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Abstract. Phytopathogenic fungi can cause
economic losses. The application of natural
products from species of the genus Agave is
an alternative for controlling these organisms.
The present study aimed to determine the
phytochemical profile of Agave angustifolia and A.
cupreata extracts and to evaluate their antifungal
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Resumen. Los hongos fitopatdgenos pueden
causar pérdidas econdémicas. La aplicacion de
productos naturales de especies del género Agave
constituye una alternativa para el control de estos
organismos. El objetivo del presente trabajo fue
determinar el perfil fitoquimico de extractos de
Agave angustifolia y A. cupreata, asi como evaluar
su actividad antifngica contra varias especies de
hongos fitopatogenos. Se obtuvo el extracto acuo-
so de las hojas de A. angustifolia y acetdnico de
A. cupreata. El perfil fitoquimico se determind por
cromatografia en capa fina y se evalud la inhibicion
del crecimiento micelial y produccion de esporas.
El tamizaje revel6 la presencia de alcaloides, fla-
vonoides, saponinas y triterpenos. El extracto ace-
tonico de A. cupreata inhibi6 el 76, 60 y 59% del
crecimiento micelial de Lasiodiplodia viticola, Co-
lletotrichum sp., y Epicoccum sorghinum respecti-
vamente a 8 y 16 mg mL"' (p<0.05), mientras que
el porcentaje de produccion de esporas disminuyd
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activity against several species of phytopathogenic
fungi. The aqueous extract from A. angustifolia
and the acetonic extract from A. cupreata were
studied. The phytochemical profile was determined
by thin-layer chromatography. Mycelial growth
inhibition and spore production were evaluated.
Phytochemical screening revealed the presence
of alkaloids, flavonoids, saponins, and triterpenes.
The acetonic extract of A. cupreata inhibited 76, 60,
and 59% of the mycelial growth of Lasiodiplodia
viticola, Colletotrichum sp., and Epicoccum
sorghinum, respectively, at 8 and 16 mg mL"!
(p=<0.05), while spore production decreased by 92
and 86 % (p<0.001) for Fusarium subglutinans
and Colletotrichum sp., respectively. The aqueous
extract of A. angustifolia inhibited 40% of the
mycelial growth of E. sorghinum at 16 mg mL"!
(p<0.05) and reduced the spore production of L.
viticola by 35% (p<0.001). The results indicate
that the extracts under study can be an alternative

source of antifungal compounds.

Key words: Agave, phytopathogenic fungi, in vitro
inhibition.

According to some estimates, the world
population will reach 9.7 billion by 2050.
Agricultural production will have to increase
to meet the increased demand for food (United
Nations, 2019). A worldwide problem working
against increased agricultural production is the
damaging effect of diseases caused by pathogens
that reduce harvest yields and in extreme cases
cause the death of crops (Jain et al., 2019). These
pathogens
viruses, bacteria, and fungi (Ortiz-Martinez et
al., 2022). Phytopathogenic fungi are one of the
main infectious agents of crops during pre-harvest,
harvest and post-harvest stages (transport, storage

include nematodes, phytoplasmas,
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92 y 86 % (p<0.001) para Fusarium subglutinans
y Colletotrichum sp., respectivamente. El extrac-
to acuoso de A. angustifolia inhibid 40% del cre-
cimiento micelial de E. sorghinum a 16 mg mL"
(p<0.05) y disminuy6 en 35% (p<0.001) la produc-
cion de esporas de L. viticola. Los resultados indi-
caron que los extractos representan una alternativa
para obtencion de compuestos antifungicos.

Palabras clave: Agave, hongos fitopatogenos, in-
hibicioén in vitro.

Se estima que la poblacion mundial para el afio
2050 aumente hasta alcanzar los 9,700 millones;
por lo que la demanda de alimentos crecera y sera
necesario aumentar la produccion agricola para ga-
rantizar y satisfacer la alimentacion de la poblacion
(United Nations, 2019). Sin embargo, una proble-
matica que enfrenta la agricultura en el mundo son
las enfermedades provocadas por patdogenos que re-
ducen las cosechas y en casos extremos provocan la
muerte de los cultivos (Jain et al., 2019). Entre los
patoégenos que causan enfermedades se encuentran
los nematodos, fitoplasmas, virus, bacterias y hon-
gos (Ortiz-Martinez et al., 2022). Los hongos fito-
patogenos son de los principales agentes infeccio-
sos en los cultivos durante la precosecha, cosecha y
postcosecha (transporte, almacenamiento y comer-
cializacion) siendo estos responsables de cuantio-
sas pérdidas econodmicas (Juarez et al., 2010). Den-
tro las especies de hongos fitopatdogenos que son
consideradas de importancia agricola por infectar
una gran variedad de cultivos y provocar problemas
de calidad, valor nutricional o de caracteristicas
sensoriales se encuentran Alternaria spp., Botrytis
spp., Epicoccum sorghinum, Fusarium spp., La-
siodiplodia spp., Monilinia spp., Mucor spp., Pe-
nicillium spp., Rhizopus spp., Colletotrichum spp.,
Aspergillus spp., Phomopsis spp. y Phytophthora
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and marketing), causing very significant economic
losses (Juarez et al., 2010). Among the species
of phytopathogenic fungi that are considered
of agricultural importance because they infect
a wide variety of crops and affect the quality,
nutritional value and sensory characteristics of
agricultural products are Alternaria spp., Botrytis
spp., Epicoccum sorghinum, Fusarium spp.,
Lasiodiplodia spp., Monilinia spp., Mucor spp.,
Penicillium spp., Rhizopus spp., Colletotrichum
spp., Aspergillus spp., Phomopsis spp., and
Phytophthora spp. (De Oliveira et al., 2021).
Many agricultural products are susceptible to
these pathogens, which cause necrotic lesions on
the leaves (leaf spots), gummosis, vascular wilt,
rot, decay, and extensive necrosis (Nachilima et
al., 2020; Palma-Guerrero et al., 2021). Chemical
fungicides are the most widely used method for
controlling these phytopathogenic fungi due to their
quickness and effectiveness. However, frequent
application of these compounds has led to the
development of resistance in various fungal strains
and has negative effects on human health and the
environment (Zubrod et al., 2019). In Mexico, there
are an estimated 10,000-13,000 endemic plants that
have various biological properties (antioxidant,
antibacterial, anticancer, and antifungal activity,
among others). The extracts or compounds (alone or
in combination) obtained from them are important
for the pharmaceutical, food and agricultural
industries. The latter is constantly looking for new
fungicides of natural origin that can be used in the
field and that can bring added value to endemic
plants. Scientific interest in the use of plant products
such as essential oils, organic extracts and purified
compounds has increased in recent years. These
products are recommended as safe alternatives to
synthetic fungicides and as an important element
of sustainable agricultural practices (Tapia-
Quiros et al., 2020; Mui Yun Wong et al., 2020).
The antifungal potential of various plant extracts
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spp. (De Oliveira et al., 2021). Muchos productos
agricolas son susceptibles a estos patogenos que
provocan lesiones necrdticas en las hojas (manchas
foliares), gomosis, marchitez vascular, podredum-
bre, pudricion y necrosis extensivas (Nachilima et
al., 2020; Palma-Guerrero et al., 2021). Los fun-
gicidas quimicos constituyen el método de control
mas empleado para su control, debido a su rapidez
y efectividad. Sin embargo, su aplicacion frecuente
ha provocado que las cepas desarrollen resisten-
cia, ademas de afectar negativamente la salud hu-
mana e impacto ambiental (Zubrod et al., 2019).
En México, se estiman de 10,000-13,000 plantas
endémicas que presentan diversas propiedades
bioldgicas (antioxidante, antibacteriana, anticance-
rigena, antifungica, entre otras), y los extractos o
compuestos (solos o0 en combinacidn) obtenidos de
ellas son importantes para las industrias farmacéu-
tica, alimentaria y agricola. Particularmente en esta
ultima, se buscan nuevas alternativas de fungicidas
naturales que puedan ser utilizados en campo, ade-
mas de conferir un valor agregado a las plantas en-
démicas. Por lo anterior, el uso de productos deri-
vados de plantas como aceites esenciales, extractos
organicos y compuestos purificados han adquirido
un interés cientifico relevante, ya que son recomen-
dados como alternativas seguras en comparacion
con los fungicidas sintéticos, ademas de impulsar
la agricultura sostenible (Tapia-Quiros et al., 2020;
Mui Yun Wong et al., 2020). En este sentido, se ha
evaluado el potencial antifungico de los extractos
de varias plantas (Larrea tridentata, Tagetes lu-
cida, Flourensia cernua, Acaciella angustissima,
Jatropha cuneata, Yucca filifera) contra Fusarium
oxysporum, Botrytis cinerea, Colletotrichum spp.,
Aspergillus flavus, Rhizoctonia solani, Alternaria
alternata, Sclerotium spp., entre otros y se ha de-
terminado que inducen inhibicion de 30-100% del
crecimiento micelial (Asael ef al., 2018).

Los agaves son plantas que tienen importancia
social, ecoldgica y econdmica alta por ofrecer mas
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(Larrea tridentata, Tagetes lucida, Flourensia
cernua, Acaciella angustissima, Jatropha cuneata,
Yucca filifera) was evaluated against Fusarium
oxysporum, Botrytis cinerea, Colletotrichum spp.,
Aspergillus flavus, Rhizoctonia solani, Alternaria
alternata, Sclerotium spp., among others, and it
was reported that they induced 30-100% inhibition
of mycelial growth (Asael et al., 2018).

Agaves are plants with high social, ecological,
and economic importance. They are used in
more than 100 different ways, such as food,
drink, medicine, decoration, fiber, fuel, fertilizer,
and construction material, among others. Their
ecological importance lies in their ability to limit
rainwater runoff, reduce soil erosion, capture
carbon, and offer shelter and food to a wide range
of animal species, from insects to mammals. Their
most important use is as raw material for the
production of distilled beverages such as mezcal,
tequila, sotol, charanda, and bacanora (Garcia-
Mendoza, 2007; Barrientos-Rivera et al., 2019).
These plants are characterized by synthesizing
secondary metabolites fatty acids,
terpenes, coumarins, triterpenes, steroids, tannins,
flavonoids, glycosides, fructans, saponins, and
alkaloids, which are responsible for their various
biological activities (El-Hawary et al., 2020; Soto-
Castro et al., 2021). The antifungal activity of the
genus Agave has been evaluated against fungi of

such as

agricultural importance such as Postia placenta,
Aspergillus niger, B. cinerea, Mucor spp., Fusarium
spp., and Penicillium spp. (El-Hawary et al., 2020;
Soto-Castro et al., 2021).

In Guerrero, of A.

angustifolia and A. cupreata is traditionally used

Mexico, the “pifia”
for the production of mezcal. However, the leaves,
which represent 46% of the total weight of the
plant, are not used in any other process and become
a waste product (Ifiiguez-Covarrubias et al.,
2001). Recent studies have shown that the leaves
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de 100 formas de uso, ya sea como alimento, bebi-
da, medicina, ornato, fibra, combustible, fertilizan-
te y vivienda, entre otras. Su importancia ecoldgica
radica en limitar el escurrimiento pluvial del agua
de lluvia, reducir la erosién del suelo, son captado-
res de carbono, ofrecen refugio y alimento a una
amplia gama de especies animales, desde insectos
hasta mamiferos. Sin embargo, el mayor aprove-
chamiento es por usarse como materia prima para
la produccion de bebidas destiladas como el mez-
cal, tequila, sotol, charanda y bacanora (Garcia-
Mendoza, 2007; Barrientos-Rivera et al., 2019).
Estas plantas se han caracterizado por sintetizar
metabolitos secundarios como acidos grasos, ter-
penos, cumarinas, triterpenos, esteroides, taninos,
flavonoides, glucosidos, fructanos, saponinas y al-
caloides responsables de sus diversas actividades
biologicas (El-Hawary et al., 2020; Soto-Castro et
al., 2021). Entre estas, se ha evaluado la actividad
antifingica del género Agave contra hongos de im-
portancia agricola como: Postia placenta, Aspergi-
llus niger, B. cinerea, Mucor spp., Fusarium spp.
y Penicillium spp. (El-Hawary et al., 2020; Soto-
Castro et al., 2021).

En Guerrero, México, tradicionalmente se usa
la pifia de 4. angustifolia 'y A. cupreata, para la pro-
duccion de mezcal. Sin embargo, las hojas, que re-
presentan el 46 % del total del peso de la planta, no
se utilizan en ningin otro proceso convirtiéndose
en un producto de desecho (Iiiiguez-Covarrubias et
al., 2001). Estudios recientes han demostrado que
las hojas de A. cupreata, contienen antronas, antra-
quinonas, cumarinas, alcaloides, aceites esenciales,
compuestos pungentes y saponinas, y también se ha
evaluado su actividad antibacteriana y antiinflama-
toria (Salazar-Pineda et al., 2017); mientras de las
hojas de A. angustifolia se han aislado triterpenos
(B-sitosterol), saponinas esteroidales (agliconas o
glicosiladas) y fructanos y se ha evaluado la acti-
vidad antibacteriana, antiinflamatoria, antiulcero-
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of A. cupreata contain anthrones, anthraquinones,
alkaloids, pungent
compounds, and saponins, which have antibacterial
and anti-inflammatory activity (Salazar-Pineda
et al., 2017). Triterpenes (B-sitosterol), steroidal
saponins  (aglycones or glycosylated), and
fructans have been isolated from the leaves

coumarins, essential oils,

of A. angustifolia and their antibacterial, anti-
inflammatory, antiulcerogenic, and molluscicidal
activity has been evaluated (Lopez-Salazar et al.,
2019; Camacho-Campos et al., 2020). There are
no previous reports on the antifungal activity of
A. cupreata and A. angustifolia. Thus, the present
study aimed: 1) to determine the phytochemical
profile of 4. angustifolia and A. cupreata, and 2)
to evaluate the antifungal effect of the extracts of
these two botanical species on the mycelial growth
and spore production of five phytopathogenic fungi
of agricultural importance.

MATERIALS AND METHODS

Plant material. Leaves of A. angustifolia and A.
cupreata were collected in the state of Guerrero,
Mex., in the towns of Coacan, municipality of
Atenango del Rio (Latitude: 18.139444, Longitude:
-49.187778) and in Totomochapa municipality
of Tlapa de Comonfort, Guerrero (Latitude:
17.541111, Longitude: -98.459167) respectively.
The identification of A. cupreata and A. angustifolia
was carried out by Dr. Abisai J. Garcia Mendoza of
the National Herbarium of Mexico (MEXU). The
assigned accession numbers were: MEXU-2050 for
Agave cupreata and ARC for Agave angustifolia.

Obtaining extracts from Agave spp. The
collected leaves were cleaned with water. With the
help of a knife, they were then cut into fractions of
an approximate size of 3 cm. The aqueous extract
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génica y molusquicida (Lopez-Salazar et al., 2019;
Camacho-Campos et al., 2020). Para las especies
de A. cupreata 'y A. angustifolia no existen reportes
previos sobre su actividad antifiingica, por lo que
los objetivos de este trabajo fueron: 1) conocer el
perfil fitoquimico de A. angustifolia y A. cupreata,
y 2) evaluar el efecto antifiingico en el crecimiento
micelial y produccion de esporas de los extractos
de estas dos especies botanicas, contra cinco hon-
gos fitopatogenos de importancia agricola.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Las hojas de A. angustifolia y
A. cupreata se recolectaron en Guerrero, Méxi-
co, en las localidades de Coacan, municipio de
Atenango del Rio (Latitud: 18.139444, Longitud:
-49.187778) y en Totomochapa municipio de Tla-
pa de Comonfort, Guerrero (Latitud: 17.541111,
Longitud: -98.459167) respectivamente. La identi-
ficacion de A. cupreata 'y A. angustifolia la realizd
el Dr. Abisai J. Garcia Mendoza del Herbario Na-
cional de México (MEXU). Los niimeros de acceso
asignados fueron: MEXU-2050 para Agave cupre-
ata 'y ARC para Agave angustifolia.

Obtencion de extractos de Agave spp. Las hojas
se sometieron a un proceso de limpieza con agua,
posteriormente se cortaron en fracciones con ayuda
de un cuchillo a un tamafio aproximado de 3 cm.
La obtencién del extracto acuoso de 4. angustifo-
lia (EAAa) se realizd mediante la incorporacion
del material vegetal (300 g) con agua a 60 °C y se
dejo reposar durante 3 h, transcurrido este tiempo
se filtrd y el extracto acuoso obtenido se congel6 a
-40 °C hasta realizar el proceso de liofilizacion en
un equipo Free Zone 4.5 L (Labconco, Kansas, EE.
UU.) a vacio de 0.045 mBar y temperatura de -52 °C.
El polvo obtenido se almacend a -20 °C hasta su
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of A. angustifolia (EAAa) was obtained by mixing
the plant material (300 g) with water at 60 °C
and leaving it to stand for 3 h. The mixture was
then filtered and the obtained aqueous extract was
frozen at -40 °C until lyophilization, which was
carried out in a Free Zone 4.5 L system (Labconco,
Kansas, USA) at a vacuum of 0.045 mBar and a
temperature of -52 °C. The obtained powder was
stored at -20 °C for later use in the antifungal
activity test. The acetone extract of A. cupreata
(EAAc) was obtained by direct maceration of the
leaves (3500 g) with acetone (Golden Bell, Mexico)
for 48 h. It was then filtered and the organic phase
was evaporated in a rotary evaporator (digital
rotary 410, Puebla, Mexico) at 80 rpm and 60 °C.
Once the extract was obtained, it was stored at room
temperature in amber bottles protected from light.
The yield percentage of the extracts was calculated
using the following formula:

Extract obtained (g) x 100

Yield tage =
1eld percentage Macerated plant material (g)

Qualitative Profile.  The
phytochemical profile was determined using thin-
layer chromatography, as proposed by Salazar-
Pineda et al. (2017). The extracts (5 mg) were
diluted in 1 mL of extraction solvent and placed,
using a capillary tube, on chromatoplates with
silica gel TLC-F, (5 cm high x 5 cm wide; Merck)
that were eluted with hexane-acetone (7:3). The
chromatoplates were observed under UV light
(254 nm) and sprayed with the following chemical
developers: Dragendorff (alkaloids), Polyethylene
(flavonoids),
(triterpenes and saponins), and vanillin-phosphoric
acid (terpenes, lignans, and curcubitacins) for the
qualitative identification of secondary metabolites.

phytochemical

glycol Liebermann-Burchard

Phytopathogenic fungi and preparation of
colonies. The fungi used were obtained from the
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uso en la prueba de actividad antifungica. El ex-
tracto acetonico de A. cupreata (EAAc) se obtuvo
por maceracion directa de las hojas (3500 g) con
acetona (Golden Bell, México) durante 48 h, pos-
teriormente se filtré y la fase organica se evaporo
en un rota-evaporador (digital rotary 410, Puebla,
México) a 80 rpm y 60 °C, una vez obtenido el
extracto, se almacend a temperatura ambiente en
frascos ambar protegidos de la luz. El porcentaje
de rendimiento de los extractos se calculd con la
siguiente formula:

Extracto obtenido (g) x 100
Material vegetal macerado (g)

% de rendimiento =

Perfil fitoquimico cualitativo. Para determinar el
perfil fitoquimico se utilizé la técnica de cromato-
grafia en capa fina, propuesta por Salazar-Pineda et
al. (2017). Los extractos (5 mg) se diluyeron en 1
mL de disolvente de extraccion y se colocaron con
un capilar sobre cromatoplacas de silica gel TLC-
F,., (5 cm de altura x 5 cm de ancho; Merck) que se
eluyeron con el sistema 7:3 hexano-acetona. Final-
mente, las cromatoplacas se observaron en luz UV
(254 nm) y se trataron con los siguientes revela-
dores quimicos: Dragendorff (alcaloides), Polieti-
lenglicol (flavonoides), Liebermann-Burchard (tri-
terpenos y saponinas) y vainillina-acido fosforico
(terpenos, lignanos y curcubitacinas) para la identi-
ficacion cualitativa de metabolitos secundarios.

Hongos fitopatégenos y preparacion de colonias.
Los hongos utilizados fueron proporcionados de
la coleccion del Laboratorio de Enfermedades de
Frutales del Programa de Fitopatologia del Colegio
de Postgraduados, con sede en Motecillo, Texco-
co, México. Las especies utilizadas en los ensayos
fueron: E. sorghinum, Fusarium subglutinans, La-
siodiplodia viticola, L. iraniensis'y Colletotrichum
sp., todas fueron patdgenas en sus hospedantes
primarios. Colonias de cada especie fungosa,
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collection of the Laboratory of Fruit Diseases
of the Phytopathology Program of the Colegio
de Postgraduados, based in Motecillo, Texcoco,
Mexico. The species used in the assays were: E.
sorghinum, Fusarium subglutinans, Lasiodiplodia
viticola, L. iraniensis, and Colletotrichum sp., all
of which were pathogenic for their primary hosts.
Colonies of each fungal species were used for
in vitro tests. The colonies were obtained from
monosporic isolates and incubated for 72 h in Petri
dishes with PDA medium (Potato Dextrose Agar
5%, Bioxon, Mexico).

Effect of Agave spp. extracts on mycelial growth.
The agar dilution technique was used (Gonzalez-
Alvarez et al., 2015), with some modifications. The
EAAc and EAAa extracts were dissolved in sterile
water to concentrations of 2-16 mg mL! and placed
in sterile Petri dishes (60 x 15 mm) containing
3 mL of unsolidified PDA agar. Once the agar
gelled, a PDA disk with mycelial growth (5 mm
in diameter) was placed in the center of the Petri
dishes for each experimental fungal species. The
dishes were incubated at 25 °C and the diameter
of mycelial growth was monitored at 24, 48 and 72
h until the negative control colony (PDA medium
plus fungi without extracts) covered the surface of
the Petri dish completely. The antifungal Mancozeb
(Manzate®) was used as a positive control at
a concentration of 16 mg mL"'. All tests were
performed in triplicate. The percentage of mycelial
growth inhibition was determined at 72 h and was
estimated using the following formula:

% of inhibition = (1 - (D2 / D1)) *100
Where D1 is the average value of the diameter of
the negative control colony and D2 is the average

value of the diameter of the colony inhibited by the
extracts.
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obtenidas a partir de aislamientos monospdricos e
incubadas durante 72 h en cajas Petri con medio
PDA (Papa Dextrosa Agar 5%, Bioxon, México) se
utilizaron para las pruebas in vitro.

Efecto de extractos de Agave spp., sobre el cre-
cimiento micelial. Se utiliz6 técnica de dilucién
en agar (Gonzalez-Alvarez et al., 2015) con algu-
nas modificaciones. Los extractos EAAc y EAAa
se disolvieron en agua estéril y se adicionaron a
concentraciones de 2-16 mg mL™! en cajas de Petri
(60 x 15 mm) estériles que contenian 3 mL de agar
PDA sin solidificar. Una vez que el agar se gelifico
en el centro de las cajas Petri se coloco un disco
de PDA con crecimiento micelial (5 mm de diame-
tro) por especie fungosa experimental. Las cajas se
incubaron a 25 °C y se monitoreo6 el diametro del
crecimiento micelial a las 24, 48 y 72 h hasta que
la colonia del control negativo (medio PDA mas
hongos sin extractos) cubrié completamente la su-
perficie de la caja de Petri. Se utilizé como control
positivo el antifingico Mancozeb (Manzate®) a 16
mg mL'. Todas las pruebas se realizaron por tripli-
cado. El porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial se determiné a las 72 h y se estimd me-
diante la siguiente formula:

% de inhibicion = (1 - (D2 / D1)) *100

Donde D1 valor promedio del didmetro de la colo-
nia del control negativo y D2 valor promedio del
diametro de la colonia inhibida por los extractos.

Efecto de los extractos de Agave spp., sobre la
produccion de esporas. Para determinar el efecto
de los extractos EAAc y EAAa sobre la esporula-
cidn a las 72 h de crecimiento, se usaron las mismas
cajas donde se determino la actividad antifungica a
la concentracion de 16 mg mL-!. El micelio de las
cajas se asperjo con agua destilada estéril (5 mL)
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Effect of Agave spp. extracts on spore production.
The effect of the EAAc and EAAa extracts on
sporulation at 72 h of growth was determined in
the same Petri dishes that were used to determine
antifungal activity at a concentration of 16 mg mL".
The mycelium in the dishes was sprinkled with
sterile distilled water (5 mL) and scraped with a
bacteriological loop. The obtained suspension was
filtered through a Pasteur pipette containing cotton
as a filter (sterile) to remove fragments of culture
medium and mycelium. Subsequently, 20 pL of
the filtered suspension were placed in a Neubauer
chamber. The spores were counted with the help of
an optical microscope (10x; Olympus). The spore
concentration was expressed in spores mL-'. All
experiments were performed in triplicate.

Statistical analysis. The results were expressed as
the mean of three repetitions + standard deviation.
Mycelial growth inhibition was assessed using
an analysis of variance (ANOVA) followed by a
Tukey’s test. The inhibition of spore production
was assessed using Dunnett’s test with the negative
control used for comparison. A value of p <0.05 was
considered statistically significant. The statistical
package Sigma Plot version 11.0 was used for all
analyses.

RESULTS AND DISCUSSION

Phytochemical profile. The amount of extract
obtained for EAAc was 20 g (0.57%) and 2.8 g
(0.93%) for EAAa. Different phytochemical
compounds were identified in the EAAc and EAAa
extracts (Table 1). The variability is mainly due to
the polarity of the solvent used in the extraction
since the extractability of the compounds depends
on their nature and solubility (Bui et al., 2021).
The flavonoids present in the EAAa are generally
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y se raspo con un asa bacterioldgica, la suspension
obtenida se filtrd en una pipeta Pasteur que conte-
nia algodén como filtro (estéril) para eliminar frag-
mentos de medio de cultivo y micelio. Posterior-
mente, de la suspension filtrada se colocaron 20 pL
en una camara de Neubauer y con la ayuda de un
microscopio optico (10x; Olympus) se contaron las
esporas y la concentracion de esporas se expreso en
esporas mL™'. Todos los experimentos se realizaron
por triplicado.

Analisis estadistico. Los resultados se expresaron
como el promedio de tres repeticiones + desviacion
estandar. Para la actividad de inhibicion del creci-
miento micelial se realizd un andlisis de varianza
(ANOVA) seguido de una prueba de Tukey y para
la actividad de inhibicion en la produccion de espo-
ras se realizo una prueba de Dunette con respecto
al control negativo. Se utilizo el paquete estadistico
Sigma Plot version 11.0. Se considerd diferencia
estadistica significativa con un valor de p <0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Perfil fitoquimico. La cantidad de extracto obte-
nido para el EAAc fue de 20 g (0.57 %)y 2.8 g
(0.93%) para el EAAa. Se determind que los ex-
tractos EAAcy EAAapresentaron diferentes com-
puestos fitoquimicos (Cuadro 1). La variabilidad se
debe principalmente a la polaridad del disolvente
utilizado en la extraccion, ya que la extractabilidad
de estos depende de su naturaleza y solubilidad
(Bui et al., 2021). En este sentido, los flavonoides
que se presentaron en el EAAa generalmente son
extraidos con disolventes altamente polares como
el agua, mientras que los alcaloides detectados en
el EAAc son insolubles o poco solubles en agua,
por lo que se extraen con otros disolventes organicos
como etanol, metanol, acetona y cloroformo. Aunque
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Table 1. Qualitative phytochemical profile of the aqueous and acetone extracts of Agave

angustifolia and Agave cupreata.

Cuadro 1. Perfil fitoquimico cualitativo de los extractos acuoso y aceténico de Agave angusti-

folia 'y Agave cupreata.
Revelador Metabolito identificado Disolvente
EAA@ EAAc?
Dragendorft Alcaloides - +
Polietilenglicol Flavonoides + -
Liebermann-Burchard Triterpenos, Saponinas + +

Vainillina acido fosforico

Terpenos, Lignanos, Curcubitacinas - -

YEAAa: extracto acuoso de Agave angustifolia, ‘EAAc: extracto de acetona de Agave cupreata;
+: Presencia, - Ausencia. / YEAAa: extracto acuoso de Agave angustifolia, “EAAc: extracto de
acetona de Agave cupreata; +: Presencia, - Ausencia.

extracted using highly polar solvents such as
water, while the alkaloids detected in the EAAc
are insoluble or slightly soluble in water, so they
are extracted with other organic solvents such as
ethanol, methanol, acetone, and chloroform. The
presence or absence of certain compounds is also
due to the biotic or abiotic factors to which the
plants have been subjected (Pavarini et al., 2012).
The saponins detected in A. cupreata have already
been reported by Salazar-Pineda et al. (2017) and
Urbina et al. (2018). Steroidal saponins have also
been identified in methanolic extracts of the leaves
of A. angustifolia (Pereira et al., 2017). Some
authors have pointed out that these compounds
are very common in the genus and yucagenin,
hecogenin, tigogenin, diosgenin, ruizgenin and
chlorogenin have been identified in species such
as: A. lechuguilla, A. americana, A. inaequidens,
A. hookeri, A. fourcroydes, A. brittoniana, and
A. macroacantha (Lopez-Salazar et al., 2019;
Gonzalez-Madariaga et al., 2020). With respect to
triterpenes, Ahumada-Santos et al. (2013) reported
the presence of p-cymene, limonene, [-trans
ocimene, linalool, a-terpineol, nerol, geraniol
and trans-nerolidol in extracts of A. angustifolia.
Salazar-Pineda et al. (2017) reported the qualitative
presence of triterpenes in extracts of the leaves of A.
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también la presencia o ausencia de compuestos se
debe a los factores biodticos o abidticos a los que
se han sometido las plantas (Pavarini et al., 2012).
Aunado a lo anterior, las saponinas detectadas en A.
cupreata ya han sido reportadas por Salazar-Pineda
et al. (2017) y Urbina et al. (2018); mientras que,
para A. angustifolia se han identificado saponinas
esteroidales en extractos metandlicos de hojas (Pe-
reira et al., 2017). Algunos autores sefialaron que
estos compuestos son muy comunes en el género
y se han identificado yucagenina, hecogenina, ti-
gogenina, diosgenina, ruizgenina y clorogenina en
Agaves como: A. lechuguilla, A. americana, A. ina-
quides, A. hookeri, A. fourcroydes, A. brittoniana y
A. macroacantha (Lopez-Salazar et al., 2019; Gon-
zalez-Madariaga et al., 2020). En cuanto a los tri-
terpenos, Ahumada-Santos et al. (2013) reportaron
la presencia de p-cymeno, limoneno, B-trans oci-
meno, linalool, a-terpineol, nerol, geraniol y trans-
nerolidol en extractos de A. angustifolia, mientras,
Salazar-Pineda et al. (2017) sefialan la presencia
cualitativa de triterpenos en los extractos de las
hojas de A. cupreata. También se ha detectado la
presencia de a-linalol, a-terpineno, limoneno, gera-
niol, nerol, a-cubebeno, cadineno y trans-nerolidol
entre otros, en extractos de Agave salmiana, Agave
tequilana y Agave potatorum (Soto-Castro et al.,
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cupreata. The presence of a-linalool, a-terpinene,
limonene, geraniol, nerol, a-cubebene, cadinene
and trans-nerolidol, among others, has also been
detected in extracts of Agave salmiana, Agave
tequilana, and Agave potatorum (Soto-Castro et
al., 2021). Regarding flavonoids, Ahumada-Santos
et al. (2013) mentioned that the concentration of
flavonoids in 4. angustifolia was low. Kaempferol,
myricetin rhamnoside, and quercetin arabinoside
have been identified in the methanolic extracts of
the leaves of Agave attenuata and qualitatively in
A. potatorum (Soto-Castro et al., 2021).

Effect of Agave spp. extracts on mycelial growth.
The obtained extracts showed different effects on
the mycelial growth of the fungi under study (Figure
1). In general, the application of these extracts was
associated with a decrease in colony growth (Figure
1 A2-E2), presence of aerial mycelium (Figure 1
B2 and 3; D2 and 3), cottony (Figure 1 AS, C5, D5,
ES) and deformed (Figure 1 A2, AS, C5, ES), as
well as pigment production (Figure 1 A2, A3, A4,
CS5 and D3). The colonies in the negative control
grew with normal shape, size and texture (Figure
1 A1-El).

Even though no previous studies exist on the
negative effect of A. angustifolia and A. cupreata on
the morphology of the fungi under study, Siddhapura
et al. (2011) mentioned that the methanolic extracts
of Agave ferox, A. marginata, A. americana, A.
montana and A. scabra affected the development
of Postia placenta. The observed effects on the
morphology, texture, vertical expansion of the
mycelium, dehydration and pigment production
have already been reported (De la Cruz-Ricardez
et al., 2020). However, it is important to indicate
that the mechanism by which they are produced
is related to the action of metabolites associated
with the cell wall. For example, the essential oils
of Lavandula angustifolia and Eucalyptus globulus
induced the formation of rough folds, torsion,
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2021). Para los flavonoides, Ahumada-Santos et al.
(2013) mencionaron que la cantidad de flavonoides
en A. angustifolia fue baja. El kaemferol, ramno-
sido de myrcetina y arabinosido de quercetina se
han identificado en los extractos metanolicos de las
hojas de Agave attenuata y de manera cualitativa
en A. potatorum (Soto-Castro et al., 2021).

Efecto de extractos de Agave spp., sobre el cre-
cimiento micelial. Los extractos presentaron efec-
tos diferentes sobre el crecimiento micelial de los
hongos (Figura 1). En general, se observd dismi-
nucion del crecimiento de la colonia (Figura 1 A2-
E2), presencia de micelio aéreo (Figura 1 B 2 y 3;
D 2y 3), algodonoso (Figura 1 A5, C5, D5, ES) y
deforme (Figura 1 A2, AS, C5, ES) y la produccion
de pigmentos (Figura 1 A2, A3, A4, C5 y D3). Asi
mismo, se determind que las colonias correspon-
dientes al control negativo se desarrollaron con for-
ma, tamafio y textura normales (Figura 1 A1-E1).

Aunque no se han realizado estudios relaciona-
dos con el efecto de negativo de A. angustifolia y
A. cupreata sobre la morfologia de los hongos que
se evaluaron, Siddhapura et a/. (2011) menciona-
ron que los extractos metanolicos de Agave ferox,
A. marginata, A. americana, A. montana y A. sca-
bra tuvieron un efecto sobre el desarrollo de Postia
placenta. Los efectos observados en el cambio de
morfologia, textura, expansion vertical del micelio,
deshidratacion y produccion de pigmentos ya han
sido reportados (De la Cruz- Ricardez ef al., 2020).
Sin embargo, es importante indicar que el mecanis-
mo por el cual se producen esta relacionado con la
accion de los metabolitos con la pared celular. Por
ejemplo, los aceites esenciales de Lavandula an-
gustifolia y Eucalyptus globulus indujeron la for-
macion de pliegues rugosos, torsion, descamacion,
fracturas y deshidratacion de las hifas de Monilinia
fructicola y Rhizopus stolonifer (da Silva et al.,
2020; De la Cruz- Ricardez et al., 2020).
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Figure 1. Effect of the aqueous extract from the leaves of A. angustifolia (EAAa) and the acetone extract of 4. cupreata
(EAACc) on the growth of five phytopathogenic fungi incubated in 5% PDA for 24 and 72 hours of exposure. A) E.
sorghinum; B) F. subglutinans; C) L. viticola; D) L. iraniensis; E) Colletotrichum sp. C (+): antifungal Mancozeb
(Manzate®) at 16 mg mL'; C(-): 5% PDA agar.

Figura 1. Efecto del extracto acuosos de hoja de A. angustifolia (EAAa) y del extracto de acetona de A. cupreata (EAAc)
sobre el crecimiento de cinco hongos fitopatégenos incubados en PDA 5% durante 24 y 72 h de exposicion. A) E.
sorghinum; B) F. subglutinans; C) L. viticola; D) L. iraniensis; E) Colletotrichum sp. C (+): antifingico Mancozeb
(Manzate®) a 16 mg mL'; C(-): agar PDA 5%.

peeling, fractures, and dehydration of the hyphae El efecto antifungico de los EAAa y EAAc
of Monilinia fructicola and Rhizopus stolonifer a diferentes concentraciones contra los hongos
(da Silva et al., 2020; De la Cruz- Ricardez et al., fitopatdgenos se muestra en el Cuadro 2. La in-
2020). hibicidon del crecimiento micelial del EAAc (39-
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Table 2 shows the antifungal effect of different
concentrations of EAAa and EAAc against
phytopathogenic fungi. The inhibition of mycelial
growth of EAAc (39-76%) was significantly
different (p<0.05) compared to that of EAAa
(20-40%). The table shows that the species L.
viticola, E. sorghinum and Colletotrichum sp. were
sensitive to EAAc, with mycelial growth inhibition
percentages between 38 and 76% at concentrations
of 16 and 8 mg mL"! (p<0.001).

In the case of EAAa, the percentages of
mycelial growth inhibition in E. sorghinum and
Colletotrichum sp. did not show statistically
significant differences (p>0.064) at concentrations
of 4-16 mg mL"'. However, this extract was the
only one that showed inhibitory activity against £
subglutinans, at 16 mg mL"'. Exposure to EAAa
had no effect on L. viticola and L. iraniensis.

The results obtained demonstrate for the first
time the antifungal activity of the polar extracts

76%) presentd diferencia significativa (p<0.05)
en comparacion con el EAAa (20-40%). Del cua-
dro se desprende que las especies L. viticola, E.
sorghinum'y Colletotrichum sp. fueron sensibles al
EAAc, determinandose porcentajes de inhibicion
del crecimiento micelial entre 38-76% a concentra-
ciones de 16 y 8 mg mL"! (p<0.001).

Para el EAAa los porcentajes de inhibicion del
crecimiento micelial en las concentraciones de
4-16 mg mL"! sobre E. sorghinum y Colletotrichum
sp., no presentaron diferencias estadisticas signifi-
cativas (p=>0.064) para estas especies. Mientras que
este extracto fue el unico que present6d actividad
contra F. subglutinans a 16 mg mL"!. Adicional-
mente, la exposiciéon a EAAa no tuvo efecto en L.
viticola y L. iraniensis.

Los resultados obtenidos documentan por pri-
mera vez la actividad antifingica de los extractos
polares EAAa y EAAc sobre hongos fitopatogenos
de interés econdomico. Sin embargo, otros autores

Table 2. Inhibition percentage of mycelial growth of five phytopathogenic fungi exposed to aqueous and acetonic
extracts from the leaves of A. angustifolia and A. cupreata.
Cuadro 2. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de cinco hongos fitopatogenos expuestos a los
extractos acuoso y aceténico de hojas de A. angustifolia y A. cupreata.

% de inhibicion del crecimiento micelial

Extracto Concentrailon Epicoqum F usan: um Lasiqq’iplodia qui od_zplodia Colletotrichum sp.
(mg mL™") sorghinum  subglutinans viticola iraniensis
2 - - - - -
EAAaY 4 39.4b --- --- --- ---
8 39.4b --- --- --- ---
16 40.0b 20.0a --- --- 41.6b
2 --- --- 17.3b --- ---
EAAc* 4 13.3¢c - 16.6b --- 32.0c
8 39.4b - 74.0a 12.0b 38.0b
16 59.6a --- 76.6a 17.8a 60.8a
Control (*+) 16 100 100 100 100 100
Manzate
YEAAa: extracto acuoso de Agave angustifolia acuoso, “EAAc: extracto de acetona de Agave cupreata; ---: No Presentd

inhibicion del crecimiento micelial. Medias con letras distintas en una misma columna son significativamente diferentes
(Tukey; p<0.05). / YEAAa: extracto acuoso de Agave angustifolia acuoso, “‘EAAc: extracto de acetona de Agave
cupreata, ---- No Presento inhibicion del crecimiento micelial. Medias con letras distintas en una misma columna son

significativamente diferentes (Tukey; p<0.05).

ONLINE PUBLICATION, MAY 2022

180



FuLLy BILINGUAL

MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY
REvISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

EAAa and EAAc on phytopathogenic fungi
of economic interest. However, other authors
have indicated the antifungal potential of polar
extracts obtained from different species of Agave
(A. montana, A. americana, A. marginetta, A.
lechuguilla, A. scabra and A. ferox) against
Fusarium oxysporum, F. solani, F. udum, and
Colletotrichum gloeosporioides, reporting mycelial
growth inhibition percentages ranging from 15 to
100% (De Rodriguez et al., 2011; Maharshi and
Thaker, 2014; Gonzalez-Alvarez ef al., 2015).

The results of the present study show variability
in the phytochemical profile (Table 1) and mycelial
growth inhibition activity (Table 2) of the Agave
extracts under study when used on phytopathogenic
fungi. The biological effect of each compound on
different microorganisms has been reported before.
Lagrouh et al. (2017) mentioned the antifungal
effect of alkaloids and attributed to them the ability
to intercalate with DNA, stop protein synthesis,
apoptosis, and inhibit carbohydrate
metabolism enzymes. Zhao et al. (2021) indicated
that the alkaloid lycorine damages the integrity of

induce

cell membranes, reduces cell viability and affects
the expression of GTPase BcMPS1, Beede, BecRac
and BcRasl1 in B. cinerea. Furthermore, flavonoids
have been reported to have antifungal activity
against Aspergillus fumigatus and Candida albicans
through their effect on protein precipitation and
the formation of complexes with the nucleophilic
amino acids of proteins, which inactivates them
and causes developmental arrest. In contrast, the
effect of flavonoids on B. cinerea is attributed to
the inhibition of fungal endo-1,3-B-glucanase (Jin,
2019; Tapia-Quirés et al., 2020). In R. solani,
terpene compounds affect the permeability of
the pathogen’s membrane, causing metabolic
disorders and inhibiting mycelial growth. They
also disrupt the potential of the mitochondrial
membrane (causing loss of structure and function),
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sustentan el potencial antifingico de extractos po-
lares obtenidos de diferentes especies de Agaves
(A. montana, A. americana, A. marginetta, A. le-
chuguilla, A. scabra y A. ferox) contra Fusarium
oxysporum, F. solani, F. udum y Colletotrichum
gloeosporioides determinando porcentajes de in-
hibiciéon del crecimiento micelial en rangos de
15-100% (De Rodriguez et al., 2011; Maharshi y
Thaker, 2014; Gonzalez-Alvarez et al., 2015).

Los resultados de este estudio demuestran que
los extractos de Agave presentan una variabilidad
tanto en su perfil fitoquimico (Cuadro 1) como en
su actividad de inhibicion del crecimiento micelial
sobre hongos fitopatogenos (Cuadro 2). El efecto
biologico que ejerce cada compuesto sobre distin-
tos microorganismos ha sido reportado. Lagrouh et
al. (2017) mencionaron el efecto antifungico de los
alcaloides y les atribuyeron la capacidad de interca-
larse con el ADN, detener la sintesis de proteinas,
inducir la apoptosis e inhibir las enzimas del meta-
bolismo de carbohidratos. Mientras que Zhao et al.
(2021), mencionaron que el alcaloide licorina dafia
la integridad de la membrana celular, disminuye la
viabilidad y tiene un efecto sobre la expresion de
GTPasa BcMPS1, Beede, BcRac y BeRasl en B.
cinerea. Asimismo, los mecanismos de accién an-
tifungicos para los flavonoides se han reportado en
Aspergillus fumigatus y Candida albicans y se han
relacionado con la precipitacion de proteinas y la
formacion de complejos con los aminoacidos nu-
cleofilicos de las proteinas inactivandolas y provo-
cando la detencion del desarrollo. En contraste, en
B. cinerea su efecto se atribuye a la inhibicion de
la endo-1,3-B-glucanasa fungica (Jin, 2019; Tapia-
Quirds et al., 2020). Por su parte, en R. solani, los
compuestos terpénicos afectan la permeabilidad de
la membrana del patdégeno, provocando trastornos
metabolicos e inhibiendo el crecimiento micelial,
también disrumpen el potencial de la membrana
mitocondrial (provocando perdida de estructura y
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inhibit the cycle of tricarboxylic acids, reduce
ATP content and inhibit ATPase (Yan ef al., 2020).
Regarding saponins, it has been determined that
these compounds form complexes with sterols in
the cell membranes, causing them to disintegrate
through the formation of pores and the triggering
of cell lysis (Zaynab et al., 2021). Ito et al. (2007)
mentioned that o tomatine induces apoptosis
mediated by the accumulation of reactive oxygen
species in F. oxysporum.

Effect of Agave spp. extracts on spore
production. Figure 2 shows the effect of the
extracts under study on the production of spores
of each of the fungal strains tested. The most
surprising results were obtained with the EAAa
extract, which showed 40% inhibition of mycelial
growth against F. subglutinans and Colletotrichum
sp. However, spore production decreased by 92
and 86.6% compared to the negative control,
respectively (Figure 2 B and E). This result is
relevant for the control of these phytopathogens
because it would prevent their reproduction and
dissemination. On the contrary, EAAa stimulated
the production of the spores of E. sorghinum and
L. viticola (Figure 2 A and C), causing an increase
of 407.5 and 73.2%, respectively, compared to the
negative control (p<0.001). No effect was observed
on the production of spores L. iraniensis (Figure
2D). Regarding the EAAc extract, which showed
a greater inhibiting effect on the mycelial growth
of L. viticola, E. sorghinum and Colletotrichum
sp. (Table 2), caused a decrease of only 35.6% in
the production of spores of L. viticola (Figure 2C),
compared to the negative control (p< 0.001), while
no effects were observed on the spore production
of E. sorghinum, F. subglutinans, L. iraniensis
and Colletotrichum sp. (Figure 2 A, B, D and E),
compared to the negative control (p>0.05).
Although the inhibitory effect of extracts from
different agaves on the mycelial growth of various
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funcion), inhiben el ciclo de los acidos tricarboxi-
licos, reducen el contenido de ATP ¢ inhiben las
ATPas (Yan et al., 2020). En cuanto a las saponi-
nas, se ha determinado que estos compuestos for-
man complejos con los esteroles en las membranas
causando su desintegracion debido a la formacion
de poros y finalmente lisis celular (Zaynab et al.,
2021). Por otro lado, Ito et al. (2007) mencionaron
que la o tomatina induce apoptosis mediada por
acumulacion de especies reactivas de oxigeno en
F oxysporum.

Efecto de los extractos de Agave spp., sobre la
produccion de esporas. El efecto de los extractos
sobre la produccion de esporas en cada una de las
cepas de hongos ensayados se muestra en la Figura
2. Los resultados mas sorprendentes se obtuvieron
con el extracto de EAAa que presentd 40% inhibi-
cion del crecimiento micelial para F. subglutinans
y Colletotrichum sp., sin embargo, se observaron
porcentajes de disminucién en la produccion de es-
poras de 92 y 86.6% respectivamente con respecto
al control negativo (Figura 2 B y E). Este resultado
es relevante para el control de estos fitopatogenos
porque impediria su reproduccién y diseminacion.
Por el contrario, el EAAa estimul6 la produccion de
esporas de E. sorghinum y L. viticola (Figura2 A'y
(), determinandose un aumento del 407.5 y 73.2%
respectivamente en comparacion con el control ne-
gativo (p<0.001). Mientras que para L. iraniensis
no se observo efecto sobre la disminucion de las
esporas (Figura 2D). Para el extracto EAAc, que
presentd mayor inhibicion del crecimiento micelial
sobre L. viticola, E. sorghinum y Colletotrichum
sp. (Cuadro 2), sélo se observo una disminucion
del 35.6 % en la produccion de esporas de L. viti-
cola (Figura 2C), respecto al control negativo (p<
0.001) y para E. sorghinum, F. subglutinans, L. ira-
niensis 'y Colletotrichum sp. (Figura2 A, B, Dy E)
no se encontraron diferencias en la produccion de
esporas con respecto al control negativo (p=>0.05).
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Figure 2. Effect of the aqueous extract from the leaves of A.
angustifolia (EAAa) and the acetone extract of A.
cupreata (EAAc) on the spore production of five
Colletotrichum sp. phytopathogenic fungi incubated in 5% PDA for 72
E hours of exposure. C(-): negative control, 5% PDA
2e+7 7 agar. The results are expressed as the average of three
2e+7 T repetitions = standard deviation. Dunnet’s statistical
2¢e+7 | test with respect to C(-). * = significant (p<0.05);
A let+7 1 highly significant (** p<0.001).
E let+7 - Figura 2. Efecto del extracto acuoso de hojas de A. angustifolia
§ | (EAAa) y del extracto de acetona de A. cupreata
3 let7 (EAAc) sobre la produccion de esporas de cinco
] 8e+6 1 hongos fitopatégenos incubados en PDA 5% durante
6e+6 72 h de exposicién. C(-): control negativo, agar PDA
4e+6 * K 5%. Los resultados expresan en promedio de tres
2e+6 - repeticiones * desviacion estandar. Prueba estadistica
0.0 i Dunnet con respecto al C(-). * = significativo (p<0.05);
' C(-) EAAa EAAc altamente significativo (** p<0.001).
species of fungi has been evaluated before, studies Aunque se ha evaluado el efecto de extractos de
on the inhibition of sporulation are still scarce. diferentes agaves sobre la inhibicion del crecimiento
Lozano-Muiiiz et al. (2011) found that the aqueous micelial en diversas especies de hongos, los estudios
and methanolic extracts from the leaves and flowers sobre la inhibicion de la esporulacion son escasos.
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of A. americana, A. asperrima, A. lechuguilla, A.
tequilana negatively affected the conidiogenesis
of Aspergillus parasiticus and Aspergillus flavus.
They reported that the methanolic extracts of
A. asperrima and A. americana caused notable
changes in conidiophore morphology, which may
affect conidiogenesis. Other authors pointed out that
the inhibition or stimulation of spore production
are possible responses of fungi when exposed to
different extracts. For example, Achimon et al.
(2020) reported that the essential oils of Pimenta
dioica and Curcuma longa (1000 mg L) inhibited
the mycelial growth of Fusarium verticillioides
M3125 by 87.2 and 55.5%, respectively, but the
percentages of conidia production were 3046.4
and 341% respectively. The authors also reported
that oils from Rosmarinus officinalis showed little
growth inhibitory activity (24%), but inhibited
conidia production by 27% compared to the
control, which is similar to what was observed in
the present study.

CONCLUSIONS

The phytochemical profile of the extracts of 4.
angustifolia and A. cupreata confirmed the presence
of alkaloids, flavonoids, saponins and triterpenes.
The aqueous extract of A. cupreata showed an
antifungal effect against L. viticola, Colletotrichum
sp. and E. sorghinum inhibiting 76, 60 and 59 %
of mycelial growth, respectively, at concentrations
of 8 and 16 mg mL' (p<0.05), while spore
production decreased by 86% in Colletotrichum sp.
Therefore, this extract has the potential to be used
as an alternative source of new natural antifungal
compounds.

The acetone extract of A. angustifolia inhibited
40% of the mycelial growth of E. sorghinum at 16
mg mL"! (p<0.05) without reducing its sporulation
(p=0.05).
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En este sentido, Lozano-Muiiiz et al. (2011), en-
contraron que los extractos acuosos y metandlicos
obtenidos de las hojas y flores de 4. americana, A.
asperrima, A, lechuguilla, A. tequilana afectaron
negativamente la conidiogénesis de Aspergillus
parasiticus y Aspergillus flavus reportando que los
extractos metandlicos de 4. asperrima y A. ameri-
cana causaron cambios notables en la morfologia
de los conididforos que pueden afectar la conidio-
génesis. Otros autores sefialaron que la inhibicion
o estimulacion en la produccion de esporas son res-
puestas posibles de los hongos al ser expuestos a
diferentes extractos. Por ejemplo, Achimon et al.
(2020), reportaron que los aceites esenciales de Pi-
menta dioica'y Curcuma longa (1000 mg L") inhi-
bieron el crecimiento micelial de Fusarium vertici-
llioides M3125 en 87.2 y 55.5% respectivamente,
pero al mismo tiempo, los porcentajes de produc-
cion de conidios fueron de 3046.4 y 341% respec-
tivamente; también determinaron que los aceites de
Rosmarinus officinalis presentaron poca actividad
de inhibicion del crecimiento (24%), pero inhibie-
ron en 27% la produccion de conidios con respecto
al control, lo anterior es similar a lo observado en
este estudio.

CONCLUSIONES

El perfil fitoquimico de los extractos de 4. an-
gustifolia y A. cupreata confirm¢é la presencia de
alcaloides, flavonoides, saponinas y triterpenos.

El extracto acuoso de 4. cupreata present6 efec-
to antifungico contra L. viticola, Colletotrichum sp.
y E. sorghinum inhibiendo el 76, 60y 59 % del cre-
cimiento micelial respectivamente en concentra-
ciones de 8 y 16 mg mL"' (p<0.05), mientras que,
disminuy6 la produccion de esporas en un 86% en
Colletotrichum sp. Por lo que puede ser utilizado
como una alternativa para la busqueda de nuevos
antifungicos naturales.
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