiento InLg disminuyd un
16.7% en comparacion con Teln. Sin embargo, a pesar de que en los tratamientos TeAb y TeLg no
se inoculo el hongo fitopatogeno, se observé una incidencia del 66.6% en ambos casos (Tabla 1).

En cuanto a la severidad de la enfermedad, el tratamiento Teln registrd el valor mas alto (48.1%).
Por su parte, los tratamientos InFu e InLg, ambos inoculados y tratados con fungicida y extracto
de L. graveolens, respectivamente, mostraron valores estadisticamente similares entre si (Tabla 1).
Por otra parte, el tratamiento InLg permitié disminuir la severidad en un notable 49.3% en
comparacion con los arboles de Teln, lo que representa una reduccion importante del dafo.
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Mientras que los arboles de TeAb y TeLg mostraron los valores mas bajos de severidad con 4.6 y
9.9%, respectivamente, atribuidos a la ausencia de una inoculacion directa.

Tabla 1. Incidencia y severidad en durazneros bajo diferentes
tratamientos.

Tratamiento Porcentaje de Incidencia (%) Porcentaje de Severidad (%)

TeAb 66.62 4.6
Teln 100.0¢ 48.1¢
InFu 83.3b 23.5b
TeLg 66.62 9.92
InLg 83.3v 24.4b
ANVA p< 0.0001 0.0001

TeAb = testigo absoluto; Teln = Testigo inoculado; InFu = Inoculado +
fungicida; TeLg = extracto de L. graveolens; InLg = Inoculado + extracto
de L. graveolens. Valores con la misma letra en columnas, son
estadisticamente iguales segtin la prueba de Tukey (p < 0.05).

Analisis bioquimicos

Enzima PAL

Los datos correspondientes a la actividad de PAL evaluada a los 21 ddpi no se incluyeron en el
analisis debido a limitaciones estadisticas asociadas a la distribucion de los datos obtenidos en
dicho muestreo. Por lo tanto, la presentacidon de resultados para esta variable inicia a partir de los
49 ddpi. La actividad de la enzima PAL present6 diferencias significativas entre tratamientos y
fechas de muestreo (Figura 2). A los 49 ddpi, los tratamientos TeLg e InLg registraron las mayores
actividades enzimaticas, mientras que InFu presentd los valores mas bajos. A los 103 ddpi, la
actividad de PAL se incrementd en el tratamiento InLg, alcanzando el valor mas alto entre los
tratamientos evaluados, mientras que InFu disminuy6 hasta niveles practicamente no detectables.
Finalmente, a los 110 ddpi, TeAb presentd la mayor actividad enzimatica, seguido por TeLg e InLg,
los cuales mostraron valores estadisticamente similares entre si. En contraste, InFu mantuvo los
niveles mas bajos de actividad durante las tltimas fechas de evaluacién. En conjunto, los resultados
evidencian una mayor actividad de PAL en los tratamientos que recibieron la aplicacion del
extracto de L. graveolens.

Enzima quitinasa y p-1,3-glucanasa

La actividad de estas enzimas en los durazneros bajo diferentes tratamientos presento6 diferencias
significativas (Figura 3). A los los 21 ddpi (Figura 3A), el tratamiento Teln presenté mayor actividad
de quitinasa, seguido de InFu (13.38U g'PT), mientras que TelLg e InLg presentaron
estadisticamente la actividad mas baja. A los 49 ddpi, InFu presento el valor mas alto, seguido por
InLg. Posteriormente, a los 103 y 110 ddpi, las diferencias entre tratamientos fueron menos
evidentes; sin embargo, InLg mantuvo una actividad relativamente estable durante las tltimas
fechas de evaluacion.

e-ISSN: 2007-901X https://era.ujat.mx

B89 :


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

) Mufioz-Rocha et al.
:i:: ;tres':: : Lippia graveolens y su efecto en el duraznero
Agropecuarios Ecosist. Recur. Agropec. 13(3): 5186, 2026

https://doi.org/10.19136/era.a13n3.5186

Por otra parte, la actividad de la enzima 3-1,3-glucanasa (Figura 3B) a los 21 ddpi, el tratamiento
Teln mostrd la mayor actividad enzimatica. En los muestreos de 49 y 103 ddpij, el tratamiento InFu
registrd los valores mas altos, mientras que InLg present6 una respuesta intermedia, superior a
Teln a los 49 ddpi y similar a este tratamiento en las evaluaciones posteriores. Finalmente, a los 110
ddpi, las diferencias entre tratamientos fueron menores y los valores tendieron a ser similares.
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Figura 2. Actividad de la enzima fenilalanina amonio-liasa (PAL) en
hojas del duraznero del ecotipo Diamante, en cuatro momentos del
experimento. Las barras representan el promedio + error estandar.
Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos
(Tukey, p <0.05).

Enzimas antioxidantes
En esta investigacion, la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPX, se vio afectada
por los diferentes tratamientos evaluados en los diferentes muestreos realizados (Tabla 2).

Enzima SOD

A los 21 ddpi, en el tratamiento Teln registrd la mayor actividad enzimatica, seguido por InFu. A
los 49 ddpi, InFu presenté el valor mas alto, mientras que InLg mostré6 una actividad
significativamente superior a la observada en Teln. Posteriormente, a los 103 ddpi, InFu y TeLg
registraron las mayores actividades, mientras que InLg present6 el valor mas bajo. Sin embargo, a
los 110 ddpi, la actividad de SOD en InLg aumenté nuevamente, alcanzando wvalores
estadisticamente similares a los observados en InFu y superiores a los registrados en Teln (Tabla
2).

Enzima CAT

Al igual que para PAL, los datos correspondientes a la actividad de CAT evaluada a los 21 ddpij,
no se incluyeron en el andlisis debido a limitaciones estadisticas asociadas a la distribucion de los
datos obtenidos en dicho muestreo. En consecuencia, los resultados de esta variable se presentan a
partir de los 49 ddpi.
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Figura 3. Actividad de las enzimas quitinasa (A) y -1,3-glucanasa (B) en hojas del duraznero del ecotipo Diamante
evaluadas en distintos momentos del experimento. Las barras representan el promedio + error estandar. Letras distintas
indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey, p < 0.05).

A los 49 ddpi, InFu registré la mayor actividad enzimatica (1.17 U g PT), seguido por TeLg (0.75
U g PT). En el muestreo realizado a los 103 ddpi, los tratamientos Teln y TeLg presentaron las
mayores actividades de CAT (0.54 y 0.51 U g PT, respectivamente), mientras que InFu e InLg
mostraron los valores mas bajos. Finalmente, a los 110 ddpi, TeLg mantuvo la mayor actividad
enzimatica (0.58 U g PT), en tanto que InLg registré una actividad de 0.32 U g PT, sin diferencias
estadisticas respecto a Teln e InFu (Tabla 2).

Enzima Gpx

A'los 21 ddpi, el tratamiento Teln registrd la mayor actividad de la enzima Gpx, seguido por InFu.
Posteriormente, a los 49 ddpi, InFu presentd el valor mas alto, mientras que InLg mostr6 una
actividad superior a la observada en Teln. A los 103 ddpi, Teln e InFu registraron las mayores
actividades de GPx, mientras que InLg presenté uno de los valores mas bajos. Finalmente, a los 110
ddpi, InFu mantuvo la mayor actividad enzimatica y fue estadisticamente similar a TeLg, mientras
que InLg registrd la menor actividad entre los tratamientos evaluados (Tabla 2).

Contenido de fenoles y flavonoides totales

El contenido de fenoles y flavonoides totales fue afectado significativamente por los tratamientos
y las fechas de muestreo, con excepcién del contenido de flavonoides a los 103 ddpi, donde no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos (Figura 4). A los 21 y 49 ddpi, el
tratamiento TeAb registrd los mayores contenidos de fenoles totales y flavonoides, mientras que
InLg los valores bajos. A los 103 ddpi, TeLg mostro6 el contenido mas alto de fenoles, superando
significativamente al resto de los tratamientos. Finalmente, a los 110 ddpi, los tratamientos Teln,
InFu, TeLg e InLg presentaron contenidos de fenoles estadisticamente similares entre si y
superiores a los observados en TeAb (Figura 4A).
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Tabla 2. Efecto del extracto de L. graveolens y del fungicida sobre la actividad de

enzimas antioxidantes en duraznero.

Enzimas antioxidantes Tratamiento

Dias después de la primera inoculacion (ddpi)

21 19 103 110
TeAb 16748 65.8¢ 88.44¢ 79.79¢
Teln 217470 109544 100.03°  93.34b
InFu 18731 1922 110.61s 11483
(Sslf’g‘f ;"Ti;io dismutasa o) o 103544 12023 10894 6376
InLg 16199 17582>  73.194 107.12
ANVA p< 00001 00001 00001  0.0001
CV (%) 38 1.84 217 327
TeAb - 0.31¢ 0.36° 0.43%
Teln - 0.32¢ 0.542 0.36
InFu - 1172 0.20¢ 0.42:
Catalasa TeLg ; 0.750 0512 0.587
(Ug' PT)
InLg - 0.31¢ 0.18¢ 0.32
ANVA p< - 0.0001 0.001 0.0042
CV (%) - 14.86 12.41 14.59
TeAb 11591 53714 80.03¢  113.57%
Teln 183.60° 11214 21815  112.22%
InFu 15629 266.06* 20558  138.69
ggtf‘;%l peroxidasa . o 87944 11873 148226  124.83%
InLg 99.47¢  21736b  109.56c  101.16¢
ANVA p< 00001 00001 00001  0.0001
CV (%) 6.26 5.74 55 143

CV = coeficiente de variacion; ANVA = analisis de varianza; - Datos no incluidos
en el analisis debido a limitaciones estadisticas asociadas a la distribucién de los
datos obtenidos en dicho muestreo; TeAb = testigo absoluto; Teln = Testigo
inoculado; InFu = Inoculado + fungicida; TeLg = testigo con extracto de L.
graveolens; InLg =Inoculado + extracto de L. graveolens. Valores con la misma letra
en columnas, son estadisticamente iguales segtin la prueba de Tukey (p <0.05).

En cuanto al contenido de flavonoides totales, a los 21 ddpi, el tratamiento Teln registr6 el mayor
contenido, mientras que InFu presento6 el valor mas bajo. A los 49 ddpi, TeAb mostro el contenido
mas alto y supero significativamente al resto de los tratamientos. En la evaluacion final (110 ddpi),
InLg presento contenidos de flavonoides estadisticamente iguales a los observados en Teln, InFu y

TeLg, pero inferiores al contenido de TeAb (Figura 4B).
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Figura 4. Contenido de fenoles totales (A) y flavonoides totales (B) en hojas del duraznero del ecotipo Diamante
evaluadas en distintos momentos del experimento. Las barras representan el promedio + error estandar. Letras distintas
indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey, p <0.05).

DISCUSION

Incidencia y severidad

La capacidad del extracto de L. graveolens para disminuir el desarrollo de la necrosis descendente
podria estar asociada a la presencia de metabolitos secundarios con actividad antifiingica, capaces
de interferir en procesos esenciales para el establecimiento y colonizacién de A. tenuissima. Entre
estos compuestos destacan diversos acidos fendlicos y flavonoides, ampliamente reconocidos por
afectar la germinacion de esporas, el crecimiento micelial y la integridad de las membranas
celulares de hongos fitopatogenos (Rodriguez et al. 2023, Ali et al. 2024), y en particular, el acido
vanilico, previamente identificado como uno de los compuestos mayoritarios del extracto de L.
graveolens (Munoz-Rocha et al. 2025), el cual ha sido relacionado con la inhibicion de la sintesis de
micotoxinas y el desarrollo micelial en especies de Fusarium (Schoneberg et al. 2018).

Por otra parte, la reduccién observada en la enfermedad concuerda con la actividad antifingica
previamente demostrada por el extracto frente a A. tenuissima bajo condiciones in vitro (Munoz-
Rocha et al. 2025), donde se registré una inhibicion total del crecimiento del patégeno. Esto sugiere
que parte del efecto observado en los durazneros pudo deberse a una accion directa de los
compuestos presentes en el extracto, durante el establecimiento y desarrollo del hongo.

Un aspecto relevante en la presente investigacion fue la incidencia observada en los tratamientos
no inoculados, los cuales desarrollaron sintomas de la enfermedad a pesar de no haber recibido
inoculacion artificial con A. tenuissima. La presencia de la enfermedad en estos arboles podria
atribuirse a una posible deriva durante la aplicacién del in6culo, favoreciendo la contaminacion
cruzada entre tratamientos. Sin embargo, esta presencia no fue tan marcada como en los arboles
inoculados. En este sentido, Woudenberg et al. (2013) senalan que A. tenuissima es un hongo
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fitopatdgeno y saprofito ampliamente distribuido, con capacidad para colonizar diversas especies
vegetales, lo que pudo favorecer la ocurrencia de infecciones naturales en los tratamientos no
inoculados. Por otra parte, los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por Deresa y Diriba
(2023), quienes senalan que los extractos vegetales ricos en metabolitos secundarios pueden reducir
el desarrollo de enfermedades en distintos cultivos. De manera similar, Quintero-Rodriguez et al.
(2024) observaron que extractos provenientes de especies de la familia Lamiaceae, entre ellas
romero, tomillo y orégano, disminuyeron la severidad de enfermedades en poscosecha de
aguacate. No obstante, estos resultados contrastan con los obtenidos por Tucuch-Pérez et al. (2021),
quienes no observaron diferencias significativas en la incidencia ni en la severidad de plantas de
tomate inoculadas con Fusarium oxysporum Yy tratadas con extracto de L. graveolens. Estas
discrepancias pueden atribuirse a diferencias en la sensibilidad de los patdgenos, la especie
hospedera, la composicion quimica del extracto, la dosis aplicada y las condiciones ambientales
bajo las cuales se desarrolld cada estudio (Déné y Valiuskaité 2021). En conjunto, estos antecedentes
indican que la eficacia de los extractos vegetales depende de la interaccion entre el hospedero, el
patdégeno y el ambiente. Por ello, la evaluacidon especifica de cada sistema bioldgico resulta
fundamental para determinar su potencial como alternativa para el manejo de enfermedades en
cultivos agricolas.

Analisis bioquimicos

Enzima PAL

Como parte de las respuestas bioquimicas de defensa, la enzima PAL es fundamental en la via de
los fenilpropanoides, ya que participa en la sintesis de lignina, flavonoides y fitoalexinas,
compuestos clave en la defensa vegetal (Bhuvaneshwari y Paul 2012). Su activacion, inducida por
elicitores naturales o sintéticos, suele representar una de las primeras respuestas bioquimicas ante
el estrés, fortaleciendo las barreras estructurales y quimicas de la planta (Ertani et al. 2016, Kumari
y Vengadaramana 2017, Vyas y Mukhopadhyay 2018). La actividad de la enzima PAL aumentd en
las hojas del duraznero tras la aplicacion del extracto de L. graveolens, lo cual indica un posible
efecto inductor del extracto sobre la via de los fenilpropanoides. En este sentido Burketova et al.
(2015) mencionan que los extractos vegetales pueden actuar como elicitores, estimulando esta via
metabdlica y promoviendo la produccidbn de metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana. Los resultados obtenidos son similares a lo reportado por Kadoo y Badere (2023),
quienes observaron que la aplicacion de extracto de Cleistanthus collinus indujo eficazmente la
actividad de PAL en plantulas de pepino y chile. De forma similar, Gholamnezhad (2019) reporté
que la aplicaciéon del extracto de neem en manzanas inoculadas con Botrytis cinerea incrementd
significativamente la actividad de esta enzima en poscosecha. En este sentido, la tendencia de una
mayor actividad de PAL en durazneros tratados con el extracto de L. graveolens podria estar
asociada a la activacion de la via de los fenilpropanoides.

Enzimas quitinasa y p-1,3-glucanasa

Las enzimas quitinasa y 3-1,3-glucanasa juegan un papel clave en la defensa vegetal, ya que estan
involucradas en la degradacion de componentes de la pared celular de hongos patdgenos,
facilitando su lisis y limitando su proliferacion. Ambas forman parte de la respuesta inducida
mediada por proteinas PR (pathogenesis-related), y su activacion ha sido ampliamente asociada a
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mecanismos de resistencia sistémica adquirida (RSA) en diversos cultivos (Van Loon et al. 2006,
Grover 2012). En este contexto, estudios previos demuestran que la aplicacion de extractos
vegetales puede inducir la actividad de quitinasa y [-1,3-glucanasa en diferentes especies
horticolas. Sobre lo mismo, Baysal y Zeller (2004) observaron una mayor actividad de estas enzimas
tras aplicar extracto de Hedera helix en manzano, lo cual contribuyé a reducir los sintomas causados
por Erwinia amylovora. Por su parte Kadoo y Badere (2017) demostraron que la aplicacion de
extractos de Cleistanthus collinus en plantulas de chile y pepino increment6 la actividad de estas
enzimas, lo que se asocid con una mayor resistencia frente a patdgenos del suelo. Asimismo, Grover
(2012) seniala que los extractos naturales pueden actuar como elicitores al estimular la expresion de
genes relacionados con enzimas hidroliticas, incluyendo quitinasas y (3-1,3-glucanasas, como parte
de la resistencia sistémica adquirida en plantas. En este sentido, la reduccion de severidad
observada en el tratamiento InLg, podria estar relacionada con una mayor actividad de las enzimas
quitinasa y 3-1,3-glucanasa inducida por el extracto de L. graveolens, especialmente en momentos
clave del desarrollo de la enfermedad. De esta manera, el efecto antifingico observado en el
presente estudio podria estar relacionado no solo con una accion directa del extracto, sino también
con su posible capacidad para aumentar la actividad de estas enzimas.

Enzimas antioxidantes: SOD, CAT y GPx

De manera complementaria a la accion de las enzimas hidroliticas involucradas en la defensa
antifiingica, el control del estrés oxidativo durante la interaccion planta—patdgeno representa otro
componente clave de la respuesta defensiva. Desde esta perspectiva, las enzimas antioxidantes
constituyen una de las principales lineas de defensa en las plantas frente al estrés oxidativo
inducido por patdgenos. Entre las mas relevantes se encuentran la SOD, CAT y GPx, cuya accién
conjunta permite descomponer especies reactivas de oxigeno (ROS) como el anién superdxido (Oz)
y el peréxido de hidrogeno (H202), protegiendo asi la integridad celular. La modulacion en la
actividad de estas enzimas refleja la intensidad de la respuesta antioxidante y la capacidad
adaptativa de la planta frente a condiciones de estrés (Apel y Hirt 2004, Gill y Tuteja 2010). Por otra
parte, se ha demostrado que ciertos elicitores de origen vegetal pueden inducir la actividad
antioxidante en tejidos vegetales, favoreciendo una mejor respuesta frente al estrés
(Hasanuzzaman et al. 2020). Bajo este contexto, la aplicacion del extracto de L. graveolens mostrd un
comportamiento variable sobre las enzimas antioxidantes evaluadas. El tratamiento InLg
promovio una actividad intermedia de SOD, con un incremento en la fase final del experimento.
En contraste, para CAT y GPx, el tratamiento InLg presentd valores inferiores al tratamiento con
fungicida, aunque mantuvo una actividad sostenida a lo largo del tiempo. Este patrén sugiere que
el extracto ayud6 a mantener controlada la respuesta antioxidante, evitando activaciones excesivas
o desreguladas durante el desarrollo del experimento. Estos resultados coinciden con lo reportado
por Ei et al. (2024), quienes demostraron que la aplicacion de extractos vegetales en arroz indujo la
actividad de enzimas antioxidantes como parte de una respuesta de defensa activada por los
compuestos bioactivos presentes en los extractos. Por otra parte, diversos autores han sefialado que
los extractos vegetales ricos en compuestos polifendlicos pueden modular la actividad de enzimas
antioxidantes, actuando como senalizadores enddgenos en condiciones de estrés biotico
(Hasanuzzaman et al. 2020, Rao y Zheng 2025). En el caso del presente estudio, la actividad de las
enzimas antioxidantes podria atribuirse a la presencia de acidos fendlicos, flavonoides y taninos
condensados en el extracto de L. graveolens, los cuales no solo presentan capacidad antioxidante,
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sino que también podrian participar como moduladores de rutas metabdlicas asociadas a la
respuesta al estrés biotico (Munoz-Rocha et al. 2025).

Contenido de fenoles y flavonoides totales

La variabilidad observada en los niveles de fenoles y flavonoides totales sugiere que estos
metabolitos secundarios respondieron de manera especifica a los tratamientos aplicados. En el caso
de los fenoles totales, el tratamiento InLg presentd valores relativamente bajos en todos los
muestreos, sin llegar a superar a Teln ni a InFu. Esto sugiere que, en este caso, el extracto no
promovio de forma consistente la acumulacion de compuestos fenolicos en el tejido foliar. Por otro
lado, el contenido de flavonoides totales en el tratamiento InLg se mantuvo relativamente estable
a lo largo del experimento, aunque sin mostrar incrementos marcados en los muestreos. Por lo
tanto, no se observd un efecto sobresaliente del extracto en la acumulacion de flavonoides, aunque
si mantuvo niveles similares a los tratamientos TeAb y Teln, lo que podria reflejar una contribucién
moderada del extracto a la sintesis de estos compuestos. Aunque el tratamiento InLg no promovio
consistentemente una mayor acumulacion de estos compuestos en las hojas del duraznero, se
asocié con mayor actividad de enzimas relacionadas con la defensa, como PAL, quitinasa, 3-1,3-
glucanasa y la enzima antioxidante SOD, en momentos clave. Esta respuesta sugiere que los
compuestos bioactivos del extracto de L. graveolens podrian haber participado en la modulacion de
respuestas bioquimicas asociadas con la defensa vegetal mas que como precursores directos de
metabolitos secundarios (Grover 2012, Ramaroson et al. 2022). Ademas, es posible que los
compuestos fenolicos sintetizados se hayan utilizado rdpidamente en las rutas de defensa (por
ejemplo, para la biosintesis de lignina o fitoalexinas), lo que explicaria su baja acumulacion en el
tejido vegetal pese a la activacion de las enzimas correspondientes (Maslennikova et al. 2023)

CONCLUSIONES

La aplicacion del extracto hidroalcohdlico de L. graveolens en durazneros inoculados con A.
tenuissima redujo la incidencia y la severidad de la necrosis descendente bajo condiciones de
invernadero. Asimismo, el extracto estuvo asociado con modificaciones en la actividad de enzimas
relacionadas con la defensa vegetal, particularmente de PAL, quitinasa, 3-1,3-glucanasa y SOD, lo
que sugiere una posible participacion de mecanismos bioquimicos involucrados en la respuesta de
la planta frente al patdgeno. En conjunto, los resultados indican el potencial del extracto de L.
graveolens para el manejo de esta enfermedad.
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