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“Las ciencias tienen las raices

amargas, pero muy dulces los frutos”

Aristoteles
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RESUMEN

La tendencia mundial al respecto del uso de agroquimicos ha sido indiscriminada e
intensa, lo cual ha generado una problematica sanitaria y medioambiental que se
manifiesta con el desarrollo de resistencia por parte de las cepas de patdgenos, la
agricultura debe establecer nuevas alternativas de control bioldgico que minimicen estos
problemas; en este sentido una alternativa para el control de enfermedades en las
plantas es el uso de extractos vegetales, lo que permitiria el manejo integrado de los
cultivos, debido a su bajo costo y al menor impacto sobre el ambiente y los alimentos.
No obstante, hay pocos trabajos sobre el control de fitopatdgenos con extractos de
plantas. Por lo tanto, en el presente trabajo se analizd el efecto antifingico y
antibacterial del extracto etandlico de 7agetes lucida Cav. (Pericon), mediante el método
de difusién en agar con base en la formacién de halos de inhibicion alrededor de
sensidiscos impregnados con el extracto (antibiograma). La accidn antifiingica se probd
sobre los hongos fitopatdgenos Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium cepivorum,
Sclerotinia sp. y dos cepas de Penicillium, mientras que la accidon antibacterial se analiz6
sobre dos cepas de bacterias fitopatdgenas Pseudomonas marginalis y Erwinia
carotovora, evaluandose las concentraciones de 30, 60, 90, 120 y 180 mgmL™®. Los
antibiogramas se realizaron en medio de cultivo Agar Mueller-Hinton para bacterias y

Agar Dextrosa Sabouraud para hongos.

Se encontré que el extracto de T7agetes lucida presentd efecto antibacterial en
cuatro de las cinco cepas analizadas y antifingico también en cuatro de las cinco cepas
estudiadas. A la concentracion de 30 mgmL™ se encontré inhibicion del hongo Penicillium
sp. (JUG06-MP14(2)) y la bacteria Pseudomonas marginalis (1H), a los 60 mgmL* se
observo la inhibicion de los hongos Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium cepivorum vy
Penicillium sp. (JUG06-MP14(3)) y las bacterias Erwinia carotovora (4P) y Erwinia
carotovora (Ls-N6SS5), finalmente, la bacteria Pseudomonas marginalis (Ls-1) presentd
inhibicion a la concentracion de 90 mgmL™. Se determiné que el hongo mas sensible al
extracto fue Penicillium sp. (JUG06-MP14(2)) mientras que la bacteria mas sensible fue

Pseudomonas marginalis (1H).

Palabras clave: Fitopatdgenos, 7agetes /ucida, Antibiogramas, Extractos de plantas.
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INTRODUCCION

Todo lo que afecta la salud de las plantas influye en su desarrollo y productividad, lo
cual disminuye de manera notable su utilidad para la naturaleza y para el hombre.
Por lo que, el crecimiento y rendimiento de las plantas depende no sélo de la
disponibilidad de agua y nutrimentos en el suelo donde se desarrollan o de algunos
factores del ambiente como la temperatura, luz y humedad; sino también de la
resistencia y proteccion que tengan contra el ataque de plagas, malezas y
fitopatdgenos (Agrios, 1996).

Los cultivos son producidos con un alto riesgo de ser afectados por
enfermedades, por lo que los agricultores utilizan, en su mayoria, productos quimicos
sintéticos como principal estrategia de combate, lo que puede incrementar la
contaminacién ambiental, el dafio a la salud humana y los costos de produccion, esto
ha generado una gran preocupacion por el medio ambiente y ha motivado a que un
gran numero de investigadores busquen alternativas viables, efectivas y seguras
para el control de plagas y enfermedades de plantas con interés comercial (Agrios,
1996; Gaspari et al, 2006). Sin embargo, en la actualidad el uso de agroquimicos de
origen sintético es frecuente a pesar de que acarrea diversos problemas no sélo para
las plantas, sino también para el hombre, por lo que el uso de sustancias de origen
organico o natural, obtenidos a partir de los principios activos de algunas plantas,
seria una alternativa para combatir a los fitopatdgenos sin causar dafios al ambiente,

la fauna, los cultivos, al suelo y al hombre (De la Isla, 1994).

Dentro de los fitopatdgenos mas comunes se encuentran las bacterias y los
hongos que causan enfermedades sistémicas que provocan la pudricion de
meristemos, de raiz y de vastago y con ello la muerte de las plantas o dafos al
follaje, flores, frutos o semillas, lo que produce problemas para la comercializacion
de los productos. Por tal motivo existe la necesidad de emplear diversas sustancias
para combatirlas, al respecto, existen antecedentes de la capacidad antibacteriana y
antifingica de los extractos de 7agetes /ucida Cav. planta conocida como pericon
(Céspedes et al., 2006; Garduiio, 2007).

LABORATORIO DE BIOLOGIA DE SUELOS 2
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Tagetes lucida es una planta que pertenece a la familia de las compuestas y
tradicionalmente ha sido empleada como medicinal para tratar una gran variedad de
padecimientos que afectan al ser humano, pero hasta el momento la investigacion
que se ha desarrollado sobre su capacidad para inhibir el crecimiento de hongos y
bacterias que afectan a las plantas es muy limitada. Por tal motivo y al considerar la
importancia de la biodiversidad, y particularmente la de los cultivos con interés
econdmico, asi como los resultados obtenidos en investigaciones anteriores con los
extractos de pericdn, en el presente trabajo, se analizo la actividad antimicrobiana
del extracto de T7agetes /ucida Cav. sobre el crecimiento /n vitro de las bacterias
Erwinia carotovoray Pseudomonas marginalis y 1os hongos Sclerotinia sclerotiorum,

Sclerotium cepivorum, Sclerotinia sp. 'y Penicillium sp.

LABORATORIO DE BIOLOGIA DE SUELOS
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Plantas con efectos antimicrobianos

De acuerdo con Pitman y Jorgensen (2002) (citados por Mendoza et al., 2007), se
estima que en el mundo existen entre 310,000 y 422,000 especies de plantas; dentro
de esta vasta diversidad, se estima que existen 20,000 especies vegetales con
propiedades de interés para la investigacion y el descubrimiento de nuevos
productos. Sin embargo, se calcula que menos del 10% de las plantas han sido
evaluadas en la blusqueda de actividad bioldgica (Harvey, 2000; Céspedes et al.,
2006).

La actividad bioldgica o valor medicinal que presenta una planta se debe a la
presencia en el tejido de ésta, de una o algunas sustancias quimicas (principio
activo) que ejercen una accion farmacoldgica en los seres vivos en general. Sin
embargo no todos los productos metabolicos de las plantas tienen propiedades con

valor medicinal (Tyler, 1979).

De manera general, los farmacos derivados de fuentes naturales proceden en
su mayoria de espermatofitas que predominan en el campo. Entre las
espermatofitas, el numero de especies con actividad bioldgica util estan
desigualmente repartidos entre las gimnospermas, que producen diversas esencias y
resinas Utiles, asi como el alcaloide efedrina; y las angiospermas, dentro de las
cuales el grupo de las dicotiledoneas presenta mas especies con estas propiedades

(Evans y Trease, 1991).

Los productos terapéuticos de origen bioldgico, también denominados
naturales son sustancias producidas por microorganismos y que a muy bajas
concentraciones tienen la capacidad de inhibir, detener o destruir otros

microorganismos. En el control de las enfermedades de las plantas podemos incluir a
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ciertas sustancias producidas naturalmente por algunas plantas superiores tales
como la aliina a la cual debe el ajo su accion antibidtica. Lupulo, que contiene las
cetonas humuleno y lupuleno; en el Anemone pulsatilla y en muchas otras
ranunculaceas, esta la lactona protoanemonina. Diversos compuestos sulfurados se

han encontrado en las Cruciferas (Jauch, 1985; Trease, 1987).

Existen también diversas plantas que son utilizadas como insecticidas debido a
las sustancias quimicas que presentan, dentro de estas, se encuentran: el tabaco
(Nicotiana tabacum), del cual sus hojas secas y molidas son utilizadas como
insecticidas y debe esta propiedad al alcaloide nicotina, las flores de piretro que son
los capitulos de Chrysanthemum cinerariaefolium, las cuales deben su capacidad

insecticida a la presencia de dos sustancias la piretrina y la cinerina (Tyler, 1979).

Otro tipo de compuestos organicos que se utilizan para el control de las
enfermedades de las plantas son las quinonas, las cuales se encuentran en forma
natural en muchas especies vegetales y se producen por la oxidaciéon de los
compuestos fendlicos de las mismas, muchas veces muestran propiedades
antimicrobianas, por lo que se piensa que guardan alguna relacién con la resistencia

innata de las plantas ante las enfermedades (Agrios, 1996).
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1.2 Metabolitos secundarios de las plantas medicinales

1.2.1 iQue son los metabolitos secundarios?

Se llama metabolismo primario de las plantas, a los procesos quimicos que
intervienen en forma directa en su supervivencia, crecimiento y reproduccion. Estos
son la fotosintesis, la respiracion, el transporte de solutos, la translocacion, la sintesis
de proteinas, la asimilacion de nutrimentos, la diferenciacién de tejidos, y en general
la formacidon de carbohidratos, lipidos y proteinas que intervienen en estos procesos

o son parte estructural de las plantas.

Los metabolitos primarios son los compuestos quimicos que intervienen en
dichos procesos: los aminoacidos destinados a la formacién de proteinas, los
nucledtidos, los azlcares, los acilglicéridos. Debido a su caracter universal en el reino
vegetal, los procesos que intervienen en el metabolismo primario y sus metabolitos,

se encuentran en todas las plantas sin excepcién.

En contraposicion, los metabolitos secundarios de las plantas son compuestos
quimicos que cumplen funciones no esenciales, de forma que su ausencia no es fatal
para la planta, ya que no intervienen en el metabolismo primario, es decir en su
crecimiento y desarrollo (Kuklinski, 2000; Croteau et al., 2000; Taiz et al., 2006).

En general, las caracteristicas de los metabolitos secundarios son:

» No tener funciones metabdlicas directas aparentes

» Ser importantes para la supervivencia e interaccion con el entorno

« Presentar diferente distribucion en el reino vegetal

« No ser clasificados como secundarios basandose en su estructura, ruta

biosintética o tipo de distribucidon (Lock, 1994).

La presencia y concentracion de los metabolitos secundarios (principios activos

de las drogas vegetales) estan influidas por tres factores principales:
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« Herencia: los efectos genéticos inducen cambios cuantitativos y cualitativos.

» Ontogenia: si bien puede preverse que la concentracion de metabolitos
secundarios ira en aumento a medida que la planta envejece, como suele
suceder, en general no se aprecia que la identidad de estos constituyentes
también varia segun la etapa del desarrollo.

« Ambiente: entre los factores ambientales capaces de introducir variaciones en los
constituyentes secundarios de las plantas figuran el suelo, clima, flora

concomitante y métodos de cultivo (Tyler, 1979).

La biosintesis de los metabolitos secundarios, parte del metabolismo primario de

las plantas del que se desvia acorde con las vias generales que se muestran en la

figura 1.
C0;
l Fotosintesis
METABOLISMO PRIMARIC DEL CARBONC
. \
Eritrosa-4-fosfato / A 3-Fosfoglicerato
Fosfoenolpiruvato Firuvato {3-PGA}
<
Cicle de los acidos Acetil-CoA
tricarboxilicos
Aminoacidos alifaticos
r ¥
Via del acido Via del dcido Wia del acido Via MEP
shikimica malanico mevalinics
Aminoacidos

aromdticos i

Praductos secundarios
nitrogenados

¥ ¥ ¥ ¥
—3 | Compuestos
p | fenolicos

Terpenas

METABCOLISMO SECLUNDARIO DEL CARBONO

Figura 1. Vias generales del metabolismo secundario de las plantas y su

relacion con el metabolismo primario (tomado de Taiz, 2006).
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Los metabolitos secundarios de las plantas pueden ser divididos en 3 grandes

grupos, con base a sus origenes biosintéticos.

TERPENOIDES: Todos los terpenoides, tanto los que participan del
metabolismo primario como los mas de 25,000 metabolitos secundarios, son
derivados del compuesto IPP (Isopentenil difosfato o 5-carbono isopentenil difosfato)
que se forman en la via del acido mevalonico. Es un grupo grande de metabolitos
con actividad bioldgica importante. Estan distribuidos ampliamente en las plantas y
muchos de ellos tienen funciones fisioldgicas primarias. La distribucion de unos pocos
de ellos en las plantas es mas restringida, como los que forman los aceites

esenciales, entre otros.

COMPUESTOS FENOLICOS (fenilpropanoides y derivados): Los mas de 8,000
compuestos fendlicos que se conocen estan formados o bien por la via del acido
shikimico o bien por la via del malonato/acetato. Este grupo también juega una
variedad muy heterogénea de roles en las plantas, muchos son productos de defensa
contra herbivoros y patdgenos, otros proveen soporte mecanico a la planta, otros
atraen polinizadores o dispersores de frutos, algunos de ellos absorben la radiacion

ultravioleta, o actian como agentes alelopaticos.

ALCALOIDES (compuestos nitrogenados): Los alrededor de 12,000 alcaloides
que se conocen, que contienen uno o mas atomos de nitrdgeno, son biosintetizados
principalmente a partir de aminoacidos. Los alcaloides poseen una gran diversidad de
estructuras quimicas. Son fisioldgicamente activos en los animales, alun en bajas
concentraciones, por lo que son muy usados en medicina (Kuklinski, 2000; Taiz et
al., 2006).

1.2.2 ¢Qué funcion tienen en las plantas?

Los metabolitos secundarios son sustancias que la planta ha sintetizado y

almacenado en el curso de su crecimiento. Este tipo de sustancias no se distribuyen
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de manera uniforme por toda la planta, pues se concentran preferentemente en las
flores, hojas o raices, aunque en algunas ocasiones también se pueden encontrar

contenidos en semillas, frutos y corteza (Tyler, 1979).

Cumplen importantes roles en las interacciones ecoldgicas entre la planta y su
ambiente, por ejemplo, defensa contra predadores y patdgenos, agentes
alelopaticos, atraccion de polinizadores o dispersores de semillas, entre otros. Cada
uno de ellos tiene una distribucion restringida en el vegetal, a veces a sélo una

especie o un grupo de ellas (Taiz et a/., 2006; Swain, 1973).

1.2.3 Metabolitos secundarios que presentan efecto antimicrobiano

Diversos metabolitos secundarios derivados de las plantas han mostrado efecto
antimicrobiano. Entre estos compuestos destacan los flavonoides, fenoles, terpenos,

aceites esenciales, alcaloides, lectinas y polipéptidos (Cowan, 1999).

Por lo tanto los metabolitos secundarios también pueden ser clasificados
segun su actividad bioldgica, ademds de los terpenoides y los alcaloides

encontramos:

CUMARINAS Y LIGNANOS: ambos son metabolitos secundarios que proceden
de la ruta metabdlica del acido shikimico. Las cumarinas se hallan ampliamente
distribuidas en el reino vegetal. Hay sin embargo, determinadas familias que poseen
gran cantidad de cumarinas como las Leguminosas, Rubiaceas, Rutaceas,
Umbeliferas, Apocinaceas y Compuestas. Los lignanos se hallan ampliamente
distribuidos en los vegetales. Entre sus acciones farmacoldgicas destacan la actividad

antimitotica, antimicética, antivirica, antihepatotdxica, entre otras.

FLAVONOIDES Y COMPUESTOS RELACIONADOS: proceden de la ruta del
acido shikimico y la ruta de los policétidos. Se encuentran practicamente en todas las

plantas superiores, sobre todo, en partes aéreas: hojas, flores y frutos;
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principalmente en las Rutaceas, Poligonaceas, Compuestas y Umbeliferas. Los
isoflavonoides, furanocumarinas y estirenos han demostrado tener propiedades

antibacterianas, antivirales y antifingicas.

TANINOS: las especies con taninos presentan caracteristicas antisépticas y
antifngicas, entre otras.

QUINONAS Y DERIVADOS ANTRACENICOS: dentro de los grupos que
presentan estructura quindnica cabe destacar las Naftaguinonas con una estructura
derivada del naftaleno, lo cual les confiere propiedades antisépticas (tanto
antibacteriano como antiflingico).

ISOPRENOIDES son metabolitos secundarios formados a través de la ruta de
la condensacion isoprénica (Kuklinski, 2000; Judd et al., 2002).

Sus mecanismos de accidén son variables; por ejemplo, la toxicidad de los
fenoles en microorganismos se atribuye a la inhibicién enzimatica por oxidacion de
compuestos. El modo de accién de los terpenos y aceites esenciales no ha sido
dilucidado por completo, pero se postula que pueden causar rompimiento de la
membrana a través de los compuestos lipofilicos. De los alcaloides se ha postulado
que se intercalan con el ADN, y de las lectinas y polipéptidos se conoce que pueden
causar canales idnicos en la membrana microbiana o causar la inhibicién competitiva
por adhesidon de proteinas microbianas a los polisacaridos receptores del hospedero
(Hernandez et al., 2007).

Dichos compuestos les proporcionan importantes caracteristicas a los
extractos elaborados a partir de las plantas, lo que permite su utilizacion para
proteger los cultivos e incrementar la calidad y produccién, ya que tienen la
propiedad de ser menos tdxicos y mas facilmente degradables (Rodriguez et al.,
2000).
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1.3 Enfermedades de las plantas

1.3.1 Concepto de enfermedad en las plantas

Las plantas se mantienen sanas cuando llevan a cabo sus funciones fisioldgicas hasta
donde les permite su potencial genético. Estas funciones comprenden su division
celular normal, su desarrollo, la absorcidon del agua y los minerales del suelo y su
translocacién por toda la planta, la fotosintesis y la translocacion de los productos
fotosintéticos hasta los 6rganos de utilizacion o almacenamiento, el metabolismo de
los compuestos sintetizados, la reproduccidén y el almacenamiento de las reservas

alimenticias necesarias a la reproduccién o a la hibernacién (figura 2).

En el momento en el que la planta sufre una desviacion marcada o
permanente de una o varias de sus funciones por algun organismo patdgeno o por
determinadas condiciones del medio, la cual le produzca sintomas visibles o que
actie en detrimento de su calidad y valor econdmico, se considera que presenta una
enfermedad (De la Isla, 1994).

Por lo tanto, en términos generales, la enfermedad en las plantas se define
como el mal funcionamiento de las células y tejidos del hospedante debido al efecto
continuo sobre estos de un organismo patdgeno o factor ambiental y que origina la
aparicion de sintomas, los cuales conducen a la alteracion parcial o muerte de la

planta o de sus 6rganos (Agrios, 1996).
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Figura 2. Funciones basicas de las plantas y la interferencia que sobre ellas

ocasionan algunos tipos comunes de enfermedades (Tomado de Agrios, 1996)
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1.3.2 Importancia de las enfermedades en las plantas

Es evidente que el hombre de los tiempos prehistdricos tuvo oportunidad de observar
algunas enfermedades de las plantas, ya que la presencia de hongos fitopatdogenos
se ha comprobado en fdsiles vegetales. Sin embargo, se considera un paso decisivo
en la importancia de los fitopatdgenos el cambio ecoldgico resultante de las

actividades humanas, al transformarse el hombre en agricultor (De la Isla, 1994).

Las enfermedades de las plantas afectan notablemente el desarrollo social y
econdmico debido a que reducen el rendimiento y calidad de los productos
vegetales, asi como la produccion de las industrias que dependen de las plantas para
obtener materias primas. En la historia abundan las pruebas de sufrimiento humano
a causa del tizdn, la podredumbre, la roya y el marchitamiento de las plantas
(Andnimo, 1988).

Para los millones de personas que habitan la Tierra y cuya existencia depende
de los productos vegetales, las enfermedades de las plantas pueden marcar la
diferencia entre una alimentaciéon adecuada y una vida acosada por el hambre. Para
los paises donde el alimento es abundante, las enfermedades de las plantas tienen
una gran importancia, debido a que provocan que los agricultores sufran pérdidas
econdmicas, propician el aumento en el precio de los productos y destruyen la

belleza del medio ambiente.

Asi mismo, dichas enfermedades reducen la variedad de plantas que pueden
desarrollarse en una determinada zona geografica al destruir a todas las poblaciones
de ciertas especies que son muy susceptibles a una enfermedad en particular.
Pueden determinar también el tipo de industria agricola y el nivel de desempleo de
una zona determinada al influir sobre el tipo y la cantidad de productos disponibles
para su procesamiento por las industrias de esa zona. Por otra parte, las
enfermedades de las plantas son responsables también de la creacion de nuevas
industrias que producen productos quimicos, maquinaria y desarrollan los métodos

necesarios para controlarlas (Agrios, 1996).
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En las comunidades naturales, las enfermedades son uno de los muchos
factores que regulan las poblaciones y que por lo tanto, determinan la diversidad de
especies que prosperan en algun habitat. En particular, las enfermedades tienden a
limitar la dispersion de las especies a regiones geograficas menos favorables. Las
enfermedades también pueden acelerar o disminuir la sucesién dentro de las

comunidades vegetales establecidas (Dickinson et al,, 1987).

Las consecuencias sociales y econdmicas del ataque de enfermedades de
vegetales en México, se han traducido durante siglos en miseria de los campesinos,

en cambio obligado de cultivos y en agricultura ndmada (De la Isla, 1994).

1.3.2.a Pérdidas econdmicas

Resulta dificil hacer estimaciones correctas de las pérdidas provocadas por las
enfermedades de las plantas, y todas las cantidades calculadas deben presentarse
con la posibilidad de un margen de error considerable, puesto que las variaciones en
los niveles patoldgicos cambian de un lugar a otro y segun la estacién del afio en la

que se presentan (Evan, 1973).

Por otra parte, el tipo y monto de las pérdidas ocasionadas por las
enfermedades de las plantas varia también, de acuerdo a la especie de planta o los
productos que se obtienen de ella, asi como el agente patdgeno, la localidad, el
medio ambiente y las medidas de control practicadas. El monto de las pérdidas varia
desde porcentajes minimos hasta pérdidas de un 100%. Las plantas o sus productos
pueden disminuir cuantitativamente a causa de las enfermedades en el campo, como
en el caso de la mayoria de los cultivos, o por las enfermedades que se producen
durante el almacenamiento, como ocurre con las pudriciones de los frutos, hortalizas,

semillas y fibras almacenadas (Agrios, 1996).

El agricultor puede sufrir pérdidas financieras derivadas de las enfermedades
de las plantas al tener que producir variedades o especies vegetales resistentes a las

enfermedades pero menos productivas y, al tener que asperjar o controlar de alguna
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forma la enfermedad, lo cual origina gastos en compuestos quimicos, magquinaria,

trabajo y espacio para el almacenamiento de los productos (Agrios, 1996).

Asi, los efectos de orden econdémico de las enfermedades de las plantas se
miden en términos de: el abatimiento cuantitativo y cualitativo de las cosechas, los
costos de las medidas preventivas y curativas y las limitaciones de las areas de
cultivo (De la Isla, 1994).

1.3.2.b En el control de las enfermedades

Algunas enfermedades de las plantas se pueden controlar casi por completo
mediante cualquiera de los métodos existentes, lo cual reduce las pérdidas
financieras solamente al monto del costo del método de control. Sin embargo, en
algunas ocasiones este costo puede ser casi tan alto, como las ganancias que se
espera obtener de las cosechas, o inclusive mayor. En lo referente a otras
enfermedades que aun no tienen medidas de control efectivas, el levantamiento de
la cosecha sodlo ha sido posible mediante la combinacién de varios sistemas de cultivo
tradicionales y la utilizacion de variedades un tanto resistentes a la enfermedad
(Agrios, 1996).

1.3.3 Clasificacion de las enfermedades en cuanto al dafio

Stakman y Harrar (1957) (citados por Evan, 1973 y De la Isla, 1994) sugirieron que
las enfermedades de las plantas se agrupan en cuanto a su efecto sobre el cultivo
en:

 Aniquiladoras: son las que destruyen rapida y completamente un cultivo en un
area o que diezman las poblaciones de modo que sdlo quedan unos cuantos
supervivientes. Estas ejercen una gran influencia en la economia mundial, debido

a que causan tanto la pérdida del capital como de la cosecha.
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« Limitante: son aquellas cuya presencia hace incosteable la produccién de ciertos
cultivos en un area determinada.

» Devastadoras: se conocen como aquellas que atacan de forma destructiva los
cultivos anuales.

» Debilitantes: se consideran a aquellas que causan efectos negativos aunque los
sintomas son a veces imperceptibles, y dependen fundamentalmente de las

incidencias derivadas de las condiciones climatoldgicas especificas.

En tanto que las que afectan los productos vegetales en si, ain cuando no

ocasionan bajas sensibles de los rendimientos, pueden designarse como:

» Desfigurantes: siendo aquellas que cambian la apariencia de los productos
vegetales y por lo tanto reducen su valor comercial.

« Inhabilitantes: éstas hacen que los productos vegetales sean inadecuados para el
consumo de los animales y del hombre, al volverlos venenosos (De la Isla, 1994;
Agrios, 1996).

1.3.4 Factores que determinan la enfermedad

La enfermedad es dindmica, usualmente progresiva y su desarrollo depende de la
interaccion de numerosos factores; puede permanecer relativamente benigna, o
hacerse activa si algin elemento adicional desorganiza la coordinacion de la
utilizacién de energia o limita la reaccion de la planta. A veces, algunos cambios en
los factores secundarios aumentan la susceptibilidad del huésped o la velocidad de
reproduccidn y la capacidad de invasién del patdgeno. Asi, muchas enfermedades de
las plantas se deben a una combinacion de factores, algunos bidticos, otros
abioticos; y el medio ambiente particular determina el grado en que cada factor

ejerce su influencia (Andnimo, 1988).

Las condiciones ambientales que predominan tanto en la atmdsfera como en

el suelo una vez establecido el contacto entre un patégeno y un hospedante, pueden
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influir considerablemente en el desarrollo de una enfermedad y con mayor frecuencia
constituyen el mayor factor que determina si se producira o no esa enfermedad. Los
factores del medio ambiente que afectan mayormente el inicio y desarrollo de las
enfermedades infecciosas de las plantas son la temperatura, la humedad, la luz, los
nutrimentos y el pH del suelo. Los efectos sobre las enfermedades son el resultado
de su influencia sobre el desarrollo y la susceptibilidad del hospedante, sobre la
propagacion y actividad del patégeno o sobre la interaccion entre ambos y de su

efecto sobre el desarrollo de los sintomas de la enfermedad.

Por lo tanto, en términos generales, para que una enfermedad se produzca y
desarrolle dptimamente, debe haber una combinacion de tres factores: una planta
susceptible, un patdgeno infectivo y un medio favorable. Por lo general, las
enfermedades de las plantas aparecen durante una amplia variedad de condiciones
ambientales. Sin embargo, su extension y frecuencia de aparicién, asi como su
impacto sobre las plantas individuales, se ven afectadas por el grado de desviacion
de cada condicién del ambiente a partir del punto de desarrollo optimo de la
enfermedad (De la Isla, 1994; Agrios, 1996).

1.3.5 Agentes que causan enfermedades en las plantas

Los agentes que originan enfermedades en las plantas, pueden ser divididos en dos
grupos: a) los de naturaleza no infecciosa o abidticos y b) los de naturaleza

infecciosa o bidtico.

Los agentes no infecciosos o abidticos que ocasionan enfermedades en las
plantas incluyen factores variados como temperaturas desfavorables para el
desarrollo de la planta, exceso o deficiencia de humedad, exceso o deficiencia de
nutrimentos, dafnos por radiacién, entre otros (cuadro 1) (Dickinson et a/., 1987; De
la Isla, 1994).
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Por su parte, los patdgenos infecciosos son de naturaleza variada e incluyen
viroides, virus, bacterias, hongos, nematodos e incluso algunos protozoarios (cuadro
1) (De la Isla, 1994).

Cuadro 1. Agentes responsables de las enfermedades en las plantas

Agentes Infecciosos Agentes No Infecciosos

Factores ambientales

Extremos de temperatura
Extremos de humedad
Extremosde luz
Extremos de oxigeno
Extremos de pH
Deficiencia de nutrimentos

Microorganismos

Bacterias, hongos,
micoplasmas, virus,
viroides.

Contaminantes

Compuestos organicos
Metales pesados

(Dickinson et al., 1987)
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1.4 Caracteristicas generales de bacterias y hongos fitopatogenos

1.4.1 Diversidad, estructura y morfologia de bacterias fitopatogenas

Se conocen alrededor de 1,600 especies de bacterias patdgenas y mas de 80 son
bacterias fitopatdgenas, aunque se estiman alrededor de 200 incluidas los patovares
(Agrios, 1996).

Cerca de una mitad de las bacterias patdgenas de plantas pertenecen al
género Pseudomonas, una tercera parte al género Xanthomonasy una octava parte
al género FErwinia. Otros géneros como Agrobacterium, Corynebacterium
(Clavibacter), Streptomyces y Nocardia se encuentran en menor proporcion (Roberts
etal, 1978; De la Isla, 1994).

Las bacterias son microorganismos procariotas, unicelulares, de tamaho
microscépico. En general, estan constituidas por pared celular, membrana
citoplasmatica, citoplasma, ribosomas, y nucleoide. Dependiendo de la bacteria

puede poseer flagelos, capsula, esporas, glucocalix y fimbrias (Evan, 1973).

Las caracteristicas especificas de las bacterias fitopatdgenas son: la mayoria
son saprofitas facultativas, la proliferacion es por fisidon binaria, producen enzimas
extracelulares, todas tienen forma de bastones (bacilos), generalmente aislados o en
cadena; la mayoria poseen flagelos, casi todas son mdviles; todas son aerobias o
anaerobias facultativas, y/o forman endosporas. Todas son Gram negativas con
excepcion del género Clavibacter (Roberts et al., 1978; Jauch, 1985; Dickinson et al.,
1987; De la Isla, 1994; Agrios, 1996).

La mayoria de las bacterias fitopatdgenas estan rodeadas por una capsula
mucilaginosa, mas o menos densa y de espesor variable, formada por polisacaridos;
este material externo tiene importancia en la patogénesis y en la sobrevivencia de las

bacterias (Gonzalez, 1985).
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1.4.2 Diversidad, estructura y morfologia de hongos fitopatogenos

Existen alrededor de 100,000 especies de hongos, de las cuales mas de 8,000

producen enfermedades en las plantas (Agrios, 1996).

A diferencia de otros patdgenos, los hongos presentan mayor variedad de

formas, funciones y ciclos de vida (Anénimo, 1988).

Sin embargo, se puede decir de manera general que los hongos fitopatdgenos
son organismos microscopicos, eucariotas, ramificados y a menudo filamentosos que
carecen de clorofila, tienen pared celular de quitina, celulosa o ambos, lo cual les
permite tener un alto grado de interaccién con el sustrato; en el caso de los hongos
fitopatdgenos eso tiene gran importancia, tanto para la absorcion de nutrimentos
como para la secrecidén de enzimas y metabolitos. Su nivel de parasitismo fluctia de
saprofitismo facultativo a parasitismo obligado. Al soma se le denomina micelio, y a
las bifurcaciones individuales o filamentos del micelio se les denomina hifas, las hifas
secretan enzimas extracelulares que digieren moléculas complejas. Las estructuras
reproductivas son comunmente esporas bien definidas. En la mayoria de los hongos
fitopatdgenos por lo general, el micelio se extiende dentro de los tejidos del
hospedante, y no es posible observarlo a simple vista (Gonzalez, 1985; Dickinson et
al, 1987; De la Isla, 1994; Agrios, 1996).
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1.5 Control de fitopatdgenos

Las plantas, tanto en su ambiente natural como en ambientes de cultivo, necesitan
defenderse de condiciones adversas y enemigos naturales. Sin embargo, los cultivos
agricolas han sido modificados por la domesticacion de tal manera que se ha
reducido su capacidad para producir sustancias de defensa. De esta manera, se ha
generado una dependencia hacia sustancias externas que ofrecen proteccion contra

animales, malezas y microorganismos fitopatdogenos (FAO, 2004).

Gabriel y Cook (1990) (citados por Agrios, 1996) propusieron que,
conceptualmente, los métodos de control de plagas y enfermedades debieran
dividirse en sélo tres categorias: fisicos, quimicos y bioldgicos. Los métodos fisicos
incluirian las cuarentenas, solarizacion, entre otros. El control bioldgico incluiria la
resistencia al hospedero, tanto natural como producto de la manipulacién genética,
entre otros. El control quimico incluiria el uso de compuestos quimicos tanto

naturales como sintéticos, tanto organicos como inorganicos.

Sin embargo, los métodos que mas se utilizan para controlar las
enfermedades de las plantas en el campo y en el invernadero y, a veces, en
almacén, consisten en el uso de compuestos quimicos que son toxicos para los
fitopatdogenos. Dichos quimicos inhiben la germinacion, el crecimiento o la
reproduccidon del patdégeno, o bien son letales para él. Dependiendo del tipo de
patdgeno que afecten, los compuestos quimicos se denominan como fungicidas,
bactericidas, nematicidas, viricidas o, en el caso de plantas superiores parasitas,
herbicidas. Algunos compuestos quimicos son toxicos para todos los tipos de
patdgenos o la mayoria de ellos, otros solo afectan a un tipo de patdgeno vy, ciertos
compuestos son tdxicos Unicamente para un solo patdgeno especifico o algunos de
ellos (Agrios, 1996).

El combate de este tipo de enfermedades es dificil y las estrategias utilizadas
actualmente son poco efectivas. La rotacion de los cultivos no es eficaz en la mayoria

de los casos; el combate quimico no es una técnica ni econdmicamente factible,
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debido, principalmente, al riesgo de degradacion de los productos en el suelo y a las
altas dosis utilizadas, ademas, no es posible una adecuada cobertura de los sitios de
infeccion, lo que provoca la presencia de residuos sobre las partes comestibles y
contaminacién ambiental. Hartman y Datnoff (1997) (citados por Granados, 2005)
citan que los fungicidas frecuentemente tienen un costo elevado y proporcionan

solamente control parcial de las enfermedades (Granados, 2005).

Las enfermedades causadas por bacterias y hongos son dificiles de controlar
utilizando compuestos quimicos, ya que éstos pueden provocar resistencia al agente
causal, seleccion de microorganismos del suelo que tengan la capacidad de
metabolizarlos, ademas las bacterias fitopatdgenas producen abundantes cantidades
de polisacaridos extracelulares, los cuales las protegen de algunos agentes quimicos
antibacteriales (Delgadillo et a/., 2002).

Otro de los problemas que presenta el uso de compuestos quimicos sintéticos
para la erradicacién de hongos y bacterias patdgenas es que en muchas ocasiones se
llega a observar una disminucion en el peso seco tanto de la raiz, del follaje, de los
frutos o de lo bulbos, lo que se atribuye al efecto negativo de los agroquimicos sobre
las plantas tratadas. Por lo que, la eficacia de estos en el control de enfermedades

esta en funcién de la cantidad de agroquimico aplicado (Delgadillo et a/., 2002).

Por otro lado, dada la tendencia mundial a racionalizar el uso de agroquimicos
por la problematica sanitaria (residuos en los productos) y medioambiental que
conlleva su uso indiscriminado, las restricciones respecto a los fungicidas y

bactericidas de sintesis son cada vez mas estrictas (Meier et a/., 2006).

En este marco y debido, a la deteccidon del desarrollo de resistencia de cepas
de patdgenos a algunos agroquimicos, asi como a sus caracteristicas, una alternativa
de control bioldgico es el uso de extractos vegetales, que en algunas investigaciones
revelan un efecto positivo sobre el control de hongos y bacterias fitopatdgenas
(Mendoza et al., 2007).
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El reconocimiento de las propiedades bioldgicas de muchos metabolitos
secundarios presentes en los extractos vegetales se ha realizado ampliamente desde
mediados del siglo XIX y ha conducido a la busqueda de nuevos farmacos,
antibidticos, insecticidas y herbicidas. Ejemplos de agroquimicos derivados de
productos naturales son los piretroides sintéticos la azadiractina, la nicotina, la

rotenona, la sabadilla y la ryanina (Levin, 1976; Judd et al., 2002).

La agricultura del nuevo milenio debe establecer nuevas alternativas de
control que produzcan un menor impacto ambiental. La utilizacion de extractos
vegetales para el control de enfermedades representa una alternativa para el manejo
integrado de los cultivos, debido a su bajo costo y al menor impacto sobre el

ambiente y los alimentos (Guevara et a/., 2000).
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1.6 Caracteristicas particulares de los fitopatogenos utilizados en el

estudio y métodos de control

HONGOS

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary

- Taxonomia
Subdivisidon: Ascomycotina
Clase: Discomycetes
Orden: Helotiales
Género: Sclerotinia

Especie: S. sclerotiorum

- Hospedantes
Es uno de los hongos mas inespecificos; las plantas sensibles a este agente
patdgeno abarcan 64 familias, 225 géneros y 361 especies. Algunas de los cultivos
mas frecuentemente afectados son repollo, frijol, apio, cilantro, meldn, calabaza,

soya, tomate, lechuga, pepino y citricos en general (Purdy, 1979).

- Sintomas

Este hongo, produce la pudricion blanda acuosa de las hortalizas.
Aproximadamente 90% de su ciclo de vida se produce en el suelo como esclerocios.
La infeccidn empieza cuando los esclerocios, que son las estructuras de resistencia,
germinan para producir un apotecio que alternadamente libera ascosporas, las cuales
se diseminan con el viento. Los sintomas mas comunes son la formacidon de manchas
en los frutos, tallos, hojas. Estas manchas crecen y se cubren con un micelio
algodonoso, cubriendo asi la zona afectada. El micelio generalmente produce
numerosos esclerocios negros, que son las estructuras de propagacion y de
resistencia (Purdy, 1979; Tu, 1997).
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- Patogenicidad
En la linea del suelo, la infeccion puede desarrollarse a partir de los
esclerocios o de las ascosporas. Mientras que las infecciones subterraneas se deben
a la infeccion por el micelio producido por los esclerocios. Las ascosporas
transportadas por medio del aire son la forma mas importante para la diseminacién
de la enfermedad. El micelio puede también causar la infeccidn, pero generalmente

de este modo la enfermedad permanece sélo en un area (Purdy, 1979; Tu, 1997).

- Distribucion
S. sclerotiorum geograficamente es cosmopolita y tiene una amplia

distribucion ecoldgica, aunque es mas comun en las regiones templadas (Tu, 1997).

- Métodos de control

El control de las enfermedades por Sclerotinia sclerotiorum depende de varias
practicas de cultivo, evitar la acumulacién de humedad debajo y entre el follaje, dar
un mayor espaciamiento entre plantas y evitar el contacto del follaje con el suelo
(Steadman, 1979). Por su parte, el control quimico en la mayoria de los casos esta
en funcion del hospedante, a este respecto se ha encontrado que el Benomyl
presenta un buen control de la enfermedad en girasol, tomate, y haba; pero no en
coliflor; por otra parte, el fungicida Roval (iprodione) y Ronilan (vinclozolin)
proporcionan actualmente control eficaz de la enfermedad en lechuga, cacahuetes y
otros. Sin embargo también se ha encontrado un efecto fitotdxico de estos sobre las
plantas tratadas (Yarden et a/,, 1986).

Sclerotium cepivorum Berk

- Taxonomia
Subdivisidon: Deuteromycotina
Clase: Agonomycetes
Orden: Agonomycetales (Myceliales)
Género: Sclerotium
Especie: S. cepivorum
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- Hospedantes
Es un patdgeno especifico del género Allium;, entre las principales especies
que son afectadas se encuentran la cebolla y el ajo; ademas, puede atacar el puerro,
las cebollinas, el chalote, el ajo-porro y el ajo silvestre (Luna et al, 2003; Granados,
2005).

- Sintomas

El hongo causa la pudricién de las raices y las partes externas de los bulbos
cercanas al suelo. En la planta, los primeros sintomas que se observan son un
amarillamiento apical que, con el tiempo, se distribuye en toda el area de las hojas
en forma descendente, hasta causar necrosis y muerte del tejido, ocasionando la
caida de las hojas inferiores. En los bulbos se puede apreciar la formacion de un
micelio blanquecino y una vez que este madura, se observan los esclerocios
esféricos, de color negro y sumamente pequefios. Esta enfermedad puede afectar
plantas en cualquier estado de desarrollo y se incrementa conforme se desarrolla el
sistema radical (Moreno et al., 2002; Luna et a/, 2003; Granados, 2005).

- Patogenicidad

El indculo primario de S. cepivorum esta constituido por los esclerocios, los
cuales pueden sobrevivir por mas de 20 afios en el suelo aln en ausencia de la
planta huésped y pueden diseminarse de un campo a otro por equipo contaminado,
por el uso de semillas contaminadas con el patégeno, los esclerosios son
diseminados por vientos fuertes, inundaciones e irrigacion. Su germinacion es
estimulada a bajas temperaturas, tornandose optima entre los 14-18 °C (Luna et a/,
2003; Granados, 2005).

La germinacion de los esclerocios es estimulada Unicamente por exudados de
las raices de las especies del género Allium. Una vez que los esclerocios han
germinado, penetran en las raices por medio de un apresorio, creciendo intra e
intercelularmente entre las células parenquimaticas, el tejido cortical se desintegra y

luego el tejido vascular es invadido y macerado. El micelio se propaga planta a
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planta por el contacto de las raices infectadas con las sanas, si se encuentran a una
distancia de 1 a 2 cm (Granados, 2005).

- Distribucién
Las enfermedades por Sclerotium cepivorum se presentan principalmente en

regiones con climas calidos.

- Métodos de control
Hasta la fecha el control de S. cepivorum ha sido dificil, los intentos de
combate empleando métodos quimicos no han resultado del todo satisfactorios y
tienen un elevado costo econdmico y ecoldgico. Aunque depende en parte de la

rotacién de los cultivos (Granados et al., 2005).

La forma mas comun de control es mediante la aplicacion de fungicidas, tales
como los de los grupos dicarboximide (procymidone), triazoles (tebuconazole), y
pirimidinas (fluazinam) han mostrado buenos resultados en el control de la pudricion
blanda. En México no se ha logrado consistencia en el control de S. cepivorum
mediante la aplicacion de fungicidas, y una de las causas importantes es la alta

cantidad de esclerocios presentes en el suelo (Delgadillo et al., 2002).

Penicillium spp.

- Taxonomia
Subdivisién: Deuteromycotina
Clase: Hyphomycetes
Orden: Hypales (Moniliales)

Género: Penicillium

- Hospedantes
Son las mas comunes y a menudo las mas destructivas de todas las

enfermedades de postcosecha, ya que afectan a todo tipo de citricos, manzanas,
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peras, membrillos, uvas, cebollas, melones y muchos otros frutos y hortalizas. Con
frecuencia los mohos azules y verdes son responsables de mas del 90% de la
descomposicion de los frutos durante su transporte, almacenamiento y en el
mercado. La mayoria son saproéfitos, pero algunas especies causan pudriciones en

organos vegetales carnoso (Gonzalez, 1985; Agrios, 1996; Ramirez et al., 2007).

- Sintomas

Las distintas especies de este género causan las pudriciones por los mohos
azules y los mohos verdes. Las pudriciones causadas por Penicillium al principio
tienen el aspecto de manchas blandas, aguanosas, ligeramente decoloradas y de
tamafo variable, las cuales pueden aparecer en cualquier parte del fruto. Estas
manchas son superficiales al principio, pero se hunden con rapidez y, a la
temperatura ambiente, gran parte del fruto o todo el fruto se descompone en tan
sblo unos cuantos dias. Poco después de que se desarrolle la pudricidn, un moho
blanco comienza a crecer sobre la superficie de la cadscara o corteza del fruto.
Posteriormente, el hongo prosigue su desarrollo y produce esporas. El area

esporulante tiene un color azul, verde azulado o verde olivo (Smith, 1992).

- Patogenicidad
Penicillium penetra en los tejidos de su hospedante a través de aberturas en la
cascara o corteza e incluso a través de lenticelas. Puede propagarse también, desde
los frutos infectados hasta los sanos cuando la cascara intacta de estos ultimos entra
en contacto con la cdscara infectada de los primeros y es mas recurrente cuando
existen heridas (Agrios, 1996; Donoso et al., 2006).

- Distribucion
Penicillium es comun en todas las areas, es un hongo cosmopolita asociado a

materia organica en contacto con el suelo (Smith, 1992; Donoso et al., 2006).
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BACTERIAS

Pseudomonas marginalis (Brown) Stevens

- Taxonomia
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae
Género: Pseudomonas

Especie: P. marginalis

-Morfologia

Son bacilos cortos, Gram-negativos, no producen capsulas, son aerobios,
presentan flagelacidon polar con flagelos monotricos, estrictamente aerobios, reducen
nitratos (NOs"), producen pigmentos solubles y difusibles en el medio (pigmentos
verdes y azules en medio King) no degradan almiddn, son resistentes a los
antibidticos (Jauch, 1985; Gonzalez, 1985; De la Isla, 1994; Agrios, 1996).

- Hospedantes
Es comunmente la causa de podredumbres bacterianas blandas de tejidos de
reserva y tejidos blandos de hojas y tallos, especialmente en productos horticolas.
Produce el ojo rosado de la papa y las pudriciones blandas de otras hortalizas
suculentas; siendo sus principales hospederos: el apio, coliflor, azafran, clavel,
girasol, lechuga, tomate, tabaco, frijol, durazno, papa, entre otros (Smith, 1992;
Agrios, 1996).

- Sintomas
En tubérculos, bulbos, raices tuberosas y tallos blandos se presentan lesiones
blandas, hidrdpicas, a veces con un cambio de coloracién a verde oscuro, castafio
claro u oscuro. En las hojas se forman lesiones grandes, normalmente de color
oscuro, que se extienden a partir de lesiones iniciales pequefias en los margenes o

en los espacios intervenales. En algunos huéspedes se desarrollan con frecuencia
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margenes clordticas estrechas en torno a las lesiones con escurrimientos gomosos
(Smith, 1992; Garcia, 1994; Mansilla et a/., 1999).

- Patogenicidad
Se encuentra normalmente en la superficie de las plantas, en la rizosfera y en
suelos agricolas. La infeccion a menudo tiene lugar a través de heridas, sin embargo,
cuando existe suficiente humedad sobre la superficie de las plantas, es posible
también que penetre por aberturas naturales tales como estomas, lenticelas e
hidatodos (Smith, 1992).

- Distribucion
Esta bacteria patdgena es ubicua, aunque es mas frecuente en climas

templados que en tropicales (Smith, 1992).

- Métodos de control
Para el control de las enfermedades provocadas por P. marginalis se
recomienda la rotacién de cultivos, no emplear los bulbos contaminados en nuevas
plantaciones y desinfectar los bulbos sanos con Captan o Arasan-75, en almacén es
recomendable evitar al maximo la humedad sobre la superficie de los productos
(Smith, 1992; Garcia, 1994).

Erwinia carotovora (Jones) Bergey

- Taxonomia
Orden: Eubacteriales
Familia: Enterocbacteriaceae
Género: Erwinia

Especie: E. carotovora

- Morfologia
Son bacilos cortos, Gram-negativos, mdviles por flagelos peritricos, anaerobios

facultativos, produce enzimas pectoliticas. Las colonias en agar nutriente son de
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color blanco, tienen un crecimiento lento. No hidrolizan caseina, gelatina ni almidén;
no reducen nitratos (NO3") ni indol, producen acidos y gas a partir de glucosa (Jauch,
1985; Gonzalez, 1985; De la Isla, 1994; Kunstmann et a/., 2006).

- Hospedantes
Afecta a un gran numero de cultivos de hortalizas y ornamentales atacando
principalmente los tejidos blandos. Provoca la pudricion suave del ajo, apio, camote,

cebolla, zanahoria, entre otras (Smith, 1992; Garcia, 1994, Hernandez et a/., 2004).

- Sintomas
Frecuentemente, los bulbos o raices afectadas despiden mal olor y sus tejidos
internos se encuentran desintegrados, apreciandose una masa interna amarillenta.
Las altas temperaturas aceleran su multiplicacién en los espacios intercelulares. La
bacteria es incapaz de penetrar las células vivas, pero produce sustancias que
terminan matandolas y desintegrandolas (Roberts et al, 1978; Garcia, 1994;
Kunstmann et al,, 2006).

- Patogenicidad
Se encuentra en restos vegetales en el suelo o en la rizosfera de malezas no
hospedantes. Requiere humedades superiores al 90% para infectar, progresar y
continuar con éxito la produccién de una enfermedad. Las Erwinias pectoliticas que
atacan los tubérculos y tallos de las plantas no son patdgenos agresivos, ya que solo
causan infeccidn cuando existen factores predisponentes (Agrios, 1996; Garcia,
2000).

La bacteria penetra en las raices o bulbos a través de heridas ocasionadas
por insectos o por la labranza, o por heridas causadas por el manejo de los
productos, o en el almacenamiento y transito; a veces en suelos muy humedos
puede penetrar a través de las lenticelas. Son diseminadas por insectos,
herramientas, manos, lluvia y agua de riego (Jauch, 1985; Smith, 1992; Garcia,
2000).
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- Distribucién
E. carotovora esta distribuida en zonas tropicales y templadas. La enfermedad

es mas frecuente en lugares oscuros (Smith, 1992; Garcia, 2000).

- Métodos de control
Para el control es recomendable evitar heridas, evitar excesos de humedad en
el suelo y partes aéreas de la planta. Puede ser €ficiente la aplicacién de bactericidas
sistémicos al suelo, cuello de la raiz y partes aéreas, periédicamente (Garcia, 2000).
También se puede recomendar el tratamiento de rizomas y tubérculos, con Thiram o
Captan (Garcia, 1994).
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1.7 Caracteristicas de Tagetes /ucida Cav.

1.7.1 Clasificacion taxonomica

El género 7agetes pertenece a la familia Asteraceae (cuadro 2) tiene amplia
distribucion en el continente americano y esta constituido por aproximadamente 53
especies de las cuales cerca del 40% estas representadas en México, cuenta con
muy pocas especies con interés econdmico, siendo que su potencial de uso es amplio
por las propiedades quimicas del taxa (Serrato, 2003; Ciccid, 2005). Dentro de las
caracteristicas distintivas de este género esta la presencia de sustancias aromaticas,
tales sustancias estan relacionadas con la presencia de aceites esenciales (Serrato et
al., 2003).

Tagetes lucida Cav. es conocida en México como Pericdn, Anisillo, Flor de
Santa Maria, Hierbanis, Periquillo y Curucumin (Linares, 1996; Céspedes et al,
2006).

Cuadro 2. Clasificacion taxondmica de 7agetes /ucida Cav.

Reino Plantae

Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivision Spermatophyta (plantas con semillas)
Division Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Magnoliopsida (dicotileddneas)
Subclase Asteridae

Orden Asterales

Familia Asteraceae

Género Tagetes

Especie T. lucida

CONABIO, 2005
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1.7.2 Descripcion botanica

Planta herbacea perenne, erecta, hasta de 80 cm de altura, tallos generalmente
varios o0 muchos partiendo de la base, mas o menos ramificados, glabros; hojas
simples, sésiles, lineares a oblongas, elipticas u oblanceoladas, de 2 a 10 cm de
largo, de 0.5 a 2 cm de ancho, agudas a redondeadas en el apice, margenes
aserrados; capitulos en corimbos, sobre pedinculos bracteados hasta de 1 ¢cm de
largo; involucro cilindrico, de 4 a 12 mm de alto, bracteas 5 a 7, con los apices
subulados; flores liguladas 3 o 4, amarillas, ldaminas flabeladas o suborbiculares, de 3
a 6 mm de largo; flores del disco 5 a 8, corolas amarillas, de 4 a 6 mm de largo
(figura 3) (Rzedowski et a/., 2001).

Figura 3. Planta de 7agetes /ucida Cav.

1.7.3 Distribucion geografica y ecologia

Originaria de Mesoamérica, T7agetes lucida Cav. se distribuye en México desde

Sonora, Chihuahua y Nuevo Ledn hasta Honduras (figura 4) (Orellana, 2002).
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Figura 4. Distribucion de 7agetes /lucida Cav.

Se desarrolla en bosques de encino, bosques de pino-encino y pastizales
donde es comin encontrarla en claros ocasionados por disturbios antropogénicos;
predomina en climas templados a frios, en altitudes de 1000 a 2700 m con
temperaturas de 15 a 20 °C y 1000 a 1500 mm de lluvia anual. (Rzedowski, et a/.,
2001; Orellana, 2002; Ciccid, 2005). En condiciones naturales se encuentra en suelos
arcillosos y bien drenados, pero bajo cultivo responde mejor en suelos francos con

suficiente materia organica (Martinez, 1994; Orellana, 2002; Garduio, 2007).

1.7.4 Usos de T. /ucida Cav.

1.7.4.a Uso en la medicina popular

Las partes usadas principalmente son los capitulos y las hojas. En México, es
utilizada en infusién via oral principalmente para el tratamiento de diarreas,
disenteria, flatulencias, parasitos intestinales, colicos, y otros malestares
gastrointestinales; también es empleada contra la tos, dolor de cabeza, fiebre, y

cuando las mujeres dan a luz (Martinez, 1967; Olivas, 1999; Ciccio, 2005; Céspedes
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et al, 2006); puede usarse incluso como cataplasma sobre el lugar afectado por

piquetes de alacran (Linares, 1996).

Se le atribuyen propiedades antiespasmaddicas, antisépticas, antibacterianas,
antidiarréicas, antiinflamatdrias, antioxidantes, carminativas, digestivas, diuréticas,

febrifugas, aromaticas y contra tumores (Orellana, 2002; De la Cruz, 2005).

1.7.4.b Otros usos

En México se fomenta su crecimiento en huertos familiares y en los campos de
cultivo; las partes aéreas de la planta también son utilizadas para condimentar
alimentos, principalmente elotes y chayotes, bebidas y licores. Quemada sirve para
ahuyentar a los mosquitos, se utiliza en ceremonias religiosas (Fiesta de San Miguel
Arcangel) y se cultiva para su uso como planta ornamental (Linares, 1996; Olivas,
1999).

En Estados Unidos, Francia e Inglaterra se cultiva para uso ornamental y en
los estados del sur de Estados Unidos y Costa Rica la planta se utiliza como especia
en la comida (Ciccid, 2005; De la Cruz, 2005).

1.7.5 Composicion quimica

Contiene grasas, resinas acidas, esencias, clorofila, caucho, acido galico, taninos,

glucosa, dextrina, materias pécticas y sales minerales (Martinez, 1967).

Existen diversos trabajos, en los cuales se ha estudiado la composicién del
extracto de T7agetes lucida, asi como de los metabolitos secundarios aislados e
identificados a partir de éste; dentro de estos se encuentran trabajos realizados en

México, Costa Rica, India, Estados Unidos y Francia.
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Quimicos franceses en 1938 identificaron al fenilpropanol (metilchavicol) como
el mayor constituyente presente en el aceite esencial de 7agetes lucida. Guzman y
Manjarrez en 1962, determinaron al metileugenol como el mayor constituyente
(80%) y al metilchavicol (12%). A partir del extracto metandlico de la planta entera

colectada en México, Rios y Flores (1976), aislaron 4 coumarinas (Ciccio, 2005).

En 1997, Bicchi y colaboradores, identificaron 53 componentes presentes en el
aceite esencial de pericon, encontrando que los mayores constituyentes fueron
anetol (23.8%), metileugenol (24.3%) y estragol (33.9%) (Bicchi et a/., 1997).

Cuatro glicosidos precursores de flavonoides fueron identificados en el
extracto de tallos y hojas de plantas colectadas en Argentina (Abdala, 1999).
Posteriormente, Aquino y colaboradores en 2002 (citato por Ciccid, 2005), aislaron
un nuevo glicosido precursor de flavonoides y dos acidos fendlicos de las hojas de

plantas colectadas en Guatemala.

Ciccio en 2005, identifico 30 compuestos presentes en el extracto de plantas
de 7agetes lucida colectadas en Costa Rica, donde el aceite esencial metil chavicol es

el mayor constituyente con un 95-97% (Ciccio, 2005).

El estudio mas reciente sobre la composicion fitoquimica de 7agetes /lucida, a
reporta Céspedes y colaboradores en 2006, quienes aislaron e identificaron 7
cumarinas y 3 flavonoides presentes en los extractos metandlico y cloroférmico de
las partes aéreas de 7. /ucida colectadas en Michoacan, México (Céspedes et al.,
2006).

Estudios recientes afirman que los flavonoides y cumarinas aislados de
algunas especies del género 7agetes tienen diferentes actividades bioldgicas como
antiinflamatorios, antioxidantes, antivirales, antiagregantes plaquetarios vy
nematicidas. En algunos casos, se reporta que las cumarinas son responsables de

toxicidad en mamiferos, insectos, hongos y bacterias (Céspedes et a/., 2006).
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De manera general, diversos estudios han demostrado que las hojas y flores
de las plantas de Pericdn contienen: aceite esencial (limoneno 16.5%, B-ocimeno
14%, B-cariofileno 28%, mirceno 4-5%, anetol, alilanisol, estragol, éter metilico de
eugenol, tagetona) alcaloides cuaternarios, flavonoides (quercetagetina, patuletina),
saponinas, taninos, leucoantocianinas, acido galico, glucdsidos cianogénicos,
cumarinas (herniarina, dimetil alileter de 7 hidroxicumarina, 6,7,8-trimetoxicumarina)
y pectina (De la Cruz, 2005).

1.7.6 Estudios previos sobre el efecto antimicrobiano de los extractos de 7.

lucida

En la literatura especializada son escasos los trabajos que se refieren al efecto
antimicrobiano de Tagetes /lucida sobre patdgenos de plantas; sin embargo, se ha
encontrado un importante efecto antimicrobiano sobre bacterias y hongos patdgenos

del hombre.

Céspedes y colaboradores en 2006 probaron los extractos metandlico y
cloroférmico de 7agetes /ucida, asi como los flavonoides y cumarinas aislados a partir
éstos extractos, y reportaron su efecto sobre bacterias patdgenas del hombre tales
como Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Salmonella sp.,
Vibrio cholerae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter agglomerans, Salmonella
typhi, Shigella boydii, Yersinia enterocholitica, Bacillus subtilis, Sarcina lutea,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus. Asi como sobre los hongos
Aspergillus niger, Fusarium moniliforme, Fusarium sporotrichum, Rhizoctonia solani,

Trichophyton mentagrophytes (Céspedes et al., 2006).

Por su parte, Hernandez y colaboradores en el mismo afio, reportan el efecto
antimicrobiano del extracto de acetato de etilo de pericon sobre las bacterias Shigella
boydli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomona aeruginosa,
Bacillus subtilis y Sarcina lutea; identificando a la 5,7,4'-trimethoxyflavona como el

compuesto que confiere el efecto antibacteriano (Hernandez et a/., 2006).
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Finalmente, Gardufio en 2007 probd el extracto etandlico de pericén,
igualmente sobre bacterias patdgenas del hombre, reportando que el extracto
presentd efecto antimicrobiano sobre las bacterias Staphylococcus aureus,
Corynebacterium xerosis, Streptococcus mutans, Streptococcus —f- hemolitico,
Enterococcus faecalis, Micobacterium phlei y Escherichia coli. Y sobre los hongos
Candlida albicans, Candida stellatoidea, Geotrichum sp., Candida krusei, Candida

tropicalesy Criptococcus neoforman (Garduno, 2007).

En la literatura se han reportado algunos de los principios activos que son
responsables de las diferentes actividades terapéuticas de 7. /ucida, tales como la
5,7,4'-trimethoxyflavona la cual le confiere efecto antimicrobiano, a- tertienilo que
presenta actividad antimicrobiana y, herniarina (7-metoxicumarina) la cual presenta
actividad antibacteriana, espasmolitica, diurética y antiinflamatoria (De la Cruz, 2005;
Hernandez et al., 2006).
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CAPITULO |

HIPOTESIS

Se conoce que T7agetes lucida Cav. presenta efecto antimicrobiano sobre diversos
hongos y bacterias patdgenos del hombre, por lo que se propone tenga el mismo
efecto sobre hongos y bacterias patdgenos de plantas, tales como Sclerotinia
sclerotiorum, Sclerotium cepivorum, Sclerotinia sp. y Penicillium sp. (hongos) vy

Pseudomonas marginalisy Erwinia carotovora (bacterias).

OBJETIVOS

Obijetivo general

« Evaluar la actividad antimicrobiana de 7agetes /ucida Cav. sobre diversas cepas

de hongos y bacterias fitopatdgenos.

Obijetivos especificos

« Obtener el extracto etandlico de 7agetes /ucida Cav. y determinar el rendimiento

del extracto en peso seco

« Probar las concentraciones de 30, 60, 90, 120 y 180 mgmL™ del extracto de
Tagetes lucida sobre cepas de los hongos: Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium
cepivorum, Sclerotinia sp. y Penicillium sp.; y cepas de las bacterias: Pseudomonas

marginalisy Erwinia carotovora

« Determinar la dosis minima inhibitoria del extracto en cepas de los hongos:
Sclerotinia sclerotiorum., Sclerotium cepivorum, Sclerotinia sp. y Penicillium sp.; y

cepas de las bacterias: Pseudomonas marginalis y Erwinia carotovora
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CAPITULO I

MATERIAL Y METODO

3.1 Obtencion del extracto

3.1.1 Obtencion de material biolégico

Las plantas silvestres de 7agetes lucida (Pericdn) fueron colectadas en el municipio
de Tetela del Volcan, Estado de Morelos, ubicado a 2099 m de altitud, en el mes de

septiembre del 2006 y durante las primeras horas del dia.

3.1.2 Preparacion del material vegetal

Las partes aéreas de las plantas se secaron a la sombra, a temperatura ambiente y
sobre una superficie limpia; una vez secas se pesaron para obtener el peso total de
la muestra y, se cortaron en trozos pequefos con el fin de obtener una mayor
superficie de contacto con el disolvente. Hecho esto, se dejoé reposar en una solucion
de hipoclorito de sodio al 10% por 5 minutos para realizar una desinfestaciéon y se
enjuagd abundantemente al chorro de agua, con un Ultimo lavado con agua
destilada estéril. Finalmente el material se extendié sobre una superficie limpia y se
dejo secar a la sombra a temperatura ambiente de 3 a 5 dias dentro de una

campana estéril (Alfaro et al., 2000).

3.1.3 Obtencion del extracto etanolico

El extracto se obtuvo por medio de una maceracion alcohdlica (Método Galénico)
utilizando como agente extractante alcohol etilico. Para lo cual, 484g de material
vegetal desinfestado y seco se colocaron en frascos color ambar de boca ancha vy se

le agregd un total de 3,650 mL de alcohol etilico del 96°, cubriendo por completo el
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material vegetal. Las muestras se taparon perfectamente, para evitar al maximo la
evaporacion del etanol, y mantuvieron a temperatura ambiente y protegidas de la
luz, agitandose cada tercer dia durante 15 dias. La tintura obtenida se filtr6 sobre
papel Whatman No.42 estéril y se midio el volumen final obtenido, almacenandola en

frascos color ambar y protegida de la luz (Kuklinski, 2000; Maldonado et a/. 2004).

La filtracién de la tintura se llevd a cabo bajo campana estéril y el material
utilizado para la filtracidon y medicién del volumen de la tintura fue esterilizado a 120

Ib/plg? durante 20 minutos.

3.1.4 Concentracion del extracto y obtencion del peso seco

El extracto fue concentrado mediante una destilacion in vacuo de la tintura vegetal
previamente obtenida, para ello se utilizd un equipo rota-vapor marca Biichi, con
bafio maria a una temperatura de 60 °C y una presién de vacio de 10 bar (Miranda,
2000).

El extracto obtenido se conservd en cajas Petri estériles previamente pesadas.
Después de haber obtenido todo el extracto, se pesaron las cajas Petri para conocer
el peso seco y se calculd el rendimiento dividiendo la masa del extracto en peso seco

entre la masa en peso seco de la planta.

3.2 Pruebas de sensibilidad antimicrobianas

3.2.1 Obtencion de las cepas

Las cepas tanto de hongos como de bacterias fitopatdgenas utilizadas en el disefio
experimental fueron donadas por el Dr. Ronald Ferrera-Cerrato Coordinador del

Laboratorio de Microbiologia, Edafologia del Colegio de Postgraduados, Campus

Montecillo, y son las que se muestras en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Cepas de fitopatdgenos utilizados para las pruebas microbioldgicas

Clave de cepas Clasificacion Planta Lugar de
TaxonoOmica hospedera Procedencia
SP Sclerotinia sclerotiorum | Lechuga Salamanca, Gto.
H | SS Sclerotinia sp. Lechuga San Miguel de Allende, Gto.
(o]
N | Sc-As Sclerotium cepivorum Ajo Salamanca, Gto.
G
O | JUG06-MP14(2) | Penicillium sp. Ajo Salamanca, Gto.
S
JUG06-MP14(3) | Penicillium sp. Ajo Salamanca, Gto.
1H Pseudomonas marginalis | Ajo Ledn, Gto.
B
A | Ls-1 Pseudomonas marginalis | Lechuga Salamanca, Gto.
C
T | Ls-MM4 Pseudomonas marginalis | Lechuga Salamanca, Gto.
E
R | 4p Erwinia carotovora Ajo Ledn, Gto.
I
A [ s-N6SS5 Erwinia carotovora Lechuga Salamanca, Gto.
S

3.2.2 Preparacion de las concentraciones

Se prepard una serie de cinco diluciones con el extracto en peso seco de Pericon, la
dilucion se hizo con alcohol etilico en las concentraciones de 30, 60, 90, 120 y 180
mgmL™. Las diluciones se prepararon dentro de una campana para conservar las

condiciones de asepsia.

Una vez preparadas, se colocaron en frascos ambar y se taparon
perfectamente para evitar la evaporacion del etanol, se mantuvieron a temperatura

ambiente y protegidas de la luz.
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3.2.3 Impregnacion de sensidiscos

Se elaboraron sensidiscos de papel Whatman No. 41 con un diametro de 6 mm, los
cuales fueron esterilizados en autoclave a 120 Ib/plg2 durante 20 minutos.
Posteriormente se impregnaron con cada una de las cinco concentraciones
preparadas, ademas, se utilizd como testigo uno impregnado con etanol; estos se
dejaron secar por 24 horas antes de utilizarse segin lo recomendado por Koneman
et al., (1999).

3.2.4 Estandarizacion del inoculo microbiolégico
La estandarizacién del indculo microbioldgico se llevé a cabo mediante el método de
Kirby-Bauer y la escala turbidimétrica de McFarland. Para lo cual, primero se prepard

el tubo No. 1 acuerdo al Cuadro 4, el cual fue utilizado como estandar.

Cuadro 4. Escala de McFarland para la estandarizacion del indculo microbioldgico

No. De tubo BaCl, 1.0% mL | H,SO, 1.0% mL No. aprox. UFC
representadas 10°mL™

1 0.1 9.9 300
2 0.2 9.8 600

3 0.3 9.7 900

4 0.4 9.6 1,200
5 0.5 9.5 1,500
6 0.6 9.4 1,800
7 0.7 9.3 2,100
8 0.8 9.2 2,400
9 0.9 9.1 2,700
10 1.0 9.0 3,000

Koneman et al., 1997

Una vez preparado, se estandarizaron los indculos de cada microorganismo. A
partir de un cultivo fresco y con la ayuda de un asa bacterioldgica se tomaron de 3 a
4 colonias de las bacterias y hongos, segun el caso, y se resuspendieron en un tubo

de ensaye con 1 mL de solucidn fisioldgica estéril (NaCl al 0.1%) y, se ajusto la
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suspensidon por comparacion visual hasta llegar a la misma turbidez del estandar
(tubo No. 1 de la escala de McFarland) (Koneman et a/,, 1999; Celeste et al., 2008).

3.2.5 Siembra del inoculo

La siembra del indculo se realizd segun la Técnica de Barry, para ello, primeramente
se prepard el medio de cultivo, que para bacterias fue Agar Mueller-Hinton y para
hongos Agar Dextrosa Sabouraud. El medio de cultivo preparado se esterilizd en
autoclave por 20 minutos, una vez esterilizado se vertieron aproximadamente 15 mL
en cajas Petri estériles, se dejé enfriar un poco el medio para evitar danar al indculo
y posteriormente se inoculd con cada uno de los microorganismos estandarizados
anteriormente (1 mL). Se mezcld perfectamente el in6culo con el medio hasta
homogeneizar la mezcla y se dejo solidificar perfectamente (Gonzalez, 1997;
Jiménez, 1999).

3.2.6 Preparacion de antibiogramas

La determinacion de la sensibilidad de los fitopatdgenos ante el extracto de 7agetes
lucida se realizd por el Método de Difusion en Agar. Para ello se colocaron en las
cajas Petri con el medio de cultivo inoculado 5 sensidiscos impregnados con cada
una de las concentraciones del extracto (30, 60, 90, 120 y 180 mgmL™.), asi como
un sensidisco testigo (impregnado con etanol). Los discos se coloraron sobre la
superficie del agar con unas pinzas estériles aplicando una ligera presidon sobre el

sensidisco para asegurar el contacto completo con la superficie del agar.

La distribucion y posicion de los sensidiscos en la caja Petri se realizd
conforme a la direccidon de las manecillas del reloj colocando al inicio la concentracion

menor y los otros en secuencia sucesiva y al centro se coloco el sensidisco testigo.
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Finalmente, las cajas se sellaron con parafilm, y se incubaron a 28 °C por 24
horas para bacterias y por 48 horas para hongos, ambas bajo condiciones de
oscuridad y para el caso de las bacterias también bajo anaerobiosis (Koneman et al.,
1999; Celeste et al., 2008).

3.2.7 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Transcurrido el periodo de 24 horas en el caso de bacterias y 48 horas en el caso de
hongos, se midieron con una regla graduada en centimetros los halos de inhibicidn,
(incluyendo el area del sensidisco), formados para cada concentracion,
determinandose asi la concentracidon minima inhibitoria, de las cinco probadas, para

cada fitopatogeno (Koneman et al., 1999; Celeste et a/., 2008).

Para determinar si existia diferencia entre los tratamientos se realizd un
analisis estadistico mediante la comparacién de medias por la prueba de Tukey, con

un nivel de confianza de 95% y una a de 0.05 (Cervantes et a/., 2006).

3.3 Elaboracion del disefio experimental

El disefio experimental constd de 6 tratamientos con 8 repeticiones y 10 cepas
de microorganismos (5 cepas de hongos y 5 cepas de bacterias). Los 6 tratamientos
corresponden a las 5 concentraciones de extracto utilizadas (30, 60, 90, 120 y 180

mgmL™) y el testigo absoluto (impregnado con etanol).

LABORATORIO DE BIOLOGIA DE SUELOS 46



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Rendimiento del extracto en peso seco de Tagetes /ucida Cav.

Conocer el rendimiento que presenta el extracto vegetal de una planta es importante
debido a que, mientras mayor sea el rendimiento del extracto obtenido a partir del
material vegetal, menor sera la cantidad de planta que se debera utilizar y por lo
tanto el impacto a las comunidades vegetales sera menor. Lo cual también influye en
si la elaboracion de medicamentos o tratamientos a partir de dichas plantas es
rentable. De manera particular el conocimiento del rendimiento es util para conocer y
determinar la cantidad de planta seca que se debe utilizar para obtener la dosis
deseada o previamente determinada, y con esto poder combatir un patdgeno o tratar
un padecimiento. En el campo de la investigacion es importante ya que nos permite
determinar con que cantidad de planta seca es posible obtener la concentracion
minima inhibitoria (CMI) para combatir un patdgeno y asi tener las bases para

futuras investigaciones.

En este caso, en el cuadro 5 se detallan los resultados del rendimiento
obtenido a partir del material vegetal (484 g) de las partes aéreas (Garduiio, 2007)
en peso seco, a los cuales se afadid 3650 mL de alcohol etilico obteniéndose un
volumen de tintura final de 2880 mL, a partir de los cuales, se obtuvieron 31.57 g de
extracto en peso seco después de la destilacion, observandose finalmente que los

484 g de material vegetal utilizado dieron un rendimiento del 6.52%.

Cuadro 5. Rendimiento del extracto en peso seco de 7agetes /lucida Cav.

Peso de la Alcohol Tintura final Extracto en Rendimiento
planta seca afadido obtenida peso seco (%)

(9) (mL) (mL) (9)

484 3650 | 2880 | 315731 6.52
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4.2 Pruebas de sensibilidad antimicrobiana (antibiogramas)

En el cuadro 6 se muestra de manera general la respuesta que tuvieron las 5 cepas
de hongos utilizados en el estudio, donde se observa que en la mayoria de los casos
se presentd respuesta positiva frente al extracto de pericén, misma que fue a una
concentracion de 30 mgmL™? en la cepa de Penicillium (JUG06-MP14(2)) y para las
otras, la repuesta se presentd a una concentracion de 60 mgmL™ tal fue el caso de
Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium cepivorum 'y Penicillium (JUG06-MP14(3)),
mientras que la cepa Sclerotinia sp. (SS) fue la Unica que no presentd respuesta

positiva ante el extracto de pericon en ninguna de las concentraciones probadas.

Cuadro 6. Respuesta de los hongos al extracto de 7agetes /ucida Cav.

Clave de Clasificacion Tratamientos
cepas Taxondmica (concentraciones en mgmL™)

Testigo | 30 | 60 | 90 | 120 | 180

SP Sclerotinia sclerotiorum - - + | + + +

SS Sclerotinia sp. - - - - - -

Sc-As Sclerotium cepivorum - - + + + NP

JUG06-MP14(2) | Peniciflium sp. - + | + | + + +

JUG06-MP14(3) | Penicifllium sp. - - + + + +

(-) El patégeno no presentd respuesta (+) El patdgeno presentd respuesta (NP) Concentracidn no probada

Para el caso de las bacterias, en el cuadro 7 se muestra la respuesta que
presentaron frente al extracto de pericon y en las cinco concentraciones evaluadas.
Se probaron tres cepas diferentes de Pseudomonas marginalis (1H, Ls-1 y Ls-MM4) y
dos cepas de Erwinia carotovora (4P y Ls-N6SS5), donde se encontré que de las
cepas estudiadas de Pseudomonas marginalis (Ls-MM4) no presentd respuesta
positiva frente al extracto de pericon en ninguna de las cinco concentraciones
probadas, mientras que la cepa 1H presentd respuesta positiva a partir de los 30
mgmL™ observandose diferencia con la cepa Ls-1 la cual tuvo respuesta ante el

extracto de pericon a partir de la concentracién de 90 mgmL™.

Por su parte, las cepas de Erwinia carotovora presentaron una respuesta

similar, ya que ambas tuvieron respuesta positiva a partir de la concentracién de 60
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mgmL™. Sin embargo, debido a los resultados obtenidos en las concentraciones de
60 a 120 mgmL™ sdlo se probd la concentracion de 180 mgmL™ en la cepa 4P y no
en la cepa Ls-N6SS5.

Cuadro 7. Respuesta de las bacterias al extracto de 7agetes /ucida Cav.

Clave de Clasificacion Tratamientos
cepas taxondmica (concentraciones en mgmL™)

Testigo 30 | 60 | 90 | 120 | 180

1H Pseudomonas marginalis - + | + | + + NP

Ls-1 Pseudomonas marginalis - - - + + NP

Ls-MM4 Pseudomonas marginalis - - - - - -

4P Erwinia carotovora - - + + + +

Ls-N6SS5 Erwinia carotovora - - + + + NP

(-) El patdgeno no presento respuesta (+) El patdégeno presento respuesta (NP) Concentracion no probada

La concentracion de 180 mgmL™ no fue probada en dos cepas de hongos y
tres cepas de bacterias en dos casos especificos: cuando con las concentraciones
anteriores no se detectd efecto de inhibicion positivo, tal fue el caso de la cepa de
hongo Sclerotinia sp. (SS) y la cepa bacteriana Pseudomonas marginalis (Ls-MM4); y
cuando el efecto de inhibicién presentado por los patdgenos ante las concentraciones
de 30 a 120 mgmL™ del extracto de pericon fueron determinadas como satisfactorias,

como en el resto de las cepas analizadas.
A continuacion se presentan los resultados detallados para cada
microorganismo con base en el tamafo de los halos de inhibicion.
HONGOS
Sclerotinia sclerotiorum (SP)
La concentracién de 30 mgmL™’ no inhibe el crecimiento de esta cepa, la respuesta

se presentd a partir de la concentracion de 60 mgmL™ en donde el halo de inhibicién

fue de 8.9 mm.
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En la grafica 1 se observa el comportamiento en cuanto al tamafio promedio
de los halos de inhibicidon presentados por Sclerotinia sclerotiorum, donde se puede
apreciar que los valores promedios de los halos de inhibicién fueron de 8.9, 10.2,
10.5 y 12.6 mm de didmetro para las concentraciones de 60, 90, 120 y 180 mgmL™

respectivamente.

Grafica 1. Tamafio promedio del halo de inhibicién (mm) de las diferentes concentraciones

del extracto de 7. /ucida sobre Sclerotinia sclerotiorum
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Asi mismo se puede ver que entre los valores obtenidos para las
concentraciones de 90 y 120 mgmL™? el efecto inhibitorio del extracto frente al
patdgeno es similar y que no hay diferencia significativa, en comparacién con los
valores obtenidos en las concentraciones de 60 y 180 mgmL™. Lo cual se corrobora
con el andlisis estadistico realizado mediante la prueba de Tukey, donde se
determina que existe una diferencia estadistica significativa entre las concentraciones
de 60 y 120 mgmL™ no asi entre las concentraciones de 60 y 90 mgmL™ y 90 y 120
mgmL™. En el caso de la concentracién de 180 mgmL™ se encontré que presenta
diferencia estadistica significativa en comparacion con todas las demas

concentraciones (cuadro 8).
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Cuadro 8. Prueba de comparacion multiple de Tukey por concentracion para Sclerotinia

sclerotiorum

Pruebas de rango multiple para halos de inhibicién por concentracién
M¢étodo: 95.0 % LSD

Concentracion Conteo Significado Grupos homogéneos
30 8 0 X
60 5 8.9 X
90 5 10.2 XX
120 5 10.5 X
180 5 12.6 X
Contraste Diferencia +/- Limites
30-60 *.8.94 1.22232
30-90 *.10.28 1.22232
30-120 *.10.5 1.22232
30-180 *.12.62 1.22232
60-90 -1.34 1.35605
60-120 *.1.56 1.35605
60-180 *.3.68 1.35605
90-120 -0.22 1.35605
90-180 *.2.34 1.35605
120-180 *.2.12 1.35605
* denota una diferencia estadistica significativa

Finalmente se encontré que para todas las diluciones, a medida que se
aumentd la concentracion hubo un aumento en el tamaino del halo de inhibicién, lo
cual se puede apreciar en la figura 5 donde se muestra la formacién de los halos de

inhibicion alrededor de los sensidiscos impregnados con el extracto de pericén.

S

Figura 5. Efecto del extracto de 7. /ucida sobre el cultivo de Sclerotinia sclerotiorum
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Cabe sefialar que se ha reportado que la fraccion fendlica de aceites
esenciales de varias plantas aromaticas ha demostrado ser toxica para este hongo
(Mieller-Riebau et al., 1995). Lo cual concuerda con los resultados obtenidos ya que

Tagetes lucida también presenta aceites esenciales tales como el metil chavicol.

Sclerotium cepivorum (Sc-As)

Sclerotium cepivorum es un hongo que produce la enfermedad denominada
“pudricién blanda”, misma que es considerada muy perjudicial ya que ocasiona
pérdidas hasta de un 100% de la produccion particularmente en ajo. Segun
Hermosillo-Gomez et al. el control de S. cepivorum representa un gran reto, debido
principalmente a que este hongo tiene la capacidad para formar estructuras de
resistencia denominadas esclerosios, los cuales le permiten mantenerse en un
periodo de latencia durante mas de 20 afos, por otro lado, los productos
antimicoticos comerciales que se han empleado para su control no son del todo
efectivos (Delgadillo et a/., 2002).

Al aplicar el extracto de T7agetes lucida, S. cepivorum presentd respuesta
positiva en tres de las cuatro concentraciones evaluadas, observandose la
sensibilidad a partir de la concentracién de 60 mgmL™ donde el tamafio promedio de

los halos de inhibicion fue de 5.5 mm de diametro.

En la grafica 2 se muestra la respuesta del patdégeno ante el extracto de
pericon con base en el valor promedio de los halos de inhibicion obtenidos para cada
una de las concentraciones probadas, se encontré que el patdgeno no presentd
inhibicién a la concentracion de 30 mgmL™. Por su parte, para las concentraciones
de 60, 90 y 120 mgmL"’ se obtuvieron halos de inhibicién de 5.5, 7.3 y 8.2 mm
respectivamente. Estos valores demuestran que la inhibicién del patdgeno se da en

una relacion directamente proporcional con la concentracion.
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Grafica 2. Tamafio promedio del halo de inhibicién (mm) de las diferentes concentraciones

del extracto de 7. /ucida sobre Sclerotium cepivorum
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No obstante que en la grafica 2, los valores de los halos de inhibicion denotan

diferencias, el analisis estadistico determind que solo existe diferencia estadistica

significativa entre los tratamientos de 60 y 90 mgmL” y 60 y 120 mgmL* en

comparaciéon con los tratamientos de 90 y 120 mgmL" los cuales son iguales

estadisticamente (cuadro 9).

Cuadro 9. Prueba de comparacion multiple de Tukey por concentracion para Sclerotium

cepivorum
Pruebas de rango multiple para halos de inhibicién por concentracion
Método: 95.0 % LSD

Concentracion Conteo Significado Grupos homogéneos

30 8 0 X
60 6 5.5 X
90 8 7.3 X
120 8 8.2 X
Contraste Diferencia +/- Limites
30-60 *.5.55 1.0834
30-90 *.7.3125 1.00304
30-120 *.8.2 1.00304
60-90 *.1.7625 1.0834
60-120 *.2.65 1.0834
90-120 -0.8875 1.00304
* denota una diferencia estadistica significativa
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En el caso de este microorganismo no se probd la concentracion de 180
mgmL* debido a que los resultados obtenidos con las concentraciones del extracto
de pericdn probadas, mostraron una respuesta notable, lo cual se puede observar en

la figura 6.

Figura 6. Efecto del extracto de 7. /ucida sobre el cultivo de Sclerotium cepivorum

Para este patdgeno el extracto de 7. /lucida puede resultar una alternativa

para el manejo y control.

Penicillium sp. (JUG06-MP14 (2))

De entre los hongos fitopatdgenos mas comunes y mas destructivos para productos
postcosecha, principalmente citricos, uvas, cebollas se encuentran varias de las
especies del género Penicillium, mismas que son consideradas muy dafinas y causan
grandes pérdidas econdmicas especialmente en productos de exportacion (Meier,
2005). Tradicionalmente se habia atacado a estos fitopatdgenos mediante la
aplicacion de fungicidas sintéticos, sin embargo el uso indiscriminado de estos
productos provocd la adquisicion de resistencia y en algunos paises efectos
secundarios sobre organismos considerados como benéficos, por esta razén la

legislacién sobre el uso y produccion de fungicidas es cada vez mas estricto (Usall et
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al, 2005). Por tal motivo, el uso de tratamientos alternativos para el control de la
podredumbre en post cosecha constituye una de las lineas de investigacion en la que
mas esfuerzos se dedican a nivel mundial. En este trabajo al probar los extractos de

T. lucida se obtuvieron los siguientes resultados.

La cepa de Penicillium (JUG06-MP14 (2)) es la primera de las tres cepas de
hongos no identificadas hasta especie para la cual se obtuvieron resultados positivos
de inhibicion por parte del extracto de pericon, sin embargo se debe decir que la
taxonomia de las especies de Penicillium es complicada y en muchos de los trabajos
citados en la literatura se han presentado resultados y tratamientos a nivel genérico;
sin embargo, conocer la especie de dicha cepa posibilitaria que los resultados

tuvieran un mayor intervalo de aplicacion.

En la cepa Penicillium (JUG06-MP14 (2)) se probaron cinco concentraciones,
encontrandose respuesta para todas ellas, es decir, la respuesta positiva se encontrd
desde la concentracién de 30 mgmL™’ hasta la de 180 mgmL?, en la gréfica 3 se
muestran los resultados obtenidos en donde los valores promedios de los halos de

inhibicidén encontrados fueron de 4.1, 5.5, 11.4, 11.3 y 13.6 mm respectivamente.

Grafica 3. Tamafio promedio del halo de inhibicién (mm) de las diferentes concentraciones

del extracto de 7. /ucida sobre Penicillium sp.
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En el caso de esta cepa, el extracto de pericon presentd la mejor respuesta asi
como los halos mejor definidos los cuales se pueden apreciar en la figura 7.

#,

Figura 7. Efecto del extracto de 7. /ucida sobre el cultivo de Penicillium sp.

Con base en el andlisis estadistico realizado se determiné que para esta cepa
existen diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos, con excepcion de
las concentraciones 90 y 120 mgmL™ (cuadro 10); tratamientos entre los cuales se
puede apreciar que los valores promedio de los halos de inhibicién disminuyeron
conforme aumentd la concentracién lo que determina que existe un comportamiento

inversamente proporcional.

Cuadro 10. Prueba de comparacién mdltiple de Tukey por concentracion para Penicillium sp.

Pruebas de rango multiple para halos de inhibicién por concentracién
Método: 95.0 % LSD

Concentracién Conteo Significado Grupos homogéneos
30 8 4.1 X
60 8 5.5 X
90 7 11.4 X
120 7 11.3 X
180 7 13.6 X
Contraste Diferencia +/- Limites
30-60 *.1.375 0.99451
30-90 *.7.30357 1.02942
30-120 *.7.20357 1.02942
30-180 *.9.56071 1.02942
60-90 *.5.92857 1.02942
60-120 *.5.82857 1.02942
60-180 *.8.18571 1.02942
90-120 0.1 1.06318
90-180 *.2.25714 1.06318
120-180 *.2.35714 1.06318
* denota una diferencia estadistica significativa
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Penicillium sp. (JUG06-MP14 (3))

La cepa Penicillium (JUG06-MP14 (3)), también fue inhibida en su crecimiento por el
extracto de pericon, observandose no sélo halos grandes sino también

perfectamente bien diferenciados (figura 8).

Para este patdgeno se probaron las concentraciones de 30, 60, 90, 120 y 180
mgmL’ y se encontré que para la concentracién de 30 mgmL™ no hubo inhibicién,
tal como se observa en la grafica 4, por lo tanto de las cinco concentraciones

probadas sélo en cuatro se encontrd respuesta positiva.

Grafica 4. Tamafio promedio del halo de inhibicién (mm) de las diferentes concentraciones
del extracto de 7. /ucida sobre Penicillium sp.
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Como muestra la grafica 4 los valores promedio de los halos de inhibicion
encontrados fueron de 9.0, 10.5, 11.1 y 12.0 mm de didmetro respectivamente para
las concentraciones de 60, 90, 120 y 180 mgmL™. También se observa que el
tamano de los halos, asi como el efecto de inhibicidon, aumentd con relacion al
aumento de la concentracidon. Finalmente, con base en el andlisis estadistico se
encontrd que existe diferencia estadistica significativa entre las concentraciones de
60 y 90 mgmL’ asi como entre las de 90 y 180 mgmL?, y no asi entre las
concentraciones de 90 y 120 mgmL™ y entre 120 y 180 mgmL™ (cuadro 11).
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Cuadro 11. Prueba de comparacion multiple de Tukey por concentracion para Penicillium sp.

Pruebas de rango multiple para halos de inhibicién por concentraciéon
M¢étodo: 95.0 % LSD

Concentracion Conteo Significado Grupos homogéneos
30 8 0 X
60 8 9.0 X
90 8 10.5 X
120 8 11.1 XX
180 8 12.0 X
Contraste Diferencia +/- Limites
30-60 *.9.0375 1.21288
30-90 *.10.5125 1.21288
30-120 *.11.1875 1.21288
30-180 *.12.025 1.21288
60-90 *.1.475 1.21288
60-120 *.2.15 1.21288
60-180 *.2.9875 1.21288
90-120 -0.675 1.21288
90-180 *.1.5125 1.21288
120-180 -0.8375 1.21288
* denota una diferencia estadistica significativa

s
Figura 8. Efecto del extracto de 7. /ucida sobre el cultivo de Peniciflium sp.

Hernandez et al., en 2007 encontraron un efecto positivo sobre la inhibicion
micelial de Penicillium digitatum Lind. en tratamientos /n vitro con extractos de
guamuchil (Pithecellobium dulce Roxb.), asi como la inhibicion de la germinacion de
conidios de Penicillium expansum Link. con derivados semipuros o crudos de chile
(Capsicum frutescens L.) (Hernandez, et al., 2007). Lo que apoya estos resultados
debido a que aun y cuando no se conoce la especie para las dos cepas del género
Penicillium analizadas, se encontrd un efecto positivo y una inhibicidon del crecimiento
del patégeno in vitro.
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BACTERIAS

Pseudomonas marginalis (1H)

Las bacterias fitopatdgenas representan un serio problema para la agricultura y los
tratamientos que se han seguido para su control corresponden a antibidticos,
compuestos de cobre, sin embargo, estos no han sido del todo satisfactorios,
ademas el uso de los antibidticos y compuestos de cobre actualmente estan
prohibidos en muchos paises debido a su toxicidad y efectos secundarios para el
ambiente; ante este panorama, el control y prevencién de enfermedades de origen
bacteriano se esta desarrollando a partir de estrategias alternativas como lo son, el
uso de compuestos naturales extraidos a partir de plantas como es el caso de T.
lucida (Vasinauskiene et al, 2006). En forma particular se ha documentado que
Pseudomonas marginalis es un patdgeno que produce la pudricion blanda en hojas y
tallos, principalmente en productos como la papa, frijol y girasol, que estan
considerados entre los cultivos mas importantes para la alimentacion humana a nivel
mundial (Smith, 1992).

Entre los métodos de control tradicionales se recomienda la rotacion de
cultivos, el uso de Captan o Arasan-75, sin embargo esto resulta caro y perjudicial

para el medio ambiente.

El extracto de 7. /lucida probado en este trabajo resultd efectivo en las

concentraciones de 30, 60, 90 y 120 mgmL™ tal como se observa en la gréfica 5.

No obstante, se puede observar que no hay gran diferencia en los tamanos
promedios de los halos de inhibicion siendo estos de 7.6, 7.8, 8.1 y 9.3 mm

respectivamente.
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Grafica 5. Tamafio promedio del halo de inhibicién (mm) de las diferentes concentraciones

del extracto de 7. /ucida sobre Pseudomonas marginalis
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Lo anterior se corrobora con el analisis estadistico realizado mediante la
prueba de Tukey (cuadro 12), donde se determina que los tamanos promedio de los
halos de inhibicibn no presentan diferencia estadistica significativa entre las
concentraciones de 30, 60 y 90 mgmL™, asi como entre las concentraciones de 90 y
120 mgmL™. Sélo existe diferencia entre la concentracion de 120 mgmL™ con

respecto a las de 30 y 60 mgmL™.

Cuadro 12. Prueba de comparacion multiple de Tukey por concentracion para Pseudomonas

marginalis
Pruebas de rango multiple para halos de inhibicién por concentracién
Método: 95.0 % LSD

Concentracion Conteo Significado Grupos homogéneos

30 6 7.6 X
60 7 7.8 X
90 7 8.1 XX
120 7 9.3 X
Contraste Diferencia +/- Limites
30-60 -0.2 1.31979
30-90 -0.5657143 1.31979
30-120 *.1.78571 1.31979
60-90 -0.357143 1.26801
60-120 *.1.58571 1.26801
90-120 -1.22857 1.26801
* denota una diferencia estadistica significativa
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Este comportamiento significa que aldn cuando en las cuatro concentraciones
probadas existio inhibicion del patdgeno, el tratamiento a una concentracion de 30

mgmL serfa suficiente para inhibir el crecimiento /7 vitro del microorganismo.

En la figura 9 se puede observar la inhibicion de las colonias por parte del

extracto de 7agetes lucida.

Figura 9. Efecto del extracto de 7. /ucida sobre el cultivo de Pseudomonas marginalis

Pseudomonas marginalis (Ls-1)

Para el caso de la cepa de Pseudomonas marginalis (Ls-1) se probaron cuatro
concentraciones de las cuales sélo dos presentaron efecto positivo al inhibir el
crecimiento de las colonias. Se analizaron las concentraciones de 30, 60, 90 y 120
mgmL™ de las cuales sélo las de 90 y 120 mgmL’ fueron las que resultaron
efectivas. Se presentd un halo de inhibicion de 4.7 y 5.9 mm respectivamente como

se observa en la grafica 6.
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Grafica 6. Tamafio promedio del halo de inhibicién (mm) de las diferentes concentraciones
del extracto de 7. /ucida sobre Pseudomonas marginalis
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Aun y cuando solo se encontrd efecto positivo en estas dos concentraciones,
el analisis estadistico demostrd que si existe una diferencia significativa entre ambas
(cuadro 13).

Cuadro 13. Prueba de comparacion multiple de Tukey por concentracion para Pseudomonas

marginalis
Pruebas de rango multiple para halos de inhibicién por concentracién
Método: 95.0 % LSD

Concentracion Conteo Significado Grupos homogéneos

30 8 0 X
60 8 0 X
90 6 4.7 X
120 8 5.9 X
Contraste Diferencia +/- Limites
30-60 0.0 0.709438
30-90 *.4.73333 0.76628
30-120 *.5.925 0.709438
60-90 *.4.73333 0.76628
60-120 *.5.925 0.709438
90-120 *.1.19167 0.76628
* denota una diferencia estadistica significativa

Para esta cepa no se probd la concentracién de 180 mgmL™* debido a que la
poca actividad que el extracto presentd ante el patdgeno demuestra que aun cuando
se aumente la concentracién del tratamiento la actividad inhibitoria sera minima. Lo

cual se puede observar mas claramente en la figura 10.
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Figura 10. Efecto del extracto de 7. /ucida sobre el cultivo de Pseudomonas marginalis

Pseudomonas marginalis (Ls-MM4)

En la cepa Pseudomonas marginalis (Ls-MM4) se probaron las concentraciones de
30, 60, 90 y 120 mgmL?, mismas que resultaron negativas en la inhibicién del

crecimiento.

Cabe senalar que la diferencia en el efecto que presentaron las dos cepas de
Pseudomonas marginalis en las que se reportd inhibicion del crecimiento de las
colonias, asi como en la cepa de Pseudomonas marginalis (Ls-MM4) en la cual no se
observo efecto positivo, puede deberse a que entre una especie bacteriana existen
subespecies con grados diferentes de patogenicidad y resistencia lo cual explicaria

dicho comportamiento ante el extracto de pericon.
Erwinia carotovora (4P)
Erwinia carotovora es considerada como uno de los patdgenos mas dafiinos pues

ataca en forma importante a la papa (Solanum tuberosum L.) especie que ocupa el

cuarto lugar entre los principales cultivos alimenticios en el mundo (Mayea, 1995). Se
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localiza en el suelo en particular en la rizosfera de las malezas y puede infectar
cuando la humedad alcanza un 90%, porcentaje que se alcanza en los campos de
cultivo de las regiones frias y templadas principalmente en Europa y los Estados
Unidos. Los métodos de control que se usan contra este patdgeno han sido el uso de
bactericidas sistémicos al suelo, lo que tiene como consecuencia el dafio a la
microbiota edafica en general, por esta razon, es importante proponer tratamientos
alternativos que inhiban el crecimiento de la bacteria sin dafar a otros

microorganismos (Garcia, 2000).

El extracto de pericon aplicado sobre la cepa bacteriana Erwinia carotovora
(4P) fue positivo, observandose la inhibicion del patdgeno en cuatro de las cinco
concentraciones probadas, 60, 90, 120 y 180 mgmL’. La concentracién de 30
mgmL™ fue la Unica en la cual no se observé inhibicidn del crecimiento. El tamafio
promedio de los halos de inhibicidbn que se observaron en las concentraciones con
respuesta positivas fueron de 6.9, 7.4, 7.7 y 8.5 mm respectivamente tal como se

observa en la grafica 7.

Grafica 7. Tamafio promedio del halo de inhibicién (mm) de las diferentes concentraciones
del extracto de 7. /ucida sobre Erwinia carotovora
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Para esta cepa fue necesario realizar el analisis de la concentracién de 180
mgmL™ para determinar si existia una verdadera diferencia entre cada tratamiento.
Por lo que al observar el analisis estadistico se encontré que las concentraciones de
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60 y 90 mgmL™ son iguales estadisticamente, mientras que entre la concentracion
90, 120 y 180 mgmL™ si existe diferencia estadistica significativa, asi como entre las
de 60, 120 y 180 mgmL™ (cuadro 14, figura 11).

Cuadro 14. Prueba de comparacion multiple de Tukey por concentracion para Erwinia

carotovora

Pruebas de rango multiple para halos de inhibicién por concentracién
M¢étodo: 95.0 % LSD

Concentracion Conteo Significado Grupos homogéneos
30 8 0 X
60 3 6.9 X
90 5 7.4 XX
120 5 7.7 X
180 5 8.5 X
Contraste Diferencia +/- Limites
30-60 *.6.9 0.574776
30-90 *.7.46 0.484005
30-120 *.7.78 0.484005
30-180 *.8.5 0.484005
60-90 -0.56 0.620022
60-120 *.0.88 0.620022
60-180 *.1.6 0.620022
90-120 -0.32 0.536955
90-180 *.1.04 0.536955
120-180 *.0.72 0.536955
* denota una diferencia estadistica significativa

Finalmente se encontrd una relacidon directamente proporcional entre el efecto

inhibitorio del extracto de pericon sobre el patdgeno y la concentracién utilizada.

~ -

Figura 11. Efecto del extracto de 7. /ucida sobre el cultivo de Erwinia carotovora
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Erwinia carotovora (Ls-N6SS5)

En cuanto a la inhibicién de la cepa de Erwinia carotovora (Ls-N6SS5) se encontrd
que de las cuatro concentraciones probadas sdlo tres detuvieron el crecimiento de
las colonias. La concentracién de 30 mgmL™ fue la Unica ante la cual no se observd

inhibicion.

La grafica 8 muestra el comportamiento del patdgeno ante el extracto de
pericon, donde se observa que los valores promedios de los halos de inhibicion para
las concentraciones de 60, 90 y 120 mgmL™ fueron de 5.5, 6.4 y 7.3 mm
respectivamente. Observandose que a medida que se aumenta la concentracion

aumenta el tamano de los halos de inhibicion.

Grafica 8. Tamafio promedio del halo de inhibicién (mm) de las diferentes concentraciones

del extracto de 7. /ucida sobre Erwinia carotovora

Halo de Inhibicién (mm)

30 60 90 120
Concentracion (mgmL ™)

El analisis estadistico demuestra que no existe diferencia significativa entre las
concentraciones de 60 y 90 mgmL™?, mientras que entre las de 60 y 120 mgmL™’ y 90

y 120 mgmL™ si existe diferencia (cuadro 15).
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Cuadro 15. Prueba de comparacion multiple de Tukey por concentracion para Erwinia

carotovora

Pruebas de rango multiple para halos de inhibicién por concentracién
M¢étodo: 95.0 % LSD

Concentracion Conteo Significado Grupos homogéneos
30 8 0 X
60 4 5.5 X
90 6 6.4 X
120 6 7.3 X
Contraste Diferencia +/- Limites
30-60 *.5.55 0.886996
30-90 *.6.43333 0.782257
30-120 *.7.3 0.782257
60-90 -0.883333 0.934976
60-120 *.1.75 0.934976
90-120 *.0.866667 0.836268
* denota una diferencia estadistica significativa

Guevara et al., en 2000 reportaron que al probar diversos extractos de plantas

como Mahonia aquifolium Nutt, Berberis vulgaris L., Rhus typhina L.y Allium sativum

L. no encontraron efecto en cuanto a la inhibicién de la proliferacion de Erwinia

carotovora, asi como tampoco en diversas especies del género Pseudomonas

(Guevara et al., 2000). Por lo que la inhibicidn encontrada al emplear Tagetes lucida

la coloca como una opcién para el control y tratamiento de enfermedades producidas

por Erwinia carotovoray Pseudomonas marginalis.
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4.3. Determinacion del patogeno mas sensible al extracto de 7. /ucida

Para la determinacion del patdgeno mas sensible ante el extracto de pericon se
realizd un analisis estadistico mediante la prueba de comparacién multiple de Tukey
con base en el tamaino de los halos de inhibicidon para cada patdgeno, tanto hongos

como bacterias.

HONGOS

A partir del andlisis estadistico se determind que de los hongos la cepa de Penicillium
sp. (JUG06-MP14 (2)) fue la mas sensible al presentar los halos de inhibicibn mas
grandes (grafica 9) ademas de presentar inhibicion de las colonias a partir de la

menor concentracion la cual fue de 30 mgmL™.

Grafica 9. Comparacion del tamafio promedio de los halos de inhibicion entre las diferentes

cepas de hongos

Halo de Inhibiciéon (mm)
a1

Sc-As SP JUG06-MP14 (3) JUG06-MP14 (2)

Patégenos

Sc-As: Sclerotium cepivorum SP: Sclerotinia sclerotiorum JUG06-MP14 (2): Penicillium sp.
JUG06-MP14 (3): Penicillium sp.

En contra parte, el patdgeno mas resistente fue la cepa de Sclerotium

cepivorum (Sc-As) al presentar los halos de inhibicion mas pequenos ademas de que
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presentd inhibicidn a partir de la concentracién de 60 mgmL’; no obstante a la
resistencia mostrada por el patdgeno se puede comentar que los resultados
obtenidos en este trabajo son importantes debido a las caracteristicas de
patogenicidad de Sclerotium cepivorum, asi como a la poca eficacia de los actuales

métodos de control que se utilizan en los campos de cultivo en México.

De manera general, y con base en el andlisis estadistico se determind que
entre las dos cepas de Penicillium (JUG06-MP14 (2) y JUG06-MP14 (3)) vy la de
Sclerotinia sclerotiorum (SP) no existe diferencia estadistica significativa en cuanto a
la sensibilidad ante el extracto de pericédn, mientras que en la cepa de Sclerotium
cepivorum (Sc-As) y las dos cepas de Penicillium (JUG06-MP14 (2) y JUG06-MP14
(3)) y la cepa de Sclerotinia sclerotiorum (SP) si existe una diferencia con relacién al

tamafio promedio de los halos de inhibicion (cuadro 16).

Cuadro 16. Pruebas de comparacion multiple de Tukey entre hongos

Pruebas de rango multiple
Método: 95.0 % LSD

Cepa fangica Conteo Significado Grupos homogéneos
Sclerotium cepivorum (Sc-As) 30 5.24667 X
Sclerotinia sclerotiorum (SP) 28 7.56071 X
Penicillium sp. (JUG06-MP14(3)) 40 8.5525 X
Penicillium sp. (JUG06-MP14(2)) 37 8.97568 X
Contraste Diferencia +/- Limites
JUG06-MP14(2) - JUG06-MP14(3) 0.423176 1.93957
JUG06-MP14(2) - Sc-As *3.72901 2.08914
JUG06-MP14(2) — SP 1.41496 2.12995
JUG06-MP14(3) - Sc-As *3.30583 2.05376
JUG06-MP14(3) — SP 0.991786 2.09526
Sc-As — SP *.2.31405 2.23443
* denota una diferencia estadistica significativa

BACTERIAS

Para el caso de las bacterias se determind que la cepa 1H de Pseudomonas
marginalis fue la mas sensible ante el extracto de pericon; presentd efecto inhibitorio
a partir de la minima concentracion la cual fue de 30 mgmL™ y ademés presenté los
valores promedio de halos de inhibicion mayores, por el contrario se encontrd que la

cepa Ls-1 también de Pseudomonas marginalis fue la cepa mas resistente ante el
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extracto debido a que fue la Unica cepa que presentd actividad a partir de la
concentracion de 90 mgmL™ asi como los halos de inhibicién méas pequefios, tal como

se observa en la grafica 10.

Grafica 10. Comparacion del tamafo promedio de los halos de inhibicién entre las diferentes

cepas de bacterias

Halo de Inhibicién (mm)
O B N W b~ 01 O N 0O ©

Ls-1 Ls-N6SS5 4P 1H
Patégeno

Ls-1: Pseudomonas marginalis Ls-N6SS5: Erwinia carotovora 4P: Erwinia carotovora 1H:

Pseudomonas marginalis

Dicho comportamiento refleja que aun y cuando se tiene determinadas a
ambas cepas como pertenecientes a la bacteria Pseudomonas marginalis, deben ser
patovares diferentes, fendmeno que existe dentro de muchas especies de bacterias
fitopatdgenas, y por otro lado se puede deber a que son cepas aisladas de regiones
diferentes del estado de Guanajuato asi como de hospederos diferentes ya que la

cepa 1H fue aislada de ajo y la cepa Ls-1 fue aislada de lechuga.

Por otra parte, el analisis estadistico demostré que entre las cepas Ls-N6SS5 y
4P ambas pertenecientes a la especie Erwinia carotovora no existen diferencias
significativas en cuanto a la inhibicién del patdgeno por el extracto de pericdn, con lo
cual se puede decir que al haber presentado comportamientos similares, la
patogenicidad de ambas cepas es muy similar, aun y cuando se aislaron de regiones

y hospederos diferentes, ya que la cepa Ls-N6SS5 fue aislada de ajo y la cepa 4P fue
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aislada de lechuga. Por otro lado, el analisis estadistico también determind que entre

las cepas 1H y Ls-1 de Pseudomonas marginalis si existe diferencia estadistica

significativa, asi como entre éstas y las cepas Ls-N6SS5 y 4P de Erwinia carotovora

(cuadro 17).

Cuadro 17. Pruebas de comparacion multiple de Tukey entre bacterias

Pruebas de rango multiple
Método: 95.0 % LSD

Cepa bacteriana Conteo Significado Grupos homogéneos
Pseudomonas marginalis (Ls-1) 30 2.52667 X
Erwinia carotovora (Ls-N6SS5) 24 4.35833 X
Erwinia carotovora (4P) 26 5.36154 X
Pseudomonas marginalis (1H) 27 8.25926 X
Contraste Diferencia +/- Limites
4P - Ls-N6SS5 1.00321 1.62742
4P - 1H *.2.89772 1.57971
4P - Ls-1 *2.83487 1.54047
Ls-N6SS5 - 1H *.3.90093 1.61289
Ls-N6SS5 - Ls-1 *1.83167 1.57448
1H - Ls-1 *5.73259 1.52511
* denota una diferencia estadistica significativa
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4.4 Concentracion minima inhibitoria

La concentracidon minima inhibitoria (CMI) es aquella concentracion a la cual se
observa inhibicidon del crecimiento de los patdgenos y sera la concentracion a la cual
la actividad de inhibicion es suficiente para poder combatir algin patégeno y con
esto combatir algun padecimiento o enfermedad en cualquier ser vivo (Koneman
1999).

Por esto, determinar la concentracién minima inhibitoria a la cual se encontrd
efecto para cada patogeno utilizado, fue importante, y esto se muestra en la grafica
11 donde se puede observar que para la mayoria de los patdgenos la CMI fue de 60

mgmL.

Grafica 11. Tamano promedio de los halos de inhibicidn encontrados para la CMI de cada

patdgeno
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g
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Patéogeno

1.-Sclerotinia sclerotiorum (SP)  2.-Sclerotium cepivorum (Sc-As) 3.-Penicillium sp. (JUG06-MP14 (2))
4.-Penicillium sp. (JUG06-MP14 (3)) 5.-Pseudomonas marginalis (1H) 6.- Erwinia carotovora (4P)

7.-Pseudomonas marginalis (Ls-1) 8.-Erwinia carotovora (Ls-N6SS5).

En el caso de los hongos se encontrd que la CMI para la cepa de Penicillium
sp. (JUG06-MP14(2)) fue de 30 mgmL™’ con un halo de inhibicién de 4.1 mm de

didmetro, mientras que para las cepas de Sclerotinia sclerotiorum (SP), Sclerotium
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cepivorum (Sc-As) y Penicillium sp. (JUG06-MP14(3)) la CMI se encontrd a los 60

mgmL™ encontrdndose halos de inhibicidon de 8.9, 5.5 y 9.0 mm respectivamente.

Por su parte, para las bacterias se encontrd que, en el caso de Pseudomonas
marginalis (1H) la CMI fue de 30 mgmL™ con un halo de inhibicién de 7.6 mm de
diametro, mientras que para las cepas de Erwinia carotovora (4P y Ls-N6SS5) la CMI
encontrada fue de 60 mgmL™ con halos de inhibicién de 6.9 y 5.5 mm de didmetro
respectivamente. Y finalmente, la segunda cepa de Pseudomonas marginalis (Ls-1)
reportd la CMI a los 90 mgmL™ con un halo de inhibicién de 4.7 mm de didmetro,

siendo asi la CMI mas alta encontrada en el estudio.

Finalmente, puede decirse que la actividad encontrada del extracto de pericén
sobre cada uno de los patdgenos estudiados, tanto hongos como bacterias, no sélo
se debe a la presencia de compuestos con efecto antimicrobiano sino también a la
concentracion de estos en la planta. La inhibicion del crecimiento /n vitro de las
colonias de fitopatdogenos tanto bacterias y hongos exhibida por el extracto de
Tagetes lucida se puede deber a la presencia de algunos de los compuestos que se
han reportado en estudios anteriores tales como los encontrados por De la Cruz en
2005 y Hernandez et al en 2006, autores que indican que la 5,7,4'"-
trimethoxyflavona y a- tertienilo presentan efecto antimicrobiano mientras que la 7-
metoxicumarina es especifica contra la actividad bacteriana. Asi mismo se ha
documentado que la concentracion de las sustancias en las plantas depende de
multiples factores como la edad, tipo de suelo, entre otros y por lo tanto es muy
variada (Bicchi et al., 1997; Ciccio, 2005).

El empleo de plantas adaptadas a condiciones de disturbio como las que se
encuentran en regiones con impacto antropogénico ya sea arvenses o ruderales,
tales como T7agetes lucida, resultan una fuente interesante para la obtencidon de
extractos vegetales con actividad antimicrobiana. El empleo de extractos vegetales
para el control de enfermedades vegetales en el marco de una agricultura sostenible
constituye una alternativa promisoria, debido a su elevada efectividad, bajo costo y

no ser contaminantes del ambiente.
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CAPITULOV

CONCLUSIONES

El extracto etandlico de T7agetes /ucida presentd efecto inhibitorio tanto en los
hongos como en las bacterias fitopatdgenas, por lo cual la hipétesis planteada se

acepto.

Se presentd una relacién directamente proporcional entre las concentraciones
usadas del extracto de T7agetes /ucida y el halo de inhibicion en Sclerotinia

sclerotiorum, Sclerotium cepivorum y Penicillium sp. (JUG06-MP14 (3)).

El hongo Penicillium sp. (JUG06-MP14 (2)) fue el Unico patdgeno que presentod
una relacion inversamente proporcional entre las concentraciones usadas del
extracto y el halo de inhibicion, especificamente en las concentraciones de 60 y

90 mgmL™.

El hongo mas sensible al extracto de 7agetes /ucida fue Penicillium sp. (JUG06-

MP14(2)). Mientras que el mas resistente fue Sclerotium cepivorum.

La CMI para Penicillium sp. (JUG06-MP14(2)) fue de 30 mgmL™. mientras que

Sclerotium cepivorum presentd su CMI a los 60 mgmL™.

Las cepas de Pseudomonas marginalis (1H y Ls-1) asi como las de Erwinia
carotovora (4P y Ls-N6SS5) presentaron una relacion directamente proporcional
entre las concentraciones usadas del extracto de 7agetes /ucida y el halo de

inhibicion.

Entre las bacterias, la cepa de Pseudomonas marginalis (1H) fue la mas sensible
frente al extracto de T7agetes /ucida, y la que resultd mas resistente fue

Pseudomonas marginalis (Ls-1).
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« La bacteria Pseudomonas marginalis (1H) presentd su CMI a los 30 mgmL™ y por

su parte Pseudomonas marginalis (Ls-1) la presentd a los 90 mgmL™.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

« In vivo, el efecto fungicida de los extractos vegetales varia en funcién de la
metodologia de preparacion, especie botanica, 6rgano de la planta o fecha de
cosecha (Hernandez et al., 2007), por lo cual se recomienda la continuacion del
estudio al realizar la prueba /n vivo y determinar asi el comportamiento del
extracto asi como la interaccion de éste no sélo con el patdgeno sino también con

la planta huésped.

» Realizar pruebas de toxicidad y asi determinar si el extracto afecta la microbiota

edafica benéfica con la cual interacciona la especie huésped.
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