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RESUMEN

La actividad antifingica del aceite esencial de tres especies de Tagetes (T. lucida, T. lunulata y T.
micrantha) fue evaluada sobre Neopestalotiopsis sp. hongo causal de pudricion parda de la corona
interna y la raiz en plantas de fresa, por lo que, en una primera fase de la investigacién, se realizo el
aislamiento, identificacion y caracterizacion molecular de este hongo fitopatdgeno. De segmentos de raiz
y corona de plantas de fresa (Fragaria x ananassa) Cv. Albion previamente desinfectados, se obtuvieron
40 aislados preliminares en medio Papa Dextrosa Agar (PDA) de los cuales uno de ellos mostr6 una
coincidencia morfoldgica tipica macro y microscopicamente del género Neopestalotiopis, ya que
presentd micelio de color blanco algodonoso con crecimiento ondulatorio, con un color amarillo claro al
reverso de la colonia, presentando conidiomas con tres apéndices apicales hialinos, de color negro sobre
el micelio y conteniendo macroconidios con cinco celdas donde la basal y la apical son hialinas y las tres
celdas medias de diferentes tonos de café. La identificacion se realizd mediante la amplificacion y
secuenciacién de dos regiones genéticas ITS (ITS1, ITS4) y mediante el analisis BLAST se obtuvo una
identidad del 100 % con N. clavispora en el NCBI GenBank. La patogenicidad fue comprobada con la
inoculacion de esporas (1x102 esporas/mL) en el centro de la corona en plantas completas en plantas de
fresa (Fragaria x ananassa Cv. Aromas) in vitro, ya que se presentaron los sintomas de la enfermedad
como manchas en los bordes de las hojas de color café-6xido y principios de necrosis en la corona y
raices. Para la determinacién del efecto antifingico del aceite esencial de las tres especies de Tagetes en
estudio, estos se obtuvieron mediante hidrodestilacion en un equipo tipo Clevenger, a partir de la parte
aérea (tallos, hojas y flores). La actividad antifungica se realizé por el método de difusion en pozos en
cajas Petri con medio papa-dextrosa-agar (PDA), vertiendo 50 uL en cada pozo de cada aceite esencial,
resuspendidos en dimetilsulfoxido (DMSO, 1%) a una concentracion de 10 mg/mL, utilizando discos de
micelio de 0.5 cm de diametro N. clavispora. Como control positivo se emple6 el fungicida comercial
Captan® (2.0 mg/mL) y como control negativo la solucién vehiculo DMSO 1%. Los resultados se
reportaron como porcentaje de inhibicidn, determinando el crecimiento micelial (mm) a los 8 dias del
cultivo, a 28+2 °C, con los que se determind la concentracion inhibitoria media (CLso) y total (CL1oo),
para seleccionar el aceite esencial con mayor actividad antifingica. Se realiz6 un analisis de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) para la identificacion y
cuantificacion de los compuestos volatiles de cada aceite esencial. El aceite esencial de T. micrantha
tuvo el mayor efecto antifiingico sobre N. clavispora, presentando los valores mas bajos de CLsp (0.061
pg/mL) y de CLigo (0.135 pg/mL). En cada aceite esencial se observo un perfil diferente de compuestos
volatiles, observando al estragol y anetol como los mayoritarios del de T. micrantha, que representan el
89.1 % del total del aceite, lo que sugiere sean los responsables del mayor efecto antifingico sobre N.
clavispora. El efecto antifingico de este aceite se evalud en plantas de fresa (F. x ananassa Cv. Aromas)
cultivadas bajo condiciones asépticas, manteniéndolas en condiciones de laboratorio (25 + 2° C),
realizando la inoculacién con 10 pL de esporas (1x10° esporas/mL) de N. clavispora y la aplicacién dl
aceite esencial por aspersion (60 pL de la CL1oo), preparado con DMSO 1%. Se emple6 como control
positivo el fungicida comercial Captan® (2.0 g/L) y como control negativo la solucion vehiculo DMSO
1%, aplicados también por aspersion. A los ocho dias se observaron los sintomas causados por el hongo,
confirmando el efecto antifingico del aceite esencial de T. micrantha mediante la determinacion de un
indice de severidad de cero (1S=0), similar a lo observado con la aplicacion del fungicida comercial. La
enfermedad estuvo presente en las plantas tratadas con DMSO 1%, mostrando crecimiento de micelio y
sintomas de la enfermedad (IS=4). Con estos resultados se demostr6 el efecto antifingico del aceite
esencial de T. micrantha en ensayos in vivo, utilizando plantas de fresa inoculadas con esporas de N.
clavispora.

Palabras clave: Aceites esenciales, antifingicos, compuestos volatiles, Neopestalotiopsis, Tagetes.



ABSTRACT

The antifungal activity of the essential oil of three species of Tagetes (T. lucida, T. lunulata and T.
micrantha) was evaluated on Neopestalotiopsis sp., causal fungus of brown rot of the inner crown and
root in strawberry plants, so, in a first phase of the investigation, the isolation, identification and
molecular characterization of this phytopathogenic fungus was carried out. From root and crown
segments of strawberry plants (Fragaria x ananassa) Cv. Albion previously disinfected, 40 preliminary
isolates were obtained in Potato Dextrose Agar (PDA) medium of which one of them showed a
morphological coincidence typical macro and microscopically of the genus Neopestalotiopis, since it
presented cottony white mycelium with wave growth, with a light yellow color on the reverse side of the
colony, presenting conidiomas with three hyaline apical appendages, black on the mycelium and
containing macroconidia with five cells where the basal and apical are hyaline and the three middle cells
of different brown tones. Identification was performed by amplification and sequencing of two ITS
genetic regions (ITS1, ITS4) and BLAST analysis obtained a 100% identity with N. clavispora in the
NCBI GenBank. The pathogenicity was verified with the inoculation of spores (1x102 spores/mL) in the
center of the crown in whole plants in strawberry plants (Fragaria x ananassa Cv. Aromas) in vitro,
since the symptoms of the disease were presented as spots on the edges of the leaves of brown-oxide
color and principles of necrosis in the crown and roots. For the determination of the antifungal effect of
the essential oil of the three species of Tagetes under study, these were obtained by hydrodistillation in
a Clevenger type equipment, from the aerial part (stems, leaves and flowers). The antifungal activity was
carried out by the method of diffusion in wells in Petri dishes with potato-dextrose-agar (PDA) medium,
adding 50 pL into each well of each essential oil, resuspended in dimethyl sulfoxide (DMSO, 1%) at a
concentration of 10 mg/mL, using mycelium discs of 0.5 cm diameter N. clavispora. The commercial
fungicide Captan® (2.0 mg/mL) was used as a positive control and the DMSO 1% vehicle solution was
used as a negative control. The results were reported as a percentage of inhibition, determining the
myecelial growth (mm) at 8 days of culture, at 28+2 °C, with which the mean inhibitory concentration
(LCso) and total (LC100) was determined, to select the essential oil with greater antifungal activity. A gas
chromatography analysis coupled to mass spectrometry (GC-ME) was performed for the identification
and quantification of the volatile compounds of each essential oil. The essential oil of T. micrantha had
the greatest antifungal effect on N. clavispora, presenting the lowest values of LCsy (0.061 pg/mL) and
CLigo (0.135 pg/mL). In each essential oil a different profile of volatile compounds was observed,
observing estragole and anethole as the major compounds of T. micrantha, which represent 89.1% of the
total oil, which suggests they are responsible for the greater antifungal effect on N. clavispora. The
antifungal effect of this oil was evaluated in strawberry plants (F. x ananassa Cv. Aromas) grown under
aseptic conditions, keeping them in laboratory conditions (25 £ 2 © C), inoculating with 10 uL of spores
(1x103 spores/mL) of N. clavispora and applying essential oil by spraying (60 uL of LC1q), prepared
with DMSO 1%. The commercial fungicide Captan® (2.0 g / L) was used as a positive control and the
DMSO 1% vehicle solution was used as a negative control, also applied by spraying. eight days, the
symptoms caused by the fungus were observed, confirming the antifungal effect of T. micrantha essential
oil by determining a severity index of zero (1S=0), similar to that observed with the application of the
commercial fungicide. The disease was present in plants treated with DMSO 1%, showing mycelium
growth and disease symptoms (1S=4). With these results, the antifungal effect of T. micrantha essential
oil was demonstrated in in vivo assays, using strawberry plants inoculated with N. clavispora spores.

Keywords: Antifungals, essential oils, Neopestalothiopsis, Tagetes, volatile compounds.



1. INTRODUCCION

La investigacion sobre métodos alternativos en el manejo de plagas y enfermedades se
incremento en los Gltimos afios, debido a los continuos problemas asociados con el uso de
productos convencionales que incluyen el desarrollo de resistencia en los microorganismos
objetivo de control, generacion de plagas secundarias, resurgencia de plagas y la aparicion de
enfermedades emergentes (Ortega 2001; Choi et al., 2003). Esta problematica impulsa la
generacion de estrategias alternativas, como es el uso de plantas con actividad antifungica, que
permitan proteger los cultivos y por ende obtener mayor rendimiento y calidad en la produccion,
sin poner en riesgo la salud del hombre y su entorno (Rodriguez, 2000).

Las plantas han desarrollado diversas estrategias de defensa contra heridas y ataques por
insectos 0 microrganismos patdgenos produciendo una gran variedad de metabolitos
secundarios bioactivos, los cuales son compuestos quimicos volatiles derivados del
metabolismo primario, se producen en pequefias cantidades y no son propias de todas las
plantas, difieren estos compuestos entre géneros, familias e incluso entre especies (Rojas et al.,
2015). Estos metabolitos secundarios cumplen multiples funciones no vitales en las plantas,
interviniendo en las interacciones ecologicas entre la planta y su ambiente, muchos de ellos
actian como herbicidas, larvicidas, repelentes, atrayentes, bactericidas, insecticidas y
fungicidas (Rojas et al., 2015; Guillén-Andrade et al., 2019). Dentro de este tipo de compuestos,
los mas comunes son los del tipo fenolico (acidos fenolicos, cumarinas, flavonoides, lignina y
taninos), glicdsidos (saponinas, glicosidos cardiacos, glicosidos cianogénicos y glucosinolatos),
alcaloides y los terpenos (entre los que se encuentran hormonas, pigmentos y volatiles que
componen los aceites esenciales) (Avalos-Garcia y Pérez-Urria Carril, 2009).

Los aceites esenciales son producidos por una gran cantidad de plantas aromaticas, muchas de
ellas con propiedades medicinales, y estdn constituidos con un alto contenido de terpenos
volatiles, los que han demostrado tener diversos tipos de actividad bioldgica, entre ellas,
propiedades antifungicas, ya que éstos tienen un efecto directo sobre la inhibicion del
crecimiento de hongos fitopatdgenos y son considerados de baja toxicidad, ya que presentan
una persistencia corta en el ambiente. Por lo anterior, son considerados como candidatos
excelentes para ser empleados en la agricultura organica, importantes para el abastecimiento de
la demanda creciente de alimentos inocuos (Omar y Kordali, 2019). Los terpenos son



reconocidos como un constituyente GRAS (generalmente reconocido como seguro, por las
siglas en inglés) en los alimentos, de acuerdo a lo establecido por la Administracion de
Alimentos y Farmacos de Estados Unidos de Norteamérica (Food and Drug Administration,
FDA), por lo que una de sus aplicaciones ha sido como ingrediente activo para prevenir el
desarrollo de algunas enfermedades fungicas. Los terpenos son considerados con una alta
actividad antifungica debido a las caracteristicas hidréfobas de los componentes quimicos de
su composicién y a sus caracteristicas lipofilicas, lo que permite la interaccién entre sus
constituyentes con los lipidos de la membrana celular de los hongos patdgenos, afectando la
permeabilidad celular y provocando cambios en la estructura celular (Centeno-Bricefio y
Carrera-Jaspe, 2013; Ciriminna, 2014).

Diversos y numerosos estudios indican que los aceites esenciales de plantas, en particular sus
constituyentes los terpenos, poseen actividad inhibitoria sobre el crecimiento de micelio y
germinacion de esporas de hongos fitopatdgenos (Scalvenzi et al., 2016). Uno de los
mecanismos de esta actividad, es la accion de los terpenos sobre la membrana celular,
interactuando con las enzimas y las proteinas de la membrana, produciendo asi un flujo de
protones hacia el espacio extracelular que induce cambios en las células y finalmente su muerte

(Centeno-Bricefio y Carrera-Jaspe, 2013).

Dentro de las familias de plantas que producen y acumulan aceites esenciales, con compuestos
bioactivos como los terpenos, estd la familia Asteraceae, una de las que mayor nimero de
especies presenta (32,913 especies repartidas en unos 1911 generos), considerada una de las
familias con flores de mayor riqueza y diversidad bioldgica. La familia se caracteriza por
presentar las flores dispuestas en una inflorescencia compuesta denominada capitulo, la cual se
halla rodeada de una o mas filas de bracteas (involucro) (The Plant List. Web). Aungue diversos
géneros de esta familia han mostrado que sus aceites esenciales y compuestos terpénicos tienen
actividad antifungica, solo por mencionar algunos, especies del género Caucasalia demostraron
una efectividad inhibitoria contra Mycobacterium smegmatis, Candida albicans vy
Saccharomyces cerevisiae los cuales son de importancia clinica y alimentaria (Yayli et al.,
2018); Navarro-Rocha et al. (2017) realizaron ensayos antifungicos con Artemisia absinthium
contra cuatro especies de hongos de importancia agricola (Fusarium moniliforme, Fusarium
solani, Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea), obteniendo una elevada actividad antifingica,

siendo B. cinerea la especie méas sensible. Entre los principales componentes de sus aceites



esenciales estan (-)-(Z)-Epoxiocimeno (43%), (-)-cis-Crisantenol (11.9%) y Crisantenil acetato
(6.6%).

En particular, el aceite esencial de algunas especies del género Tagetes, ha sido ampliamente
estudiado a nivel biologico y quimico, demostrando una alta actividad fungicida contra hongos
fitopatogenos (Salehi et al., 2018). En México, habitan hasta 26 especies de Tagetes de las
cuales T. filifolia (anisillo), T. micrantha (anis de campo), T. lucida (pericon o Santa Maria) y
T. lunulata (cinco llagas), habitan en el estado de Michoacan (Villarreal, 2003; Villasefior,
2018). En nuestro grupo de trabajo, se ha estudiado el efecto fungicida del aceite esencial de T.
lucida, del que se ha demostrado su actividad sobre diversos hongos como Botrytis cinerea,
hongo causal del moho gris en plantas y frutos de fresa y zarzamora (Céspedes et al., 2006;
Fulgencio-Negrete, 2013; Cazarez-Chavez, 2017).

Debido a que recientemente, ha surgido una enfermedad fungica emergente, que afecta
particularmente al cultivo de fresa (Fragaria x ananassa), una de las principales frutillas que
se cultivan en México y en el estado de Michoacan, la cual se asocia con pudricion de la raiz,
pudricidn de la corona y mancha foliar (Rebollar et al., 2020), se han realizado investigaciones
para demostrar la especie fungica causal. Los estudios recientes han demostrado que el hongo
causal es una especie de Neopestalotiopsis, ain no identificada plenamente, aunque con base
en los resultados de analisis morfoldgicos y filogenéticos, se identifico la especie como
Neopestalotiopsis clavispora. La enfermedad se ha documentado mayormente en la etapa del
trasplante en viveros, observando pudricion parda de la corona interna y la raiz, causando

retraso en el desarrollo, falta de crecimiento y enraizamiento deficiente (Park et al., 2019).

Al tratarse de una enfermedad nueva, se desconocen los fungicidas eficaces para su control,
presentandose como potencial alternativo, el uso de antifungicos de origen vegetal,
particularmente derivados del aceite esencial de especies de Tagetes. Por lo que el objetivo de
la presente investigacion fue determinar la actividad antifangica del aceite esencial de tres
especies de Tagetes (T. lucida, T. lunulata y T. micrantha) sobre el hongo Neopestalotiopsis

sp., causante de la mancha foliar y pudricion de raiz y corona en fresa.



2. ANTECEDENTES

2.1. Plantas con actividad antifungica

Los hongos fitopatdgenos son la causa de las principales enfermedades de los sistemas
agricolas, el deterioro de los suelos por el uso constante de agroquimicos sintéticos ha causado
una disminucion de la rizdsfera natural y por este motivo se han agravado las enfermedades

causadas por hongos (Gan y Wickings, 2017).

Actualmente se han investigado y desarrollado bioinsumos como bioinsecticidas, bioherbicidas,
bioacaricidas, bionematicidas y biofungicidas, que son alternativas que incluyen estimulantes
de la defensa en las plantas, técnicas de control bioldgico y derivados de productos naturales
obtenidos a partir de plantas (Isman y Grieneisen, 2014; Ordanza-Beneitez, 2017). Para un
manejo integral de plagas y enfermedades empleando estos bioinsumos se debe tomar en cuenta
el agroecosistema y sus limitantes. En las Gltimas décadas, los estudios se han centrado sobre
la formulacion de productos naturales con algun tipo de actividad biolégica sobre hongos
fitopatdgenos con una eficacia y una accién cada vez mayor y mas rapida, lo que esta generando
que estas practicas sean mas eficaces en un amplio rango de condiciones ambientales, de
especies de plagas y de sistemas de cultivos (Gakuya et al., 2013; Falcon-Rodriguez et al.,
2015). Debido a esto, se ha demostrado la eficiencia de los productos naturales de diversas
especies vegetales obtenidos como extractos, fracciones, decocciones 0 metabolitos

secundarios aislados (Leahy et al., 2014).

El uso de extractos vegetales es una estrategia de control de enfermedades causadas por hongos,
principalmente al contenido de diferentes componentes, como los metabolitos secundarios, los
que se dividen en varios grupos basados en sus estructuras quimicas, siendo los terpenoides,
glucésidos y glucosinolatos, alcaloides y compuestos fenolicos, los mas ampliamente
encontrados y estudiados (Buchanan et al., 2015). El elevado contenido de metabolitos con
actividad antimicrobiana que las plantas presentan, las convierte en fuentes potenciales de
compuestos que podrian ser empleados en su defensa, tanto por su actividad antimicrobiana,

como por la induccion de resistencia (Ojito-Ramos y Portal, 2017).



Por ejemplo, los glucdsidos cianogénicos son B-glucésidos de a-hidroxinitrilos (cianohidrinas),
que se caracterizan por su capacidad de liberar cianuro de hidrégeno (HCN) cuando son
hidrolizados por B-glucosidasas. Este proceso (cianogeénesis) tipicamente ocurre cuando el
tejido de la planta que contiene glucosidos cianogénicos estad dafiado, lo cual suele ocurrir

cuando es atacado por animales o insectos (Buchanan et al., 2015).

Los compuestos azufrados como el glutation (GSH), las fitoalexinas y tioninas, también tienen
una directa o indirecta relacion con los mecanismos de defensa de las plantas contra patégenos
microbianos. Los compuestos nitrogenados en los que se incluyen a los alcaloides, glucosidos
y aminoacidos no proteicos que se sintetizan a partir de aminoacidos comunes, se postula que
se intercalan en el ADN, debido a su papel en la defensa contra los herbivoros y toxicidad sobre

microorganismos (Saravanakumar et al., 2015; Mesa et al., 2019).

Compuestos de tipo fendlico como las cumarinas, ligninas, flavonoides y taninos estan
presentes en el sistema de defensa de las plantas mediante la modificacion de tejidos o pared
celular proporcionando dureza o rigidez a éstos, tienen capacidad de actuar como repelentes,
como inhibidores de actividad enzimatica por oxidacion, algunas implicadas en procesos de
transcripcion y reparacion del ADN, lo que lleva a la muerte celular (Saravanakumar et al.,
2015; Mesa et al., 2019).

Los terpenos (presentes en los aceites esenciales) son compuestos volatiles que participan en la
defensa de las plantas que poseen diferente actividad bioldgica como la disuasion de la
alimentacion de una gran cantidad de insectos y mamiferos, asi como actividad antibacteriana
y antifungica. Uno de los principales mecanismos de accién es sobre la disminucion de la
permeabilidad de membrana celular, que causa una drastica reduccion en el niumero de
mitocondrias y las vesiculas generadas en el complejo de Golgi, lo que perjudica la respiracion

y el trafico vesicular (Saravanakumar et al., 2015; Ojito-Ramos y Portal, 2017).

Estos grupos de compuestos de plantas cumplen una funcion muy importante en la
agroecologia, por el beneficio al medio ambiente y al ecosistema cuando son usados como
antifingicos, entre éstos, los componentes de los aceites esenciales como los terpenos, muestran
este potencial para su aplicacion en plantas de valor agricola (Jiménez y Mosquera, 2014;
Nazzaro et al., 2017).



2.2. Aceites esenciales de plantas con actividad antifungica

Los aceites esenciales son fracciones liquidas volatiles, generalmente mezclas homogéneas de
hasta 100 compuestos quimicos organicos, provenientes de la familia quimica de los
terpenoides. Generan diversos aromas agradables y perceptibles al ser humano. Bajo
condiciones de temperatura ambiental, son liquidos poco densos, pero con mayor viscosidad
que el agua. Los aceites esenciales estan conformados por diversos metabolitos secundarios
sintetizados por las plantas, principalmente terpenos y fenilpropanoides que son producidos al
momento de activarse algunos mecanismos de defensa como respuesta a factores ambientales
y ecoldgicos, sus componentes presentan funciones de defensa, atraccion de polinizadores,
repulsion de insectos patdgenos, entre otras. Son inflamables, pero no son considerados tdxicos,
aunque pueden provocar alergias en personas sensibles a determinados terpenos (Cadby et al.,
2002).

Ademas, los aceites esenciales son inocuos, mientras la dosis suministrada no supere los limites
de toxicidad. Sufren degradacidn quimica en presencia de la luz solar, del aire, del calor, de
acidos y alcalis fuertes, generando oligdmeros de naturaleza indeterminada. Son solubles en los
disolventes organicos comunes. Casi inmiscibles en disolventes polares asociados (agua,
amoniaco). Tienen propiedades de solvencia para los polimeros con anillos aromaticos
presentes en su cadena. Son aceptados como sustancias seguras (GRAS) por la Agencia de
Drogas y Alimentos de E.E.U.U. (FDA) (Code of Federal Regulations, 2003). Los aceites
esenciales presentan diferentes tonalidades, como, por ejemplo, en genotipos de albahaca
presentan diferentes tonalidades en la gama del amarillo, hasta incoloros en algunos casos
(Rodriguez et al., 2012).

Por lo general, el contenido de aceite esencial de las plantas es bajo, con rendimientos de
extraccion del 1 al 3 %, aunque existen algunas excepciones como el clavo de olor y nuez
moscada con el 9 al 19 % de rendimiento. Sin embargo, tienen una gran actividad bioldgica a

bajas concentraciones (Lépez y Transito, 2004; Benouali, 2016).

En el cuadro 1 se presentan algunos ejemplos de compuestos terpénicos de aceites esenciales

de plantas, con actividad antifungica (Science Direct, PUBMED vy Scielo, Consulta en julio



2021), libros especializados y demas reportes bibliograficos relacionados con aceites esenciales

de distintas especies de vegetales con actividad inhibitoria sobre los diferentes fitopatdgenos

especificamente de los géneros Botrytis, Fusarium, Penicillium, Aspergillus, Colletotrichum,

Rhyzopus, asi como sus principales compuestos.

Cuadro 1.

actividad antifungica.

Especie vegetal

Azadirachta indica

Calamintha nepeta

Cananga odorata

Cinnamomum
zeylanicum

Cymbopogon
nardus

Eucalyptus
camaldulensis

Hedychium
spicatum

Ilicium verum

Inula britannica L.

Aceite
esencial

Neem

Calamento

Ylang-ylang o
flor de
cananga

Canela

Citronela

Eucalipto

Hedichium

Anis estrella

inula

Compuestos
principales
Eicosano

Diacenafto [1,2-j: 1', 2'-

] fluoranteno

Pulegona
Mentona
Piperitenona
Piperitona
Linalol
Germacreno-D
Timol

Timol
Carvacrol
p-cimeno
y-terpineno
pB-cariofileno
Citronelal
Citronelol
Geraniol
1,8-cineol

a- pineno

a- felandreno
p-cimeno
1,8-cineol
Linalol
B-pineno
Trans- anetol
D-limoneno
Estragol
Viridiflorol
Himacalol
6,10,14-trimetil-2-
pentadecanona
13-tetradecanélido
3-metil-4-propil-2,5-
furandiona

Hongo patdégeno

Fusarium oxysporum

Botrytis cinerea

Fusarium
graminearum

Botrytis cinerea

Colletotrichum
gloeosporioides

Fusarium spp

Fusarium
graminearum

Aspergillus flavus

Fusarium monilifome

Ejemplos de compuestos terpénicos de aceites esenciales de plantas con

Referencia

DelJesus, 2019

Ambrico et al.,
2020

Kalagatur-Naveen
etal.,, 2018

Mohammadi et al.,
2015

Oliveira et al., 2020

Roques et al., 2017

Kalagatur-Naveen
etal., 2018

Lietal., 2020

Zhao et al., 2013

Lippia
origanoides

Orégano

Monoterpenos
oxigenados
Carvacrol

Botrytis cinerea

Hernandes et al.,
2017




Cuadro 1. Ejemplos de compuestos terpéncos de aceites esenciales de plantas con actividad
antifingica (CONT).

Mentha x piperita

Nepeta leucophylla

Ocotea quixos

Origanum
majorana

Pinus pinea L.

Piper aduncum L.

Schinus molle

Syzygium
aromaticum

Tagetes spp

Thymus vulgaris

Trachyspermum
ammi

Menta

Hierba gatera
0 Nepeta

Canelillo del
Brasil

Mejorana

Pino

Matico

Pirul

Calvo de olor

Caléndula

Tomillo

Ajowan

Acetato de mentilo
Mentol

Mentofurano
Mentona

1,8 cineol
B-monoenolacetato de
iridodial
Trans-cinamaldehido
Trans-metilsoeugenol
B-cariofileno
a-pineno

Terpinen-4-ol

Limoneno
a-pineno
Mirceno
o-felandreno
Trans-E-ocimeno
Piperitona
Dialipol
Copaeno
Cariofileno
d-cadieno
Viridifloral
a-pineno
Germacreno
Eugenol
E-cariofileno
o-humuleno
Oxido de cariofileno
Limoneno
a-pineno
B-pineno
Terpinoleno
(E)-B-ocimen
Dihidrotagetona
Tagetona
Tagetenona
B-cariofileno
Eugenol

Timol
Carvacrol
Oxido de cariofileno
Cimeno

Timol

L- limoneno
1,8-cineol
y-terpineno

Alternaria alternata
Fusarium tabacinum
Fusarium oxysporum
Aspergillus
variecolor

Fusarium oxysporum

Aspergillus oryzae
Fusarium solani
Rhyzopus stolonifer

Aspergillus flavus

Aspergillus flavus
Aspergillus niger

Fusarium solani

Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Aspergillus fumigatus

Fusarium oxysporum

Aspergillus spp
Fusarium spp

Botrytis cinerea

Aspergillus flavus

Desam et al., 2019

Vinod-Kumar et al.,
2014

Scalvenzi et al.,
2016

Chaudhari et al.,
2020

Demirci et al., 2015

Scalvenzi et al.,,
2016

Pereira de Menezes
et al., 2020

Sharma et al., 2017

Salehi et al., 2018

Mancini et al., 2015

Kedia et al., 2015

Los aceites esenciales se pueden clasificar de acuerdo con el tipo de componentes mayoritarios,

hay aceites esenciales ricos en monoterpenos (p.ej. hierbabuena, albahaca, salvia, etc.), otros



ricos en sesquiterpenos (p.ej. copaiba, pino, junipero, etc.) y otros que estdn mayormente
compuestos de fenilpropanoides (p.ej. clavo, canela, anis, etc.) (Bruneton, 2003; Breitmaier,
2006).

Dentro de las especies vegetales productoras de aceites esenciales mas reconocidas por sus
propiedades antifingica se encuentran Azadirachta indica (neem), que se ha utilizado en el
manejo de enfermedades fungicas como Pestalosia psidii, Gloesporium psidii, Rhizoctonia
solani, Fusarium sp., Alternaria alternata, Cladosporium sp. y Geotrichum candidum
(Nongmaithem, 2014), al igual que Cinnamomum zeylanicum (canela), Melaleuca alternifolia
(&rbol del té), Syzygium aromaticum (clavo de olor), Mentha x piperita (menta) (Mohammadi
et al., 2015; Sharma et al. 2017; Zhang et al., 2018; Desam et al., 2019). En los Gltimos afios
se han estudiado los aceites esenciales de la familia Asteraceae en particular del género Tagetes
por el marcado efecto de los aceites esenciales sobre hongos patogenos, favorables en varios

agentes patdgenos con un efecto selectivo (Salehi et al., 2018; Akbar et al., 2021).

2.2.1. Métodos de extraccion de aceites esenciales

Para la obtencion de aceites esenciales se pueden aplicar diferentes técnicas como la extraccion
con solventes volatiles no polares, mediante fluidos supercriticos y destilacion por arrastre de
vapor de agua. Este proceso se aplica en muestras vegetales molidas y secas, para solubilizar
los aceites esenciales, a través de sucesivos macerados, el solvente logra concentrar las
moléculas aromaticas, posteriormente para eliminar el solvente se aplica una destilacién a baja
presion. Entre algunos de los disolventes empleados estan el éter de petrdleo, el acetato de etilo
y el hexano. Las razones por las que no se suele aplicar esta técnica es que no se consigue
obtener aceites esenciales puros, 1o que representa un problema puesto que los disolventes

empleados suelen ser toxicos y costosos (Martinez, 2003).

La extraccion con fluidos supercriticos es una de las técnicas mas recientes. El fluido
supercritico mas empleado es el anhidrido carbdnico (CO.), ya que es un compuesto no
inflamable, no corrosivo, no toxico, incoloro y relativamente barato. EI CO2 se elimina
facilmente sin dejar residuos, lo que permite obtener productos con un alto grado de pureza.

Ademas, el CO; alcanza el estado supercritico facilmente, por tanto, se puede trabajar a bajas



temperaturas previniendo la degradacion térmica de los componentes organicos al ser extraidos
(Gbmez, 2018).

La hidrodestilacion es el método de extraccion de aceites esenciales que se basa en la destilacion
heterogénea. Para aplicar esta técnica es importante tomar en cuenta que el compuesto volatil
debe ser insoluble en el agua, el material a extraer esta en el mismo recipiente que el agua con
el cual se va a realizar la extraccion. Todo el conjunto se calienta y los vapores resultantes son
condensados y posteriormente separados. La destilacion por arrastre de vapor de agua consiste
en aprovechar la volatilidad de los componentes del aceite. Se colocan trozos de muestra fresca
en agua caliente que se lleva a ebullicion a presion atmosférica. El calor libera las moléculas
volatiles formando una mezcla azeotrépica con el vapor de agua. Esta mezcla pasa por un
refrigerante donde se condensa formando dos fases inmiscibles, que, debido a las 35 diferencias
de densidad entre el hidrolato y el aceite, se decantan en la trampa DeanStark. Se puede
implementar una bomba de vacio para reducir la presion del sistema y disminuir la temperatura
de ebullicion del solvente, con el objetivo de prevenir que los enlaces de las moléculas se
rompan y mantener la integridad de los componentes de los aceites esenciales (Lopez y
Transito, 2004; Chemat et al. 2006; Gomez, 2018).

La extraccion de aceites esenciales asistida por microondas, es una técnica eco amigable
relativamente nueva que ha recibido una atencion creciente debido a su menor tiempo de
extraccién y consumo de energia, mayor rendimiento de compuestos de interés y menor
consumo de disolvente ya que al emplearse agua como vehiculo de extraccion, se elimina el
uso de solventes toxicos y dafiinos al medio ambiente, asi como la degradacion térmica
ocasionada por el uso del vapor de agua para obtener los aceites esenciales; gracias a esto, el
rendimiento del extracto es mayor mientras se mantiene la composicion de los compuestos
volatiles (Guarin y Barajas, 2015; Cordova et al., 2020). EI mecanismo de extraccion por
microondas se fundamenta en la fuerte absorcion de energia por el agua in situ, lo que
proporciona el aumento de temperatura al interior de la muestra y, por ende, la ruptura de las

células de aceite esencial por el agua in situ (Lucchesi et al., 2007).
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2.2.2. Métodos de andlisis para identificacion y cuantificacion de compuestos

Para la caracterizacion de los aceites esenciales se emplea la técnica de cromatografia, cuyo
fundamento consiste en separar el aceite esencial en diferentes elementos para definir los
metabolitos secundarios presentes y estudiarlos individualmente (Sgariglia y Soberén, 2010).
Esta técnica se realiza en un entorno con atmoésfera saturada en la que se usan dos fases. La fase
movil sirve como eluyente, que va movilizando los diferentes componentes del aceite por la
fase estacionaria. Los componentes son retenidos en la fase estacionaria de acuerdo a su
polaridad, permitiendo la separacion de los mismos (Sgariglia y Soberén, 2010; Mayolo y
Martinez, 2012). Mediante cromatografia en capa fina y de gases, se analizan, identifican y

cuantifican los diversos tipos de terpenos.

La cromatografia de capa fina (Thin Layer Chromatography, TLC) es la técnica cualitativa mas
utilizada por su simplicidad y bajo costo de operatividad (Mayolo y Martinez, 2012), se basa
en la preparacion de una capa uniforme de un absorbente (como por ejemplo gel de silice,
alimina o celulosa) mantenido sobre una placa de vidrio u otro soporte; la fase estacionaria sera
un componente polar y el eluyente sera menos polar para permitir la separacion de los analitos
en la cual los méas polares van a desplazar con mayor facilidad. Se emplea para determinar el
grado de pureza de un compuesto, comparacion de muestras, realizar el seguimiento de una

reaccién (Elsa-Lundanes, 2013).

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) es una técnica que
combina la capacidad de separacion que presenta la cromatografia de gases con la sensibilidad
y capacidad selectiva del detector de masas. Esta combinacion permite analizar y cuantificar
compuestos trazas en mezclas complejas con un alto grado de efectividad. Esta técnica esta
indicada para la separacion de compuestos organicos volatiles y semivolatiles como los diversos
grupos de terpenos y fenilpropanos. La separacion de dichas sustancias depende de su
distribucion entre las fases mavil y estacionaria que conforman el sistema. Una vez separadas
las sustancias son fragmentadas y analizadas en funcion de su patron de fragmentacion, el cual
puede ser comparado con informacidn contenida en una base de datos de espectros de masas
para su identificacion preliminar. La identificacion definitiva, asi como la cuantificacion de
cada sustancia debe hacerse mediante el empleo de sustancia de referencia (Stashenko y
Martinez. 2009).
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2.3. Aceites esenciales de Tagetes spp

México es considerado como centro de origen de numerosas especies, géneros, subtribus y
tribus de la familia Asteraceae (=Compositae), plantas que se caracterizan por presentar sus
flores en diferentes cantidades conformando un capitulo o cabezuela, siendo ésta la
inflorescencia (Turner y Nesom, 1993). En el pais existen 26 tribus, 417 géneros y 3113
especies, de las cuales son nativas aproximadamente 3050 y el 63.8% de éstas (1988) son
endémicas, siendo Michoacan el quinto estado con mayor numero de especies (837)
(Villasefior, 2018). A esta familia pertenece el género Tagetes, de la subtribu Tageteae, que
cuenta con cerca de 55 especies (Soule, 1993), en México esta representado por 26 de ellas,
constituyendo un importante centro de diversidad de dicho género (Turner, 1996). En nuestro
estado, Michoacén, habitan T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. micrantha, T. lucida, T.

lunulata, T. pringlei, T. remotiflora, T. subulatay T. triradiata (Villarreal, 2003).

Las especies del género Tagetes son aromaticas por la presencia de aceites esenciales
contenidos en diferentes estructuras de las plantas, se utilizan en diferentes areas para diversos
fines como preparacion cosmética, medicinal, ornamental y en la agricultura. En general, los
aceites son ricos en hidrocarburos monoterpénicos (ocimenos, limoneno, terpineno, mirceno,
entre otros) y en cetonas monoterpénicas aciclicas (tagetona, dihidrotagetona y tagetenona) que
son los principales odorantes, ademés de cantidades menores de hidrocarburos sesquiterpénicos
y oxigenados compuestos. Dentro de estos grupos, la diversidad quimica es bastante alta. Las
Unicas diferencias notables en la composicion de los aceites esenciales provienen de T. lucida
y T. filifolia, los que estan constituidos mayormente por fenilpropanoides como metileugenol,
metilchavicol y anetol (Akbar et al., 2021).

Los compuestos de los aceites esenciales en las plantas, pueden variar en su composicién y/o
concentracion de acuerdo a la region, tipo de suelo, clima y etapa fonoldgica (Zarate-Escobedo
et al., 2018a). A continuacion, en el cuadro 2 se presentan algunos de los componentes mas
importantes de las especies mas estudiadas de Tagetes, en reportes encontrados en las distintas
bases de datos (Science Direct, PUBMED, Scielo; consultadas en julio 2021).
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Cuadro2.  Compuestos terpénicos y fenilpropanoides de aceites esenciales de algunas
especies de Tagetes.

Especie Compuestos principales Referencia
Acetato de geranilo
B-ocimeno
T. lucida Nerolidol Zarate-Escobedo et al., 2018b
B-cubebeno
Cariofileno
B-ocimeno
a-terpinoleno
Trans-cariofileno
Z-B-ocimenona
DL-limoneno
Piperitenona
B-pineno
car-3-en-2-ona
Cis-anetol
Estragol
P-anisaldehido
B-bisaboleno
Metil eugenol
Espatulenol
Z-B-ocimenona
Dihidrotagetona
E-ocimenona
Z -tagetona
Oxido de cariofileno
T. patula p-cariofileno Alietal., 2016
Espatulenol

T. erecta Rajvanshi y Dwivedi, 2017

T. filifolia Gadban et al., 2020

T. minuta Walia et al., 2020

El aceite esencial de las especies del genero Tagetes tiene muchos usos en distintos sectores.
Son utilizados como antioxidantes (T. patula y de T. erecta) por la gran cantidad de compuestos
fenodlicos (Muhammad et al., 2015), produccion de carotenoides para la industria alimentaria
(T. erecta) para su uso tanto en colorantes vegetales de alimentos para humanos (huevos con
yema amarilla, coloracién de sopas de pasta, piel y grasa amarilla de aves y en reses), como en
la elaboracion de suplementos y medicamentos humanos (capsulas de luteina) (Gupta, 2014),
horticultura ornamental, agricultura organica como bioinsecticida, biofertilizante vy
fitorremediador. A partir de T. erecta y T. patula, se extrae abono organico para la tierra de
cultivo, no so6lo para mejorar la calidad del suelo, sino también para controlar neméatodos en
cultivos. En asociacién con otros cultivos, como el melén, funciona como barrera para atraer

insectos por el colorido de las flores. T. lunulata y T. patula han mostrado efecto tanto fungicida
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como bactericida, mediante la aplicacion directa de extractos acuosos a cultivos agricolas

(Rincén-Enriquez et al., 2012).

2.3.1. Actividad antifungica de Tagetes spp.

Debido al efecto antifungico de muchos de los componentes de los aceites esenciales de plantas,
los derivados de algunas especies de Tagetes, muestran esta actividad contra diversas especies
de hongos (Sellam et al., 2015). El anetol, uno de los componentes principales de varias
especies de Tagetes, se ha demostrado que, al combinarse con otras moléculas en el aceite
esencial, produce una mayor actividad biolégica que en estado puro (Lopez-Lopez et al., 2018).
En los ultimos afios, se ha demostrado el efecto antifungico de los aceites esenciales de Tagetes
spp, de los cuales se han identificado los principios activos responsables de la actividad (Cuadro
3).

Cuadro 3. Ejemplos de terpenos y fenilpropanoides con actividad antifingica de aceites
esenciales de Tagetes spp. (Duke, 2009).
Actividad / . - .
especie T. lucida T. erecta T. filifolia T. minuta
1,8-Cineol Anetol 1,8-Cineol Anetol 1,8-Cineol Acido
Anisaldehido Anisaldehido acético
Cariofileno Citral B-Felandreno
Chavicol Borneol
Linalol Cariofileno
Metil-eugenol Ocimeno
Efecto fungicida | Mirceno Citral
Geraniol
Cimeno
4-Terpinenol
Terpinoleno
Tiofeno
Timol
Efecto Limoneno Limoneno Limoneno
fungistatico Metil-eugenol

Se sabe que los compuestos producidos por las plantas pueden variar en funcion de varios
factores, incluida la parte de la planta de la que se extrae, las temporadas de cosecha, la etapa
de desarrollo de la planta y las fuentes geograficas, asi como la especie (Burt, 2004). Hay
algunas especies de Tagetes que comparten compuestos terpenos volatiles, mientras que otros
compuestos solo se encuentran en una sola especie, es por ello la importancia de estudiar sus

propiedades bioldgicas y relacionar éstas con el contenido de sus compuestos. Las especies con
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efecto antifingico como T. lucida, T. erecta y T. minuta contienen 1,8-cineol y cariofileno; el
anetol y limoneno ha sido reportado para T. lucida y T. filifolia; y el citral en T. filifolia y T.
minuta (Serrato y Quijano, 1993; Barajas, 2009; Duke, 2009).

Aungue por su composicion quimica, los aceites esenciales ademas de su actividad antifungica,
presentan otras propiedades bioldgicas como bactericida, insecticida y nematicida. El aceite
esencial de la parte aérea de especies como T. erecta, T. filifolia, T. patula, T. minuta, T. pusilla
y T. lucida, han mostrado efectiva actividad antifungica contra hongos fitopatdgenos de géneros
diversos como Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Fusarium y Sclerotium (Céespedes et al., 2006;
Barajas-Pérez et al., 2011; Salehi et al., 2018). De las especies T. lunulata y T. micrantha no
hay reportes de su efecto contra hongos fitopatdgenos.

2.3.2 Mecanismos de accion de aceites esenciales de Tagetes spp

La actividad antifungica de los aceites esenciales del género Tagetes se ha demostrado por
diversos mecanismos, aunque son pocas las investigaciones que precisen esta propiedad.
Debido a su alta naturaleza lipofilica y bajo peso molecular son capaces de alterar las
membranas celulares provocando muerte o inhibicion a la esporulacion y germinacion del
hongo fitopatdégeno. Existen cuatro mecanismos principales por los que los aceites esenciales
actuan sobre estos patdgenos (Nazzaro et al., 2017).

Eugenol, metil-eugenol y estragol son fenilpropanoides que se encuentran presentes en
numerosos aceites esenciales en particular en el género Tagetes, causan lesiones en la
membrana fungica como respuesta al estrés oxidativo provocando una peroxidacion lipidica
(LPO) mediada por la cascada de radicales libres (Khan et al., 2011), el limoneno y es trans-
antenol son capaces de inhibir el crecimiento fangico al causar dafios en la pared celular y la
pérdida de citoplasma en hifas (Scorzoni et al., 2017). El eugenol y el timol producen
acidificacion intracelular debido a que estos compuestos inhiben la produccién de la enzima
hidrégeno ATPasa provocando muerte celular (Nazzaro et al., 2017), 1). Los terpenos pueden
tener una funcion clave en la disminucion del contenido mitocondrial, que pueden afectar la
eficacia mitocondrial inhibiendo la accién de las deshidrogenasas mitocondriales,
consecuentemente perturbando el ciclo del acido tricarboxilico (TCA) e inhibiendo la sintesis
de ATP (Zeng et al., 2015).
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2.3.3. Ensayos antifungicos

En diversas investigaciones se han descrito diferentes ensayos antifingicos de los aceites
esenciales del género Tagetes contra hongos fitopatdgenos con la finalidad de determinar las
concentraciones y metodologias mas favorables de la inhibicion del crecimiento de los hongos.
Dentro de los ensayos mayormente utilizados para determinar el efecto antifingico, estan las
técnicas de difusidn, como la que se realiza directa en agar (métodos de hoyos) (Magaldi et al.,
2004) o mediante el uso de sensidiscos (técnica de difusion en disco de Kirby-Bauer) (Bauer et
al., 1966), y la de dilucion, con la que se adiciona el aceite esencial o compuestos, directamente

sobre o en el medio de cultivo.

Existen reportes con ensayos de aceites esenciales como el extraido de una poblacion de Tagetes
lucida realizado por LOpez-L06pez et al. (2018), en el cual se evalud la actividad antimicética
in vitro del aceite esencial contra Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Penicillium
janthinellum y Rhizoctonia solani, utilizando el método de difusion en agar, ensayando diversas
concentraciones del aceite esencial de 1% y 3%, mostrando una reduccion del crecimiento
micelial del 46% para F. oxysporum, 39% en R. solani, 21% en A. niger y 16% en P.
janthinellum, con la concentracién de 1%. Sin embargo, en concentraciones altas de aceite,
como 3%, solo en R. solani se observé la mayor la reduccién del crecimiento micelial (72%).
En otra investigacion, Gakuubi et al. (2016) evaluaron la actividad antifungica con aceite
esencial extraido por hidrodestilacion Tagetes minuta contra los hongos fitopatdgenos
Fusarium oxysporum, F. solani, Aspergillus flavus, A. parasiticus y A. niger, utilizando el
método de difusion en disco, demostrando una alta inhibicion sobre el crecimiento de los

estudiados, con mayor inhibicion sobre F. oxysporum y A. niger.

2.4. Enfermedades fungosas en fresa

Fresa (Fragaria x ananassa) es una planta de tipo herbécea, en tanto el sistema radicular es
fasciculado y se compone de raices y raicillas, es pequefia, de no mas de 50 cm de altura, con
numerosas hojas originadas en una corona o rizoma muy corto que se encuentra a nivel del
suelo y constituye la base de crecimiento de la planta. Las flores son blancas, organizadas en

cimas y tienen céliz de cinco piezas hendidas, cinco pétalos redondeados y numerosos
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estambres y pistilos. El fruto proviene de la agregacidn de numerosos carpelos secos, pequefios,
sobre un receptaculo pulposo hipertrofiado; es de color rojo, de sabor dulce y aroma distintivo.
La cosecha y recoleccidn se llevan a cabo de manera manual debido a que es altamente sensible;
debe cosecharse cada tres dias y manejarse con mucha cautela. En el contexto productivo, la
fresa representa el 1.14% del producto interno bruto (PIB) agricola nacional y el 2.19% de la
produccion de fruta; el 52.21% de la produccidn nacional se destina al mercado externo, por lo
que la fresa es un producto exitoso en el comercio internacional. México es el tercer proveedor

de fresa fresca al mercado internacional (LOpez-Vazquez et al., 2017).

En la fresa cultivada, los numerosos clones o cultivares de diferencias genéticas varian en su
reaccién a los agentes patdgenos. A su vez, una enfermedad o alteracion en una planta se debe
a la interaccion entre el huésped (fresa), el patdgeno (hongos, virus, bacterias, nematodos,
virus), el vector y a las condiciones de desarrollo que favorecen la enfermedad, como suelos

salinos, deficiencias nutricionales, exceso de humedad, sequia u otros.

Las enfermedades fungosas mas importantes de la fresa son las siguientes:

e Verticilosis: Verticillium alboatrum es un hongo que sobrevive en el suelo por 8 a 12 afos,
produce un marchitamiento rapido de la planta en época seca, comenzando por las hojas
periféricas, dafio que generalmente ocurre en el primer afio de la plantacion. La enfermedad
se observa en sectores aislados del plantel y muchas veces es confundida con falta de agua,
porque en realidad es una enfermedad vascular. Al igual que en el caso anterior, es mejor
prevenir (Kirschbaum et al., 2017).

e Moho gris: Botrytis cinerea es un hongo que dafia el fruto produciendo un ablandamiento,
y cuando es muy severo, se cubre completamente con vello gris. Su desarrollo se ve
favorecido con la alta humedad y bajas temperaturas, puede penetrar en el fruto sin
necesidad de heridas y durante la cosecha los frutos sanos pueden ser contaminados con
esporas provenientes de otros infectados. Cualquier factor que tienda a producir dafios como
magulladuras o exceso de manipuleo en la cosecha favorece la propagacion de la
enfermedad (Petrasch et al., 2019).

e Oidio: Sphaerotheca macularis es un hongo muy comun en areas de gran humedad
ambiental y frio. Los 6rganos mas afectados son las hojas, céliz de las flores y frutos. El

sintoma mas caracteristico es el encorvamiento de los margenes de las hojas hacia arriba,
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acompafiado de un velo blanquecino. Si el ataque es muy severo, el envés de las hojas
adquiere un color rojizo. Se recomiendan aplicaciones de fungicidas sistémicos al comienzo
del verano (Claire et al., 2018).

Hay otros hongos que atacan el fruto después de la cosecha, como Rhizopus sp, Rhizoctonia sp,
Fusarium sp, Aspergillus niger, Sclerotinia, Penicillium expansum, entre otros. La mayoria de

los patdgenos se pueden evitar, cosechando y almacenando a bajas temperaturas rapidamente.

La fresa es una planta con gran susceptibilidad a enfermedades por hongos debido a que se
encuentra muy cerca del suelo, al tipo de sistemas de cultivo y en los suelos en los que se suele
establecer se debe de tener un correcto manejo para evitar dafio en el cultivo y por consecuente

pérdidas econémicas.

2.4.1. Neopestalotiopsis spp. en fresa

Neopestalotiopsis, es un hongo que corresponde a la fase anamorfa de Pestalosphaeria o
Neobroomella del filo Ascomycota (Maharachchikumbura et al., 2011), de la clase
Sordariomycetes, orden Xylariales y a la familia Pestalotiopsidaceae, de la cual se describen
alrededor de 220 especies (Senanayake et al., 2015). Neopestalotiopsis (=Pestalotiopsis) se
caracteriza por pertenecer a un complejo de hongos patdégenos oportunistas, algunos de ellos
son saprofitos y endofitos, responsable de la muerte regresiva en diversas plantas, una
enfermedad que consiste en la pérdida progresiva de hojas, ramillas y tallos, causada por una
infeccion que avanza desde el extremo distal al extremo basal o0 de zonas mas jovenes hacia
zonas mas viejas de la planta. Internamente se generan heridas que forman necrosis en haces
vasculares, sintoma conocido como cancrosis de la madera (Sanchez et al., 2003; Alves et al.,
2005; Pérez et al., 2014).

Baggio et al. (2021) han descrito la morfologia colonial y de esporas de distintas especies de
Neopestalotiopsis obtenidas en un brote de mancha foliar y pudricion de la fruta en la fresa de
Florida. Las colonias de hongos eran blancas, circulares con margenes ondulados y algodonosas
en la superficie superior, independientemente del aislamiento. Sin embargo, en el reverso, los
aislamientos de los brotes recientes (Neopestalotiopsis sp.) fueron de color blanco a amarillo

palido y N. rosae fue de luteo palido a naranja. Las esporas de todos los aislamientos fueron
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elipsoides a fusiformes, de cinco células y versicolores con tres células de color medio. Las
células basales y apicales eran hialinas, mientras que la segunda celda de la base tenia un color

marrén claro, la tercera celda era marrén miel y la cuarta celda era marron.

En los ultimos afos se ha reportado una nueva enfermedad en los viveros de plantas de fresa,
la cual se manifiesta en la etapa del trasplante. Las plantas infectadas muestran pudricién parda
de la corona interna y la raiz, causando retraso en el desarrollo, falta de crecimiento y
enraizamiento deficiente. La podredumbre parda de la corona interior y la raiz a veces puede
provocar el marchitamiento y el colapso de las plantas (Figura 1A). Durante la enfermedad, se
han aislado hongos de la raiz y la corona sintomaticas, que, mediante analisis morfoldgicos y
filogenéticos, se identificO a Neopestalotiopsis clavispora como el agente causal de la
enfermedad (Park et al., 2019) (Figura 1B).

En agosto de 2019, se tuvo el primer informe formal en México, de la presencia de una nueva
enfermedad causante de pudricion de raiz en fresa, ya que en el verano del 2018 en el municipio
de Atlixco-Puebla, las plantas de fresa ‘Camino Real' mostraron un hongo poco comdn. Los
sintomas principales son partes areas necroticas principalmente en hojas y tallos, inicialmente
las hojas mostraban decoloracion en toda la superficie laminar, terminando en clorosis y
necrosis en la parte central (Morales-Mora et al., 2019), determinando al agente causal como
una especie del género Pestalotiopsis sp. Rebollar et al. (2020) describen a ésta, como una
nueva enfermedad micoética que afecta a los cultivos de fresa en la zona de Zamora y Jacona,
en Michoacan, del 2017 al 2019. La enfermedad afecta en el trasplante y los factores que
favorecen la presencia de esta enfermedad es la alta humedad ambiental, ellos determinaron un
aislado causal de la enfermedad identificado como Neopestalotiopsis rosae, pero la

determinacion de especie aln esta bajo investigacion.
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Figura 1. Identificacion de Neopestalotiopsis spp. A, Plantas de fresa que presentan
sintomas de la enfermedad causada por Neopestalotiopsis sp.; B, crecimiento de
micelio in vitro de Neopestalotiopsis sp. (Fotografias propias).

2.5. Plantas en estudio (Tagetes spp)

El género Tagetes es un género americano que incluye cerca de 50-55 especies, con distribucién
comprendida desde el suroeste de Estados Unidos hasta Argentina. EI género esta representado
por plantas aromaticas, herbaceas anuales o perennes y subarbustos; con hojas opuestas en la
base de la planta y alternas en la porcion superior, simples, pinnadas o Pinnatisectas (Anaya-
Gutiérrez et al. 2022). Pertenecen a la division Tracheophyta, clase Magnoliopsida, orden
Asterales, familia de las Asteraceae (IBUNAM 2012). Los pigmentos en las flores y los
metabolitos secundarios sintetizados en los 6rganos vegetativos en la mayoria de las especies
de Tagetes les han conferido importancia en la industria agricola, alimenticia, cosmética y
medicinal, entre otras. En este sentido las investigaciones sobre Tagetes se han dirigido
principalmente a la caracterizacién de sus compuestos quimicos debido a la actividad bioldgica

sobre varios organismos patégenos (Tereschuk et al., 1997; Dharmagadda et al., 2005;
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Romagnoli et al., 2005; Céspedes et al., 2006; Pérez-Gutiérrez et al., 2006; Serrato-Cruz et al.,
2008; Barajas-Pérez et al., 2011). En la presente investigacion se utilizaron tres especies: T.

lucida, T. lunulata y T. micrantha.

2.5.1. Tagetes lucida Cavanilles. Icon. [Cavanilles] 3(2): 33, t. 264

Esta especie es conocida de forma comdn como pericon, hierbanis, jericon, pericon vomol y
Santa Maria. Es herbacea perenne, aunque su crecimiento y floracién es en los meses de julio a
octubre en la regidn central de México. Puede llegar a alcanzar ochenta centimetros de altura'y
cuarenta centimetros de anchura, sus flores son de color oro con toques &mbar y marrén, dotadas
de unidades reproductivas hermafroditas (Pérez, 2013) (Figura 2A). En nuestro pais se
distribuye en Aguascalientes, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima, Ciudad de México,
Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos,
Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco,
Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (Villasefior y Espinosa, 1998). Tiene usos
medicinales, ornamentales, el humo de la planta al quemarse se usa para ahuyentar mosquitos,

se utiliza como insecticida (Linares et al., 1999; Marquez et al., 1999).

El efecto bioldgico de algunos de los compuestos mayoritarios del aceite esencial de T. lucida
se encuentra documentado en diversas publicaciones, donde describen propiedades
antiinflamatorias, antibiéticas, antioxidantes, induce resistencia a patégenos y es importante en

la proteccion de plantas aromaticas contra insectos plaga (Adorjan y Buchbauer, 2010).

2.5.2. Tagetes lunulata Ortega. Nov. Rar. PIl. Descr. Dec. 44. (1797)

Es una planta herbacea y anual de hasta 80 cm de altura, se le conoce como cinco llagas o
cocoyatén. Las flores, como en todas las plantas pertenecientes a la familia de las compuestas,
son sésiles dispuestas en un receptaculo formando cabezuelas; estas cuentas con 5 ligulas de
color amarillo o naranja con una marca roja o anaranjada en el centro en forma de V o W, que
define el epiteto lunulata (= en forma de media luna) (Figura 2B) (Calderén y Rzedowski,
2010). Posee un fuerte aroma al estrujar las hojas, el cual es el tipico aroma caracteristico del
cempasuchil comercial (T. erecta) (Pérez, 2013). Se reporta como maleza en Aguascalientes,

Ciudad de México, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacén,
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Morelos, Querétaro, Tlaxcala y Zacatecas (Villasefior y Espinosa, 1998). Es usada como

medicinal, anticonceptivo y ornamental; a veces se cultiva (Heike, 2009).

No hay trabajos previos sobre la actividad biolégica de T. lunulata, sin embargo, los
compuestos presentes en el aceite esencial han sido reportados en otras especies vegetales

demostrando actividad antimicrobiana (Fraternale y Ricci, 2018).

2.5.3. Tagetes micrantha Cavanilles. Icon. [Cavanilles] 4(1): 31, t. 352 (1797)

Es de habito anual, que puede llegar a alcanzar veinte centimetros de altura y es conocida de
forma comdn como anis, anis de campo, anis del suelo, temolillo. La especie se reconoce
facilmente por su baja estatura, olor a anis y pedunculos largos con cabezuelas con 1-2 flores
liguladas blancas (Figura 2C). Se encuentra distribuida en regiones templadas y semiaridas de
México como Baja California, Baja California Sur, Sonora, Chihuahua, Coahuila, Durango,
Zacatecas, Aguascalientes, San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Nayarit, Jalisco,
Michoacan, México, Morelos, Distrito Federal, Puebla, Tlaxcala y Veracruz. Es una planta
medicinal popular, tomado en infusiones contra dolor de estbmago o para resfriados, también

se usa como condimento (Villarreal, 2003).

La actividad bioldgica de T. micrantha no ha sido demostrada, sin embargo, haciendo una

comparativa con la especie que presenta la mayor similitud en la composicion quimica de sus

aceites esenciales T. filifolia, la cual presenta actividad insecticida y microbicida (Camarillo et
al., 2009).

Figura 2. Plantas en estudio en etapa de floraciéon. A, Tagetes lucida; B, T. lunulata; C,
T. micrantha (Fotografias propias).
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3. JUSTIFICACION

El uso de agroquimicos sintéticos para el control de enfermedades en la agricultura
convencional y el desgaste de suelos derivados del uso continuo de éste, han derivado a que
surjan enfermedades emergentes que han representado grandes pérdidas econdémicas para el
sector agrario. Tal es el caso de fresa (Fragaria x ananassa), uno de los cultivos mas
importantes de nuestro pais por el valor de sus exportaciones, que en los dltimos afios ha
presentado una enfermedad micética, la cual ha representado la pérdida de méas del 50% durante
el trasplante de plantulas, determinando que Neopestalotiopsis sp. es el hongo responsable de

la enfermedad.

Una alternativa para su control, es el uso de extractos o compuestos antifingicos derivados de
plantas y algunas especies del género Tagetes como T. lucida, T. lunulata y T. micrantha, que
son abundantes en el territorio nacional, presentan compuestos que han demostrado ser
efectivos contra otros hongos causantes de enfermedades, en cultivos bajo condiciones in vitro,
invernadero y de cielo abierto. El estudiar los extractos de estas especies de Tagetes como
fuente de compuestos antifingicos, contra Neopestalotiopsis sp. en fresa, generara el
conocimiento basico para proponer el control efectivo de la enfermedad.
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4. HIPOTESIS

La actividad antifingica sobre el hongo Neopestalotiopsis sp. causante de la mancha foliar y
pudricion en fresa, es dependiente de los compuestos activos del aceite esencial de cada especie

de Tagetes en estudio.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar la actividad antifungica del aceite esencial de tres especies de Tagetes (T. lucida,
T. lunulata y T. micrantha), contra Neopestalotiopsis sp. causante de la mancha foliar y

pudricién en fresa.

5.1.1. Objetivos especificos

1. Identificar la especie de Neopestalotiopsis sp. del aislado de plantas de fresa, utilizado en los

ensayos in vitro y confirmar su patogenicidad en plantulas de fresas in vitro.

2. Evaluar la actividad antifungica in vitro del aceite esencial de tres especies de Tagetes (T.

lucida, T. lunulata y T. micrantha) sobre Neopestalotiopsis sp.

3. ldentificar y cuantificar los compuestos volatiles de cada aceite esencial de Tagetes, para

determinar los principales compuestos bioactivos.

4. Evaluar el efecto antifangico del aceite esencial de la especie de Tagetes con mayor actividad

antiflngica in vitro, en plantulas de fresa inoculadas con Neopestalotiopsis sp.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Aislamiento del hongo Neopestalotiopsisspa Recolecta de parte aérea de Tagetesmicrantha, T.
| partir de segmentos e plantas de fresa, | |uciday T. lunulata
cultivadas en campo (Preparar ejemplares para herbario)
Caracterizacion Obtenci6n de aceites esenciales mediante

molecular de la especie hidrodestilacion

; . ' Identificacion y cuantificacion de los
. Confirmacion de | - principales compuestos volates de cada aceite
patogenicidad en plantulas i esencial (CG-EM) '

de fresa invitro

/
i
|

. Determinacion de la actividad antifingica en |
i (Clsq, Clg) |

Evaluacion cel efecto antifingico del aceite
esencial con mayor actividad antiftingica, en
plantulas de fresa trasplantadas en agrolita.
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7. RESULTADOS

7.1. CAPITULO 1. Aislamiento y caracterizacion del hongo fitopatdgeno
Neopestalotiopsis sp. de plantas de fresa (Fragaria x ananassa) Cv. Albidn

Resumen

Para el aislamiento, identificacion y caracterizacion molecular del hongo fitopatdgeno
Neopestalotiopsis sp. se tomaron 15 segmentos de raiz y corona de plantas de fresa (Fragaria
x ananassa) Cv. Albién previamente desinfectados, obteniendo 40 aislados preliminares en
medio Papa Dextrosa Agar (PDA) con antibiéticos (0.1 g/L de Estreptomicina y 0.25 g/L de
Ampicilina) e incubados a temperatura ambiente (25 + 2 °C) en oscuridad. Después de 10 dias
de incubacion se analizé la morfologia colonial y microscopica de cada aislamiento, observando
coincidencia morfolégica tipica de uno de los aislados, ya que presentd micelio de color blanco
algodonoso con crecimiento ondulatorio, después de 15 dias de crecimiento, el reverso de la
colonia se torno de color amarillo claro, intensificAndose después de 10 dias de crecimiento. A
los 20 dias desde el aislamiento, se formaron conidiomas de color negro sobre el micelio,
conteniendo macroconidios que presentaron cinco celdas donde la basal y la apical son hialinas
y las tres celdas medias de diferentes tonos de café. Ademaés, los conidios presentan tres
apéndices apicales hialinos. Para la identificacion se realizé la amplificacion y secuenciacion
de dos regiones genéticas ITS (ITS1, ITS4) y mediante el analisis BLAST se obtuvo una
identidad del 100 % con Neopestalotiopsis clavispora en el NCBI GenBank. Con el fin de
corroborar la patogenicidad de este hongo, se realizaron ensayos con la inoculacién de esporas
en plantas de fresa (Fragaria x ananassa Cv. Aromas) in vitro, aplicando dos volimenes (10
uL y 25 pL) de una suspension de esporas (1x10% esporas/mL) en el centro de la corona en
plantas completas. Como control negativo se inoculé un volumen igual de agua destilada esteéril.
Desde las 36 horas, se observo la presencia de micelio en el sitio de la inoculacion y la aparicion
de manchas en los bordes de las hojas de color café-6xido y principios de necrosis en la corona
y raices. Con el indculo de 25 pL, los sintomas de la enfermedad causada por Neopestalotiopsis
fueron mayores, presentandose indices mas altos de necrosis en la corona y en los peciolos, asi
como manchas mas claras en los bordes de las hojas. No se observaron cambios en las plantas
de fresa no inoculadas. Estos resultados confirman el género y especie (N. clavispora) del

aislado de plantas de fresa, el cual tiene la capacidad de infectar plantulas de fresa.

Palabras clave: Caracterizacion molecular, fresa, hongo, Neopestalotiopsis, patogenicidad.
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Introduccion

El nombre de este género de hongos (Neopestalotiopsis) proviene de otros previamente
clasificados como Pestalotia y Pestalotiopsis, cuyos nombres fueron dedicados al médico y
botanico italiano Fortunato Pestalozza desde 1839. Fue llamado asi por su similitud
morfoldgica con Pestalotiopsis, el primer reporte de identificacion del patdgeno en el cultivo
de fresa se realiz6 en Espafia por Chamorro (2016).

Seis reportes adicionales fueron documentados en Bélgica, Bangladés, Italia, Uruguay,
Argentina y México a partir del afio 2017 hasta el 2019. Existen gran variedad de fenotipos en
este género fungico, por lo que se debe recurrir a la similitud morfoldgica para identificarlos
(Maharachchikumbura et al., 2011).

Una estructura diferencial de este género son sus macroconidios, los cuales tienen cinco celdas
de diferentes tonos de café, ademas de tener apéndices apicales, estas estructuras permiten la
facil diseminacion e infeccion. Presenta estructuras protectoras para los conidios denominadas
conidiomas las cuales son unas esferas cafés obscuro a negras que se encuentran por encima
del crecimiento del micelio (Agrios, 2005). De forma general, el género Neopestalotiopsis tiene
conidios cilindricos que miden alrededor de 22 a 30 micrometros (ium) con una leve curvatura
en los extremos.

En México, particularmente en los Gltimos afios se ha reportado esta enfermedad en los viveros
de plantas de fresa, especialmente en la etapa del trasplante, y durante la enfermedad, se han
aislado hongos de la raiz y la corona sintométicas, que, mediante analisis morfologicos y
filogenéticos, se identificd a N. clavispora como el agente causal (Park et al., 2019). Desde el
2019 se tuvo el primer informe formal en Meéxico, en plantas de fresa ‘Camino Real'
determinando inicialmente a Pestalotiopsis sp., como al agente causal que posteriormente fue
identificado como N. rosae (Rebollar et al., 2020).

Es por ello, laimportancia de realizar aislados de plantas de fresa con sintomas de la enfermedad
para mediante estudios macro y microscépicos, asi como por herramientas moleculares,

caracterizas la especie y determinar su patogenicidad en plantulas de fresa, durante el trasplante.
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Materiales y métodos

Aislamiento del hongo fitopatégeno Neopestalotiopsis sp.

La recolecta de plantas de fresa con sintomatologia fungica se realiz6 en invernaderos de
Guarachanillo, municipio de Zamora, Michoacan (19°50°28.5""N — 102°23"01.10), en el mes
de junio de 2021 (Figura 3A) y se mantienen a 4 °C. Los sintomas que describen la enfermedad
causada por este hongo, son la aparicion de manchas foliares el secado del borde de las hojas
jovenes, el cual avanza hasta la mitad del area de las mismas (Figura 3B). Después, se visualizan
estos sintomas en las hojas viejas y si las condiciones ambientales favorecen el desarrollo de la
enfermedad, la planta se marchita y muere. Las plantas que estan severamente infectadas
presentan hojas y flores completamente secas y raices negras. Los sintomas en la corona
consisten en la decoloracion o &reas marrones necroticas tanto en la corona como en la raiz
(Figura 3C).

Figura 3. Produccion de planta de fresa. A, Invernadero en Guarachanillo, Zamora, Mich.;
B, Planta de fresa infectada por Neopestalotiopsis sp.; C, Corona de fresa con
Necrosis.
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Para el aislamiento, se tomaron fragmentos de raiz y corona previamente desinfectados
empleando el protocolo de desinfeccion descrito por Chauhan et al. (2019), que consiste en
cortar segmentos de material vegetal de 1 cm de longitud, los que se colocan en medio papa-
dextrosa-agar (PDA) con antibioticos (0.1g/L de estreptomicina y 0.25¢g/L de ampicilina),
incubandolos a 25 °C hasta la formacion de conidios. Existen gran variedad de fenotipos en
este género fungico, por lo que se debe recurrir a la similitud morfoldgica en los conidios tanto
para agrupar al género como subdividirlo por especies. La agrupacion por especies se basa en
el largo y ancho de conidios, numero de septos, color de septos, numero y largo de flagelos
(Maharachchikumbura et al., 2011). Presenta estructuras protectoras para los conidios
denominadas conidiomas (Agrios, 2005).

El tipo de conidioma en este genero puede ser variable dependiendo de la especie desde un
acervulo hacia un picnidio reconocible a simple vista como puntos de color café oscuro a negro
(Maharachchikumbura et al., 2011). De forma general, el género Neopestalotiopsis tiene
conidios cilindricos que miden alrededor de 22 a 30 micrometros (um) con una leve curvatura

en los extremos.

Extraccion de ADN genomico, amplificacion y secuenciacion por PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) de Neopestalotiopsis sp.

El aislado de Neopestalotiopsis sp. obtenido de plantas de fresa se cultivo en medio Caldo Papa
Dextrosa en camara de incubacion con agitacion durante 8 dias a 25 + 2°C, despues se filtra el
micelio en papel filtro y se lava con agua destilada estéril libre de nucleasas para eliminar el

exceso de caldo de cultivo, se conserva en congelacion a -20°C.

El ADN gendmico total se extrajo utilizando el método descrito por Kuramae-Izioka (2008), se
pulverizaron 100 mg de micelio en mortero con nitrégeno liquido para evitar la descongelacion.
El micelio pulverizado se transfirio en tubos eppendorf de 1.5 ml (manteniéndolos sumergidos
en nitrégeno liquido para evitar descongelacion), el cual se resuspendié con 600 uL de solucion
buffer de extraccién (Tris pH 8.0 100 mM, EDTA pH 8.0 50 mM, NaCl 500 mM, B-
mercaptoethanol 10 mM, SDS 1%) y 6 uL de B-mercaptoethanol 10 mM, incubando 30 min a

65 °C. Se le agreg6é medio volumen de acetato de potasio 5 M (300 uL), mezclando gentilmente
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y se incub6 en hielo durante 30 min. Posteriormente, se llevé a centrifugacion a 10,000
gravedades por 10 min a 4 °C y se transfirié el sobrenadante a un tubo de 1.5 mL estéril. Se
afiadié un volumen igual (600 pL) de cloroformo-isoamilico (25:1) y se mezclé perfectamente.
De nuevo, se llevo a centrifugacion a 10,000 gravedades por 10 min a 4 °C y se transfirio el
sobrenadante a un tubo de 1.5 mL estéril. Se agreg6 un volumen igual (600 uL) de isopropanol
para precipitar el ADN y se centrifug6 a 10,000 gravedades por 10 min a 4 °C, para descartar
el sobrenadante, conservando el precipitado, el cual se lavo con 1000 pL de etanol. Finalmente,
se centrifugé a 7500 gravedades por 5 min y se retird el sobrenadante, para resuspender la
pastilla en 30 uL con agua libre de nucleasas, a la cual se le afiadieron 2 uL de RNasa (libre de
DNasas) (40 ug/mL) e incubando por 45 min a 37 °C.

Las regiones del gen espaciador transcrito interno (ITS) del ADN genomico total se
amplificaron mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los pares de
cebadores ITS. La mezcla de PCR estuvo compuesta por 17.45 uL de agua libre de nucleasas,
2.5 uL de buffer (Tris-HCI 200 Mm, Ph 8.4; KCI 500Mm), 0.75 uL Cloruro de magnesio 50
mM, 1 uL de cada uno de los cebadores (ITS-D y ITS-R) 10ppm/v, 1uL dNTP’s 2.5 mM, 1 pL
DNA fangico, 0.3 Taq Polimerasa 5 U/uL. La reaccion en cadena de la polimerasa se realizo

con las siguientes condiciones descritas en el cuadro 4, en el termociclador:

Cuadro4. Condiciones térmicas de PCR para cebadores ITS, para la caracterizacion del
hongo aislado de fresa.

N° de ciclo Paso Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 94 °C 2 min
Desnaturalizacion 94 °C 30s

30 Alineacion 60 °C 45 min
Extension 72°C 30s

1 Elongacion final 72 °C 10 min
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Pruebas in vitro de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad de Neopestalotiopsis sp. se realizaron en plantulas de fresa
micropropagadas en medio de Murashige y Skoog (1962) sin reguladores de crecimiento de 28
dias de cultivo. Estas fueron trasplantadas en agar agua (10 g/L, pH 5.7) manteniendo
condiciones de asepsia in vitro, en las que se inoculd una suspension de esporas con una
concentracion de 1x10° esporas/mL en agua destilada estéril, en plantulas completas y en
segmentos de corona con 10 pL y 25 pL, las que se mantuvieron bajo condiciones no
controladas de luz y temperatura (laboratorio). Los sintomas causados por el hongo, se

observaron a los 7 dias después de la inoculacion.

Resultados y discusién

Aislamiento del hongo fitopatogeno Neopestalotiopsis sp.

Se tomaron 15 segmentos de plantas de fresa (Fragaria x ananassa Cv. Albion) con
sintomatologia fungica (Figura 4A y 4B) y de éstos se obtuvieron 40 aislados preliminares de
hongos (Figura 4C), mediante microcultivo (Figura 4D) se observaron estructuras fangicas
completas con las que se confirmaron caracteristicas del género Neopestalotiopsis, mediante
examinacion morfologica (Figura 4E). Rebollar et al. (2020) describe la morfologia colonial y
pigmentacion de Neopestalotiopsis rosae obtenida de segmentos de planta de fresa en el Valle
de Zamora, Mich., con un micelio de color blanco algodonoso y color crema-rosado en el enves,

con formacion de conidiomas a los 10 dias después de la siembra (25 °C).

La morfologia microscopica la describe con hifas hialinas septadas, los primeros acérvulos
hialinos/amarillos, volviéndose negros con la edad, con la presencia de macroconidios con
cinco celdas, de las cuales, la basal y la apical son hialinas, la segunda celda basal es de color
marron claro, la tercera celda es de color marrén obscuro y la cuarta celda es de color marrén

obscuro, los conidios también presentan 3-4 apéndices apicales.

Para la identificacion, se obtuvieron cepas tipo de Neopestaliotiopsis del departamento de
sanidad vegetal de vivero de fresa de la empresa Driscoll’s ® con la finalidad de realizar
comparaciones macro y microscopicas de los aislados obtenidos de los segmentos de fresa. La

morfologia de estas cepas tipo, muestra una de tipo colonial con micelio denso, circular, margen
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rugoso blanco, después de dos semanas, plano o derramado en la superficie, sin micelio aéreo

y color amarillo en el envés (Figura 5A), presencia de macroconidios con cinco celdas (Figura

5B) y con formacion de conidiomas negros después de 20 dias de la siembra en PDA (25 + 2
°C) (Figura 5C).

Figura 4. Identificacion fungica por el método de siembra directa en agar PDA con
antibidticos. A y B, Siembra directa de segmento de planta. C, Primer
aislamiento. D, Microcultivo. E, Microscopia oOptica, tincion con azul de fenol
40x.

Con el analisis de la morfologia microscopica del aislado en la presente investigacion, se
observaron hifas de color amarillo claro, septadas cenociticas, macroconidios de 2 pm, con
cinco celdas, de las cuales, la basal y la apical son hialinas, la segunda celda basal de color
marron claro, la tercera celda de color marron miel y la cuarta celda de color marrén obscuro.
Los conidios también presentaron apéndices apicales. De los 40 aislados preliminares, solo uno
de ellos mostrd caracteristicas morfoldgicas macroscépicas y microscopicas tipicas de lo

descrito por otros autores y al compararla con la cepa tipo.
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El micelio es de color blanco algodonoso con crecimiento ondulatorio, después de 15 dias de
crecimiento, el reverso de la colonia se torna de un color amarillo claro, intensificandose al
pasar el tiempo (Figura 5d), después de 10 dias de crecimiento en medio PDA a temperatura
ambiente (25 £ 2 °C) en la obscuridad se formaron los conidiomas por encima del micelio, los
cuales son unas pequefias esferas de color negro (Figura 5F) en donde se encuentran los
macroconidios, estos presentan cinco celdas donde la basal y la apical son hialinas y las tres
celdas medias de diferentes tonos de café, ademas los conidios presentan tres apéndices apicales
hialinos (Figura 5E).

Figura b. Cepa tipo de Neopestalotiopsis spp. A, Morfologia macroscopica; B,
Macroconidio 40x; C, Conidiomas. Neopestalotiopsis sp. aislado de segmentos
de plantas de fresa. D, Morfologia macroscépica; E, Macroconidio 40x; F,
Conidiomas.

Neopestalotiopsis sp. es un problema nuevo de enfermedades fungicas en el cultivo de fresa, ya

que antes solamente era considerado como un hongo oportunista y saprofito; no obstante, desde
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hace unos afos se ha encontrado atacando fuertemente a cultivos de fresa y otras frutillas, por
lo que su aislamiento, identificacion y caracterizacion es de gran importancia, sobre todo para
realizar estudios que inhiban su crecimiento con la aplicacion de aceites esenciales de plantas,
como los de Tagetes spp. (Baggio et al., 2021).

Extraccion de ADN genomico, amplificacion y secuenciacion por PCR de
Neopestalotiopsis sp

La identificacion se realiz6 mediante amplificacion y secuenciacion de dos regiones genéticas
ITS (ITSL, ITS4) (Figura 6) (White et al. 1990) (numero de acceso de GenBank—aun no
registrado--) El analisis BLAST mostré una identidad del 100 % con Neopestalotiopsis
clavispora en NCBI GenBank (Cuadro 5).
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Figura 6. Electroferogramas. A, Secuencia de la region ITS1 de RNA ribosomal; B, Secuencia
de la region ITS4 de RNA ribosomal.

Chamorro et al. (2016) publicaron el primer reporte de pudricion de raiz y corona de fresa

causado por N. clavispora en la region de Huelva, Espafia donde fue aislado y caracterizado.
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La identificacion como N. clavispora fue confirmada por amplificacion y secuenciacion de tres
regiones genéticas: ITS [(ITS1, 5.8S, ITS2) (nimero de acceso de Gen Bank KU096879), B-
tubulina (KU096880) y el gen tefl (KU096881) con una identidad del 98 a 99 % de tres
aislamientos. Este mismo patdgeno ha sido reportado en arandano en Chile (Espinoza et al.,
2008) y en Uruguay (Gonzélez et al., 2012).

Cuadro5.  Resultado del analisis BLAST de las secuencias de nucle6tidos obtenidos por
PCR en NCBI GenBank.

Descripcién Cobertura Identidad
:\;itlJaptzs\t/?/Igggpsis clavispora 97% 100%
:\;(e)faptzs\tl?/lﬁ;igpsis clavispora 97% 100%
:\;(e)faptzs\tl?/lﬁgzpsis clavispora 97% 100%
solae 1zad0068. 99.64%
solae DMWAOS0 T 9T 99.46%
solate Wh10o || 9T 9.27%

La exportacion de plantas de fresa para la produccion de este cultivo ha originado la
diseminacion de enfermedades a diversas regiones del mundo. Los hongos fitopatdégenos son
de fécil adaptabilidad a nuevas condiciones ecoldgicas, sumando el deterioro de la rizosfera
provocada por un mal manejo de plagas y enfermedades (Xie et al., 2020). Por lo que el aislado
del hongo causante de pudricion de raiz y corona de las plantas de fresa obtenidas en este trabajo
corresponde a N. clavispora, la importancia de la identificacion molecular de las especies
patdgenas permite identificar el origen, patogenicidad y caracteristicas y asi proponer medidas

de control para proteger a los cultivos.

Pruebas in vitro de patogenicidad

El grado de infeccidn de las pruebas de patogenicidad de N. clavispora sobre plantulas de fresa
(Fragaria x ananassa Cv. Aromas) cultivadas in vitro después de siete dias de la inoculacion,

mostré diferencias entre dos volumenes utilizados para la inoculacion (10 y 25 pL). Los
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controles de los tratamientos no mostraron sintomatologia de la enfermedad (Figura 7A'y 7B).
Con el in6culo de 10 pL de suspension de esporas, las plantulas completas presentaron
crecimiento del micelio y la presencia de manchas en los bordes de las hojas de color café-
oxido y poca afeccidn en coronas y raices (Figura 7C), en la corona de fresa inoculada con 10
WL de la suspension, se presento crecimiento del micelio y principios de necrosis de corona y
raiz (Figura 7D). En el caso de los ensayos con 25 pL de indculo, las afecciones fueron mayores,
presentandose un dafio mayor en la corona y peciolos de la plantula completa (Figura 7E), asi
como manchas en los bordes de las hojas y en la corona se observo necrosis de los tejidos
(Figura 7F).

Las lesiones presentadas en las plantulas de fresa en este ensayo corresponden con lo descrito
para la enfermedad fungica, marchitez de hojas con coloracién café-6xido, lesiones necréticas
de corona y raiz (Chamorro et al., 2016; Sigillo et al., 2020). El patdgeno se re-aislo para
confirmar el postulado de Koch, demostrando que N. clavispora fue el responsable de la mancha
foliar y pudricién en fresa como se informo por primera vez en Espafia (Chamorro et al., 2016).
La patogenicidad de esta especie es debida a sus estructuras de resistencia y a la produccion de

metabolitos fitotdxicos como la afritoxinona B, afritoxinona A y oxisporona (Xie et al., 2020).
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Figura 7. Pruebas de patogenicidad de Neopestalotiopsis clavispora en plantulas y coronas
de fresa después de 7 dias de incubacién. A, Plantula de fresa control; B, Corona de fresa
control; C, Plantula de fresa inoculada con 10 pL de suspension; D, Corona de fresa inoculada
con 10 pL de suspension de esporas; E, Plantula de fresa inoculada con 25 pL de suspension;
F, Corona de fresa inoculada con 25 pL de suspension de esporas.

Conclusion

El aislado obtenido de segmentos de planta de fresa que presentaron sintomatologia propia de
la enfermedad corresponde de acuerdo a la morfologia macroscépica y microscopica para el
género Neopestalotiopsis, obteniendo como resultado de la caracterizacion molecular, la

especie N. clavispora, confirmando su patogenicidad en plantulas de fresa.

Estos resultados confirman el género y especie (N. clavispora) del aislado de plantas de fresa,

el cual tiene la capacidad de infectar plantulas de fresa.
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7.2. CAPITULO 2. Efecto antifuingico sobre Neopestalotiopsis clavispora y perfil
guimico de los aceites esenciales de tres especies de Tagetes (T. lucida, T. lunulatay T.
micrantha)

Resumen

Para la determinacidn del efecto antifungico de los aceites esenciales de tres especies de Tagetes
(T. lucida, T. lunulata y T. micrantha), estos se obtuvieron mediante hidrodestilacion en un
equipo tipo Clevenger, a partir de la parte aérea (tallos, hojas y flores). La actividad antifingica
se realizo por el método de difusion en pozos, utilizando cajas Petri con medio papa-dextrosa-
agar (PDA). En cada pozo se vertieron 50 pL de cada uno de los aceites esenciales,
resuspendidos en dimetilsulféxido (DMSO, 1%) a una concentracion de 10 mg/mL, realizando
los ensayos con discos de micelio de 0.5 cm de didmetro del hongo en estudio
(Neopestalotiopsis clavispora), cultivado previamente por 8 dias en medio PDA. Como control
positivo se empleo el fungicida comercial Captan® (2.0 mg/mL) y como control negativo la
solucion vehiculo DMSO 1%. Los resultados se reportan como porcentaje de inhibicion,
determinando el crecimiento micelial (mm) a los 8 dias del cultivo, a 2842 °C. Se determiné la
concentracion inhibitoria media (CLso) y total (CL10o), para seleccionar el aceite esencial con
mayor actividad antifungica. Se realizd un andlisis de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM) para la identificacion y cuantificacion de los compuestos
volatiles de cada aceite esencial. Los rendimientos de los aceites esenciales de T. micrantha y
T. lucida fueron del 0.2% e inferior a éste, en T. lunulata, con 0.1%. El aceite esencial de T.
micrantha tuvo el mayor efecto antifingico sobre N. clavispora, presentando los valores mas
bajos de CLso y CLioo (CLs0=0.061 pg/mL, CLioo = 0.135 pg/mL). En cada aceite esencial se
observo un perfil diferente de compuestos volatiles, observando al estragol y anetol como los
mayoritarios del de T. micrantha, que representan el 89.1 % del total del aceite; el estragol y el
metileugenol en T. lucida, que representan el 83.98 % del aceite; y, el B-ocimeno, el a-thujeno
y pinenona, los mayoritarios de T. lunulata, que representan el 55.54 % de este aceite. Estos
resultados sugieren que la mezcla de los compuestos estragol y anetol, presentes en el aceite

esencial de T. micrantha, son los responsables del mayor efecto antifingico sobre N. clavispora.

Palabras clave: Aceite esencial, antifungicos, Neopestalotiopsis, Tagetes, Volatiles.
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Introduccion

Tagetes es un género de plantas de la familia Asteraceae, del cual diversas especies son
ampliamente utilizadas en la medicina tradicional mexicana, debido al contenido de compuestos
del aceite esencial, que presentan propiedades antimicrobianas como los monoterpenos
(ocimeno, limoneno, terpineno, mirceno, etc.), cetonas monoterpénicas aciclicas (tagetona,
dihidrotagetona y tagetenona), sesquiterpenos y fenilpropanoides (estragol, metileugenol, etc.),
responsables del olor de este tipo de aceites esenciales (Zitzelsberger y Buchbauer, 2015;
Sharifi-Rad et al., 2017). Las especies de T. lucida, T. lunulata y T. micrantha, son plantas que
crecen hasta su floracion en la época de lluvias en el municipio de Morelia (Michoacan,
Meéxico), de las que puede recolectarse material para obtener los aceites esenciales.

Se sabe que los compuestos producidos por las plantas pueden variar en funcion de muchos
factores, incluida la especie, la parte de la planta de la que se extrae, las temporadas de cosecha,
la etapa de desarrollo de la planta y las fuentes geograficas. Las propiedades bioldgicas de varias
de estas plantas afectan a diversos organismos, desde bacterias, virus, hongos, nematodos,
acaros e insectos, inclusive otras especies de plantas (Cubillo et al., 1999; Serrato y Quijano,
2003).

Aunque son pocas las especies de Tagetes en las que se han descrito propiedades contra hongos,
las mas ampliamente estudiadas son Tagetes erecta y T. lucida, contra hongos fitopatogenos de
géneros diversos como Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Fusarium y Sclerotium (Céspedes et
al., 2006; Avila-Sosa et al., 2010; Barajas-Pérez et al., 2011; Salehi et al., 2018). En nuestro
grupo de trabajo, se ha estudiado el efecto fungicida del aceite esencial de T. lucida,
demostrando su actividad sobre diversos hongos como Botrytis cinerea, hongo causal del moho
gris en plantas y frutos de fresa, asi como otras frutillas como zarzamora, frambuesa y ardndano
(Céspedes et al., 2006; Fulgencio-Negrete, 2013; Cazarez-Chavez, 2017). No se han realizado
estudios con el aceite esencial de Tagetes spp para determinar la actividad antifungica sobre N.
clavispora, hongo responsable de la pudricién parda de la corona interna y la raiz en fresa (Park
et al., 2019), una nueva enfermedad micética que afecta a los cultivos de fresa en la zona de
Zamora y Jacona, en Michoacén, del 2017 al 2019 (Rebollar et al., 2020).

El aceite esencial de las tres especies en estudio (T. lucida, T. lunulata y T. micrantha) se
presenta con un alto potencial para determinar el efecto antifdngico sobre N. calvispora, asi

como analizar el perfil quimico de sus componentes volatiles para realizar una relacién entre
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los compuestos mayoritarios de éstos y su actividad antifungica, objetivo de la presente
investigacion.

Materiales y métodos

Recolecta de material vegetal

La recolecta se realizd de las partes aéreas (tallos, hojas y flores) de tres especies de Tagetes
(T. lucida, T. lunulata y T. micrantha) (Figura 2) en los alrededores de la presa de Cointzio,
municipio de Morelia, Michoacan (19°37°46.6”’N - 101°14°48.8°’0), en los meses de agosto a
octubre de 2021. De cada especie de Tagetes se recolectaron 1000 g de la parte aérea, la cual

se sometid a limpieza con agua corriente y se dejo secar a temperatura ambiente.

Especimenes de herbario

Cada espécimen de cada especie de Tagetes (T. lucida, T. lunulata y T. micrantha) fue
herborizado (Figura 8) y analizado en el herbario de la Facultad de Biologia de la Universidad

Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, para confirmar cada especie.

Figura 8. Ejemplares de plantas de Tagetes. A, Tagetes micrantha; B, Tagetes lunulata; C,
Tagetes lucida.
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Obtencion por hidrodestilacion de aceites esenciales

El aceite esencial de cada especie de Tagetes, se obtuvo de 1000 g de materia fresca, mediante
un equipo de hidrodestilacion tipo Clevenger (Figura 9A), mezclando 200 g de muestra por
cada 1500 mL de agua por cada extraccion, a una temperatura de 90 °C (3-4 h). El aceite
esencial fue separado del aceite esencial/agua por particion liquido-liquido en un embudo de
separacion (Figura 9B) y removido con micropipeta (Torres-Martinez et al., 2018). El aceite
esencial de cada especie, fue almacenado a 4 °C en oscuridad, hasta su analisis por

cromatografia de gases-espectrometria de masas, asi como la actividad antifangica (Figura 9C).

Figura 9. Obtencion de aceites esenciales. A, Hidrodestilador tipo Clevenger; B, Embudo
de separacion; C, Aceites esenciales de las tres especies de Tagetes.
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Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM)

La cuantificacion e identificacion de compuestos volatiles, particularmente terpénicos y
fenilpropanos, fueron analizados por CG-EM siguiendo la metodologia descrita por Torres-
Martinez et al. (2014), en el Laboratorio de Ecologia Quimica del Instituto de Investigaciones

en Ecosistemas y Sustentabilidad de la UNAM, campus Morelia.

Un volumen de 1 pL se inyecto en un equipo de cromatografia de gases (Agilent Technologies
7890A) acoplado a un detector de masas (Agilent 5975C), utilizando helio como gas portador,
con un flujo de 1 mL/min, con una inyeccion dividida (50:1) a una temperatura de 250 °C en
columna capilar no polar HP 5MS (30 m x 0.25 mm de diametro interno x 0.25 um), en las
siguientes condiciones: temperatura inicial de 50 °C, seguida de una rampa de 5 °C/min para
alcanzar una temperatura de 280 °C durante 1 min; y de otra rampa de 25 °C/min para elevar la
temperatura a 380 °C, durante 3 min. El tiempo de ejecucion fue de 50 min, con una velocidad
de flujo de 1 mL/min, con un voltaje de ionizacion de 70 eV, a una temperatura de interfaz de
250 °C, en modo SCAN, y a un intervalo de masa de 50-500 m/z.

El porcentaje de los componentes de los aceites esenciales se determind mediante la integracion
de las areas de pico, los valores mostrados corresponden al valor promedio de tres inyecciones.
Los compuestos se identificaron mediante la comparacion de sus indices de retencidn, en
relacion con los de los n-alcanos C8-C20, y por comparacion con una biblioteca de espectros
de masas con la biblioteca de espectros de masas NIST02 (por sus siglas en inglés, National
Institute of Standards and Technology), asi como por la comparacion de sus indices de retencion
con los descritos por Adams (2007). La determinacion cuantitativa se basé en el recuento total

de iones detectado por el CG-EM.

Determinacion de la actividad antifangica in vitro

La actividad antifungica se realizé con el método de difusion en pozos “agar well diffusion
assay”, utilizando cajas Petri con medio PDA (Magaldi et al., 2004). En cada pozo se vertieron
50 uL de cada uno de los aceites esenciales, previamente resuspendidos en dimetilsulfoxido
(DMSO, 1%) a una concentracion de 10 mg/mL, realizando los ensayos con discos de micelio
del hongo (0.5 cm de didmetro) bajo estudio. Para seleccionar el fungicida como control

positivo, se realizaron ensayos con tres fungicidas comerciales (Tecto60®, Cercobin® y
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Captan®) determinando la concentracién letal total (CL1oo). Para el control negativo se aplicd
la solucion vehiculo de DMSO 1%. Los resultados se reportan como porcentaje de inhibicion,
determinando el crecimiento micelial (mm) a los 8 dias de los cultivos mantenidos a 28 + 2 °C,
calculado de acuerdo a la formula reportada por Rutiaga (2001): Inhibicion (%) = (crecimiento

de control — crecimiento de tratamiento) x 100 crecimiento de control.

Resultados y discusion

Rendimiento de los aceites esenciales

Los porcentajes de rendimiento de cada uno de los aceites esenciales por cada 1000 g de
material fresco se presentan en el cuadro 6, observando que los mayores rendimientos los
presentaron los aceites esenciales de T. micrantha y T. lucida, en comparacion al de T. lunulata
(Cuadro 6).

Cuadro 6. Rendimiento de los aceites esenciales de tres especies de Tagetes (T.
micrantha, T. lucida y T. lunulata) obtenidos por hidrodestilacién.

Especie vegetal Volumen del aceite Rendimiento del aceite esencial
P g esencial (ML) (%)
TAGETES 2 0.2
MICRANTHA
TAGETES LUCIDA 2 0.2
TAGETES 1 0.1
LUNULATA

En otras investigaciones, se han reportado rendimientos similares del aceite esencial de T.
lucida del 0.26 % de plantas en floracion recolectadas en México (Garrido et al,. 2013). Para
T. micrantha y T. lunulata no existen referencias de rendimientos de extraccion del aceite
esencial por hidrodestilacion ni con otras metodologias, por lo que no hay referencia para la
comparacién con los rendimientos obtenidos en este trabajo. El porcentaje de rendimiento
depende de diversos factores, como la altitud, latitud, tipo de suelo, de las condiciones
climaticas y del estrés de la planta, la edad y la fenologia de la planta, asi como de los ecotipos

0 quimiotipos de cada especie, lo que resulta en la variacién del contenido de los compuestos
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volatiles terpénicos en los aceites esenciales de algunas plantas (Barra et al., 2009; Moriconi et
al., 2009). Los porcentajes de los aceites esenciales obtenidos para las tres especies de Tagetes,
concuerdan con lo reportado en general para plantas medicinales aromaticas, en las que se

obtienen en un rango de 0.1 a 1 % mayormente (Butnariu y Sarac, 2018).

Actividad antifingica in vitro de los aceites esenciales de Tagetes spp

En los ensayos para evaluar la inhibicion del crecimiento del micelio de Neopestalotiopsis
clavispora, se emplearon los aceites esenciales de las tres especies de Tagetes a evaluar (T.
micrantha, T. lucida y T. lunulata) en diferentes concentraciones para determinar la CLso €
CLuoo; se utilizo6 DMSO a 1% como control negativo y el fungicida comercial Captan® como
control positivo. Las concentraciones efectivas fueron de 0.004 hasta 0.127 pg/mL para T.
micrantha con una CLso = 0.061 pg/mL y una CLigo = 0.135 pg/mL (ver figura 10); de 0.004 a
0.143 pg/mL, con una CLsp = 0.08 ug/mL y una CLioo = 0.16 ug/mL para T. lucida (ver figura
11); y de 0.065 hasta 0.218 pg/mL, con una CLso = 0.1 pg/mL y una CLioo = 0.2 pg/mL para
T. lunulata (ver figura 12). Estos resultados demuestran una alta actividad antifingica del aceite

esencial de T. micrantha.
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Figura 10.  Inhibicion del aceite esencial Tagetes micrantha sobre N. clavispora. A,
Porcentajes de inhibicién con diferentes concentraciones de AE. B, Curva de
inhibicion y andlisis de tendencia para la obtencion de Clsp € CLioo. C,
Bioensayos in vitro con el método difusion en pozos en PDA. Control (-) Dimetil
sulfoxido 1%. Control (+) fungicida comercial Captan®.
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Figura 11.  Inhibicion del aceite esencial Tagetes lucida sobre N. clavispora. A, Porcentajes

de inhibicién con diferentes concentraciones de AE. B, Curva de inhibicion y
andlisis de tendencia para la obtencion de CLso e CLigo. C, Bioensayos in vitro
con el método difusion en pozos en PDA. Control (-) Dimetil sulfoxido 1%.
Control (+) fungicida comercial Captan®.
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Figura12. Inhibicion del aceite esencial Tagetes lunulata sobre N. clavispora. A,
Porcentajes de inhibicion con diferentes concentraciones de AE. B, Curva de
inhibicion y anlisis de tendencia para la obtencion de Clsp e CLigo. C,
Bioensayos in vitro con el método difusion en pozos en PDA. Control (-) Dimetil
sulfoxido 1%. Control (+) fungicida comercial Captan®.

En un bioensayo realizado con 1% y 3% del aceite esencial de una poblacion de Tagetes lucida,
en el cual se evalué la actividad antifungica in vitro mediante la técnica de difusién en agar,
contra Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Penicillium janthinellum y Rhizoctonia solani,
se obtuvo una reduccién del crecimiento micelial del 46% para F. oxysporum, 39% en R. solani,
21% en A. niger y 16% en P. janthinellum, con la concentracion de 1%; con la concentracion
del 3%, solo en R. solani se observo la mayor la reduccion del crecimiento micelial (72%)
(Lopez-Lopez et al., 2018). En la presente investigacion, los aceites esenciales de las tres
especies de Tagetes, tuvieron una alta actividad sobre N. clavispora en porcentajes mas bajos

de cada aceite.

Barajas-Pérez et al. (2011) evaluaron el efecto del aceite esencial de T. filifolia al 0.1%, sobre
la tasa de crecimiento micelial de diferentes aislamientos de Sclerotium rolfsii, obteniendo un

efecto fungicida sobre todos los aislamientos. En una investigacion mas reciente, Gadban et al.
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(2020) reportaron una actividad inhibitoria del 100% sobre Colletotrichum truncatum y
Trichoderma harzianum utilizando el aceite esencial de T. filifolia a una concentracion de 6
ul/mL y 9 pl/mL, respectivamente. En otras investigaciones sobre actividad antifingica
utilizando aceites esenciales de algunas especies de Tagetes, se ha determinado que las
concentraciones letales (100% de inhibicidn) estan en intervalos de 0.05 a 10 pg/mL sobre

diversos hongos fitopatdgenos.

Gadban et al. (2020) obtuvieron inhibicion sobre Colletotrichum trucatum y Trichoderma
harzianum con 6 y 9 uL/mL de aceites esenciales de T. filifolia, Cazares-Chavez (2017)
determind un 100% de inhibicion sobre Botrytis cinerea con 0.05 pg/mL. En la presente
investigacion, el aceite esencial con mayor efecto fungicida sobre N. clavispora fue a una
concentracion de 0.135 pg/mL para obtener 100% de inhibicién, muy por debajo para lo

reportado para otros hongos fitopatdgenos.

Identificacion y contenido de compuestos volatiles de aceites esenciales de Tagetes spp

En la figura 14 se muestran los cromatogramas de cada uno de los aceites esenciales de Tagetes,
obtenidos por cromatografia de gases, y en el cuadro 7 se presenta la composiciéon de los
compuestos volatiles de estos aceites (T. micrantha, T. lucida y T. lunulata), en el que los
terpenos principales se enlistan en orden de su elucidn, indicado el tiempo de retencién (min),
los que fueron identificados por espectrometria de masas, especificando su contenido en

porcentaje del total de cada muestra de aceite esencial.
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Figura 13. Cromatogramas de los aceites esenciales de tres especies de Tagetes obtenidos

por hidrodestilacion usando cromatografia de gases-espectrometria de masas. A,
T. micrantha; B, T. lucida; C, T. lunulata.
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Cuadro 7.

Principales compuestos identificados del aceite esencial de tres especies de

Tagetes (T. micrantha, T. lucida y T. lunulata) obtenidos por hidrodestilacion
usando cromatografia de gases-espectrometria de masas.

Tiempo de retencion

Contenido (%)

(MIN) Compuesto T. micrantha T. lucida T. lunulata
8.10 Felandreno -- -- 2.12
8.58 Mirceno 0.11 2.23 1.02
8.99 B-Terpineno 0.10 - 1.98
9.58 O-cimeno 0.92 -- 5.72
9.71 Limoneno 0.51 -- 4.64
9.95 B-Ocimeno -- 1.07 17.08
10.25 [-cis-Ocimeno -- 1.14 -
10.40 a-Thujeno -- -- 19.82
11.82 Linalol -- 0.47 --
13.21 cis-Tagetona -- -- 1.15
13.46 trans-Tagetona -~ -- 6.21
14.86 Estragol 43.4 39.87 --
15.80 Verbenona -- -- 11.32
16.06 Pinenona -- -- 18.64
16.45 Pulegona -- 0.52 -
16.50 p-Anisaldehido 1.85 - -
17.44 Anetol 45.7 -- 2.15

20.10 B-Pineno -- 0.24 --

20.72 Metileugenol -- 44.11 -

21.24 Cariofileno -- 0.21 2.07

22.81 a-Cubebeno 1.11 0.19 --

23.28 Canfeno 0.05 0.26 0.64

23.42 o-Farneseno 0.04 -- 1.18

23.92 d-Cadineno -- 0.14 --

Los resultados muestran que los volatiles mayoritarios del aceite esencial de T. micrantha son

el estragol y el anetol, que representan el 89.1 % del total del aceite, con tiempos de retencién

de 14.86 y 17.44, respectivamente (Figura 13A); el estragol y el metileugenol son los

mayoritarios del aceite esencial de T. lucida, que representan el 83.98 %, con los tiempos de

retencion de 14.86 y 20.72, respectivamente (Figura 13B); v, el B-ocimeno, ¢l a-thujeno y

pinenona, con tiempos de retencion de 9.95, 10.40 y 16.06, respectivamente (Figura 13C), son

los mayoritarios del aceite esencial de T. lunulata, que representan el 55.54 % de este aceite.
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Zarate-Escobedo et al. (2018) identificaron 19 compuestos presentes en el aceite esencial de
partes aéreas de T. lucida, cinco de ellos mayoritarios (acetato de geranilo (40.83%), B-ocimeno
(15.14%), nerolidol (8.19%), cariofileno (5.29%) y B-cubebeno (5.17%) de plantas recolectadas
en Ixtapan de la Sal (Edo. de México); en otro estudio, Fulgencio-Negrete (2013) determind la
composicion del aceite esencial de T. lucida (recolectada en Morelia) la cual contiene los
compuestos volatiles, metil-eugenol (64%) y estragol (29.4%), como mayoritarios, lo que
confirma el perfil quimico similar al aceite esencial analizado en este estudio. EI metil-eugenol
se ha reportado como el compuesto con mayor actividad antifungica tanto in vitro como in vivo
contra el hongo B.s cinerea, inhibiendo la esporulacion y el crecimiento de micelio (Fulgencio-
Negrete, 2013).

Gadban et al. (2020) reportaron altas cantidades de anetol (75.1%), estragol (22.11%) y otros
compuestos volatiles en menor proporcion como el B-bisaboleno (0.69%), metileugenol
(0.55%), p-anisaldehido (0.49%), espatulenol (0.26%) en el aceite esencial de T. filifolia, una
especie que presenta similitud botanica con T. micrantha, en la cual el aceite esencial presentd
al anetol (45.7%) y al estragol (43.4%) como mayoritarios, con una composicion quimica

similar a lo reportado para T. filifolia.

Debido a que no se encontraron reportes sobre el aceite esencial de T. lunulata, no fue posible
comparar el perfil quimico obtenido, sin embargo, los volatiles de este aceite esencial (B-
Ocimeno, a-Thujeno y Pinenona) son reportados en otros aceites esenciales con actividad
antifingica, como los de Artemisia (Farzaneh et al., 2006), de Cotinus coggygria (Fraternale y

Ricci, 2018) y de Ferulago angulata (Moghaddam et al., 2018), entre otros.

La composicion quimica de los aceites esenciales de especies vegetales puede variar
dependiendo de multiples factores como la localizacion geografica, etapa fenoldgica,
condiciones climaticas, entre otras, por lo que los compuestos mayoritarios pueden encontrarse
en diferentes concentraciones y los compuestos traza pueden o0 no estar presentes en la planta
en el momento de la recolecta (Barra et al., 2009; Moriconi et al., 2009; Butnariu y Sarac,
2018).

Como anteriormente se menciono, la concentracion requerida para la inhibicion del crecimiento

de N. clavispora es menor con respecto a lo reportado con otros hongos fitopatdgenos, cabe
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sefialar, que el anetol como componente mayoritario combinado con otras moléculas en el aceite
esencial de T. micrantha (ver cuadro 7), tiene una mayor actividad bioldgica que en estado puro
(Camarillo et al., 2009), evidencia que sugiere un efecto de sinergismo (Koul et al., 2008). El
anetol y el estragol se encuentran en otras especies aromaticas como estragon (Artemisia
dracunculus), albahaca (Ocimum basilicum), hinojo (Foeniculum vulgare), anis (Pimpinella
anisum) y anis estrella (Illicium verum) (Freire et al., 2005; Rietjens et al., 2005), por lo que el
efecto fungicida podria atribuirse a estos dos compuestos.

Los compuestos principales del aceite esencial de T. lunulata como o-thujeno, pinenona y [3-
ocimeno (ver cuadro 7), han sido reportados en otros aceites esenciales de planats y han
mostrado actividad antifingica. Farzaneh et al. (2006) realizaron bioensayos con aceite esencial
de especies de Artemisa spp. identificando a a-thujeno como el compuesto mayoritario (81.7%),
en este trabajo evaluaron la actividad antifingica sobre Rhizoctonia solani, Fusarium
moniliforme y F. solani, obteniendo como resultados inhibiciones de estas tres especies de
fitopatdgenos con concentracion del aceite esencial 0.041 pL/mL. Moghaddam et al. (2018),
determinaron la composicion quimica y los efectos antifingicos in vitro del aceite esencial de
Ferulago angulata sobre Alternaria alternata, Fusarium oxysporum Yy Colletotrichum
tricbellum, obteniendo como uno de los compuestos principales al B-ocimeno (19.93%) e

inhibiciones del 100% con concentraciones del aceite esencial de 0.8 pL/mL.

Con estos resultados, se sugiere que la actividad fungicida del aceite esencial de T. micrantha,
el de mayor actividad sobre N. clavispora, se debe a la presencia de los compuestos quimicos
mayoritarios como el anetol y el estragol, aunque esta respuesta puede deberse también al

sinergismo entre todos los componentes de este aceite esencial.

Conclusiones

Los aceites esenciales de T. lucida, T. lunulata y T. micrtantha, demostraron tener gran
actividad inhibitoria contra N. clavispora a concentraciones relativamente bajas. Sin embargo,
el aceite esencial de T. micrantha mostré la mayor actividad antifangica, presentando los
valores més bajos de CLsoy CLioo. El anetol y el estragol son los compuestos mayoritarios de

este aceite esencial y se sugiere sean los responsables de esta actividad.
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7.3. CAPITULO 3. Efecto antiftingico del aceite esencial de Tagetes micrantha en
plantas de fresa infectadas con Neopestalotiopsis clavispora.

Resumen

Se evalué el efecto antifingico del aceite esencial de T. micrantha sobre Neopestaloptiosis
clavispora en plantas de fresa bajo condiciones asépticas, utilizando plantulas cultivadas in
vitro por 28 dias en medio de Murashige y Skoog (MS) sin reguladores de crecimiento. Al
momento de la inoculacién con esporas de N. clavispora, las plantas fueron cultivadas en
frascos de cultivo conteniendo agrolita y agua estéril y cubiertas con plastico autoadherible
transparente, manteniéndolas en condiciones de laboratorio (25 = 2 ° C). La infeccion se realizo
en las coronas de las plantas con la inoculacion de 10 pL de una suspensién de esporas de N.
clavispora (1x10° esporas/mL). El efecto antifiingico se determind por el método de aspersion
con la aplicacion de 60 pL de la CLigo del aceite esencial de T. micrantha (0.135 pg/mL),
preparada con DMSO 1%. Se emple6 como control positivo el fungicida comercial Captan®
(2.0 g/L) y como control negativo la solucion vehiculo DMSO 1%, aplicados también por
aspersion. Las plantas tratadas fueron incubadas durante 8 dias para observar los sintomas
causados por el hongo y el efecto antifungico del aceite esencial de T. micrantha mediante la
determinacidn del indice de severidad (IS) en una escala de 0—4 (0=sin sintomas, 1=0.1-5% de
enfermedad, 2=5.1-20%, 3=20.1-40%, y 4=40.1-100%). Los resultados mostraron un efecto
antifangico con la aspersion de la CLioo del aceite esencial de T. micrantha en plantas de fresa
desafiadas al ataque de N. clavispora cultivadas por 8 dias, debido a que estas no presentaron
sintomas de la enfermedad causada por el hongo (1S=0), similar a lo observado con la aplicacion
del fungicida comercial. La enfermedad estuvo presente en las plantas tratadas con DMSO 1%,
mostrando crecimiento de micelio y sintomas de la enfermedad (1S=4). Con estos resultados se
demostro el efecto antifungico del aceite esencial de T. micrantha en ensayos in vivo, utilizando

plantas de fresa inoculadas con esporas de N. clavispora.

Palabras clave: Aceite esencial, antifungicos, Fresa, Neopestaloptiosis clavispora, Tagetes
micrantha.
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Introduccion

La produccion de fresa en los ultimos afios ha presentado un descenso en el rendimiento del
cultivo debido a la presencia de problemas fitosanitarios como enfermedades de la corona y
raiz. Zazzetta et al. (2018) menciona que las enfermedades de la corona y raiz son dificiles de
controlar debido al patdgeno Neopestalotiopsis sp., debido a que en general forman estructuras
de resistencia que permanecen en el suelo durante mucho tiempo. El uso de agentes antifingicos
de origen sintético ya no resulta en una alternativa debido a su residualidad en los suelos
(Cabrera-Guzman et al., 2017). Actualmente se emplean millones de kilogramos al afio de estos
compuestos y a causa de su alta movilidad y persistencia en el ambiente, lo que conlleva a la
contaminacion de alimentos y agua, que con el paso del tiempo pueden ser la causa de
enfermedades asociadas a la bioacumulacion de los plaguicidas (Karam et al., 2004; OMS,
2023).

Desafortunadamente, en México se emplean alrededor de 186 plaguicidas altamente nocivos
prohibidos en paises primermundistas y otros prohibidos en Meéxico, los cuales son
comercializados y empleados clandestinamente (Fregoso, 2014). La alternativa de emplear
extractos vegetales como los aceites esenciales con actividad antifungica en los cultivos de fresa
son una alternativa mas segura.

Los resultados presentados en los capitulos 7.2 y 7.3 de la presente investigacion demustran
que los aceites esenciales de tres especies de Tagetes (T. lucida, T. lunulata y T. micrantha)
presentan actividad antifangica sobre N. clavispora, pero en particular el de T. micrantha tiene
una inhibicion a concentraciones media y total en concentraciones bajas (0.061 y 0.135 pg/mL,
respectivamente). Este aceite esencial contiene diversos compuestos terpénicos vy
fenilpropanos, pero presenta al estragol y al anetol que representan el 89.1 % del aceite esencial,
que pudieran ser los responsables de la actividad antifingica contra N. clavispora.

En diversas plantas de alto valor agricola como maiz y frijol, se han utilizado diversos extractos
0 aceites derivados de plantas con actividad antifungica, como el aceite esencial del neem
(Azadirachta indica) contra Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, Sclerotina sclerotiorum,
Lagenidium giganteum, Metarhizium anisopliae, Fusarium graminearum y Hemileia vastatrix
(Mohanty et al., 2008; Mohammad et al., 2014; Mohamed-Ali et al., 2017; Heidtmann-
Bemvenuti et al., 2016; Aguirre-Vega et al., 2022); o el aceite esencial de clavo de olor

(Syzygium aromaticum), hierba de limén (Cymbopogon citratus), menta (Mentha piperita) y
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eucalipto (Eucalyptus globulus) que muestran actividad antiflngica sobre Fusarium oxysporum
F. sp. lycopersici, patdgeno de tomate (Sharma et al., 2017).

Aunque las mayorias de la investigacion se realizan de manera directa contra cada especie de
hongo mediante ensayos in vitro, pocos son los reportes encaminados a determinar la
efectividad de los aceites esenciales o extractos de plantas en ensayos in vivo, utilizando
plantulas o plantas bajo condiciones in vitro (asépticas) o de invernadero y campo. Los aceites
esenciales de orégano (Lippia origanoides) y tomillo (Thymus vulgaris) se han probado en
plantas sobre Colletotrichum musae en banano y Botrytis cinerea en fresa, encontrando que las
dos especies resultaron ser promisoras y eficientes en el control de ambos hongos, aunque
destacando que el orégano presentd unos porcentajes mas altos (Taborda-Andrade, 2015).
Hasta ahora, no hay reportes del efecto antifungico in vivo de aceites esenciales del género
Tagetes, por lo que el objetivo de este capitulo es evaluar el efecto antifingico del aceite

esencial de de T. micrantha en plantulas de fresa inoculadas con N. clavispora.

Materiales y Métodos

Obtencidn de esporas

A los 20 dias del cultivo in vitro de N. clavispora en medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA) (Figura
14A) se obtuvo una suspension de esporas en 1 ml de agua destilada estéril, para posteriormente
hacer un conteo de esporas en cAmara de Neubauer, y con diluciones consecutivas se obtuvo un
conteo de 1x10° esporas/mL, suspension utilizada como indculo para realizar la infeccion en

plantas de fresa cultivadas in vitro (Figura 14B).
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Figura14. Obtenciéon de esporas para ensayo en plantas de fresa. A, Cultivo de N.
clavispora en medio PDA después de 20 dias. B, Conteo de esporas
(macroconidios) en cdmara de Neubauer 40x.

Determinacion de la actividad antifungica en plantulas de fresa

Se seleccionaron plantulas de fresa (Fragaria x ananassa Cv. Aromas) de 28 dias de cultivo en
medio nutritivo de Murashige y Skoog (MS, Murashige y Skoog, 1962) sin reguladores de
crecimiento, mantenidas bajo condiciones de cuarto de cultivo (25 ° C, un fotoperiodo de 16
horas/luz, lamparas de luz blanca fluorescente con una intensidad de 32 pmol/m2s). Estas se
trasplantaron en sustrato estéril de agrolita humedecido previo a la esterilizacion con agua
destilada en frascos de cultivo, para conseguir un sistema de cultivo aséptico. La inoculacion
se realizo en las coronas de las plantas con 10 pL de la suspension de esporas de N. clavispora
y se les aplico un volumen de 60pL de la CLioo del aceite esencial de T. micrantha mediante
aspersion, preparado como una emulsion con DMSO 1%, incubando a 25 + 2 ° C durante 8
dias. Como control positivo se aplic Captan® (2.0 g/L) y como control negativo la solucion de
DMSO 1%, también se utilizaron plantulas de fresa sin ningin tratamiento.

Los frascos se taparon con una envoltura de plastico autoadherible y trasparente, con pequefias
perforaciones. El desarrollo de la enfermedad fue evaluado cada 24 h, observando principales
sintomas como marchitamiento, necrosis, manchas foliares o muerte, determinados con el
indice de severidad en una escala de 0—4 (0=sin sintomas, 1=0.1-5% de enfermedad, 2=5.1—
20%, 3=20.1-40%, y 4=40.1-100%) (Lee et al., 2006). Estos ensayos se realizaron para
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determinar la actividad antiflngica del aceite esencial de T. micrantha en plantas de fresa

infectadas con N. clavispora, siguiendo los protocolos reportados por Soylu et al. (2010).

Resultados y discusién

Con la aplicacion del aceite esencial de T. micrantha (CLigo = 0.135 pg/mL) en plantas de fresa
inoculadas con esporas de N. clavispora cultivadas por 8 dias en agrolita, se observé un 6ptimo
efecto antifungico (ver cuadro 8), ya que las plantas mostraron un indice de severidad de 0, ya
gue no se observaron sintomas de la enfermedad causada por el hongo, ni el crecimiento de
micelio en la zona de la inoculacion (Figura 15A). A este tiempo, las plantas tratadas con
DMSO 1% presentaron sintomas de la enfermedad como necrosis en la corona y crecimiento
de micelio, observando un indice de severidad de 4 (Figura 15B). Sin embargo, en las plantas
tratadas con el fungicida (Captan®) y las no tratadas, no se observaron sintomas, considerando
un indice de severidad de 0 (Figuras 15C y 15D). EI comportamiento de las plantas con los
diferentes tratamientos dio como resultado una aparetente disminucién de tamafio en el control
negativo debido a los dafios ocasionados por este hongo patdgeno, sin embargo, no hubo

variacion en el peso de las plantas después de los 8 dias de tratamiento.

Cuadro 8. Resultados de la actividad antifangica del aceite esencial de T. micrantha en
plantulas de fresa (Fragaria x ananassa Cv. Aromas) infectadas con N.

clavispora.
) Esporas N. Concentracion aplicada . _
Tratamiento Indice de severidad
CLAVISPORA uG/ML
Control A - - 0
Control + B 1x108mL 2000 0
VH ¢ 1x10°mL 1% 4
VH + AED 1x10® mL 0.135 0

aPlanta control sin tratamiento o vehiculo; ® Control positivo: Captan®; ¢ Solucion vehiculo
(DMSO 1%); ¢ Aceite esencial resuspendido en solucion vehiculo.
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Figura15.  Determinacion de la actividad antifingica en plantas de fresa inoculadas con
esporas de N. clavispora después de 8 dias de incubacién. A, Planta de fresa
inoculada con N. clavispora, tratada con el aceite esencial de T. micrantha. B,
Planta de fresa tratada solo con DMSO 1%, inoculada con N. clavispora. C,
Planta de fresa inoculada con N. clavispora, tratada con Captan®. D. Plantula de
fresa sin tratamiento.

Los aceites esenciales de plantas pueden ser aplicados de manera directa en las plantas o partes
de éstas para realizar ensayos antifingicos, antes o después de inocular esporas del hongo en
estudio. Sin embargo, también pueden ser aplicados en fase volatil. En plantas de tomate se ha
observado que la aplicacion con la fase volatil fue mas eficiente que por contacto, cuando se
aplicaron aceites volatiles de orégano (0.2 pg/mL) en un flujo de aire, inhibiendo el crecimiento
de B. cinerea; una misma inhibicion con 1.6 pg/mL de aceite esencial de romero y lavanda. La
germinacion y el tubo de elongacion fueron completamente inhibidos, por lo que las plantas no

mostraron sintomas de la enfermedad (Soylu et al., 2010).
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Bajpai y Kang (2012) también describieron el efecto antiflngico en ensayos in vivo, aplicando
250 a 500 pg/L del aceite esencial de Magnolia liliflora, preparado en DMSO 0.5% adicionado
con agua y Tween-20 0.1%, en plantas de pimiento () inoculadas con 6 mL de una suspension
de esporas (1x10 8 esporas/mL) de Phytophtora capsici KACC 40157 con un sistema de

aspersion.

Los resultados del presente estudio demostraron que el aceite esencial presenta un alto potencial
y promisorio como antifingico, y para ser probado como fungicida para la proteccion de las

plantas de fresa en contra de N. clavispora.

Conclusiones

El aceite esencial de T. micrantha demostro su efectividad inhibitoria sobre N. clavispora
inoculado en plantulas de fresa, corroborando los resultados obtenidos en las pruebas in vitro,

por lo que se confirma su efecto antifungico.
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8. DISCUSION GENERAL

En una investigacion que tiene el interés de aislar e identificar un hongo fitopatdgeno, es
importante establecer un sistema de identificacion en las etapas tempranas de la infeccion de
estos agentes patdgenos, por lo que deben de realizarse técnicas de aislamiento efectivos, para
asegurar que no haya otros hongos contaminantes y la caracterizacion morfologica (macro y
microscopicamente), bioquimicas y moleculares sea la dptima. Las técnicas de biologia
molecular son una excelente herramienta para lograrlo, ya que su alta especificidad, sensibilidad
y rapidez las colocan en primer plano para determinar rdpidamente el agente causal de una
determinada enfermedad y por lo tanto el tratamiento especifico y oportuno, que identifica a

género y especie (Angarita-Merchan et al., 2017).

Un segundo paso, fue la basqueda de una alternativa para aplicarse en el control del hongo en
estudio (Neopestalotiopsis sp.), con el propésito de disminuir el uso de productos quimicos
sintéticos por sus desventajas antes mencionadas. Es evidente que se requiere de nuevos
productos y précticas agronémicas basadas en el control bioldgico de los fitopatégenos, que no
representen un riesgo tanto para la sanidad del suelo, como para la salud de los consumidores
de fresa. Ademas, actualmente los consumidores son mas exigentes y demandan productos
agricolas que se caractericen por ser sanos, nutritivos, con mejor sabor y libres de plaguicidas
(Reganold et al., 2010; Barboza-Corona et al., 2012). En la presente investigacion se estudio el
efecto de los aceites esenciales de tres especies del género Tagetes (T. lucida, T. lunulata y T.
michantha) sobre este aislado de Neopestalotiopsis con la realizacidn tanto en ensayos in vitro

como en in vivo, utilizando plantas de fresa micropropagadas.

8.1. Identificacion del aislado de Neopestalotiopsis

En una investigacion que tiene el interés de aislar e identificar un hongo fitopatégeno, es
importante establecer un sistema de identificacion en las etapas tempranas de la infeccion de
estos agentes patdgenos, por lo que deben de realizarse técnicas de aislamiento efectivos, para
asegurar que no haya otros hongos contaminantes y la caracterizacion morfolégica (macro y
microscopicamente), bioquimicas y moleculares sea la Optima. Las técnicas de biologia
molecular son una excelente herramienta para lograrlo, ya que su alta especificidad, sensibilidad

y rapidez las colocan en primer plano para determinar rapidamente el agente causal de una
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determinada enfermedad y por lo tanto el tratamiento especifico y oportuno, que identifica a

género y especie (Angarita-Merchan et al., 2017).

Los resultados del presente estudio confirmaron que la especie de este hongo fitopatégeno
causal de podredumbre en raices y corona de plantas de fresa durante el trasplante a suelo, es
N. clavispora, lo que concuerda con lo reportado por p et al. (2019), distinto a los observado
en plantas de fresa '‘Camino Real' determinando inicialmente a Pestalotiopsis sp. y después
como N. rosae (Rebollar et al., 2020). La caracterizacion molecular fue contundente para llegar
a la identificacion de género y especie, confirmada por amplificacion y secuenciacion de tres
regiones genéticas ITS [(ITS1, 5.8S, ITS2) (nimero de acceso de Gen Bank KU096879), 3-
tubulina (KU096880) vy el gen tefl (KU096881) con una identidad del 98 a 99 % de tres

aislamientos.

Ademas, con la inoculacién de esporas de este hongo, se prob6 su patogenicidad en plantulas
de fresa in vitro, observando los sintomas que identifican a la enfermedad causada por N.

clavispora.

8.2. Efecto antifungico del aceite esencial de Tagetes spp. sobre N. clavispora

Un segundo paso, fue la basqueda de una alternativa para aplicarse en el control del hongo en
estudio (N. clavispora), con el propdsito de disminuir el uso de productos quimicos sintéticos
por sus desventajas antes mencionadas. Es evidente que se requiere de nuevos productos y
practicas agrondémicas basadas en el control bioldgico de los fitopatdgenos, que no representen
un riesgo tanto para la sanidad del suelo, como para la salud de los consumidores de fresa.
Ademas, actualmente los consumidores son mas exigentes y demandan productos agricolas que
se caractericen por ser sanos, nutritivos, con mejor sabor y libres de plaguicidas (Reganold et
al., 2010; Barboza-Corona et al., 2012). Debido a esto, se estudid el efecto de los aceites
esenciales de tres especies del género Tagetes (T. lucida, T. lunulata y T. michantha) sobre este

hongo.

El uso de productos de origen sintético para el control de plagas y enfermedades en el cultivo
de fresa han producido un desequilibrio en la rizosfera, causando que organismos saprofitos

surjan como nuevos patogenos (Ortega 2001; Choi et al., 2003), por lo que se debe de recurrir
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a alternativas naturales para su control, como lo son los aceites esenciales, como los de Tagetes
spp. (Sellam et al., 2015).

Con los ensayos in vitro se comprobd que los aceites esenciales de las tres especies de Tagetes
poseen compuestos capaces de inhibir el crecimiento micelial de N. clavispora, con porcentajes
de inhibicién del 100% en concentraciones dependientes del aceite esencial pero menores a
0.25 pg/mL.

8.2.1. Efecto antifungico del aceite esencial de T. micrantha sobre N. clavispora

Con la determinacién de la CLso y CL1oo Se observo un mayor efecto antifangico con el aceite
esencial de T. micrantha (CLso=0.061 pg/mL, CL1go = 0.135 pg/mL), que mediante su anélisis
por CG-EM se obtuvo el perfil de los compuestos volatiles, encontrando al estragol y al anetol
como los mayoritarios, resultados que sugieren que la mezcla de los compuestos estragol y
anetol, presentes en el aceite esencial de T. micrantha, son los responsables del mayor efecto
antifangico sobre N. clavispora

La actividad antifungica de los extractos naturales y aceites esenciales puede ser atribuida a la
mezcla de sus componentes, como resultado de una sinergia entre todos ellos (Santamarina et
al., 2015). Sin embargo, se ha probado que algunos mayoritarios como el metileugenol vy el
estragol del aceite esencial de Tagetes lucida sobre B. cinerea y C. gloeosporioides son méas

eficientes cuando éstos han sido probados en forma separada (Fulgencio-Negrete, 2013).

Ademas, se han publicado diversos estudios sobre la efectividad inhibitoria de los aceites
esenciales del género Tagetes sobre varios hongos fitopatégenos como Fusarium spp., Botrytis
cinerea, Alternaria spp., entre otros, atribuyendo estos resultados a los compuestos
mayoritarios de los aceites (metileugenol, estragol, a-thujeno, anetol, etc.) (Farzaneh et al.,
2006; Fulgencio-Negrete, 2013; Fraternale y Ricci, 2018; Moghaddam et al., 2018).

La aplicacion del aceite esencial de T. micrantha, utilizado para los ensayos de inhibicion de
crecimiento de N. clavispora no cuenta con antecedentes previos, sin embargo, el anetol y
estragol, compuestos mayoritarios presentes en el aceite esencial, son fenilpropanoides volatiles

ya reportados por su naturaleza fendlica como antifingicos (Clarke, 2008).
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Aunque el mecanismo por el cual actian los componentes de un aceite esencial no esta
totalmente entendido, puede involucrarse la destruccion de la membrana celular del hongo por
los constituyentes lipofilicos que poseen (Schelz et al., 2006), y estudios recientes reportan
otros efectos como cambios en la morfologia del hongo que incluyen dafios sobre estructuras
como conidias. macroconidias e hifas, asi como la disminucidn en la produccion de micotoxinas
(Park et al., 2009).

Dentro de otros mecanismos implicados en la actividad antifungica, se ha reportado que los
aceites esenciales inducen muerte celular por elevar el estrés oxidativo debido a un proceso
denominado pro-oxidante causado por algunos terpenos o fenilpropanos como el estragol,
eugenol y metileugenol (Khan et al., 2011); o inhibiendo la sintesis de ergosterol disrumpiendo

la integridad de la membrana celular (Ahmad et al., 2011).

Recientemente, Mani-Lopez et al. (2021), reportaron que los aceites esenciales o sus
components son capaces de penetrar y disrumpir la pared celular y la membrana citoplasmica
de la célula fungica, utilizando los procesos de permeabilizacion, pudiendo alcanzar las
membranas mitocondriales. Un cambio en la fluidez de la membrana plasmatica puede causar
la pérdida de electrolitos o el contenido celular, alterar el metabolismo de las proteinas, y las
concentraciones del ion calcio. De esta manera, ocasionan un dafio en lipidos, proteinas y en el
contenido de acidos nucleicos, afectan la bomba de protones y el abastecimiento de ATP, lo
que lleva a un decremento en el potencial de membrana. La permeabilizacién tanto de las
membranas mitocondriales internas y externas, afecta la via del citocromo C, lo que resulta en
apoptosis celular o necrosis que conduce a la muerte celular del hongo (Saad et al., 2013; Akthar
et al., 2014; Swamy et al., 2016).

En particular, en algunas investigaciones se han reportado los mecanismos de accion
antifangica tanto del anetol como del estragol, ambos compuestos del aceite esencial de T.
micrantha, como lo descrito por Fujita et al. (2014) que describen que estos compuestos
inducen la muerte celular debido a aumentar el estrés oxidativo dependiente de la via apoptotica
que lleva a la muerte celular, en Aspergillus fumigatus y Saccharomyces cerevisiae (Fujita et
al., 2014; Mani-Ldpez et al., 2021).
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8.3.  Efecto fungicida del aceite esencial de T. micrantha en plantas de fresa inoculadas
con N. clavispora

Pocas son las investigaciones en las que se confirma la actividad antiflngica observada en
ensayos in vitro con ensayos in vivo, utilizando las plantas hospederas de los hongos
fitopatdgenos, ya que los aceites esenciales o extractos de plantas y fitoquimicos actian de
muchas maneras dependiendo del ensayo, ya que en unos es directo sobre el hongo y en otros

esta de por medio el hospedero y la aplicacion puede verse compleja.
Sin embargo, en esta investigacion fue posible la aplicacion del aceite esencial de T. micrantha

en plantas de fresa desafiadas al ataque de N. clavispora, observando una relacion directa entre

la actividad antifungica in vitro y la obtenida en plantas inoculadas.
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9. CONCLUSIONES GENERALES

Uno de los aislados obtenidos de plantas de fresa con sintomas de enfermedad asociadas a
Neopestaloptiosis spp., fue caracterizado micro, macroscépicamente y molecularmente como

N. clavispora, el cual es patdgeno de fresa.

Los aceites esenciales de las tres especies de Tagestes (T. micrantha, T. lucida y T. lunulata)
presentaron actividad antifangica sobre el crecimiento in vitro de N. clavispora. El obtenido de
T. micrantha mostré la mayor actividad antifngica, presentando los valores mas bajos de CLso
y CL1oo.

El anetol y el estragol son los compuestos mayoritarios de este aceite esencial y se sugiere

podrian ser los responsables de esta actividad.
El efecto antifingico del aceite esencial de T. micrantha se observo también en plantas de fresa

inoculadas con esporas de N. clavispora, lo que confirma su efecto antifingico tanto in vitro

como in vivo.
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