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RESUMEN

En la busqueda de alternativas organicas para prevenir y controlar el hongo
fitopatogeno Botrytis cinerea y con el objetivo de evaluar el efecto antifungico de los
biocompuestos quitosan, Larrea tridentata y la mezcla de ambos sobre este importante hongo

de postcosecha, se estructurd y se llevo al cabo el presente trabajo.

Para el desarrollo de este trabajo se analizaron bajo condiciones in vitro el efecto de un
total de 70 tratamientos en 9 bioensayos diferentes, los cuales se realizaron por separado y en
los que los productos antes mencionados fueron evaluados en medio de cultivo PDA a

diferentes concentraciones (ppm) sobre el crecimiento micelial del patdégeno.

Se analizaron dos diferentes productos de quitosan, siendo uno de ellos de bajo peso
molecular y el otro de elevado peso molecular, lo anterior para contrastar la posible diferencia
de ambos en el grado de eficacia sobre la inhibicion del crecimiento micelial del hongo. Para
el caso de la resina de gobernadora se evaluaron tres extractos: metanélico, etandlico y sddico.
De igual manera, se evalud el efecto antifingico del 4cido nordihidroguaiarético, el mas
notable e importante ingrediente activo de la resina de gobernadora. Por ultimo, mediante las
formulaciones quitosan de bajo peso molecular mas tres diferentes extractos de L. tridentata,

se evaluo el efecto sinergista entre ambos bioproductos.

Para el andlisis de la informacion generada se utilizd un disefio completamente al azar
con cinco repeticiones por cada uno de los tratamientos analizados. Mediante la utilizacion de
ecuaciones matematicas se determind el grado de eficacia de los tratamientos, y el efecto
sinergista entre mezclas de quitosan y tres extractos de L. tridentata. Para determinar la
concentracion inhibitriz 50 (Clsg) con los datos de porcentaje de inhibicion del hongo vs.

concentraciones estudiadas se utilizé un programa computacional del anélisis probit.

En relacién con los resultados obtenidos por el quitosan de bajo peso molecular sobre

la inhibicion del crecimiento micelial de B. cinerea, esta se logré en un 100 % a partir de una



concentracion de 12,000 ppm del producto, por el contrario, al utilizar el mismo producto pero
de elevado peso molecular la inhibicion se logréo a una dosis menor (2,000 ppm), estos
resultados nos permitieron concluir que se tiene un mayor efecto con el compuesto de elevado

peso molecular.

Por otra parte, los resultados arrojados por los tres diferentes extractos de L. tridentata
demuestran que los dos mejores fueron el metanolico y el etandlico respectivamente, al inhibir
el crecimiento micelial del hongo en la misma proporciéon (100 %) y con la misma
concentracion (8,000 ppm). En cambio el extracto sédico mostrd poca eficacia al inhibir a una
concentracion relativamente alta (32,000 ppm), con un 93.8 % el desarrollo del patogeno,
mientras que el 4cido nordihidroguaiarético a una concentraciéon de 8000 ppm, solo logro

inhibir al hongo en 73.2 %.

Referente al efecto sinergista entre las formulaciones quitosan-Larrea, este tltimo con
sus tres extractos, las mezclas que mayor efecto manifestaron al inhibir en un 100 % el
crecimiento micelial del patégeno fueron las combinaciones a partir de 500+2,000 ppm con
los extractos metandlico y etandlico, cabe sefialar que con el primer extracto se demostré un
efecto de sinergia, con el segundo extracto se tuvo un ligero efecto sinergista. Por el contrario,
las mezclas hechas con el extracto sédico mostraron un efecto antagonico entre los dos

biocompuestos.

Los resultados generados sobre la inhibicion de B. cinerea mediante el analisis probit
mostraron que los mejores productos para alcanzar la Clsy fueron el quitosan y el extracto
etandlico de L. tridentata, esto se debe a que ambos bioproductos requirieron la menor dosis
para lograr dicho efecto. Por otra parte, para alcanzar la Clg el extracto etanolico mostro ser el
mejor producto, ya que requirid la menor dosis para tener tal efecto inhibidor sobre el

patogeno.
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INTRODUCCION

Botrytis cinerea es el agente causal de una de las enfermedades mas comunes y mas
ampliamente distribuidas de hortalizas, plantas de ornato, frutales y de muchos cultivos de
gran importancia econdémica en todo el mundo tanto de campo como de invernadero. Esta
enfermedad aparece principalmente en forma de tizones en inflorescencias, pudriciones del
fruto de anaquel, también ocasiona cancros, o pudriciones del tallo, ahogamiento de plantulas,
manchas foliares y pudriciones del tubérculo, de bulbos y raices. Botrytis ocasiona también las
pudriciones blandas secundarias de frutos y hortalizas cuando se almacenan, transportan y

venden en el mercado (Agrios, 2001).

Dentro de las plantas de ornato de gran importancia econémica a nivel mundial Botrytis es
el principal agente causal de las pérdidas pre y postcosecha de rosas (Rosa hibrida L.)
(Tatagiba et al., 1998). En México y en todas las areas productoras de rosas, el patogeno
también produce lesiones necroticas en hojas, tallos y canas de renuevo. B. cinerea ha sido
reportado como un verdadero problema en EUA, Japon, India, Canada, Colombia, Holanda y

muchos otros paises (Barnes et al., 2002).

La produccion agricola en México se ha caracterizado por la gravedad de sus problemas
fitosanitarios y el uso intensivo de plaguicidas para tratar de controlarlos. El control quimico
ha sido y seguira siendo por varios afos un medio de lucha valioso para reducir las pérdidas
causadas por la incidencia de plagas, enfermedades y malezas. Desgraciadamente el uso
impropio, indiscriminado y unilateral de los plaguicidas ha provocado una gama de efectos
colaterales negativos como: desarrollo de resistencia de plagas, aumento de las desinfecciones,
y frecuencias de aplicacion, eliminacion de los enemigos naturales, rapida resurgencia de
plagas primarias, induccion de altas poblaciones de plagas secundarias, dafios a la vida
silvestre, contaminacién de suelos y aguas, efectos en la salud publica derivadas de las
intoxicaciones y la presencia de residuos indeseables en los alimentos y por ultimo los
costosos dafios economicos por rechazos de productos agricolas de exportacion contaminados

por residuos que sobrepasan las normas establecidas (FAO, 1990).



A pesar de lo antes mencionado, los fungicidas sintéticos son de uso cotidiano y en
México se usan mas de 20,000 toneladas anuales (IMIPFAC, 1993). El circulo vicioso que
provoca el empleo abusivo de los plaguicidas quimicos debe romperse porque no son la unica
solucion, ya que existen otras alternativas amplias y ecoléogicamente mas aceptables; entre
ellas se puede mencionar la resistencia genética de los cultivos, el control biologico, las
buenas practicas agricolas, la rotacion de los cultivos, las siembras mixtas, el manejo
apropiado de los restos de cosechas y de los hospederos alternos, las feromonas, los controles
fisicos, mecanicos y manuales, asi como los plaguicidas de origen sintético pero de gran efecto

selectivo. (FAO, 1990).

Por otro lado, el elevado costo de los plaguicidas y el desarrollo de resistencia han
obligado a los investigadores a buscar nuevos ingredientes activos biodegradables, para la
implementacion de medidas de manejo con menor impacto ambiental y econémico, pero con
un efecto similar o mayor en el control de las plagas y enfermedades. Ante esta situacion, una
alternativa prometedora es el uso de los productos naturales derivados de las plantas o de otras
especies. Existe informacion acerca de 400 plantas con propiedades fungicidas y se estima que
es una caracteristica que se presenta frecuentemente en algunos metabolitos secundarios

(IMIPFAC, 1993).

Las enfermedades causadas por Botrytis se encuentran entre las de control mas dificil
(Mahaffee, 2004, citado en Productores de Hortalizas, Enero, 2004). Lo anterior se debe
principalmente a la rapida evolucién de la resistencia a los agroquimicos sintéticos (Barnes et
al, 2002). Esto ha ocasionado un inevitable incremento en las dosis empleadas por los
productores para su control, por lo tanto, una buena alternativa a esta problematica lo
constituyen los biopésticidas con base en compuestos organicos, debido a su
biodegradabilidad, porque son inocuos para los humanos y animales, y porque desaparecen

rapidamente del medio ambiente después de aplicarse (Lira-Saldivar et al, 2003).

Actualmente la tendencia global se ha enfocado a encontrar nuevos productos compatibles
con el medio ambiente, para el control de las enfermedades. En los EUA la EPA ha retirado el

registro de muchos pesticidas que han demostrado ser de gran riesgo, lo que ha incrementado



la necesidad de encontrar nuevas alternativas que sean efectivas y que se puedan convertir en
productos comerciales, ya que la demanda de productos organicos se ha incrementado

dramaticamente (Duke et al, 2003).

Uno de los productos organicos es el quitosan, el cual es un biopolimero no toéxico
obtenido del exoesqueleto de los crustaceos (cangrejos, jaibas, langostas y camarones), que ha
demostrado una eficaz accion biocida contra diversos patdogenos. Otra alternativa orgénica lo
constituyen los extractos de resina obtenidas de hojas de un arbusto endémico de las zonas
aridas de México llamada gobernadora (Larrea tridentata). Esta se caracteriza porque sus
hojas y tallos producen una espesa resina rica en lignanos y flavonoides quien también ha
demostrado tener propiedades antifungicas (Lira-Saldivar et al, 2003). Con base en lo antes

mencionado, en este trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

Determinar el efecto antifungico de dos soluciones de quitosan (bajo y elevado peso
molecular); tres extractos de L. tridentata (metandlico, etandlico y soédico) y del acido

nordihidroguaiarético sobre el crecimiento micelial de B. cinerea.

Analizar el efecto de sinergismo o antagonismo entre las soluciones de quitosan y los extractos

de L. tridentata en la inhibicion in vitro de B. cinerea.

Estimar la concentracion inhibitriz 50 (Clsg), de los productos quitosan, tres extractos de L.

tridentata y el NDGA sobre B. cinerea.



REVISION DE LITERATURA

Importancia de las Enfermedades de Postcosecha

Las enfermedades en postcosecha de productos hortofruticolas ocurren después de la
cosecha, desde la finca del productor hasta el consumidor final, pasando por todas las etapas

de transporte, empaque, almacenamiento y comercializacion (Henz, 1992).

Las pérdidas debido a enfermedades de postcosecha alcanzan de 10 a 30 por ciento de
la produccion total de los cultivos perecederos, aunque en ocasiones estas son superiores al 30
por ciento, sobre todo en paises en vias de desarrollo. Estas pérdidas son directas, es decir,
disminuyen la calidad y cantidad de los productos afectados. Las enfermedades de
postcosecha son causadas generalmente por los hongos de las clases Ascomycetes,
Deuteromycetes, Oomycetes y Basidiomycetes y algunas especies de bacterias; dentro de estos
se considera que son los agentes causales mas comunes e importantes de las pudriciones de

postcosecha (Agrios, 2001).

B. cinerea puede comenzar el proceso de la enfermedad de dos formas distintas:
infeccion en precosecha e infeccion en postcosecha, sobrevive y esporula en lesiones de tallos,

hojas y partes florales de frutas y hortalizas (Arauz, 1992).

Caracteristicas de Botrytis cinerea

Generalidades

El moho gris, Botrytis cinerea, deriva su nombre de la palabra griega botrys, que
significa racimo de uvas, lo cual describe el caracteristico arreglo de las esporas. Este hongo
imperfecto pertenece al estado telomorfico de Botryotinia fuckeliana (Jarvis, 1977). B. cinerea
es un importante patégeno, pero su incidencia depende mucho del manejo fitosanitario que se

le proporcione al cultivo (Mendoza, 1993).



Importancia

B. cinerea es uno de los patdgenos mas comunes y mas ampliamente distribuidas en
hortalizas y frutales en campo, invernadero, transporte y almacenamiento. Este patdogeno
reduce notablemente los rendimientos al impedir que se formen los frutos cuando el ataque
ocurre durante las primeras fases de su desarrollo. Ademas causa la pudricion de los frutos ya
desarrollados, tanto en campo como durante su transporte y almacenamiento, ocasionando
pérdidas considerables que pueden llegar a ser totales si las condiciones ambientales le son

favorables (Agrios, 2001; Martinez y Del Rio, 1975; Mendoza y Pinto, 1985).

Distribucion nacional e internacional

En México el hongo se encuentra distribuido en todas las zonas floricolas de los
estados de México, Michoacan, Puebla, Veracruz, Morelos, Hidalgo, Coahuila y el D.F.

(Mendoza, 1993), sin embargo, su severidad es diversa en cada zona.

A nivel mundial este hongo se encuentra en muchos paises como Canadd, Estados
Unidos, México, Colombia, Ecuador, Espafia, Holanda, Alemania, Francia, Italia, Nueva
Zelanda, Groenlandia, Lithuania, Egipto, Japon e Irak entre otros, presentindose en zonas que

van desde muy tropicales a templadas (Jarvis, 1977).

Rango de hospederos

Este género presenta mas de 235 hospederos entre los que destacan los siguientes:
rosal, clavel, gerbera, crisantemo, lilis, gloxinia, violeta africana, co6leo, begonia, dracena,
ficus, vid, frambuesa, cereza, lechuga, camotes, frijol, cebolla, ajo, tomate, pepino y manzano
(Mendoza, 1993); ademas de cinco hospederos en cereales como el trigo, seis forrajeros

(pastos) y seis forestales como Picea mariana (Mc Farlane, 1968).

La habilidad para afectar diversos cultivos es debida a que presenta una fase saprofitica

y otra parasitica, pues su ataque puede iniciar en tejidos dafiados o senescentes, iniciando la



produccion de metabolitos toxicos que matan tejidos sanos al avance de su movimiento
(Jainer, 1981). Por otra parte, aunque no es precisamente un habitante del suelo, se asocia con
residuos de cosecha posiblemente degradando celulosa, pectina y cutina; donde puede

producir esclerocios (Hudson, 1968 y Mendoza, 1993).

Diplez et al. (1995) menciona que auque B. cinerea cuenta con un amplio rango de
hospederos, no se ha detectado ningun tipo de especializacion; sin embargo, existe en su
secuencia genética un tramo caracteristico, al que se le ha llamado Boty, el cual se ha
encontrado en aislamientos de vid y tomate, pero no en lenteja, y es posible que este patogeno
presente dos lineas diferentes en su secuencia genética, una donde su secuencia presenta un

Boty y otras cepas donde el Boty est4 ausente.

Ubicacion taxonomica

La taxonomia de este hongo segin Alexopoulus y Mims (1979), es la que a

continuacion se describe:

Reino: Mycetae
Division: Amastygomycota
Subdivision: Deuteromycotina

Forma Clase: Deuteromycetes

Forma subclase: Hyphomycetidae
Forma Orden: Moniliales

Forma Familia: Moniliaceae
Forma Género: Botrytis

Forma Especie: cinerea



Morfologia

Smith et al. (1995) indican que B. cinerea en su estado anamorfico o conidial, produce
una densa capa afieltrada sobre la superficie del hospedero de color café a gris, constituida por
conidi6foros septados, café oscuros ramificados en su parte distal, con una longitud de 500 a
1000 p; las ramificaciones son cortas y presentan un hinchamiento en su apice, de donde
emergen esterigmas productoras de conidias; estas son lisas, unicelulares de 9.0 a 15 x 6.5 a
10 u de color café claro en masa y hialinas individualmente, de forma elipsoide a ovoides,
semejando un conjunto de racimos en cada apice de las ramificaciones (como racimos de

uvas).

Este hongo forma estructuras de forma irregular, por lo general aplanadas y de color
negro llamados esclerocios, cuya funcion es la de sobrevivencia de las especies en condiciones
adversas y de las cuales se puede formar la fase sexual o ascal (Jarvis, 1977, Kenneth, 1989 y
Mendoza, 1993). Un dato importante es que en células del mismo talo y menormente en
células subterminales, la condicion heterocaridtica puede deberse a la habilidad de
anastomosis de las hifas, ya que hay intercambios de nucleos a través de un poro septal

(Kohler, 1930, Hansen y Smith, 1932).

Proceso de infeccion en plantas y frutos

El proceso de infeccion se inicia con la penetracion de los tubos germinativos a la
planta, las condiciones para su penetracion son dadas por la cuticula del huésped, una gota de
agua o solucion nutritiva, que se vuelve sustratato por la formacién de un mucilago adhesivo
con didmetro de 10 — 15 p (McKeen, 1974). Lo anterior permite que el tubo germinativo dafie
la cuticula, emitiendo enzimas que la degradan, haciendo orificios sobre la superficie,
ocurriendo generalmente por la punta del tubo germinativo, que a continuacion presiona la
cuticula rompiendo una pequena area 0.2 p de diametro (Pfaff, 1925), posteriormente la
actividad enzimatica de las esterasas se incrementa en la punta del tubo germinal y

aproximadamente 7 horas después de la inoculacion inicia la penetracion (McKeen, 1974).



En el caso del cultivo de fresa, el proceso es un poco diferente, ya que las conidias
germinan a los 90 min de la inoculacién, aunque la mayoria germina entre las 3 y 5 h a una
temperatura 6ptima de 20 °C, mientras que la penetracion ocurre 20 h después de inoculado,
iniciando la segunda fase, que es germinacion y crecimiento del tubo a 30 °C. El intervalo
entre la inoculacion y la aparicion del primer sintoma es de alrededor de 48 h en frutos de

fresa (Sutton y Peng, 1993).

Este patdgeno se ha encontrado también en cotiledones senescentes de frijol (Johnson y
Powelson, 1983). En el caso de flores se cree que las secreciones del néctar y estigmas podrian
ser mayormente infectivos, el hongo puede infectar el estilo y el ovario penetrandolos, pero no

es el mismo caso en todas las especies.

La adhesion de conidias en diferentes sustratos como tomate, requieren de hidratacion
inmediatamente, lo que ocurre con conidias vivas y muertas de B. cinerea; y ademas de ser
son ligeramente influenciadas por lecitinas, azlicares, sales o tratamientos con proteasas,
existiendo un efecto hidrofobico entre el sustrato del hospedero y la superficie de la conidia
(Doss et al; 1993). El caso de infeccion por microconidias no se ha reportado, pues aparecen

solo durante la espermatizacion (reproduccion sexual).

La infeccion por conidias es mas débil que por tubos germinativos del micelio, ya que
este siempre tiene una base de nutrientes almacenados, asi el potencial del micelio es mucho
mayor que la de conidias germinativas, y es mas independiente de factores externos
ambientales. B. cinerea causa degradacion excesiva de las paredes del hospedero y las lamelas
medias de las células, asi como alteraciones en paredes distantes de las hifas invasoras, pero se
sabe que con tratamientos con quitosan a los tejidos las células hifales fueron principalmente
restringidas a cavidades de las heridas y células epidérmicas rotas y aun con la presion de las
hifas, los tejidos del hospedero se preservaron en buen estado sin alteraciones en tejido (Doss

et al; 1993).



Ciclo biologico

El hongo inverna como micelio y esclerocios sobre o dentro de los residuos de cosecha
y en el suelo, estos germinan y producen conididforos que después forman conidios que al ser
liberados pueden atacar plantitas al nivel del cuello, también infectan flores (pétalos), hojas y
frutos; en donde los conidios germinan, penetran e invaden los tejidos, desintegrando las
células a su alcance, ocasiona las pudriciones sobre las cuales se desarrollan conidioforos y
conidios que forman la capa o moho gris, estos se liberan de nuevo y atacan otras plantas
(Figura 1); cuando las condiciones son favorables forman sobre las pudriciones los esclerocios

los cuales les sirven como estructuras de sobrevivencia (Agrios, 2001; Mendoza, 1991).
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Figura 1. Ciclo biologico del hongo Botrytis cinerea (Tomado de Agrios, 2001.).

También se hace mencion que los esclerocios de B. cinerea germinan para producir
conidi6foros, pero pueden también producir una fase perfecta de Botryotinia, en la que las
ascosporas se forman en un apotecio, pero esta fase se encuentra raramente en la naturaleza

(Agrios, 2001; Mass, 1984).



Sintomatologia

En los frutos en maduracion el sintoma tipico es una lesion café claro, oval o
redondeada, ligeramente blanda, pero no acuosa que después se torna café rojizo y cubierta
por un crecimiento grisaceo y polvoso; al avanzar la enfermedad puede llegar a cubrir todo el

fruto y posteriormente secarlo y momificarlo (Mendoza, 1991).

Cuando el ataque ocurre durante el estado de flor o fruta muy pequefia, la infeccion
generalmente se extiende hacia el caliz y pedunculo, produciendo una deshidratacion total y
posteriormente la muerte. En frutos desarrollados, proximos a madurar, los sintomas empiezan
con la pérdida de su firmeza y posteriormente aparecen manchas descoloridas y opacas

(Martinez y Del Rio, 1975).

Cuando induce una pudricidon seca, la enfermedad es altamente destructiva pudiendo
manifestarse en el fruto en dos formas caracteristicas: una es comenzando a atacar por el
extremo del pedinculo y la otra es en la parte apical del fruto. El tejido del fruto cuando

comienza a ser atacado, es ligeramente de color café y blando (Powelson, 1960).

Epifitiologia

Segiin Devaux (1978) citado por Paulus (1990), la humedad es el factor maés
importante que regula el suceso del moho gris. Las lluvias frecuentes inducen la maxima
incidencia de la enfermedad. Las condiciones Optimas en campo para el desarrollo de este

patogeno son una temperatura de 15 a 20 °C con 90 por ciento de humedad relativa.

Agrios (2001), cita que el moho gris muestra mayor severidad en ambientes himedos y
moderadamente frios (18 a 23 °C); bajo estas condiciones el hongo esporula, libera y
germinan sus esporas produciendo la infeccion. Sin embargo se ha observado que el patogeno
muestra actividad a temperaturas bajas, ocasionando pérdidas considerables en cosechas que

se almacenan durante largos periodos, aun cuando las temperaturas estén entre 0 y 10 °C.



Con respecto a luminosidad, B. cinerea presenta gran adaptabilidad tanto a luz como a
oscuridad; pero el micelio decrece en presencia de luz roja y por el contrario la luz anaranjada
estimula germinacion de conidias. Con ciclo continuo de luz o 12 h de oscuridad se promueve
esporulacion y se suprime la formacion del esclerocio. El proceso para induccion de esclerocio
se encontrd opuesto al de induccién de esporulacion. EI moho gris presenta diferentes

necesidades en varios procesos de crecimiento (Jarvis, 1977 y Kenneth, 1989).

En un trabajo realizado por Zhang y Sutton (1994) en Picea mariana, inoculando B.
cinerea y sometiéndolo a diferentes temperaturas y humedades relativas se observd, que las

condiciones de luz y oscuridad no tuvieron ninguna influencia sobre la esporulacion.

El fototropismo negativo fue notado en tubos germinativos de B. cinerea, ya que se
forman pigmentos carotenoides u otros fotoreceptivos en esporas y tubos germinativos; el

fotorreceptor en las puntas de tubos germinativos es la riboflavina (Jarvis, 1977).

Respecto al pH, las conidias de B. cinerea presentan un amplio rango de adaptacion
dependiendo de su hospedero, por ejemplo: variando de 2.0 a 9.8, aunque es preciso sefialar
que a pH de 2.1 los tubos germinativos son anormales en apariencia e inician su

desintegracion; el pH optimo para la formacion de esclerocios es de 4.0 (Jarvis, 1977).

Epidemiologia

De acuerdo a Deacon (1988) B. cinerea se conoce mejor como un parasito de las frutas
blandas, no especializado que ataca a una amplia gama de plantas, pero solo si sus tejidos
comienzan a envejecer o han sido dafiados, con frecuencia coloniza los pétalos de las flores en
proceso de envejecimiento y los puntos donde estas se desprenden del fruto subyacente (es
decir, “heridas naturales”). Este mismo autor menciona que se ha demostrado que las esporas
de B. cinerea no germinan en presencia del micelio progenitor. Esto se puede interpretar como
una estrategia para asegurar que las esporas sean dispersadas antes de germinar y se considera

como un invasor secundario comun de los tejidos dafiados por parasitos primarios.



Martinez y Del Rio (1975) citan que la infeccion causada por el patogeno se lleva al
cabo de diferentes maneras: por el acarreo de esporas por el viento, agua y por el contacto de
los frutos con el suelo o con otros que estén enfermos. Si las condiciones son favorables, el

dafio ocurre no importando en que estado de desarrollo se encuentre el fruto.

Sommer (1981) menciona que si la fruta entra en contacto con el suelo, esta se puede
invadir por el micelio del hongo y si esta fruta se empaca, el micelio invade al fruto sano
adyacente. Funt et al. (1997), reportan que la infeccién también ocurre durante la floracion,
entrando las conidias a la fruta a través de las partes florales donde es inactiva y cuando el

fruto madura, generalmente el hongo llega a ser activo y ocurre la descomposicion.

Predisposicion del hospedero a la infeccion

De acuerdo a Jarvis (1977) algunas de las condiciones que predisponen al hospedero al

ataque de B. cinerea, son:

a. Tejidos moribundos. Este factor es asociado a la predisposicion de plantas dafadas o

moribundas y en estos casos el hongo las prefiere en lugar de tejido sano.

b. Heladas. Afecta el crecimiento y los procesos de defensas de las plantas, por medio de
la temperatura, por ejemplo: papa almacenada a 3 °C, se predispuso al ataque de B.

cinerea.

c. Heridas. Cualquier agente que pueda dafar fisicamente los tejidos de las plantas puede
predisponerlas al ataque del hongo; por ejemplo: Aphis fabae es un insecto que
predispone a la infeccion de B. cinerea en campo, incrementando su incidencia,
presumiblemente por el contenido de sacarosa en su mielecilla; también pueden causar

heridas la maquinaria y el equipo.



Contenido de agua. Esta evita barreras, facilitando la penetracion del patdgeno,

dandole un ambiente ideal, asi el contenido de agua en frutos, facilita su ruptura.

Contenido de carbohidratos. El contenido de azicar en los tejidos influye en su
susceptibilidad, B. cinerea prefiere altos contenidos de azicares en los tejidos de
flores, frutos y hojas, reduciendo la fotosintesis. Algunas enzimas producidas por este
patdgeno son: polygalacturonasa, xylanasa, celulasa y pectin metil esterasa (Jarvis,

1977).

Influencia de los pesticidas. Varios insecticidas, herbicidas y reguladores de
crecimiento alteran el metabolismo del hospedero, modificando la susceptibilidad, ya
que induce cambios en las concentraciones de azucares, algunos estimulantes del
hongo son: zineb, maneb, 2,4-6 tricloro y acido pentaclorofenoxiacéticos, entre otros
mientras que otros interfieren dando resistencia al cultivo contra el patégeno. Un
ejemplo de susceptibilidad es la aplicacion de Bayleton 25 W aplicada a flores de

exacum matando la planta a los 5 dias (Pfleger, 1984a).

Nutricién. El estado nutricional de las plantas afecta grandemente la incidencia de B.
cinerea en ellas; por ejemplo: las deficiencias de N, P, K, Mg y Ca; este ultimo
bloquea la penetraciéon de la cuticula cuando abunda, decreciendo la habilidad del

moho gris a utilizar pectatos (Volpin y Elad, 1991; Hamer y Evensen, 1994).

Microorganismos. La presencia anterior de otros microorganismos puede influir en la
incidencia de B. cinerea, asi como la presencia de insectos que pueden vectorear el

hongo (Giblin et al. 1993).

Polen. Afecta la germinacion de conidias, asi como la presencia de bacterias que
compiten por nutrientes con efectos antibidticos, en estigmas de trigo y pistache el
polen incrementa la susceptibilidad a B. cinerea (Mclelland y Hewitt, 1973 y Bolkan et
al. 1984).



j. Genética de las variedades. Segun las caracteristicas de estas; por ejemplo: al grosor de
la cuticula, capas cerosas o muy suculentas, las cuales estan asociadas a la
susceptibilidad (Hammer y Evensen, 1994; Zhang y Sutton, 1994; Tuomi ef al. 1993;
Sirjusingh et al. 1996).

Métodos de Control de Botrytis cinerea

Los procedimientos de control de B. cinerea son complejos e inciertos en sus

resultados en condiciones muy favorables para el parasito, pero se puede resumir de la

siguiente manera (http://www.infoagro.com/abonos/botrytis2.asp):

Métodos preventivos y practicas culturales

Es uno de los aspectos mas importantes para el control de esta enfermedad y deberia de
condicionar el tamafio y tipo de invernadero donde B. cinerea es un problema grave. Se

sugiere lo siguiente:

Evitar las siembras demasiado densas en condiciones de baja luminosidad.

Desinfectar las semillas.

Solarizar los suelos ya que es efectivo para el control de esclerocios.

Manejar la aireacion, calefaccion y el riego en invernadero con el fin de reducir la
duracion de los periodos diarios que combinan humedad a saturacion y

condensaciones y temperaturas de 15-17° C.

Realizar podas y deshojados a ras del tallo para no dejar tocones que sirvan al

desarrollo del parasito aplicando una pasta fingica en las heridas.


http://www.infoagro.com/abonos/botrytis2.asp

Controlar los niveles de nitrogeno en el suelo, ya que niveles elevados favorecen el

desarrollo de la enfermedad.

Retirar restos de cultivo y plantas afectadas por la enfermedad tanto del exterior del

invernadero como de los alrededores.

Aplicar cubiertas plasticas de invernadero con absorcion de luz ultravioleta ya que

reducen la esporulacién y la tasa de colonizacion epidermal.

Proteger los organos almacenados, como es el caso de los bulbos de cebolla, los
que deben mantenerse de 2 a 4 dias a una temperatura de 32 a 50 °C a fin de
eliminar el exceso de humedad y posteriormente a 3 °C en un ambiente lo mas seco

posible.

Control biolégico

Se han descrito diversos hongos (7Trichoderma spp., Comniothyrium spp.,
Gliocladium p., Mucor spp. , Penicillium spp., Verticilium spp.), bacterias y nematodos
como antagonistas de B. cinerea, citando a los primeros como los mas importantes en
los cultivos horticolas. Para el control bioldgico del moho gris de las manzanas se ha
descrito el hongo antagénico Trichoderma harzianum. Estos agentes de control todavia

no se aplican de forma comercial en estos cultivos.

Control quimico

El control de Botrytis en los terrenos de cultivo mediante aspersiones quimicas
aun no ha tenido el éxito deseado, especialmente en los climas hiumedos y frios. En el
caso de la pudricion de la lechuga por Botrytis, se recomienda llevar al cabo

aspersiones con diclordn o zineb.



Otros fungicidas como el difolatdn, dyrene, maneb-zinc, maneb o el
clorotalonilo, parecen ser mas adecuados en cultivos como la cebolla y el tomate. Para
el control de las pudriciones del fruto, como es el caso del moho gris de la fresa, se
recomiendan las aspersiones o espolvoreaciones con captan, thiram o benomyl. Sin
embargo, se han descrito regiones donde la resistencia de B. cinerea a fungicidas es un
hecho, por lo que es recomendable realizar practicas como las siguientes

(http://www.infoagro.com/abonos/botrytis2.asp):

Tratar la parte aérea de las plantas con aspersiones a base de iprodiona,
vinclozolina o procimidona en alternancia o mezcla con fungicidas de amplio
espectro, especialmente con los que tienen una accidn contra-Botrytis: tiram,

diclofluanida o clorotalonil.

Tratamientos preventivos durante la floracion, o cuando las condiciones

ambientales sean favorables para el desarrollo de la enfermedad.

Sobre los tallos donde se inicie un chancro aplicar pastas fingicas con base de

tiram + iprodiona + éter de petréleo, y también triadimefon.
El tratamiento quimico debe ir acompafiado de medidas culturales.
En general, las materias activas recomendadas para el control de B. cinerea son

benomilo, diclofuanida, clozolinato, iprodiona, procimidona, tiabendazol,

vinclozolina+metiram, metil-tiofanato, procimidona+dietofencarb, etc.

Generalidades del Quitosan

El quitosan es un aminopolisacarido cationico formado por unidades de glucosamina
(Shahidi et al., 1999); Este biopolimero es muy abundante en la naturaleza y es el segundo

después de la celulosa.


http://www.infoagro.com/abonos/botrytis2.asp

Origen

El quitosan es un polisacarido de origen natural absolutamente inocuo para la vida
vegetal y animal y ademads de ser biodegradable y biocompatible (Nishioke et al., 1990). Es un
biopolimero, no toxico que se obtiene por la desacetilacion parcial o total de la quitina,
polimero natural muy abundante que se extrae comercialmente a partir de los caparazones de

crustaceos generados como desechos de la industria pesquera (Cabrera et al., 2002).
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Figura 2. Estructuras quimicas de quitina, quitosan y celulosa.

La estructura de los biopolimeros, quitina, quitosan y celulosa, son muy similares entre
si (Figura 2) ya que los tres tienen unidades repetitivas de los grupos hidroxilos, pero ademas
la quitina tiene un ester, el cual es convertido por desacetilacion en la amina que caracteriza al

quitosan. La celulosa en cambio, solo tiene unidades con tres grupos hidroxilos.



Propiedades

El quitosan, posee propiedades que dependen del grado de desacetilacion y de
polimerizacion, que estan muy relacionadas a su vez con el peso molecular y con propiedades
fisicoquimicas como la solubilidad, entre otras. El quitosan es un material heterogéneo cuya
desacetilacion varia desde un sesenta hasta un noventa por ciento y los pesos moleculares

(MW) se reportan de 50 hasta 2000 KDa (Hirano, 1999; Rege y Block, 1999).

El peso molecular de las quitinasas microbianas se encuentra entre 20 a 120 KDa, este
va a depender del sustrato y microorganismo utilizado para la produccion. El peso molecular
de las quitinasas de hongos se encuentra por arriba de 30 KDa (Sang-Lang y Isu-Chang,
1997). La presencia en el quitosan de los grupos NH, y OH, posibilitan la derivacion de la

misma (Hirano, 1997).

Usos y aplicaciones

El quitosan y sus propiedades en la agricultura se han investigado desde hace varios
afios (Nishioke et al., 1990). La presencia de grupos amino libres en el quitosan, lo hacen que
sea muy activo bioloégicamente (Shahidi et al., 1999). Entre las multiples propiedades del
quitosan, es bien conocida su actividad antimicrobiana sobre bacterias, levaduras, nematodos y

hongos.

Un ejemplo de ello es el reciente trabajo reportado por Ortega et al. (2003) en el que se
estudio el uso de complejos interpolielectroliticos de poly (4cido acrilico)-quitosan (PAA-CS)
como inductores de tolerancia contra hongos patogénicos que afectan al tomate, concluyo6 que:
el tratamiento a la semilla de tomate con PAA-CS mostraron un efecto positivo en el
crecimiento y produccion de biomasa de plantulas de tomate en presencia de Fusarium
oxysporum y Phytophthora capsici. En la ausencia de estos patogenos, el uso de PAA-CS
incrementaron el peso de las plantulas, por lo tanto dichos autores consideran que el uso de

estos tratamientos a las semillas permiten incrementar la tolerancia al estrés biotico.



Estudiando los efectos antifungicos de recubrimiento con quitosan en fresas y
frambuesas frescas durante el almacenamiento Zhang y Quantick (1998) encontraron que el
recubrimiento con este biocompuesto fue casi tan efectivo como el proporcionado por el
fungicida tiabendazol para controlar la pudricién causada por Botrytis cinerea y Rhizopus sp
de los frutos almacenados a 13 °C. El recubrimiento con quitosan también tuvo efectos
benéficos en la firmeza de los frutos, en la acides, contenido de vitamina C, asi como en el

contenido de antocianinas en fresas y frambuesas almacenadas a 4 °C.

El quitosan derivado de la quitina obtenida de conchas de cangrejo fue aplicado como
recubrimiento de semillas y también se aplico al sustrato de siembra de un invernadero antes
de proceder a la inoculacion con el hongo Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopercisi por
Benhamou et al. (1994). Estos autores estudiaron la induccidon de resistencia sistémica al
Fusarium de la corona y pudricion de las raices de tomate después de que fueron tratadas con
quitosan. Sus resultados indican que después de examinar las raices de tejido de tomate en los
sitios de penetracion del hongo se encontrd que el pretratamiento con quitosan se asocid
siempre a la expresion de reacciones de defensa de las plantas. En la epidermis las células
mostraron signos tipicos de necrosis caracterizada por una marcada desorganizacion en el
citoplasma. Las células fungosas sufrieron de un serio dafio y fueron frecuentemente
circuladas por un material denso en electrones, los cuales se determind que eran de naturaleza
fenolica. Estas observaciones proporcionan mas evidencias de que el quitosan actia como un
inductor de reacciones de defensa en las plantas y por lo tanto, este biopolimero tiene el
potencial de convertirse en una poderosa alternativa para el manejo de enfermedades en los

cultivos.

Por otra parte, los oligomeros de quitosan también han sido estudiados por su actividad
antifungica en Fusarium solani por Kendra y Hadwiger (1984). El trabajo de estos
investigadores mostraron que el quitosan tuvo una maxima actividad antifingica y en la
induccién de pisatina, cuando el quitosan y sus derivados no mostraron actividad antifungica y
solo una leve actividad en la formacion de pisatina. Estos resultados muestran que el quitosan

de elevado peso molecular es mas activo en su actividad antifiingica y en su actividad de



produccion de pisatina que las soluciones de quitosan de pesos moleculares intermedios y

bajos.

Otro de los usos del quitosan por ser un biopolimero natural, biodegradable y no téxico
es en el empleo como agente antimicrobiano en alimentos, aprobado por la Food and Drug

Administration (FDA) (Hirano, 1999).

En otros estudios el quitosan también se ha venido utilizando ampliamente para
estudiar diversos aspectos relacionados con la microbiologia de alimentos procesados solidos
y liquidos. La informacién consignada por Roller y Covill (1999) relacionada con las
propiedades antifungicas del quitosan en jugos de manzana contra 15 levaduras y hongos
asociados con la pudricion de alimentos indica que la adicion de 5 g/L fueron requeridos para
inactivar a Zigosaccharomyces bailii y una cepa de Saccharomycodes ludwigii en jugo de
manzana durante 14 dias a 25 °C. La inhibicion del crecimiento e inactivacion de hongos y
lavaduras filamentosas respectivamente fue dependiente de concentracion del quitosan, pH del
medio y temperatura. Los autores de este trabajo concluyeron que el quitosan tiene potencial
para ser empleado en jugos de frutas y merece ser estudiado en el futuro como un preservativo

natural en alimentos y bebidas con tendencias a la descomposicion por hongos.

La literatura también reporta el uso de derivados de la quitina en el control ambiental.

. : : 11z ++ +
Ellos actiian como matriz adsorbentes de iones metalicos tales como: Cd" ', Cr

*,Pb"", y otros
iones presentes en efluentes acuosos (Maurelia et al. 2000; Ferreira, et al. 2000; Sag ; Aktay.
2000). El quitosan se caracteriza por su alta afinidad por los iones metalicos debido a la gran
cantidad de los grupos amino presentes en su estructura. El mecanismo de extraccion depende
del grado de protonacion del quitosan asi como de las especies predominantes de los iones

metalicos en solucion ( Dzul ef al. 2001).

El uso del quitosan en aplicaciones farmacéuticas ha sido también ampliamente
estudiado. En particular en lo que se refiere a la liberacion de droga se ha aprovechado su
naturaleza cationica para formar complejos con drogas y/o excipientes de carga opuesta

alterando las caracteristicas fisicoquimicas de la formulacion (Singla y Chawla 2001).



En estudios previos en mezclas quitosan-alginato se ha encontrado que el mayor grado
de interaccion entre los primeros es entre 40-50 % lo cual corresponde aproximadamente a
una relacion molar 1:1 entre quitosan y alginato debido a la interaccidn electrostatica entre un
grupo carboxilato de una unidad de anhidromanurénico o anhidrogulurénico de alginato y un
grupo amonio de quitosan. La incorporacion de la mezcla quitosan/alginato en un 20 % en el
comprimido permitio obtener una forma farmacéutica de liberacion prolongada con un tiempo

de disolucion de 4,3 horas (Tapia et al. 2002).

Generalidades de Larrea tridentata

Las zonas 4ridas representan un gran potencial porque guardan una riqueza basada no
tanto en su densidad, como en su especializacion bioldgica, donde la flora y la fauna son el
producto de miles de afios de adaptacion fisiologica para su sobrevivencia. Un caso tipico de
estas condiciones lo representa la gobernadora Larrea tridentata (D.C.) Coville de la familia
Zygophyllaceae. Esta especie perenne es la mas ampliamente distribuida en las zonas aridas de

los desiertos Mojave, Sonorense, y Chihuahuense (Barbour, 1969).

Comunmente en México se le conoce con el sugestivo nombre de gobernadora por su
dominacion en las grandes extensiones de las zonas aridas del norte de México. Pero también
se le conoce como sonora, tasajo, jarilla y hediondo o hediondilla por el peculiar olor que

tiene, sobre todo después de una lluvia (Brinker, 1993).

Las hojas de este arbusto xerdfito estan envueltas en una gruesa capa de resina
producida por tricomas glandulares durante el desarrollo de las hojas, y puede llegar a formar
parte del 20 % del peso seco de las hojas (Rhoades, 1977) o mas (Lira-Saldivar et al. 2003 a).
La resina tiene la propiedad de hacer menos digestivo el follaje, de manera similar al efecto
que producen los taninos (Rhoades, 1977). También se comporta como un antitranspirante
ideal debido a que forma una barrera en la superficie de las hojas que disminuye la
transpiracion mas que la tasa de asimilacion de CO, (Meinzer et al. 1990; Gonzélez et al.

1994). Se considera que la resina funciona como un filtro contra la radiacion solar UV, y



protege a la planta contra el herbivorismo de insectos y animales (Barbour et al. 1977,
Downum et al. 1988). Los arbustos de L. tridentata enfrentan fuertes presiones de animales
herbivoros, debido a que las hojas estan siempre verdes durante los meses del afo sin lluvia,
época en que son pocos los recursos vegetales que pueden encontrar insectos y animales; sin
embargo, el herbivorismo en Larrea es limitado, probablemente debido a los metabolitos
secundarios como los biopolimeros fendlicos y el acido nordihidroguaiarético (NDGA) que se
encuentran presentes en la resina producidas en hojas y tallos, los cuales resultan ser defensas
bioquimicas para repeler el ataque de animales herbivoros, hongos y otros microorganismos

(Valesi et al. 1972; Wisdom et al. 1987; Rundel et al. 1994).

Distribucion geografica

L. tridentata domina aproximadamente 17.5 millones de hectareas desde el oeste de
Texas hasta el sur de California en los Estados Unidos (Duisberg, 1952). Su rango en el
desierto Mojave va desde la parte sur de California y Nevada a la parte central de Arizona y

Nuevo México (Figura 3), limitado por heladas invernales o lluvias excesivas de invierno.

Figura 3. Representacion grafica de las areas naturales de Larrea tridentata en el norte de
México y sur de los Estados Unidos.



En la Republica Mexicana, la gobernadora se encuentra en parte del Desierto
Sonorense, incluyendo los estados de Baja California Norte, Baja California Sur y Sonora, y
en el Desierto Chihuahuense incluyendo los estados de Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leon,
Zacatecas, San Luis Potosi y Durango (Figura 3). Se estima que el 25 % (500,000 Km?) del

territorio Nacional estd cubierto con este arbusto de las zonas aridas (Belmares et al. 1979).

Las razas de esta especie se caracterizan por ser diferentes en su nimero cromosomico,
ya que las plantas del Desierto Chihuahuense son diploides (n = 13), las del Sonorense son
tetraploides (n = 26) y las del Mojave son hexaploides (n = 39) (Sakakibara et al. 1976; Mabry
et al. 1977).Su rango de adaptacion en elevacion es de menos del nivel del mar en el Valle de
la Muerte en California, hasta mas de los 2,500 m en las sierras del norte de México (Van
Davender, 1990). Crece bien en planicies secas, rodeando colinas y declives, y en varios tipos

de suelos, excepto arcillosos, salinos o graniticos (Shreve y Wiggins, 1964).

Su crecimiento ampliamente distribuido en areas generalmente consideradas como
improductivas, ha conducido a hacer estudios de su potencial valor comercial. Se ha estimado
que la gobernadora representa una fuente potencial de mas de un millon de toneladas de
forraje seco y unas 100,000 toneladas de resina con un rendimiento anual sostenido cuando se

coseche cada 2 a 4 afios (Duisberg, 1952).

Descripcion botanica

L. tridentata es un arbusto perenne xero6fito siempre verde. Su edad puede exceder los
100 afios, aunque algunas plantas pueden sobrevivir cientos o miles de afios a través de
reproduccion vegetativa asexual, ya que las raices producen brotes o retofios que después se
convierten en nuevas plantas. La edad se determina por la corona radicular. La raiz crece solo

cerca de 170 cm hacia abajo, pero se ramifica hasta mas de 4 m lateralmente (Brinker, 1993).

El tamafo de la planta varia de 0.5 a 4 m en altura dependiendo de la lluvia de invierno

o verano, y la altura promedio varia de acuerdo a su raza de ploidia (diploide 86 cm,



hexaploide 112 c¢cm y tetraploide 138 cm). No hay un tallo principal, pero las ramas gruesas
crecen vertical u oblicuamente desde la corona radicular y se hace dicotomica lateralmente

(Coyle y Roberts, 1975).

Las hojas son pequefias y bifoliadas, de un verde oscuro a verde amarillento con
cuticulas gruesas y una capa resinosa, tiene peciolos cortos y crecen opuestas en las ramas.
Las flores son amarillas, usualmente crecen al final del invierno o a principios de la primavera,
pero pueden florecer en cualquier momento después de una lluvia; crecen, cerca de las
terminaciones de los retofios jovenes como capullos solitarios con cinco pétalos y su polen y
néctar atraen muchas abejas (unas 30 especies diferentes). Los frutos son pequefios (4 a 7 mm
de diametro), tienen una cubierta vellosa y contienen cinco semillas que se esparcen en
primavera y al principio del otofio por el viento y la lluvia (Shreve y Wiggins, 1964; Coyle y
Roberts 1975).

Constituyentes fitoquimicos

Los principales compuestos en la resina de L. tridentata reportados en la literatura son
numerosos. Destacan por su mayor contenido con base al peso seco del follaje los lignanos

fenolicos, seguidos por las saponinas, flavonoides, aminoacidos y minerales (Cuadro 1).

El compuesto mas importante que se encuentra en la resina de las células cercanas a las
capas epidermales superior e inferior de las hojas y tallos es el dcido nordihidroguaiarético
(NDGA), uno de los antioxidantes mejor conocido (Seigler ef al. 1974). Quimicamente se le
ha descrito como beta, gamadimetil-alfa, delta-bis (3,4-dihidroxifenil) butano. Se ha
demostrado que este acido tiene propiedades como antioxidante, antiinflamatorio, citotoxica,
antimicrobial e inhibidor de enzimas (Mabry et al. 1977; Fernandez, 1979; Brinker, 1993).
Este fuerte antioxidante se presenta en todas las especies e hibridos de Larrea, habiendo una
ligera diferencia en concentracion entre las razas de ploidia en lo que se avanza a través del
Desierto Chihuahuense (2.62 %) hacia el Sonorense (3.84 %) y hacia el Mojave (4.86 %)
(Gisvold, 1948; Downum et al. 1988).



Cuadro 1. Principales constituyentes fitoquimicos de Larrea tridentata (Brinker, 1993).

Porcentaje del  Tipo Compuesto
pEeso seco
16-21 Lignanos Fenolicos Acido Dihidroguaiarético
Hemi-nosisoguaiacin
Acido nordihidroguaiarético
Nordihidroguaiacin
5-7.5 Flavonoides Apigenin
Kaempferol
10-15 Saponinas
Triterpenos Larreagenin A
Acido Larréico
0.1-0.2 Monoterpenos
Volatiles

70.1 (de tallos)
16.6

15.6 mg/lb
19.8 mg/100 g
13.7

Hidrocarbonos 35

Aromaticos

Esteroides
Taninos
Carbohidratos

Lipidos
Aminoacidos

Vitaminas

Minerales

Alpha penene
Delta-3-carene
limoneno
Benzaldheido
Benzilacetato
Belzilbutano
Metil naftaleno
Beta-sitosterol
Colesterol
Campesterol

Glucosa

Sucrosa

Alkil esteres (C43-C56)
Fenilalanina

Isoleucina

Acido glutamico

Acido aspértico

Glicina

Caroteno
Vitamina C

Sodio
Potasio
Calcio
Magnesio
Hierro
Azufre
Fosforo




El proposito del NDGA y su derivativo o-quinona es evidentemente un repelente de
herbivoros (Janzen et al. 1994). El ganado no consume normalmente el follaje de Larrea
(Kearney y Pebbles, 1951; Zamora, 1988), pero puede hacerlo si se remueve la resina, ya que

es una fuente excelente de proteina, comparable a la alfalfa (Duisberg, 1952).

Estudios interpoblacionales de L. tridentata realizados en el Desierto Sonorense
revelaron que las concentraciones de NDGA encontradas en la resina de sus hojas variaron en
funcion de la latitud y de la época del afio (Downum et al., 1988), asi como con factores
ecoldgicos, ya que la concentracion de NDGA puede reducirse por la contaminacion

ambiental provocada por concentraciones elevadas de ozono (Gonzalez ef al.1988).

La concentracion de NDGA es de cerca del 50 % de la resina que forma parte de un 10
a 15 % del peso seco de las hojas. También hay mas de 20 flavonoides metil aglyconas que
constituyen la otra mitad de la resina. Los posibles efectos de todos los diferentes flavonoides
y otros constituyentes son numerosos y variados. Los efectos combinados de estos
constituyentes apuntan hacia un sinergismo que amplia el efecto del compuesto activo
primario (NDGA), esto sugiere la ventaja de usar un extracto de la estructura entera
hoja/ramas en comparacion con usar una preparacion de NDGA purificado o sintetizado.

(Sakakibara et al. 1976).

Propiedades antifungicas in vitro

Uno de los primeros trabajos sobre el efecto fungicida y/o fungistatico de la resina de
la gobernadora reporta que al utilizar extractos crudos de cloroformo y etanol los hongos
Rhizoctonia solani Kihn, Pythium sp. Pringsh. y Rhizopus nigricans Ehrenb, fueron
controlados in vitro, tanto con el extracto metanolico como con el cloroformico; no fue el caso
de Fusarium oxysporum Schlechtend.: Fr., ya que con 1,000 ppm de cada extracto, solo se

controlé en un 76 y 93 %, respectivamente (Fernadndez et al. 1979).



Posteriormente, otros autores han venido corroborando in vitro las propiedades
antifiingicas de la gobernadora, ya sea con productos obtenidos con diferentes extractantes, o
bien con material vegetativo seco y molido. Los resultados obtenidos por Velasquez (1981),
indican que el extracto que mejor efecto manifestd en estudios in vitro fue la fraccion
etandlica a dosis de 2,000 ppm, observando un crecimiento nulo a los 15 dias después de la
inoculacion del hongo Cytosporina sp. (Sacc.) Sacc., estado asexual de Eutypa armeniacae
Hansf. y M.V. Carter agente causal del brazo muerto de la vid; ademas, inhibid la germinacion
de ascosporas de E. armeniacae a la misma dosis, pero con extractos en base a etanol y

cloroformo.

Los estudios efectuados por Salazar ef al. (1990) mostraron que el polvo de hojas y el
extracto en acetona de L. tridentata también inhibieron in vitro el crecimiento de Pythium
aphanidermatum (Edson) Fitzp. En el trabajo realizado por Vargas et al. (1997) sobre la
actividad antiaflatoxigénica in vitro de 10 extractos vegetales, se destaca el efecto del extracto
de L. tridentata obtenido con diclorometano, ya que inhibio en 92 y 86 % el crecimiento de
Aspergillus flavus Link: Fr. y A. parasiticus Speare, respectivamente; en cambio los extracto

metanodlicos tuvieron poco efecto.

En un ensayo realizado por Lara et al. (1997), se aplico gobernadora en polvo y
extractos obtenidos con acetona y agua para estudiar el efecto inhibidor in vitro de esto
productos sobre Pythium ultimum Trow. Los extractos se adicionaron al 2 % (v/v) en el medio
de cultivo 3P (selectivo a Pythiaceal) antes del vaciado, mientras que el polvo fue adicionado
en la proporcion antes mencionada a las cajas petri antes del vaciado. Los resultados indicaron
que el polvo y el extracto en acetona inhibieron el crecimiento del patdogeno, en tanto que el

extracto en agua tuvo un comportamiento similar al testigo.

Por su parte, Verastegui et al. (1996) determinaron el efecto de extractos etanolicos de
L. tridentata en el crecimiento de hongos, levaduras y bacterias que afectan la salud de
humanos y animales. Sus resultados mostraron que los extractos inhibieron diversos
actinomicetos y hongos entre los que destacan: Candida krusei (A. Castellani) Berkhout, C.

albicans (C.P. Robin) Berkhout, C. rugosa (Anderson) Diddens y Lodder, Cryptococcus



albidus (k. Saito) C.E. Skinner, C. laurenti (Kuff.) C.E. Skinner y C. neoformans var.
neoformans Bemis, asi como las bacterias Listeria monocytogenes (Murray, Webb y Swann)
Pirie, Clostridium perfringens (Veillon y Suber) Hauduroy, Ehringer, Urbain, Guillot y
Magrou, Shigela dysenteriae (Siga) Castellani y Chalmers, Yersinia enterocolitica

(Schleifstein y Coleman) Frederiksen y Proteus vulgaris Hauser.

Debido a que existen pocos fungicidas comerciales que han sido efectivos en inhibir la
germinacion de teliosporas de Tilletia indica Mitra el agente causal del Carbon Karnal del
trigo, Rivera et al (2001) realizaron un trabajo para estudiar el efecto inhibitorio sobre este
hongo de varios extractos de plantas del estado de Sonora. Sus resultados indican que la
inhibicion total in vitro del hongo ocurrio con 500 mg/mL del extracto de L. tridentata

obtenido con diclorometano.

Las teliosporas tratadas con este extracto no mostraron viabilidad cuando se
transfirieron a medio de cultivo fresco, por lo que el extracto de gobernadora mostrd su
potencial como agente de control de 7. indica. En comparacion, los extractos obtenidos de
Chenopodium ambrosioides L. (Aellen) y Encelia farinosa Gray ex Torr. Solo fueron

parcialmente efectivos contra 7. indica.

Al comparar el efecto de extractos etandlicos de resina de gobernadora obtenida del
follaje colectado en los desiertos Chihuahuense (D. Ch.) y Sonorense (D.S.), Balvantin (2001)
encontrd que el hongo Pythium Pringsh. fue significativamente inhibido en su desarrollo
micelial, aun con las dosis mas bajas evaluadas, ya que con 500 ppm se logré una inhibicién
del 100 % con el extracto del D.S., mientras que con esa misma dosis del extracto del D. Ch.
se redujo el crecimiento en un 70 % en comparacion con el testigo. En cuanto a los extractos
provenientes del D. Ch. se observéd un leve crecimiento del micelio con 1,000 y 2,000 ppm,

pero a partir de 4,000 ppm el hongo fue totalmente inhibido.

En un estudio de Lira et al (2002) se encontr6 que los extractos metanolicos
hidrosolubles de resina de L. tridentata colectados a diferentes latitudes (paralelos 24, 25, 26,

27, y 28°) en los D. Ch. y D.S. mostraron claramente una accioén inhibitoria sobre el



crecimiento del hongo F. oxysporum, revelando un marcado efecto diferencial en relacion con
la region geografica donde se colectd el follaje de gobernadora, debido a que la mayor

inhibicion (90.3 %) ocurri6 con los extractos de latitudes sur del D.S.

Una respuesta similar sobre el hongo Phytophthora infestans con extractos metanolicos
obtenidos a través de un gradiente latitudinal ha sido reportada por Gamboa et al (2003),
quienes encontraron diferencias estadisticas significativas en la inhibicion del patégeno con
los extractos de ambos desiertos, siendo mas eficaces los del Desierto Sonorense Los
resultados anteriores aluden entonces que las condiciones ecoldgicas donde se desarrollan los
arbustos de Larrea tridentata tienen un efecto en las caracteristicas fitoquimicas de la resina y

consecuentemente su accion antifingica.

El efecto fungitoxico sobre Alternaria solani Sorauer de los extractos hidrosolubles
etanolico, metandlico y cloroféormico obtenidos de poblaciones nativas de L. tridentata
provenientes de los Desiertos Chihuahuense y Sonorense, también fue consignado por Lira-
Saldivar et al (2003b), quienes encontraron que el crecimiento micelial del hongo fue
significativamente afectado a partir de 2,000 y 4,000 ppm, pero solamente se logr6 inhibirlo

totalmente con los tres extractos de ambos desiertos a las dosis de 8,000 ppm.

Con base en los numerosos avances reportados, queda claro que los compuestos
fitoquimicos presentes en la resina de gobernadora tienen una potente actividad antifingica in
vitro e in vivo contra diversos hongos fitopatdégenos de notable importancia econdémica,
incluyendo algunos que han sido sefialados en la literatura por tener una gran capacidad

metabolica como son los géneros Aspergillus y Fusarium (Montes et al. 2000).

En los resultados antes documentados también se advierte que independientemente de
los solventes usados (etanol, metanol, cloroformo, diclorometano, acetona, agua, etc.) para la
extraccion de la resina encontradas en hojas de este arbusto, la efectividad para inhibir el
crecimiento de hongos invariablemente es consistente, lo cual no deja dudas sobre la seguridad

de sus propiedades antifungicas.



En cuanto a los principios activos encontrados en la resina de Larrea, diversos autores
(Brinker, 1993; Gnabre et al., 1995; Clark, 1999) sefialan a los lignanos fendlicos y
especialmente al NDGA que solamente es producido por esta planta, como el metabolito
secundario que confiere las propiedades biocidas de la gobernadora; sin embargo, esto no ha
sido plenamente demostrado con hongos fitopatdogenos quedando también pendiente la
realizacion de trabajos de investigacion para documentar en detalle el modo de accion de los

extractos de L. tridentata sobre diversos microorganismos.

Descripcion y Fundamentos Matematicos del Efecto Sinergista

Desde el punto de vista de la utilizacion de agroquimicos para el control de plagas y
enfermedades en los cultivos el efecto de sinergismo es muy til debido a las implicaciones de
eficacia que esto implica. En el articulo de Richer (1987) se menciona claramente que el
sinergismo se define como la accién combinada de dos o mas productos, la cual es mayor que
la suma de la accioén de cada uno de esos productos usados por separado, Lo anterior tiene su
fundamento en el concepto original de sinergismo publicado por Limpel (1962). En otras
palabras, este autor describe que el efecto de dos productos puede tener una accion aditiva
(2+2 = 4), lo cual se describe matematicamente con la siguiente ecuacion: Ec= X + Y, donde
Ec es la respuesta aditiva esperada; X es el porcentaje de control o inhibicion cuando el
producto A es aplicado por separado a la tasa usada en la mezcla; Y es el porcentaje de control
observado cuando el producto B se aplica por separado a la tasa usada en la mezcla. Si el
efecto observado (Ep) es mayor que el efecto esperado, entonces se dice que existe

sinergismo.

En términos concretos Richer (1987) sefiala que: si 1 kg del producto “A” mata el 20 %
de malezas (X = 20), y 1 kg del producto “B” mata el 10 % de malezas (Y = 10), entonces el
efecto esperado E. de una mezcla de 1 kg A y 1 kg B debe ser 30 %. Pero si el efecto
observado Eg es 40 %, entonces Eq es mayor que el efecto esperado E., y por lo tanto el efecto
de sinergismo entre los dos productos existe. Desafortunadamente esta manera simplista de

ver el sinergismo aplica en muy pocos casos, y generalmente solo en aquellos en los cuales



uno de los productos no tiene ningun efecto en la especie objetivo, por ejemplo, Y = 0. Esto es
posiblemente la tnica situacién donde el término sinergismo puede ser usado correctamente.
Sin embargo, lo que ocurre en la mayoria de los casos es que la suma de X y Y excede el 100
%, por ejemplo: 1 kg de “A” mata 60 % de malezas (X = 60) y 1 kg de “B” mata 50 % de
malezas (Y = 50). Claramente se ve que el efecto esperado no puede ser 110 %. Si el efecto
observado de la mezcla de los productos es 90 % existe sinergismo, pero ;jcomo puede ser
probado esto?. Un argumento que ha sido aprobado por la Suprema Corte de los Estados
Unidos es lo que se expresa a continuacion: en el ejemplo anterior, si 1 kg de A mata el 60 %
de las malezas, entonces habra un 40 % restante. Lo mejor que 1 kg de B puede esperarse que

haga es que elimine el restante 40 %. En otras palabras:

Ee=60+50x40/100=280 %

Si el efecto observado es mayor que 80 %, entonces existe sinergismo. Este efecto es
expresado de manera simple y clara por la ecuaciéon de Limpel (1962) que se expresa de la
siguiente manera:

E.=X+Y-XY/100

Por lo tanto, y a manera de conclusion se considera de acuerdo con esta ecuacion, que
si el efecto observado es mayor que el efecto esperado E. (calculado con la ecuacion de
Limpel), entonces se dice que existe sinergismo. De igual manera si el efecto observado es
menor que el efecto esperado, entonces la mezcla de los productos A y B tiene un efecto

antagonico.



MATERIALES Y METODOS

Localizacion

El presente trabajo se llevo al cabo en el Centro de Investigacion en Quimica Aplicada

(CIQA), en el area de Microbiologia del Departamento de Estudios Ambientales.

Aislamiento y Obtencion del Patogeno

El hongo B. cinerea fue aislado de tejido enfermo de rosas provenientes de un
invernadero comercial de la sierra de Arteaga, Coah, purificado monosporicamente e

identificado a especie de acuerdo a las claves de Barnett y Hunter (1972).

Descripcion del Experimento

La estructura del experimento en general consisti6 de 9 bioensayos. En el primer
bioensayo, se tuvieron 12 tratamientos con base en quitosan (de bajo peso molecular) a
diferentes concentraciones (ppm). Para un segundo bioensayo se evaluaron los 9 tratamientos
de L. tridentata con extractos metanolicos, en el tercer bioensayo se trabajé con los extractos
etandlicos de L. tridentata siendo estos 8 tratamientos. Los tratamientos evaluados en el cuarto
bioensayo fueron los extractos de L. tridentata con base en hidréxido de sodio, fueron 10. El
quinto bioensayo se evaluo el efecto combinado de las mezclas quitosantLarrea (extracto
metanolico), con un total de 8 tratamientos. Para el sexto bioensayo se trabajé con las mezclas
quitosantLarrea (extractos etanolicos), con un total de 8 tratamientos. Los tratamientos
utilizados en la séptima prueba fueron las mezclas formuladas con quitosant+Larrea (extractos

sodicos), teniendo 6 tratamientos.

En el octavo bioensayo se evaluaron los tratamientos a base de 4cido
nordihidroguaiarético con un total de 4 tratamientos. En el noveno bioensayo se evalud el
efecto antifingico de un producto comercial de quitosan (de elevado peso molecular). A todos
los bioensayos anteriores se les incluyeron dos tratamientos quimicos con fungicidas
convencionales que fueron el tiabendazol y mancozeb més un testigo absoluto (PDA). Los

anteriores tratamientos se tomaron como base de comparacion para el andlisis de los



resultados. Los tratamientos utilizados se muestran en los cuadros 2, 3, 4, 5 y 6

respectivamente.

Preparacion de los Tratamientos con los Bioproductos
Tratamientos con base en quitosan

Se agregd 10.1 mL de acido acético glacial al 99.9 % a 90 mL de agua destilada
desionizada para obtener una concentracion del 10 %, esto con la finalidad de facilitar la
dilucion del quitosan y debido al bajo grado de solubilidad que manifiesta este biopolimero en
agua pura. Posteriormente se agregaron los gramos necesarios, dependiendo de la
concentracion requerida tomando en cuenta que 1 mg es equivalente a 1 ppm, lo anterior

diluido en 1,000 mL de agua pura.

Posteriormente se sometid cada solucion por separado a agitacion constante durante 24
h. Posteriormente se afor6 a un volumen de 1,000 mL para tenerlo diluido en acido acético
glacial al 1 %. La solucién se llevo a esterilizacion a 121 °C durante 20 min, terminado este
proceso se ajusto la solucion a un pH de 5.6 con una solucion de hidroxido de sodio (NaOH),
(Romanazzi et al. 2002). En el cuadro 2 se presentan los tratamientos elaborados con quitosan

que se aplicaron en los bioensayos con B. cinerea.

Cuadro 2. Concentraciones de quitosan aplicados in vitro contra B. cinerea (Bioensayo 1).

Tratamiento Dosis
(ppm)

1 62.5
2 125
3 250
4 500
5 1,000
6 2,000
7 4,000
8 8,000
9 10,000
10 12,000
11 16,000

12 32,000




Tratamientos de extractos de resina de L. tridentata

Para la preparacion de las concentraciones de extractos de la gobernadora se pesaron
en una balanza analitica los gramos de cada concentracion de los extractos hidrosolubles de
gobernadora. Lo anterior tomando en cuenta que 1 mg equivale a 1 ppm diluido en 1,000 mL
de agua pura. Una vez preparada la suspension esta se agité de forma manual durante 5 min
para mejorar la dilucién. En el cuadro 3 se muestran los tratamientos de los diferentes
extractos de L. tridentata (9 metandlicos, 8 etandlicos y 10 sodicos), los cuales fueron

evaluados en 3 bioensayos contra B. cinerea.

Cuadro 3. Concentraciones de extractos de Larrea tridentata aplicados in vitro contra B.
cinerea (Bioensayos 2, 3 y 4).

Bioensayo Extracto Tratamiento Dosis
nimero (ppm)

500
1,000
2,000
4,000
5,000
7,000
8,000

12,000

2 metanolico

O 00 1N DN K~ WK =

3 etanodlico

4 sodico

O 0 IO\ DN B~ WK —
—
Ul\.)
S
S
[e)

—_
(=)
(98]
N
S
S
(=)




Tratamientos con mezclas de quitosan-Larrea

En una solucion conocida de quitosan previamente preparada se adicionaron los
gramos de L. tridentata correspondientes a cada concentracion la mezcla asi preparada se
mantenia en agitacion constante para lograr una solucidon lo mas homogénea posible. En el
cuadro 4 se presentan las mezclas quitosan-Larrea que se evaluaron en tres bioensayos para

analizar el posible efecto sinérgico de ambos bioproductos sobre B. cinerea.

Cuadro 4. Concentraciones de mezclas quitosan-Larrea aplicados in vitro contra B. cinerea
(Bioensayos 5,6 'y 7).

Bioensayo Mezclas de  Tratamiento Dosis
numero (ppm)

1 500/500

2 500/1,000

quitosan 3 500/2,000

5 + 4 500/4,000

Extracto 5 1,000/2,000

metanolico 6 1,000/4,000

7 2,000/2,000
s 8 2.000/4,000

1 500/500

2 500/1,000

quitosan 3 500/2,000

+ 4 500/4,000

Extracto 5 1,000/2,000

etanodlico 6 1,000/4,000

7 2,000/2,000
s 8 2.000/4,000

1 500/28,000

quitosan 2 500/32,000

+ 3 1,000/28,000

Extracto 4 1,000/32,000

sodico 5 2,000/28,000

6 2,000/32,000




Tratamiento del acido nordihidroguaiarético

Debido a que el componente fitoquimico mas importante presente en la resina que se
obtiene de las hojas de los arbustos de gobernadora es el aglicon flavonoide &cido
nordihidroguaiarético (NDGA) y debido a que este antioxidante presenta propiedades biocidas
contra hongos (Zamora, 1988), en este trabajo experimental se decidio evaluar por separado su
efecto sobre el crecimiento micelial de B. cinerea, para su comparacion con los extractos de L.

tridentata. En el cuadro 5 se muestran las concentraciones utilizadas de NDGA contra B.

cinerea.

Cuadro 5. Concentraciones del acido nordihidroguaiarético aplicados in vitro contra B. cinerea
(Bioensayo 8).

Tratamiento Dosis
(ppm)

1 1,000

2 2,000

3 4,000

4 8,000

Tratamientos de quitosan de elevado peso molecular

Con el fin de contrastar la posible diferencia en cuanto al grado de eficacia antifingica
de dos diferentes productos comerciales de quitosan (de bajo y elevado peso molecular), sobre
el crecimiento micelial de B. cinerea, se realizé el ultimo de los bioensayos con el quitosan de
elevado peso molecular. En el cuadro 6 se enlistan las concentraciones evaluadas de este

producto.

Cuadro 6. Concentraciones de quitosan de elevado peso molecular aplicados in vitro contra B.
cinerea (Bioensayo 9).

Tratamiento Dosis
(ppm)

1 1,000

2 2,000

(98]

4,000




Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Micelial de B. cinerea

Para determinar el efecto antifingico de los tratamientos a base de quitosan, L.
tridentata y las mezclas de ambos productos, la evaluacion se realizé de acuerdo al método del
medio envenenado agregando la concentracion de cada tratamiento al medio PDA, vaciandolo

posteriormente a las cajas Petri.

Una vez solidificado el medio de cultivo, y con la ayuda de un sacabocados se
extrajeron explantes de 0.5 mm de didmetro con solo micelio de Botrytis cinerea tomados del
margen de una colonia vigorosa de cinco dias de edad. Dicho explante se deposité al centro de
la caja Petri con PDA y la concentracion a estudiar. Posteriormente, las cajas Petri se sellaron
y se llevaron a incubacion a una temperatura de 24 + 1 °C. El periodo de incubacion fue de 5
dias tiempo que requiri6 para llenar las placas del testigo absoluto. Tiempo al que se midi6 el
crecimiento radial micelial en mm de cada una de las unidades experimentales para determinar
el efecto antifingico. Este mismo procedimiento se siguid para cada uno de los bioensayos

que antes se sefialaron.

Para determinar el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial radial de B.
cinerea en las cajas Petri se utilizo una ecuacion que se generd al medir el crecimiento en mm
del hongo en cada tratamiento aplicado, asi como en el testigo. A continuacion se presenta la
ecuacion matematica desarrollada para determinar este porcentaje debido a los tratamientos

con los bioproductos que se emplearon en este trabajo experimental.

PI =100 - [(Cr * 100) / Rp]

Donde:
PI = Inhibicidén del crecimiento del hongo (%)
Cr = Crecimiento micelial radial del hongo (mm)

Rp = Radio de la placa (mm)



Analisis Estadistico de los Bioensayos

Se empled un disefio experimental completamente al azar, analizado mediante el
programa estadistico computacional version 2.5 de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon,
con el cual se realiz6 una comparacion de medias para determinar la diferencia minima

significativa (DMS) entre tratamientos con un nivel de significancia del 1 % (0.01).

Analisis Probit para Determinar la Cls, en B. cinerea

Con la finalidad de analizar la informacion generada y posteriormente graficar los
resultados obtenidos en los bioensayos realizados con los tres extractos hidrosolubles de resina
de gobernadora, las soluciones de quitosan y las formulaciones quitosan-Larrea, se utilizé el

analisis probit (Finney 1971).

Este andlisis fue utilizado para determinar la Clsy de los tratamientos estudiados sobre
B. cinerea. Para realizar lo anterior, se utilizo el programa computacional escrito en lenguaje
matematico Pc Probit desarrollado por Camacho (1990). En dicho programa se capturaron los
datos correspondientes a las concentraciones utilizadas en cada uno de los bioensayos vs. los
porcentajes de inhibicion de cada uno de estos. Posteriormente, los resultados arrojados por el
programa fueron graficados en papel logaritmico donde el eje de la variable independiente (X)
correspondid a las concentraciones evaluadas y en el eje de la variable dependiente (Y), los
porcentajes promedio de inhibicion del hongo. Con la informacion graficada, se obtuvo la
respuesta exponencial denominada linea concentracion-inhibicion, mediante la cual se estimd

la Clso de cada producto sobre el crecimiento micelial de B. cinerea.

Grado de Eficacia de los Tratamientos Evaluados

Para la determinacién del grado de eficacia de los tratamientos empleados sobre el
crecimiento micelial del hongo B. cinerea, se utiliz6 la formula de Abbott (1925). Este autor

originalmente en su articulo publicado describié un método para calcular la efectividad de un



insecticida en el campo, posteriormente su método se ha venido adapatando por otros
investigadores para calcular o determinar la efectividad de fungicidas en la inhibicion de

determinado hongo. La expresion matematica original de la formula de Abbott es la siguiente:

Pc=(x-y)100/x

Donde: Pc = Porcentaje de control
x= Porcentaje de insectos vivos en el lote testigo

y= Porcentaje de insectos vivos en el lote tratado

La ecuacion original de Abbott utilizada en este trabajo experimental con la finalidad
de determinar la eficacia de tratamientos debido a productos fungicidas, ha sido previamente

utilizada y reportada por Acosta et al. (2003) de la siguiente manera:

ET = [(RT-rt) / RT] (100)

Donde: ET = Eficacia del tratamiento
RT = Crecimiento micelial radial en el testigo

rt = Crecimiento micelial radial en el tratamiento

Efecto Sinergista

Para determinar el efecto sinergista en las diferentes mezclas empleadas de quitosan
con los tres extractos de L. tridentata sobre el crecimiento de B. cinerea, se utilizo la formula

de Limpel (1962), que se expresa como sigue:

Ee=X+Y — (XY /100)
Donde: Ee = Efecto esperado de dos agentes inhibitores

Xy Y =Porcentajes de inhibicion relativa de los agentes usados juntos



RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de los Tratamientos de Quitosan

Considerando los resultados obtenidos en este bioensayo, en el que se evaluaron
diversas soluciones de quitosan, es importante sefialar que los tratamientos que mayor efecto
mostraron al inhibir eficazmente en un 100 % el crecimiento micelial de B. cinerea fueron los
tratamientos que corresponden a las concentraciones de 12,000, 16,000 y 32,000 ppm de
quitosan respectivamente (Cuadro 7); resultados similares fueron detectados con el mancozeb
a 2,000 ppm. Los tratamientos anteriores se comportaron estadisticamente similares entre si

para inhibir de la misma manera el desarrollo in vitro del patdogeno.

Cuadro 7. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion de Botrytis cinerea Pers.
sometido a diferentes concentraciones de quitosan.

Tratamiento Concentracion Inhibicion micelial
(ppm) (o)

Quitosan 12,000 100.00 a*
Quitosan 16,000 100.00 a
Quitosan 32,000 100.00 a
Mancozeb 2,000 100.00 a
Quitosan 10,000 90.30 b
Quitosan 8,000 78.56 ¢
Quitosan 4,000 76.44 cd
Tiabendazol 1,000 71.04 de
Quitosan 2,000 65.42 ef
Quitosan 1,000 60.92 fg
Quitosan 500 56.56 gh
Quitosan 250 53.84 h
Quitosan 125 21.08 1
Quitosan 62.5 9.04 ;

Testigo absoluto — 0 k

* Nivel de significancia= 0.01; DMS= 5.9505

Un efecto menos eficaz que el mostrado por los tratamientos antes sefialados, se obtuvo
con quitosan a 10,000 ppm, ya que con este se logré una inhibicion de 90.3 %. Los

tratamientos restantes solo inhibieron parcialmente el desarrollo micelial del patogeno, por lo



que se ubicaron estadisticamente por debajo de todos los tratamientos anteriores, teniendo
como caracteristica que a menor concentracion del bioproducto evaluado el efecto antifingico
es notablemente menor. Romanazzi et al. (2002) presentaron evidencias claras de que el
quitosan a las concentraciones de 1,000, 5,000 y 10,000 ppm resulto efectivo en tratamientos
de pre y postcosecha para controlar a B. cinerea en uvas de mesa, reduciendo la incidencia y

severidad del moho gris.

Resultados similares a los reportados en este trabajo han sido consignados por Bautista,
et al. (2003), al evaluar este mismo producto in vitro sobre el crecimiento micelial de
Colletrotrichum gloeosporioides ya que citan que inhibieron a este patogeno de postcosecha
en un 100 % a las concentraciones de 25,000 y 30,000 ppm respectivamente. Sin embargo, en
nuestro trabajo la eficacia del quitosan resultd ser mejor, ya que B. cinerea logrd ser inhibido
en un 100 % con la dosis de 12,000 ppm; lo anterior pudiera deberse posiblemente a las
diferencias en cuanto a la composicion de la pared celular entre estos patdgenos. Este efecto
en las hifas se observa en la figura 4 donde el crecimiento del patogeno se volviéo amorfo en
comparacion al crecimiento observado en las placas del testigo, lo que confirma que el
quitosan afecta las membranas celulares de las hifas del hongo impidiendo un crecimiento

regular y por consiguiente inhibe por completo su desarrollo.

Figura 4. Placa de PDA con quitosan a 2,000 ppm en la que se aprecia la deformacion en el
crecimiento micelial de Botrytis cinerea Pers.



Respecto a la deformacion del crecimiento micelial de B. cinerea debido a los
tratamientos de quitosan aplicados en este trabajo, Plascencia et al. (2000) encontraron que
este biopolimero aumenta el didmetro de las hifas distorsiondndolas y ocasionando ruptura; asi
mismo, estos autores determinaron que el principal efecto inhibitorio o antifingico era
detectado durante las etapas iniciales de crecimiento. De igual manera Savard et al. (2002)
reportan que mediante un examen microscopico de Saccharomyces unisporus después del
tratamiento con quitosan, mostrdé aglutinacion de una sustancia refractiva en toda la pared
celular, sugiriendo esto una interacciéon entre el quitosan y la pared celular del

microorganismo.

Diversas hipotesis han sido reportadas en la literatura sobre el mecanismo o modo de
accion del quitosan en hongos. Shahidi et a/ (1999), propusieron el siguiente mecanismo de
accion: ellos mencionan que la interaccion entre moléculas de quitosan con cargas
electrostaticas positivas y las membranas celulares cargadas negativamente tiende a provocar
un goteo que ocasiona una pérdida de material proteinico y otros constituyente intracelulares,

lo cual induce a la reduccion del crecimiento del microorganismo en cuestion.

Por otro lado, Roller y Covill (1999) reportaron que el modo de accidon antimicrobiana
del quitosan se debe a que este biopolimero actia como un agente secuestrante o quelatante, lo
que provoca que algunos elementos nutricionales no sean disponibles para el microorganismo,
inhibiendo de esta manera su crecimiento. La tasa de crecimiento de hifas fungosas han
mostrado ser muy sensitivas a todos los factores que afecten el calcio intracelular (Ca’"),
incluyendo variaciones en la concentracion del calcio extracelular. Por lo tanto es concebible
que el quitosan limita el crecimiento de hongos filamentosos indirectamente haciendo que el

2+ . . . . ..
Ca“” y otros minerales esenciales se vuelvan no disponibles para el crecimiento del hongo.

Efecto de los Tratamientos del Extracto Metandlico de L. tridentata

En cuanto al efecto del extracto metandlico de gobernadora, es importante destacar que

los tratamientos que mayor efecto manifestaron al inhibir significativamente en un 100 % el



crecimiento micelial de B. cinerea fueron los tratamientos que corresponden a las
concentraciones de 8,000, 12,000 y 16,000 ppm, comportandose igual que el mancozeb a

2,000 ppm (Cuadro 8)

Cuadro 8. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion de Botrytis cinerea Pers.
sometido a diferentes concentraciones del extracto metanolico de Larrea
tridentata (D.C.) Coville.

Tratamiento Concentracion Inhibicién micelial
(ppm) (%)
Extracto metanodlico 8,000 100.00 a*

Extracto metanodlico 12,000 100.00 a
Extracto metanodlico 16,000 100.00 a
Mancozeb 2,000 100.00 a
Extracto metanodlico 7,000 90.34 b
Tiabendazol 1,000 71.04 ¢
Extracto metanodlico 5,000 68.24 d
Extracto metanodlico 4,000 48.40 e
Extracto metanodlico 2,000 41.06 f
Extracto metandlico 1,000 3736 g
Extracto metandlico 500 1940 h
Testigo absoluto — 0 i

* Nivel de significancia = 0.01; DMS= 2.9440

Otro dato importante a sefialar es la eficacia a 7,000 ppm, que se ubica por debajo de
los anteriores, con un 90.34 % y se comporta mejor que el tiabendazol que a 1,000 ppm inhibe
el crecimiento del patdgeno en un en 71.04 % (Cuadro 8). Los tratamientos restantes solo
inhiben parcialmente al hongo; asi a menor concentracion se inhibe al patdgeno en menor

proporcion.

Resultados similares a los anteriores fueron obtenidos por Lira-Saldivar et al. (2003a),
al evaluar extractos metanolico, etanolico y cloroférmico de L. tridentata sobre Alternaria
solani, encontrando que el crecimiento micelial fue significativamente afectado a partir de
2,000 y 4,000 ppm, pero solamente se logrd inhibirlo totalmente con los tres extractos a la

dosis de 8,000 ppm.



Efecto de los Tratamientos del Extracto Etanolico de L. tridentata

Los resultados obtenidos en este bioensayo, muestran que los tratamientos que mayor
efecto manifestaron al inhibir en un 100 % el crecimiento micelial de B. cinerea corresponden

a las concentraciones de 8,000, 12,000 y 16,000 ppm y el mancozeb a 2,000 ppm (Cuadro 9).

Cuadro 9. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion de Botrytis cinerea Pers.
sometido a diferentes concentraciones del extracto etanodlico de Larrea tridentata
(D. C.) Coville.

Tratamiento Concentracion Inhibicion micelial
(ppm) (%)

Extracto etanolico 8,000 100.00 a
Extracto etanodlico 12,000 100.00 a
Extracto etanodlico 16,000 100.00 a
Mancozeb 2,000 100.00 a
Extracto etanodlico 4,000 90.40 b
Extracto etandlico 2,000 81.40 ¢
Extracto etanodlico 1,000 80.88 ¢
Tiabendazol 1,000 71.04 d
Extracto etanodlico 500 2420 ¢
Extracto etanodlico 250 1582 f
Testigo absoluto — 0 g

Nivel de significancia = 0.01; DMS= 3.3569

También es importante sefialar el comportamiento que muestran las concentraciones de
4,000, 2,000 y 1,000 ppm respectivamente, los que los que presentan un actividad mejor que el
tiabendazol a 1 000 ppm. El mejor de estos tratamientos fue la concentracion a 4,000 ppm que
inhibi6 un 90.4 % el crecimiento del hongo en comparacion al 71.04 % de inhibicion
observado con el tiabendazol. Los resultados con este extracto, de nuevo concuerdan con lo ya

sefnalado respecto a lo citado por Lira-Saldivar et al. (2003a).

Efecto de los Tratamientos del Extracto Sodico de L. tridentata

En cuanto a los resultados obtenidos en este bioensayo, referente a los extractos
sodicos, es importante sefialar, que los tratamientos que mejores resultados arrojaron son los

que corresponden a las concentraciones de: 32,000, 28,000, 24,000 y 20,000 ppm



respectivamente, siendo la concentracién mayor la que mayor efecto inhibitorio present6 (93.7
%) sobre el crecimiento micelial de B. cinerea, mientras que el mancozeb a 2,000 ppm inhibid
en un 100 % el crecimiento micelial del hongo, comportandose estadisticamente mejor que los

extractos de L. tridentata (Cuadro 10).

Cuadro 10. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion de Botrytis cinerea Pers
sometido a diferentes concentraciones del extracto sodico de Larrea tridentata
(D. C.) Coville.

Tratamiento Concentracion Inhibicion micelial
(ppm) (%)
Mancozeb 2,000 100.00 a*

Extracto sédico 32,000 93.70 b
Extracto sédico 28,000 85.24 ¢
Extracto sédico 24,000 83.76 ¢
Extracto sédico 20,000 71.50 d

Tiabendazol 1,000 71.04 d
Extracto sédico 16,000 51.14 e
Extracto sodico 12,000 39.74 f
Extracto sodico 8,000 28.80 ¢
Extracto sddico 4,000 19.82 h
Extracto sodico 2,000 8.96 1
Extracto sodico 1,000 552 j
Testigo absoluto — 0 j

* Nivel de significancia = 0.01; DMS= 5.8739

Es importante destacar que los tratamientos antes mencionados presentan mejor
actividad que el tiabendazol a 1,000 ppm. aunque no asi en comparacioén con el tratamiento
quimico nimero uno (Mancozeb a 2,000 ppm). Los tratamientos a partir de 16,000 ppm solo
inhibieron parcialmente el desarrollo micelial del patdégeno, por lo que se ubicaron
estadisticamente por debajo de todos los tratamientos anteriores.

Considerando los resultados antes mencionados y mostrados en el cuadro 10, se debe
sefalar que para lograr la inhibicion del patdgeno mediante la utilizacidon del extracto sodico
de resina de gobernadora, se requieren altas concentraciones (32,000 ppm), no asi con los
extractos metandlico y etandlico, ya que con estos se necesitan menores concentraciones para
observar un mejor efecto antifingico, lo que pone de manifiesto que estos dos ultimos

productos son mejores por el grado de eficacia demostrado para inhibir el crecimiento micelial



del hongo, habiendo una mayor eficiencia con el extracto etandlico. Resultados similares a los
obtenidos en este estudio fueron reportados por Velasquez (1981), quien sefiala que el extracto
que mejor efecto inhibitorio manifestd in vitro sobre Cytosporina sp. fue el etandlico en

comparacion con los extractos metanoélico, sddico y cloroférmico.

Efecto de las mezclas Quitosan-Larrea (Extracto metanolico)

Con base en los resultados obtenidos respecto a este bioensayo es importante sefialar
que los tratamientos correspondientes a las mezclas quitosan-Larrea, con extracto metanolico
y que mayor efecto manifestaron, al inhibir eficazmente en un 100 % el crecimiento micelial
de B. cinerea fueron los tratamientos que corresponden a las concentraciones 500/2,000, hasta
2,000/4,000 ppm (Cuadro 11) El tratamiento quimico con mancozeb a 2,000 ppm, resulto ser
estadisticamente igual que los tratamientos antes mencionados, ya que logrd inhibir en igual
proporcion al hongo. No asi el tratamiento con tiabendazol a 1,000 ppm, ya que este inhibio al
hongo en un 71.04 %, comportandose estadisticamente igual que el tratamiento

correspondiente a la concentracion de 500/1,000 con 70.46 % de inhibicion.

Cuadro 11. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion de Botrytis cinerea Pers.
sometido a diferentes mezclas quitosan-Larrea tridentata (Extracto metandlico).

Tratamientos concentracion Inhibicién micelial
(ppm) (%)
Quitosan-Larrea 500/2,000 100.00 a*
Quitosan-Larrea 500/4,000 100.00 a
Quitosan-Larrea 1,000/2,000 100.00 a
Quitosan-Larrea 1,000/4,000 100.00 a
Quitosan-Larrea 2,000/2,000 100.00 a
Quitosan-Larrea 2,000/4,000 100.00 a
Mancozeb 2,000 100.00 a
Tiabendazol 1,000 71.04 b
Quitosan-Larrea 500/1,000 70.46 b
Quitosan-Larrea 500/500 57.68 ¢
Testigo absoluto o 0 d

*Nivel de significancia = 0.01; DMS=2.5194



Efecto de las mezclas Quitosan-Larrea (Extracto etandélico)

Con respecto a los resultados obtenidos con los tratamientos evaluados en este
bioensayo, los tratamientos de las mezclas quitosan-Larrea que mayor efecto manifestaron
sobre la inhibicién en el crecimiento micelial de B. cinerea con un 100 %, fueron los
tratamientos correspondientes a las concentraciones 500/2,000 a 2,000/4,000, su efecto fue

estadisticamente igual que el obtenido con el mancozeb a 2,000 ppm, (Cuadro 12).

Con respecto a los resultados obtenidos con las concentraciones inferiores se tiene un
inhibicion méaxima de 77.96 %en el crecimiento del patdégeno, el tiabendazol a 1,000 ppm
inhibi6 solo 71.04 % el crecimiento de B. cinerea (Cuadro 12). De igual manera que en el

bioensayo anterior todos los tratamientos usados manifestaron un efecto inhibidor superior al

50 %.

Cuadro 12. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion de Botrytis cinerea Pers.
sometido a diferentes mezclas quitosan-Larrea tridentata (Extracto etanolico).

Tratamiento Concentracion Inhibicion micelial
(ppm) (%)

Quitosan-Larrea 500/2,000 100.00 a*
Quitosan-Larrea 500/4,000 100.00 a
Quitosan-Larrea 1,000/2,000 100.00 a
Quitosan-Larrea 1,000/4,000 100.00 a
Quitosan-Larrea 2,000/2,000 100.00 a
Quitosan-Larrea 2,000/4,000 100.00 a
Mancozeb 2,000 100.00 a
Quitosan-Larrea 500/1,000 77.96 b
Tiabendazol 1,000 71.04 ¢
Quitosan-Larrea 500/500 65.22 d
Testigo absoluto B 0 e

* Nivel de significancia = 0.01; DMS=2.7701



Efecto de las mezclas Quitosan-Larrea (Extracto sodico)

En cuanto a los tratamientos utilizados de las formulaciones quitosan-Larrea extraido
con hidréxido de sodio, es importante sefialar que los que mejores resultados en la inhibicion
de B. cinerea se tuvieron con los tratamientos que corresponden a las mezclas de 500/28,000 a
2,000/32,000 ppm muestran inhibiciones que van de 80.28 a 86.32 %, aunque se ubican por
debajo del mancozeb a 2,000 ppm con diferente significancia (Cuadro 13); sin embargo, el
efecto inhibitorio fue al del tiabendazol. De igual manera a lo encontrado en los bioensayos
cinco y seis, todas las formulaciones empleadas mostraron un efecto inhibitorio superior al 50

% (Cuadro 13).

Cuadro 13. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion de Botrytis cinerea Pers.
sometido a diferentes mezclas de quitosan-Larrea (Extracto s6dico).

Tratamiento Concentracion Inhibicion micelial
(ppm) (%)
Mancozeb 2,000 100.00 a*
Quitosan-Larrea 2,000/32,000 86.32 b
Quitosan-Larrea 2,000/28,000 85.78 bc
Quitosan-Larrea 1,000/32,000 85.04 be
Quitosan-Larrea 1,000/28,000 83.14 bced
Quitosan-Larrea 500/32,000 82.38 «cd
Quitosan-Larrea 500/28,000 80.28 d
Tiabendazol 1,000 71.04 ¢
Testigo absoluto — 0 f

* Nivel de significancia = 0.01; DMS= 3.8997

Efecto Sinergista de las Mezclas Quitosan-Larrea

Extracto metanolico

Referente a las mezclas utilizadas en este bioensayo, los resultados de acuerdo con la

ecuacion de Limpel muestran un efecto sinergista a partir de las concentraciones de 500/2,000



ppm, donde el efecto esperado entre los productos fue menor al efecto observado resultado de
la mezcla, tal como se aprecia en el cuadro 14 y se remarca en la columna de proporcion de
sinergismo o antagonismo entre los productos. El mismo efecto inhibitorio se logra con las
demas mezclas que mostraron el mismo efecto de total inhibicion. Las mezclas entre estos
bioproductos pero a concentraciones inferiores muestran un efecto antagonico debido a que el

efecto esperado fue mayor a lo observado.
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Figura 5. Efecto de las mezclas quitosan-Larrea (extracto metanolico) en la inhibicidn total
(A) del crecimiento micelial de B. cinerea y efecto de tres concentraciones de
quitosan en el crecimiento parcial (B) de este hongo.

Extracto etanolico

Respecto al efecto de las mezclas entre el quitosan y el extracto etandlico de
gobernadora, en este bioensayo podemos observar un ligero efecto sinergista a partir de las
concentraciones de 500/2,000 tal como se aprecia en el cuadro 14 y se recalca con la columna
de proporciéon de sinergia o antagonismo. El mismo efecto se logra con las demas
formulaciones que demuestran el mismo porcentaje de inhibicién, mientras que a

concentraciones inferiores no inhibe lo esperado y se observa un efecto antagonico.
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Figura 6. Efecto de las mezclas quitosan-Larrea (extracto etandlico) en la inhibicion total (A)
del crecimiento micelial de B. cinerea y efecto de tres concentraciones de quitosan
en el crecimiento parcial (B) de este hongo.

Extracto sodico

Para el caso de las mezclas entre el quitosan y el extracto sddico de L. tridentata no se
encontrd un efecto sinergista entre estos, por el contrario lo que se observd fue un efecto
antagdnico entre estos porque el efecto esperado de cada tratamiento analizado fue superior al

efecto observado de los dos productos juntos tal como se aprecia ene el cuadro 14.

De acuerdo con los resultados mencionados anteriormente es preferible la no-
realizacion de mezclas entre estos bioproductos, ya que el efecto potencial resultante entre
estos es minimo (con extractos metandlico y etanolico) o nulo (para el caso del extracto
sodico) por lo que es mas recomendable trabajar a ambos productos por separado, en la

aplicacion contra este patogeno.



Cuadro 14. Efecto de las mezclas quitosan-Larrea en la inhibicion del crecimiento micelial, en
el efecto esperado y en la proporcion de sinergismo o antagonismo de ambos
bioproductos en Botrytis cinerea Pers.

Concentracion Inhibicion (%) Efecto  Inhibicion de Proporcion de
Mezcla (ppm) Esperado  la mezcla sinergismo o
Quitosan Extracto (%) (%) antagonismo
500/500 56.7 19.0 64.9 57.8 0.9
500/1,000 56.7 37.4 72.8 70.5 0.9
Quitosan 500/2,000 56.7 41.1 74.4 100 1.3
+ 500/4,000 56.7 48.5 77.7 100 1.3
Extracto 1,000/2,000 61.0 41.1 77.0 100 1.3
metanolico 1,000/4,000 61.0 48.5 79.9 100 1.2
2,000/2,000 65.5 41.1 79.6 100 1.2
2,000/4,000 65.5 48.5 82.6 100 1.2
500/500 56.7 24.4 67.2 65.2 0.9
500/1,000 56.7 80.9 91.7 77.9 0.8
Quitosan 500/2,000 56.7 81.4 91.9 100 1.0
+ 500/4,000 56.7 90.4 95.8 100 1.0
Extracto 1,000/2,000 61.0 81.4 92.7 100 1.0
etanolico 1,000/4,000 61.0 90.4 96.2 100 1.0
2,000/2,000 65.5 81.4 93.5 100 1.0
2,000/4,000 65.5 90.4 96.6 100 1.0
500/28,000 56.7 85.4 93.6 80.3 0.8
Quitosan 500/32,000 56.7 93.8 97.3 82.4 0.8
+ 1,000/28,000 61.0 85.4 94.3 83.2 0.8
Extracto 1,000/32,000 61.0 93.8 97.5 85.1 0.8
sodico 2,000/28,000 65.5 85.4 94.9 85.9 0.9
2,000/32,000 65.5 93.8 97.8 86.4 0.8

*Datos obtenidos del cuadro 10 (apéndice)

Efecto del Acido Nordihidroguaiarético

En este bioensayo, los resultados obtenidos indican que el mejor tratamiento fue el
mancozeb a 2,000 ppm el que reportd 100 % de inhibiciéon (Cuadro 15), seguido de las
concentraciones de 8,000 y 4,000 ppm del NDGA con una inhibicién de 73.06 y 69.14 %

respectivamente el tiabendazol a 1,000 ppm reportd inhibir al hongo en 71.04% sobre B.



cinerea, estos tres ultimos tratamientos fueron estadisticamente iguales entre si. Lo anterior
pone de manifiesto que el principal ingrediente activo (NDGA) de los extractos de resina de
gobernadora si posee un efecto antifingico como se ha reportado anteriormente en la
literatura, pero lo anterior implica que en los extractos de L. tridentata existen otros

compuestos que potencian el efecto antifungico.

Cuadro 15. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion de Botrytis cinerea Pers.
sometido a diferentes concentraciones de acido nordihidroguaiarético (NDGA).

Tratamiento Concentracion Inhibicion micelial
nimero (ppm) (%)

Mancozeb 2,000 100.00 a*
NDGA 8,000 73.06 b

Tiabendazol 1,000 71.04 b
NDGA 4,000 69.14 b
NDGA 2,000 4738 ¢
NDGA 1,000 38.68 d

Testigo absoluto — 0 e

*Nivel de significancia= 0.01; DMS= 5.6469

Efecto de Quitosan de Elevado Peso Molecular

Los resultados obtenidos en este bioensayo muestran que los tratamientos que mayor
efecto manifestaron al inhibir eficazmente el 100 % el crecimiento micelial de B. cinerea
fueron las concentraciones de 2,000 y 4,000 ppm de quitosan (Cuadro 16), los que resultaron
ser estadisticamente iguales que el mancozeb, ya que lograron inhibir al hongo en la misma
proporcion, el tiabendazol a la concentracion usada muestra menor eficiencia en la inhibicion

del hongo.



Cuadro 16. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion de Botrytis cinerea Pers.
sometido a diferentes concentraciones de quitosan de elevado peso molecular.

Tratamiento Concentracion  Inhibicion micelial
(ppm) (%)
Quitosan 2,000 100.00 a*
Quitosan 4,000 100.00 a
Mancozeb 2,000 100.00 a
Tiabendazol 1,000 71.04 b
Quitosan 1,000 328 ¢
Testigo absoluto — 0 d

* Nivel de significancia = 0.01; DMS = 3.4980

Contrastando los dos tipos de quitosan evaluados en este estudio, de alto y bajo peso
molecular, se observa en el cuadro 17 que hubo una marcada diferencia en relacion con la
efectividad biologica sobre la inhibicion del patdgeno; asi, el quitosan de bajo peso molecular
necesitd de una concentracion de 12,000 ppm, por el contrario, para inhibir el 100 % de este
patogeno pero con las concentraciones de quitosan de elevado peso molecular se necesitoé de
solo 2,000 ppm, lo que marca una gran diferencia de efectividad entre los dos tipos de
quitosan utilizados; con estos resultados se puede inferir que con quitosan de elevado peso
molecular si se utilizara para aplicar directamente en el campo o formulado con otro producto
se requeriria de una menor cantidad para cubrir la misma superficie cultivada en comparacion

que lo que se requeriria con el quitosan de bajo peso molecular.

Cuadro 17. Comparacion de la actividad antifingica contra Botrytis cinerea Pers. de
soluciones de quitosan de diferentes pesos moleculares.

Concentracion Inhibicion (%)

(ppm) Quitosan BPM*  Quitosan EPM**
1,000 61 32.8
2,000 65.5 100
4,000 76.6 100
8,000 78.7

10,000 90.4

12,000 100

*BPM Bajo peso molecular; **EPM Elevado peso molecular



Recientes reportes de la literatura consignan que las soluciones de quitosan con
diferentes pesos moleculares tienen diferentes efectos benéficos en el crecimiento de plantas y
contra patégenos que afectan a humanos y cultivos. Al respecto No ef al. (2002) citan que la
actividad antibacterial de 6 soluciones de quitosan y 6 oligdmeros de quitosan con diferentes
pesos moleculares, contra bacterias que afectan a los humanos como: Escherichia coli,
Pseudomonas fluorescens, Salmonella typhimurium Listeria monocytogens y Staphylococus
aureus, sin embargo, no se pudo detectar una clara tendencia del efecto del peso molecular de

este biopolimero, debido a aspectos de gram positiva o gram-negativa.

Por otro lado, resultados obtenidos con plantas de soya indican, que en comparacioén
con el testigo, los tratamientos con quitosan incrementaron en 20 % el peso de los germinados
de soya y en 14 % el contenido de vitamina C (No et al. 2003). Encontrando de que las
soluciones de quitosan de elevado peso molecular fueron las mas eficaces para incrementar el

rendimiento y la calidad de los germinados de soya.

Concentracion Inhibitriz 50

Mediante la utilizacion del sistema de andlisis probit computarizado, se analizaron los
resultados con el cual se obtuvieron los valores correspondientes a la concentracion inhibitriz
media (Clsp), limites fiduciales, concentracion inhibitriz noventa (Clgy) y ecuaciones de
prediccion, reportados en este estudio con los que también se discuten las diferencias sobre la

eficacia de los bioproductos en la inhibicion del crecimiento micelial de B. cinerea.

En el cuadro 18 se aprecian a los diferentes productos, asi como la concentracion
expresada en partes por millon (ppm), que se necesita de cada uno de ellos para la Clsy del
hongo. El producto quitosan es el que destaca por requerir la menor concentracion para inhibir
el crecimiento micelial del patdégeno. Por otro lado, dentro del grupo de los diferentes
extractos de L. tridentata usados en este estudio, el producto que requiere la menor

concentracion para inhibir significativamente a B. cinerea es el extracto etanodlico a una



concentracion de 884.33 ppm. Es importante hacer notar que estos dos compuestos mantienen
un traslape considerable entre sus limites fiduciales, por lo que estadisticamente son iguales

entre si en cuanto a la Clsy del hongo se refiere.

Cuadro 18. Valores de las concentraciones inhibitorias (Clsy y Clog), limites fiduciales y
coeficiente de determinacion (r?) de los diferentes productos utilizados contra
Botrytis cinerea Pers.

Dosis inhibitorias

(ppm)
Productos Limites fiduciales r?

(95%)

Clsg Inferior Superior Clogg

Quitosan 686.91 541.06 858.52 12877.86 0.88
Larrea (MEOH) 1945.69 1630.20 2314.70 12373.25 0.99
Larrea (ETOH) 884.33 749.75  1040.77 3663.68 0.96
Larrea (NaOH) 9522.47 8401.14 10725.89 40364.21 0.99
NDGA 1897.71 1306.97 4787.14 28804.34 0.94

En el mismo grupo de los extractos de Larrea, el segundo en requerir una baja
concentracion es el extracto metanolico, auque al compararlo con el 4cido
nordihidroguaiarético se observo que este ultimo requiere un poco menos de concentracion
para inhibir de igual forma la media de crecimiento del hongo, aunque por el traslape de sus

limites fiduciales se puede decir que estos dos productos son estadisticamente iguales.

El producto que fue menos eficaz ya que requirié la mayor concentracion para inhibir
el crecimiento medio del hongo, fue el extracto larreico a base de hidréxido de sodio, debido a
que requiri6 usarse una concentracion de 9,522.47 ppm para obtener la Clsy (Cuadro 18), por
lo tanto, se requirié de este extracto once veces mas de concentracion en comparacion con el
extracto etanolico. Las lineas de respuesta concentracion inhibicion de los diferentes

productos, se muestran en la figura 7.
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Figura 7. Lineas de respuesta concentracion inhibicidon sobre Botrytis cinerea de: A) quitosan,
tres extractos de Larrea tridentata: B) metanolico, C) etandlico, D) sédico y E)
NDGA.



Por otra parte, si se analiza la columna de la Clyy que se presenta del Cuadro 18, se
observa que los resultados se modifican casi totalmente a excepcion del producto que
corresponde a Larrea con extracto sodico, el cual se ubica en el mismo lugar, es decir, sigue
siendo el producto que requiere una mayor concentracion para lograr la inhibiciéon media de
crecimiento micelial del patégeno. En esta misma columna también se puede apreciar que el
producto que requiere la menor concentracion para lograr la Clyg es el extracto etanolico de L.
tridentata con una concentracion de 3,663.68 ppm con resultados mejores a este nivel que el
quitosan, el que ahora se ubica en un segundo grupo junto con el extracto metandlico de L.
tridentata, ya que se requirieron 12,373.25 y 12,877.86 ppm para lograr obtener la Clg, los
que resultan ser estadisticamente iguales, ya que sus limites fiduciales presentan un traslape

entre ellos.

Por su parte, el NDGA requiere una concentracion de 28,804 ppm. El producto que
requiere una concentracion para inhibir al hongo a este porcentaje es el extracto sodico de
gobernadora, siendo su concentracion requerida casi ocho veces mayor que la resultante para

el extracto etanolico, que resultd ser el mejor en estos bioensayos.

Las diferencias observadas entre las Clsp y Clgy se deben a la posicion de la linea de
respuesta concentracion inhibicidon de tal manera que la del extracto etandlico de L. tridentata
presenta una posicion mas vertical, por lo tanto esto implica que es mas eficiente por requerir

la menor concentracion de producto para inhibir al hongo (Figura 7).



CONCLUSIONES

La inhibicién micelial total de B. cinerea con el quitosan se logra con 12,000 ppm. Los
mejores extractos de L. tridentata fueron el metandlico y etandlico al inhibir por completo con

8,000 ppm. El NDGA puro pierde efecto al inhibir con la concentracion anterior solo el 73 %.

El quitosan de elevado peso molecular resultod ser mejor al inhibir con 2,000 ppm en 100 %.

Los mejores extractos de L. tridentata en las mezclas con quitosan, fueron el metanolico y
etanolico a partir de concentraciones 500/2,000. Con el extracto metanolico se observd un
efecto de sinergia, con el etandlico un ligero efecto sinergista mientras que con el sddico se

tuvo un efecto antagénico. Por lo anterior no se recomiendan mezclas.

Los mejores productos para obtener la concentracion inhibitriz 50 (Clsg) sobre B. cinerea
fueron el quitosan y el extracto etanolico, mientras que para la Clgy fue solo el extracto

etanodlico
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APENDICE



Anadlisis de varianza realizados con el programa estadistico de la Universidad

Auténoma de Nuevo Leon (UANL).

Cuadro 1. Analisis de varianza del porcentaje de inhibicion micelial de Botrytis cinerea Pers.
sometido a diversas concentraciones quitosan.

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 14 76924.625000  5494.616211 438.1635 0.000
Error 60 752.406250 12.540104
Total 74 77677.031250
CV.= 540%

Cuadro 2. Analisis de varianza del porcentaje de inhibicion micelial de Botrytis cinerea Pers.
sometido a diversas concentraciones de extracto metandlico de Larrea tridentata

(D. C.) Coville

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 11 67686.812500  6153.346680  2050.2258 0.000
Error 48 144.062500 3.001302
Total 59 67830.875000
CV.= 2.68%

Cuadro 3. Analisis de varianza del porcentaje de inhibicién micelial de Botrytis cinerea Pers.
sometido a diversas concentraciones de extracto etandlico de Larrea tridentata (D.

C.) Coville

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 10 70975.625000  7097.562500 1834.6554  0.000

Error 44 170.218750 3.868608

Total 54 71145.843750

CV.= 283%



Cuadro 4. Analisis de varianza del porcentaje de inhibicién micelial de Botrytis cinerea Pers.
sometido a diversas concentraciones de extracto sddico de Larrea tridentata (D. C.)

Coville
FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 12 76596.375000 6383.031250  529.9553 0.000
Error 52 626.312500 12.044471
Total 64 77222.687500
CV.= 6.84%

Cuadro 5. Analisis de varianza del porcentaje de inhibicion micelial de Botrytis cinerea Pers.
sometido a diversas concentraciones de mezclas quitosan-Larrea tridentata,

(extracto metanolico)

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 10 49180.187500  4918.018555  2257.0308  0.000
Error 44 95.875000 2.178977
Total 54 49276.062500
CV.= 181%

Cuadro 6. Analisis de varianza del porcentaje de inhibicion micelial de Botrytis cinerea Pers.
sometido a diversas concentraciones de mezclas quitosan-Larrea tridentata,

(extracto etanolico)

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 10 46982.250000 4698.225098 1783.5267  0.000

Error 44 115.906250 2.634233

Total 54 47098.156250

CV.= 195%



Cuadro 7. Analisis de varianza del porcentaje de inhibicién micelial de Botrytis cinerea Pers.
sometido a diversas concentraciones de mezclas quitosan-Larrea tridentata,
(extracto sodico)

FV GL SC CM F P>F

Tratamientos 8 33796.625000 4224.578125 824.7270 0.000

Error 36 184.406250 5.122396
Total 44 33981.031250
CV.= 3.02%

Cuadro 8. Analisis de varianza del porcentaje de inhibicion micelial de Botrytis cinerea Pers.
sometido a diversas concentraciones de acido nordihidroguaiarético (NDGA)

FV GL SC CM F P>F

Tratamientos 6 30642.921875 5107.153809 489.0728  0.000

Error 28 292.390625 10.442522
Total 34 30935.312500
CV.= 5.67%

Cuadro 9. Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion micelial de Botrytis cinerea Pers.
sometido a diversas concentraciones de quitosan de elevado peso molecular

FV GL SC CM F P>F
Tratam. 5 44748.453125  8949.690430  2288.8320 0.000
Error 24 93.843750 3.910156
Total 29 44842.296875

CV.= 294%



Cuadro 10. Relacion de tratamientos aplicados y parametros evaluados en el crecimiento in
vitro de Botrytis cinerea

Tratamiento  Concentracion Crecimiento inhibicién micelial Eficacia de
aplicada micelial (mm) (%) tratamientos (%)

62.5 34.2 9.2 9.2

125 29.7 21.2 21.2

250 17.3 54.1 54.1

500 16.3 56.7 56.7

1000 14.7 61 61

*Quitosan 2000 13 65.5 65.5

(BPM) 4000 8.8 76.6 76.6

8000 8.0 78.7 78.7

10000 3.6 90.4 90.4

12000 0 100 100

16000 0 100 100
___________________________ 3200 0 100 100

500 30.5 19.0 19.0

1000 23.6 37.4 37.4

2000 22.2 41.1 41.1

Extracto 4000 19.4 48.5 48.5

5000 11.9 68.4 68.4

metandlico 7000 3.6 90.4 90.4

8000 0 100 100

12000 0 100 100
___________________________ 16000 O 100 100

250 31.7 15.9 15.9

500 28.5 24.4 24.4

Extracto 1000 7.2 80.9 80.9

2000 7.0 81.4 81.4

etanodlico 4000 3.6 90.4 90.4

8000 0 100 100

12000 0 100 100
___________________________ 16000 0 100 100

1000 35.6 5.5 5.5

2000 34.3 9.0 9.0

4000 30.2 19.8 19.8

Extracto 8000 26.8 28.9 28.9

12000 22.7 39.7 39.7

sodico 16000 18.4 51.1 51.1

20000 10.7 71.6 71.6

24000 6.1 83.8 83.8

28000 5.5 85.4 85.4




...continuacion del cuadro 10.

Tratamiento Concentraciéon  Crecimiento  Inhibicidon  Eficacia E esperado
aplicada micelial (mm) (%) (%)
500/500 15.1 57.8 57.8 < 649
500/1000 11.1 70.5 70.5 < 728
Quitosan 500/2000 0 100 100 > 744
+ 500/4000 0 100 100 > 77.7
Extracto 1000/2000 0 100 100 > 77.0
metanolico 1000/4000 0 100 100 > 79.9
2000/2000 0 100 100 > 79.6
..20004000 0 00 100 > 826
500/500 13.1 65.2 65.2 < 672
500/1000 8.3 77.9 77.9 < 91.7
Quitosan 500/2000 0 100 100 > 91.9
+ 500/4000 0 100 100 > 958
Extracto 1000/2000 0 100 100 > 927
metanolico 1000/4000 0 100 100 > 96.2
2000/2000 0 100 100 > 935
C..20004000 0 00 100 > 966
500/28000 7.4 80.3 80.3 < 936
Quitosan 500/32000 6.6 82.4 82.4 < 973
+ 1000/28000 6.3 83.2 83.2 < 943
Extracto 1000/32000 5.6 85.1 85.1 < 975
sodico 2000/28000 5.3 85.9 85.9 < 949
e 200032000 51 864 864 < 978
1000 23.1 38.7 38.7
NDGA 2000 19.8 47.4 47.4
4000 11.6 69.2 69.2
________________________________ 8000 100732 72
Tiabendazol 1000 10.9 71 71
......Mancozeb 2000 .0 100 . 100
1000 25.3 32.8 32.8
**Quitosan (EPM) 2000 0 100 100
4000 0 100 100




Lista de equipo, material y reactivos de laboratorio empleados en este
trabajo.

Equipo

Rl R

-
i

Autoclave automatica Yamato, modelo 5SM510

Balanza analitica Scientech, modelo SA410

Balanza granataria ACCULAB

Campana de flujo laminar Precision Scientific, Inc. modelo 815
Céamara de extraccion

Incubadora precision Scientific, modelo 815

Microscopio compuesto, marca UNICO, modelo 200301878
Microscopio optico, marca OLYMPUS, modelo BX60

Parrilla eléctrica CORNING PC-500

Potenciometro eléctrico Thermo Orion 420

4 Refrigerador, marca Tor Rey, modelo A-28
€ Reactor Brigthon modelo X 1000
& Rotavapor, marca BUCHNI, modelo R-215

Material

$555F 535 IIIIIIIIINNNSG

Agitador de vidrio

Aguja de diseccion
Algodoén

Atomizador

Bisturi

Bulbo de succion para pipetas
Cajas petri desechables
Charolas

Cubre y portaobjetos
Cubre bocas

Envases de pléstico para extractos
Espatula

Guantes de asbesto
Guantes de latex estériles
Plastico

Mascarilla

Matraces Erlenmeyer
Mecheros Fisher
Micropipetas marca Rainin
Navajas tipo exacto

Papel aluminio

Papel filtro

Papel estraza

Pisetas



Pipetas

Probetas

Sacabocados
Termometros

Vasos de precipitados
Vernier

443

Reactivos

¥ Acetona

¥ Azul de Metileno

W Acido acético glacial al 99.9 %

¥ Agua destilada

¥ Alcohol etilico al 70 %

+ Hipoclorito de Sodio

¥ Etanol

< Extracto resinoso de Larrea

+ Hidroxido de sodio

W Lactofenol

V¥ Metanol

W Medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) marca BIOXON
¥ Fungicida Mancozeb

¥ Quitosan de bajo y alto peso molecular de la compaiiia SIGMA Aldrich
+ Fungicida Tiabendazol (Tecto 60)



140

120

SE——p

40 -

20-|r
0

Inhibicién (%)

P2 N N TN T IT TSI SN &S
& Vv 6@,\9@@\@\@\@@90\@6\9
o&w &’o&
Concentracién (ppm) &,\%& O

Figura 1. Inhibicion micelial (%) de Botrytis cinerea por diferentes concentraciones de
quitosan.
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Figura 2. Inhibicion micelial (%) de Botrytis cinerea por diferentes concentraciones del
extracto metandlico de Larrea tridentata.
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Figura 3. Inhibicion micelial (%) de Botrytis cinerea por diferentes concentraciones del
extracto etanolico de Larrea tridentata.
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Figura 4. Inhibicién micelial (%) de Botrytis cinerea por diferentes concentraciones del
extracto sodico de Larrea tridentata.



140

N I l l l l l l
—~ 100 -
S
c .
g % l l
L
S 60
L
£
40 -
20 A ‘|'
0
O & & & & & O P S ®
QQV S &S &S S S S SS
S & F T TN
P S SS S SS L
S SIS P
S &
Concentracién (ppm) <

Figura 5. Inhibicion micelial (%) de Botrytis cinerea por diferentes mezclas de quitosan-
Larrea (Extracto metandlico).
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Figura 6. Inhibicion micelial (%) de Botrytis cinerea por diferentes mezclas quitosan-Larrea
(Extracto etanolico).
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Figura 7. Inhibicion micelial (%) de Botrytis cinerea por diferentes mezclas quitosan-Larrea
(Extracto sodico).
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Figura 8. Inhibicion micelial (%) de Botrytis cinerea por diferentes concentraciones del acido
nordihidroguaiarético (NDGA).
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Figura 9. Inhibicion micelial (%) de Botrytis cinerea por diferentes concentraciones de
quitosan de elevado peso molecular.
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Figura 10. Efecto de las concentraciones de quitosan en el crecimiento micelial diario de
Botrytis cinerea.
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Figura 11. Efecto de las concentraciones del extracto metandlico de Larrea tridentata en el
crecimiento micelial diario de Botrytis cinerea.
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Figura 12. Efecto de las concentraciones del extracto etandlico de Larrea tridentata en el
crecimiento micelial diario de Botrytis cinerea.
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Figura 13. Efecto de las concentraciones del extracto sodico de Larrea tridentata en el
crecimiento micelial diario de Botrytis cinerea.
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Figura 14. Efecto de las mezclas quitosan-Larrea (Extracto metandlico) en el crecimiento
micelial diario de Botrytis cinerea.



40 -

35
—e—PDA
30
—— Q-L 500/500
25 | Q-L 500/1000
Q-L 500/2000
20 - —¥— Q-L 500/4000
—@— Q-L 1000/2000
15 1 —+— Q-L 1000/4000
—=—Q-L 2000/2000
10 - Q
Q-L 2000/4000
5 -
= = = = =
24 48 72 96 120

Tiempo (h)

Crecimiento micelial (mm)

Figura 15. Efecto de las mezclas quitosan-Larrea (Extracto etanolico) en el crecimiento
micelial diario de Botrytis cinerea.
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Figura 16. Efecto de las mezclas quitosan-Larrea (Extracto sddico) en el crecimiento micelial
diario de Botrytis cinerea.
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Figura 17. Efecto del 4cido nordihidroguaiarético (NDGA) en el crecimiento micelial diario de
Botrytis cinerea.



