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RESUMEN

México es el principal productor de aguacate a nivel mundial, siendo Michoacan el
principal estado productor. La tristeza del aguacatero causada por los oomicetos
Phytophthora cinnamomi y Phytopythium vexans es la enfermedad de mayor
importancia a nivel mundial. En México, incluso ha ocasionado la desaparicién de
regiones aguacateras. El uso continuo de productos de sintesis quimica
(agroquimicos) para el control de esta enfermedad, ha generado la resistencia de
estos fitopatdégenos, ademas de representar un gran riesgo para la salud humanay
el medio ambiente. En los ultimos afios, una alternativa en la agricultura para el
manejo de enfermedades y que presenta un crecimiento exponencial es el uso de
productos organicos. En este sentido, los aceites esenciales son productos de
origen natural (botanicos) y han mostrado tener propiedades antifingicas. Por tal
motivo, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto inhibitorio de
dos aceites esenciales de: clavo (Syzygium aromaticum) y pimienta negra (Piper
nigrum) sobre P. cinnamomi y P. vexans mediante la técnica del medio de cultivo
envenenado. Para la obtencion de los fitopatdgenos se realizé un muestreo dirigido
(arboles sintomaticos de la enfermedad “tristeza de aguacatero”) en huertas del
municipio de Tancitaro, Michoacan y en el laboratorio de toxicologia de la
Universidad Autbnoma Agraria se realiz6 el aislamiento, purificacion e identificacion
hasta especie con claves taxondmicas. Los resultados se sometieron a un analisis
Probit, se sometiéo a un ANOVA mediante un disefio experimental completamente al
azar y se realizé la comparacion de medias mediante la prueba Scheffe, el analisis
de los datos fue en el programa R Studio 3.2. Los aceites esenciales de clavo y
pimienta a concentraciones de 0.3 ppm lograron inhibir el crecimiento micelial en un
100% para el caso de P. vexans, mientras que el aceite esencial de clavo logro
inhibir el 100% del crecimiento micelial de P. cinnamomi a una concentracion de

400 ppm.

Palabras clave: Aguacate, aceites esenciales, efecto inhibitorio, Phytopythium

vexans, Phytophthora cinnamomi.
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INTRODUCCION

El cultivo de aguacate se produce a nivel mundial rondando cerca de los 4,700,000
toneladas, de las cuales el continente americano es el de mayor aportacién con un
70.3% de la produccion, seguido del continente africano con 15.2%, Asia contribuye
con 10.9% y los continentes de menor aportacion son Europa y Oceania con 1.9% y
1.6%, respectivamente (FAOSTAT, 2013).

México tiene una enorme cultura en el cultivo, ademas de ser el principal consumidor
y productor de aguacate en el mundo teniendo una superficie sembrada de 203,732
ha distribuidas en 28 estados de la Republica Mexicana, obteniendo una produccion
estimada de 1.5 millones de toneladas, los principales estados productores son
Michoacan, Jalisco, Estado de México, Nayarit, Guerrero y Morelos, los cuales aportan
el 93 % de la produccion nacional (WHT y USEO, 2006; SIAP, 2016). Es de importancia
sefalar que en México el 49% de la produccion de aguacate se destina al mercado
externo alcanzando un valor anual de exportacion de 1.5 mil millones de doélares (SIAP,
2014).

En el estado de Michoacéan, el aguacate se encuentra establecido en una franja que
abarca 30 municipios, variando en superficie plantada, los 22 municipios principales
estan establecidos en 94,045.09 ha y se encuentran a una altitud de 1100-2900 msnm
(Lara et al., 2005; SIAP, 2014). El clima del estado se caracteriza por ser templado,
hamedo y sub-himedo, temperatura media de 8-21 °C y una precipitacién anual de
1200-1600 mm (APROAM, 2005).

El aguacate en los ultimos afios ha sido afectado por enfermedades principalmente del
sistema radical, lo cual conlleva a una baja calidad y produccion del fruto (Morera,
1983). De las enfermedades que dafian al cultivo destacan la pudriciébn de raices
conocida como ‘“tristeza del aguacatero” causado por el oomiceto Phytophthora
cinnamomi Rands, esta presente en el suelo y se caracteriza por causar la muerte
subita de los arboles (Zentmyer, 1980). En México, se ha detectado la presencia de la

enfermedad conocida como tristeza del aguacatero en todas las zonas productoras,



en el estado de Michoacan se estima que alrededor de 4000 ha estan afectadas por la
enfermedad y en afos recientes la incidencia ha ido en aumento, por lo que
actualmente no existe una huerta en la cual no se presente este problema (Téliz, 2000;
Ochoa, 2006).

Hernandez (2016) reporta a Phytopythium vexans como agente causal de la tristeza
del aguacatero en municipios productores de aguacate en Michoacan, México. Este
patdgeno comunmente conocido por causar enfermedades como damping-off y la
pudricion de semillas en emergencia y postemergencia, también causan pudricién de
raices en plantas maduras y pudriciones blandas en frutos carnosos (Fry y Grinwald,
2010). P. vexans fue aislado de Metrosideros colinna una planta ornamental lefiosa
junto a otros organismos patdgenos, considerandose un organismo patégeno
secundario; sin embargo, las inoculaciones de P. vexans sobre plantas sanas
originaron sintomas de enfermedad, tratandose por tanto de un patdgeno primario
(Kliejunas y Ko, 1975; Van der Plaats-Niterink, 1981; Andrés, 2015).

Desde hace afos el control de las enfermedades fungicas, ha dependido en gran
medida de los tratamientos con agroquimicos; sin embargo, su uso representa un
severo riesgo para la salud humana y contribuye al aumento de la contaminacion al
medio ambiente (Abdel-Monahim et al., 2011). Para reducir este problema, existe la
necesidad de buscar y adoptar estrategias que sean accesibles, sencillas de aplicar y

no toxicas para seres humanos y animales (Naeini et al., 2010)

En la actualidad, los productos naturales gozan de amplia aceptacion y reemplazan
cada vez mas a los productos de sintesis quimica; como respuesta a esta tendencia,
se ha producido un creciente interés en la investigacion de la posible utilizacién de
aceites esenciales y extractos de plantas como fungicidas naturales, que sean
relativamente menos perjudiciales para el medio ambiente (Benites et al., 2009; Bajpai
y Kang, 2010). Se ha demostrado que los aceites esenciales y sus compuestos tienen
un efecto fungicida (Wilson et al., 1997 y Gogoi et al., 1997). La agricultura del nuevo
milenio debe establecer nuevas alternativas de control que produzcan un menor

impacto ambiental, ya que dia con dia va en aumento el porcentaje de consumidores



que demandan alimentos inocuos y libres de residuos de productos quimicos, seguros

para la salud y que sélo contengan ingredientes naturales (Ponce et al., 2004).

Las especias de clavo de olor (Syzygium aromaticum) y pimienta negra (Piper nigrum)
han sido utilizadas principalmente para la extraccion de aceites esenciales, los cuales
diversos autores sefialan que tienen un efecto inhibitorio contra hongos de la clase
Deuteromycetes y Ascomycetes, por tal motivo en este trabajo se evalud el efecto

inhibitorio de estos aceites contra los oomicetos P. vexans y P. cinnamomi.

Objetivos

Objetivo general

e Evaluar el efecto inhibitorio in vitro de aceites esenciales de clavo (Syzygium
aromaticum) y pimienta negra (Piper nigrum) sobre fitopatdgenos del cultivo del

aguacate (Phytophthora cinnamomi y Phytopythium vexans).

Objetivo especifico

e Evaluar el efecto inhibitorio in vitro de los aceites esenciales en fitopatdégenos
de aguacate.

e Determinar la concentracion CLso de los aceites evaluados.

Hipotesis

Los aceites esenciales de clavo (Syzygium aromaticum) y pimienta negra (Piper
nigrum) podran inhibir el crecimiento de Phytophthora cinnamomi y Phytopythium

vexans.



REVISION DE LITERATURA

Historia y Origen del Aguacate

Hasta la fecha, el origen del aguacate se ha buscado en areas en las que actualmente
existen poblaciones con gran diversidad o se han encontrado aguacates con
caracteristicas que son consideradas como silvestres (Kopp, 1966; Storey et al., 1986;
Bergh, 1992). La evidencia mas antigua del consumo de aguacate fue encontrada en
una cueva en Coxcatlan, region de Tehuacan, Puebla, México, que data entre los afios
8,000-7,000 A.C. (Smith, 1966).

México es considerado como el pais con mayor diversidad de aguacate en donde
existen 20 diferentes especies emparentadas con el aguacate Persea americana Mill.
De acuerdo con Barrientos y Lopez (2000) se reconocen tres razas: la Mexicana, la
Antillana y la Guatemalteca; sin embargo, Téliz et al. (2000) menciona otra raza
llamada Costarriciense, conocida como aguacate de monte. Bergh y Ellstrand (1986)
clasificaron las variedades botanicas, quedando la raza mexicana como P. americana
var. drymifolia, la raza antillana como P. americana y la raza Guatemalteca como P.

americana var. guatemalensis.

Clasificacion taxon6mica Fersini (1975).

Clase: Dicotiledoneas
Subclase: Diapétales
Orden: Ranales
Familia: Lauraceae
Género: Persea

Especie: americana



El aguacate P. americana (Figura 1), pertenece a la familia Lauraceae, una familia que
se caracteriza por su gran variabilidad morfolégica y que incluye 92 géneros y entre
2840 y 3340 especies distribuidas en todas las regiones tropicales y subtropicales del
mundo (Chanderbali et al., 2001; Renner, 2004).

Figura 1. Arbol de aguacate P. americana Mill.
Fuente: Union Ibereoamericana

Condiciones Agroecolbgicas

Benacchio (1982) y Ruiz et al. (1999) sefialan que, dependiendo de la raza de origen
del aguacate, este se puede establecer desde el nivel del mar hasta los 3,000 msnm,
aunque en la practica huertos a mas de 2,400 m se consideran fuera del area
apropiada para una produccién rentable; la raza mexicana prospera en altitudes
del,500 a 3,000 m; la guatemalteca de 1,000 a 2,000 m y la antillana de 0 a 1,000 m.

De acuerdo a Galan (1988) y Avilan et al. (1996) las condiciones ideales para el
establecimiento del cultivo del aguacate son temperaturas diurnas que oscilan de 25-
30 °C y nocturnas en 15-20 °C, destacando que las temperaturas altas (mayores de
35 °C) perjudican la floracién y fructificacion, afectando la fecundacion y polinizacion;
ocasionando desprendimiento de los frutos. En cuanto a la humedad del suelo el
cultivo del aguacate requiere que las precipitaciones estén bien distribuidas durante el
afo; el periodo mas critico en el que la planta debe disponer de suficiente agua abarca

desde el cuajado hasta la recoleccion, pero los excesos de precipitacion durante las

5



etapas de floracion y fructificacion, ademés de reducir la produccion, perjudican la
calidad de los frutos (Medina et al., 1978). Alvarez (1979) sefiala que los suelos mas
convenientes para el cultivo del aguacate son los de textura media y profundos, y
destaca que los muy arenosos no son recomendables ya que los arboles no adquieren

un buen desarrollo.

Produccién
Nivel mundial

La produccién mundial del cultivo del aguacate oscila en los 4,700,000 toneladas de
fruto, siendo el continente americano el principal productor con el 70.3% de la
produccion (Figura 2), que equivale a 3,317,609.00 ton, y el 29.7% restante los demés
continentes (FAOSTAT, 2013).

204 2%

W AMERICA
AFRICA

mASIA

= EUROPA
OCEANIA

Figura 2. Porcentaje de produccion de aguacate por continente.
Fuente: FAOSTAT (2013).



Entre los principales paises productores se encuentran México como el mayor
productor mundial de aguacate con 1,467,837 millones de ton, seguido de Republica
Dominicana aportando 387,546 ton, Colombia 303,340 ton, Peru 288,387 ton e
Indonesia con 276,311 ton (FAOSTAT, 2013).

Nivel nacional

México tiene una enorme cultura en el cultivo, ademas de ser el principal consumidor
y productor de aguacate en el mundo, con una superficie sembrada de 203,732 ha, de
las cuales se cosechan 178,706 ha, con una produccién de 1,878,599 toneladas (SIAP,
2016). Se han reportado plantaciones comerciales de aguacate en casi todas las
entidades federativas de México, a excepciéon de Chihuahua, Coahuila y Distrito
Federal (SIAP, 2016). De acuerdo a SIAP (2016) los principales estados productores
de aguacate a nivel nacional son Michoacan con una superficie sembrada de 147,720
ha, Jalisco con 17,812 ha, estado de México con 9,434 ha, Nayarit con 5,446 ha 'y
Guerrero con 4,468 ha (Cuadro 1).

Cuadro 1. Principales estados productores de aguacate en México.

Sup. Sembrada  Sup. Cosechada Produccion

Ubicacion (Ha) (Ha) (Ton)
Michoacéan 147,720 134,703 1,456,748
Jalisco 17,812 13,655 146,141

México 9,434 8,412 115,423
Nayarit 5,446 4,499 32,311
Guerrero 4,468 3,347 21,581

Fuente: (SIAP, 2016).

Siendo el estado de Michoacan el principal productor, aportando 1,456,748 ton (SIAP,
2016). Los principales municipios productores en el estado de Michoacan son
Tancitaro, Tacambaro, Salvador Escalante, Uruapan y Ario de Rosales con las

siguientes producciones (Cuadro 2).



Cuadro 2. Principales municipios productores de aguacate en el estado de Michoacan.

Municipio Sup. S(.ﬁargbrada Cossel?ﬁl.ada Prod(;J(;:rc]:)ién
(ha)
Tancitaro 22,417 22,417 224,905
Tacambaro 14,814 14,299 168,161
Salvador Escalante 15,715 13,465 156,461
Uruapan 14,616 14,616 147,110
Ario de Rosales 15,121 12,198 143,842

Fuete: (SIAP, 2016).

Importancia Econ6mica

México aporta 3 de cada 10 toneladas de aguacate que se producen en el mundo;
posicionandolo como el pais exportador nimero uno; seguido de Indonesia, quien
exporta 294 mil 200 toneladas; en tanto nuestro pais supera el millon 316 mil 104
toneladas anuales; es decir, exporta 4.4 veces mas que el pais asiatico en mencion
(SIAP, 2014). Dado a que en México existe una gran cultura por este fruto, se registran
un consumo per capita del fruto de 7.4 kg (SAGARPA, 2015).

A nivel nacional, Michoacan aporta 8 de cada 10 toneladas que se producen en
México; lo cual lo consolida como el lider productor de aguacate en la Republica
Mexicana; los estados que lo siguen en mayor produccién son: estado de México,
Jalisco, Nayarit y Morelos, en conjunto generan el 95% de la produccion nacional
(SAGARPA, 2015).

Por otro lado, otro aspecto que muestra el impacto econdmico del cultivo es el empleo.
Se estima que todo el proceso productivo genera alrededor de 300 mil empleos
directos y 70 mil empleos indirectos, generando un ingreso de 1,270 millones de
dolares anuales (SAGARPA, 2015).



Enfermedades del Aguacate

Oomicetos

En la clase de los oomicetes, también conocidos como "mohos acuaticos”, se incluyen
algunos de los patégenos mas devastadores. Algunas de las principales enfermedades
que ocasionan son: tizon de plantulas, damping-off, pudricibn de raices, tizones
foliares y mildius vellosos (Fry y Griinwald, 2010). Los oomicetes fueron considerados
por mucho tiempo como hongos inferiores, debido a su habito de crecimiento
filamentoso, a su nutricion por absorcion y a su reproduccion via esporas; sin embargo,
conforme se ha ido entendido las relaciones evolutivas, esta claro que este grupo de
organismos no esta relacionado con los hongos verdaderos, ya que los hongos
parecen estar mas cercanamente relacionados con los animales que con los
oomicetes, mientras que €stos a su vez se relacionan mas con las algas y las plantas
verdes (Fry y Grunwald, 2010).

Dentro de esta clase se encuentran los oomicetos Phytophthora citricola, Phytophthora
heveae, Phytophthora palmivoray Phytophthora boehmeriae, que han sido asociados
junto a otros patdgenos causantes de la enfermedad conocida como el cancro de
tronco en el cultivo de aguacate y a la pudricion de raices, esta enfermedad se
presenta en huertos sombreados y con exceso de humedad, llegando a alcanzar una
alta incidencia. La enfermedad reviste una importancia secundaria, pero en casos
extremos puede ocasionar la muerte del arbol. Los sintomas se presentan sobre el
tronco principal y hasta una altura de un metro, el sintoma caracteristico es una lesién
hameda oscura sobre la corteza, la cual se agrieta y segrega savia vegetal que se
cristaliza y forma un polvillo blanco; la madera presenta pudricion firme en sentido
radial y una coloracion café rojiza. En las ramas se pueden observar los mismos
sintomas, pudiendo haber constriccion de estas. En casos severos se puede apreciar

una clorosis y defoliacion del follaje (Coffey et al., 1988; Téliz, 2000; Machado, 2012).



Caracteristicas morfologicas

Las principales caracteristicas que distinguen a la clase de los oomicetos son: micelio
cenocitico, filamentoso y ramificado, la colonia micelial presenta un crecimiento en
forma arrosetada, dando un aspecto de camelia, otra caracteristica es que producen
esporangios con zoosporas, estas pueden ser piriformes o reniformes dependiendo
del orden a que pertenezcan, presentan dos flagelos de dos tipos, uno tipo latigo y el
otro tipo pincel. Su pared celular est4 constituida por celulosa y no por quitina,
compuesto presente en la pared celular de los hongos verdaderos (Alexopoulos, 1996;
Saldarriaga, 2001).

Phytophthora cinnamomi Rands (tristeza del aguacatero)

En el cultivo de aguacate la enfermedad conocida como “tristeza del aguacatero” es la
de mayor importancia a nivel mundial detectandose en mas de 70 paises, es causada
por el oomiceto P. cinnamomi (Figura 3), su importancia radica en que este patdégeno
puede llegar a ocasionar la muerte de los arboles, en México se reporta que provocéd
la desaparicion de regiones aguacateras como Querétaro y Comonfort, Guanajuato
(Zentmyer, 1980; Téliz y Garcia, 1982; Zentmyer, 1985). En Australia en 1977 fue

responsable de la fluctuacion en el precio del producto en el mercado (Weste, 1994).

Figura 3. Crecimiento del oomiceto P. cinnamomi en medio PDA.
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El primer reporte de esta especie se acredita a Rands, quien, en 1922, la aislo de
cancros de arboles de canela Cinnamomum burmani Blume en Sumatra (Romero,
1993). Sin embargo, el primer reporte en aguacate lo hizo Tucker en 1927 en Puerto
Rico, y Pager en 1942 en California, quien aislo al patégeno de arboles de aguacate
que presentaban la sintomatologia de la enfermedad (Alvarez, 1979). En la actualidad
esta enfermedad se reporta en cerca de 1,000 hospederos, principalmente en plantas
lefiosas (Zentmyer, 1980). Este fitopatdgeno se puede encontrar como agente causal
de la pudricidon de las raices del aguacate en casi todas las areas aguacateras del
mundo incluyendo Australia, Nueva Zelanda, Africa, Israel, Espafia, Marruecos,
Estados Unidos, México, asi como varios paises de América y el Caribe donde se
cultiva este frutal (Pegg et al., 2008).

En México se reportd por primera vez en 1951 (Zentmyer, 1951). Actualmente se
encuentra presente en los estados de Puebla, Chiapas, Veracruz, Nayarit, Morelos y
Michoacan (Morales, 1990). En Michoacan, se detecta en la década de los setentas
de tal manera que en 1979 se localizaron 13 mil arboles dafiados en suelos pobres en
materia organica (Vidales, 1996). En 1994 se efectué un muestreo y se encontro la
enfermedad distribuida en suelos del tipo andosol afectando a 100 mil &rboles en los
municipios de Uruapan, San Juan Nuevo, Tinguindin, Los Reyes, Tancitaro, Peribany
Ziracuaretiro, lo que provocé pérdidas a los productores de $640 millones, tomando
como base la estimacién que hace FIRA 1996 de $640 por arbol de 8 afios de edad
(Vidales, 1996).
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Clasificacion taxondémica (Agrios, 2005).

Reino: Stramenopila
Phylum: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Pythiaceae
Género: Phytophthora

Especie: cinnamomi

Ciclo biolégico

Cuando las condiciones ambientales son desfavorables (bajas temperaturas y escasa
humedad), P. cinnamomi se mantiene en el suelo o dentro de fragmentos de raices
necroticas en forma de estructuras de resistencia a corto plazo (clamidosporas) o largo
plazo (oosporas, agregaciones de hifas) (Crone et al., 2012; Jung et al., 2013). La
germinacién de estas estructuras de resistencia se produce cuando las condiciones
ambientales son favorables, es decir, cuando la temperatura ronda entre 24 y 28 °C
(Davison y Ribeiro, 1996) o entre 26 y 30 °C en el caso de aislados esparioles (Sanchez
et al., 2002) y cuando existe agua libre en el suelo, como ocurriria después de una
lluvia. Las clamidosporas germinan y dan origen a hifas del hongo que se conocen en
forma colectiva como micelio, reiniciando el ciclo de infeccion (figura 4), el micelio
origina clamidosporas y otras estructuras especializadas (esporangios) que contienen

zoosporas (Andrade et al., 2012).
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Figura 4. Ciclo biolégico de P. cinnamomi. (Tomado de A Hardham, The Australian
National University, Canberra, A.C.T.).

Las zoosporas se desplazaran a través del agua libre y atraidas por las exudaciones
de las raices entrardn en contacto con éstas; para infectar la raiz, este patdogeno
precisa que el tejido vegetal este sano o recién herido, pero que no haya sido
previamente invadido por otros organismos, ya que su baja capacidad competitiva
hace de él un patégeno primario, no secundario (Robin et al., 1998). Inicialmente, suele
infectar las raices finas no suberizadas encargadas de la absorcién del agua y
posteriormente raices laterales e incluso la raiz principal y el cuello (Robin et al., 1998).
El avance de la infeccidén pudre gran volumen de raices y las plantas desarrollan los
sintomas de la enfermedad conocida en México como la tristeza del aguacatero que
cuando logra infectar la base del tronco el arbol de aguacate desarrolla la enfermedad
del cancro (Zentmyer, 1980; Coffey, 1991 y Téliz et al., 2007). Hasta hace algunos
afos solo se mencionaba a P. cinnamomi como el inico patdgeno responsable de esta
sintomatologia; sin embargo, algunos autores del continente europeo reportan nuevas

especies causando marchitez tales como: Cylindrocladium parasiticum,
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Cylindrocarpon liriodendri, Nectria liriodendri, llyonectria macrodidyma (Dann et al.,
2011; Vitale et al., 2011).

Sintomatologia

Los arboles afectados por esta enfermedad muestran un progresivo decaimiento, un
menor crecimiento y clorosis foliar (marchitez general), existiendo en arboles mas
afectados una severa defoliacion (Figura 5) y muerte descendente de brotes (Lopez,
2004). P. cinnamomi pudre las puntas de las raices alimenticias con diametro menor
de 5 mm produciéndose una coloracion café negruzca, las raices se quiebran
facilmente; la absorcion de agua y su transporte ascendente se reduce originando los
sintomas en el follaje, incluso es interesante observar que los arboles con tristeza
tienen mas agua en su alrededor que arboles sanos, debido a que esa agua ya no
puede ser absorbida por las raices, transportada por el sistema vascular y transpirada
por las hojas (Mora et al., 2007). La ausencia de raicillas y pelos absorbentes evita la
toma de agua, por lo cual el suelo bajo los arboles enfermos tiende a permanecer
hamedo (Tamayo, 2005). La enfermedad se presenta en cualquier etapa del ciclo
biolégico de la planta, sin embargo, las plantas juveniles son mas susceptibles
(Zentmyer, 1985).

Figura 5. Arbol con sintomatologia de la tristeza del aguacatero.
Fuente: Departament of Agriculture and Food Australia.
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Estrategias de control de Phytophthora cinnamomi

Control quimico

Whiley y Pegg (1990) mencionaron que a partir de 1980 surgen productos quimicos
como el metalaxyl (Ridomil ®), logrando un buen control de la pudricién durante los tres
primeros afos, después pierde efectividad. Guest et al. (1995) reportaron la aparicion
de Aliette WP ® en 1977, un funguicida que contiene (aluminium tris-O-ethyl
phosphonate), el cual tiene acciones en el tronco, hojas y raices; como polvo mojable,

Aliette WP ®fue usado en “drench” al suelo y en aplicaciones foliares.

Control cultural

Pegg et al. (1990) mencionan gue una buena fertilizacién a base de nitrégeno en forma
de amonio disminuye las condiciones que favorecen el desarrollo de P. cinnamomi.
Tsao y Oster (1981) reportan que el uso de estiércol de animales reduce las
poblaciones de P. cinnamomi, probablemente debido a que la liberacién de amoniaco
tiene un efecto inhibitorio de este patdégeno. Aplicaciones de carbonato de calcio,
nitrato de calcio y sulfato de calcio también se han mostrado en repetidas ocasiones
para reducir P. cinnamomi (Broadbent y Baker, 1974; Pegg et al., 1990).

Control biolégico

Broadbent y Barker (1974) mencionaron que los altos niveles de microorganismos
activos pueden reducir las poblaciones de P. cinnamomi. Desde entonces, muchos
microorganismos del suelo como; Myrothecium roridum, Trichoderma harzianum,
Epiccocum purpurascens, Catenaria anguillae, Humicola fuscoatra, Anguillospora
pseudolongissma, Hypochytrium catenoides, Myrothecium verrucaria, Streptomyces

griseoalbus, Micromonospora carbonacea, Streptomyces violascens y Ceraceomyces
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tessulatus han demostrado tener efectos inhibidores a P. cinnamomi a través de la

competencia, parasitismo o antibiosis (Davison y Ribeiro, 1996; Downer, 1998).

Phytopythium vexans Lévesque y Cock

El género Phytopythium fue descrito por Lévesque y Cock (2004), este nuevo género
es morfolégicamente intermedio entre el género Phytophthora y Pythium. Cock et al.
(2015) observaron que las especies de Pythium pertenecientes al clade K eran
filogenéticamente distintas al resto de los Pythium spp. Cooke et
al. (2000) demostraron que Pythium vexans era claramente diferente de otras
Pythium spp. y Phytophthora usando la subunidad grande ribosomal (LSU) y el
espaciador interno transcrito (ITS). Villa et al. (2006) demostraron que las especies de
Pythium pertenecientes al clade K estaban estrechamente relacionados con
Phytophthora. La diferenciacion morfologica deriva que es el Unico que presenta

esporangios papilados y anteridios cilindricos o lobulados.

P. vexans (Figura 6) fue aislado junto a otros organismos patdgenos considerandose
un organismo patdgeno secundario (Andrés, 2015). Sin embargo, fue aislado en
plantas de Metrosideros colinna junto a P. cinnamomi, agente patdgeno clave en este
cultivo, asi como en otras especies lefiosas de importancia ornamental; las
inoculaciones de P. vexans sobre plantas sanas de esta especie origind los sintomas
de esta enfermedad, tratdndose por tanto de un patégeno primario (Kliejunas y Ko,
1975; Van der Plaats-Niterink, 1981; Andrés, 2015). Es importante mencionar que
Rodriguez et al. (2014) reportan a P. vexans aislado de raices de aguacate en las Islas

Canarias, mostrando una patogenicidad incluso mas severa que P. cinnamomi.
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Figura 6. Crecimiento del oomiceto P. vexans en medio PDA.

P. vexans se encuentra como organismo patdégeno de un gran namero de especies
lefiosas entre las que se destacan las del género Metrosideros, las otras especies
sobre las que se ha sido referenciada como agente patdogeno son las siguientes:
Annona spp, Anthurium spp., Camellia sinensis, Camellia spp., Carya illinoinensis,
Cinchona spp., Cocos nucifera, Durio spp., Elaeis guineensis, Eucalyptus spp.,
Eugenia spp., Gossypium spp., Hevea brasiliensis, llex aquifolium, Juniperus spp.,
Leptospermum flavescens, Malus spp., Piper spp., Prunus persicae, Pyrus spp.,
Theobroma cacao y Thuja spp. (Van der Plaats-Niterink, 1981; Farr y Rossmann,
2013).
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Clasificacion taxonémica Lévesque y Cock (2004).

Reino: Chromista
Filo: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Pythiaceae
Género: Phytopythium

Especie: vexans

Descripcién morfologica

Las caracteristicas morfoldgicas de P. vexans son hifas que pueden alcanzar un ancho
de hasta 5 um; sus esporangios pueden ser subglobosos, ovoides o piriformes,
ocasionalmente suelen ser proliferantes, intercalares o terminales, con unas
dimensiones de 18 a 23 pum de largo y de 15 a 21 um de ancho. Los oogonios
mayoritariamente son terminales en pedicelos ramificados cortos, a veces laterales o
intercalares, globosos y con un tamafio medio de 18 a 23 um de diametro. Presenta
anteridio habitualmente de 1, raramente 2 por oogonio, monoclinos, raramente
diclinos, surgiendo a cierta distancia bajo el oogonio o desde la hifa principal, las
células anteridiales son grandes, con forma tipica de campana; las oosporas son
apleréticas con unas dimensiones de 16 a 19 um de diametro y una pared de 1.5 pm

de espesor Van der Plaats-Niterink (1981).
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Sintomatologia

La sintomatologia de pudricién de raiz producida por P. vexans es similar a la
producida por otras especies de Pythium. Sobre plantulas de Metrosideros collina de
2.5 cm de altura, provoca necrosis extensas del sistema radicular, la parte aérea de la
plantula aparece marchita y termina muriendo (Kliejunas y Ko, 1975). Este fitopatégeno
también se ha encontrado afectando al cultivo de duraznero (Prunus persicae) una de
las especies fruticolas y lefiosas mas importantes de clima templado, produciendo un
retraso en el desarrollo de plantulas, clorosis de las hojas, defoliacion prematura y
muerte de la planta debido a la podredumbre progresiva del sistema radicular (Andrés,
2015). Hernandez (2016) realiz6 una prueba de patogenicidad de P. vexans en
plantulas de aguacate de seis hojas verdaderas, después de 15 dias de la inoculacion
el fitopatbgeno caus6 una marchitez total de las plantulas inoculadas (figura 7).

Figura 7. Sintomatologia causada por Phytopythium vexans.
Fuente: Hernandez (2016).

Control quimico

El etridiazol y metalaxil son algunos fungicidas utilizados para el control de la pudricion
de raiz causada por P. vexans, mientras que en Espafa y México el fungicida fosetil-
aluminio es el Unico registrado para su empleo en cultivos ornamentales lefiosos y
recomendado por la bibliografia especializada para el control de este patogeno (De
Linan y De Lifian, 2013).
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Aceites Esenciales

Las plantas han sido capaces de protegerse del ataque de diversos microorganismos
patégenos, produciendo grandes cantidades de metabolitos secundarios, antes que el
hombre jugara un papel activo en su proteccion, mediante sustancias quimicas con
actividad antimicrobiana (Wilson et al., 1999; Dixon, 2001). Entre los metabolitos
secundarios importantes relacionados con los mecanismos de defensa, destacan los
flavonoides, fenoles, terpenos, alcaloides, lectinas, polipéptidos y aceites esenciales
(Cowan, 1999). Los aceites esenciales son una mezcla de lipidos o grasas de bajo
peso molecular muy hidrofébicos, generalmente menos densos que el agua,
aromaticos y volatiles, producto del metabolismo secundario de las plantas
(Stashenko, 2000; Batish et al., 2008; Bakkali et al., 2008; Bosquez et al., 2009). De
acuerdo a Tajkarimi et al. (2010) se han encontrado alrededor de 1340 plantas a las
qgue se les han atribuido propiedades antimicrobianas y en las cuales se han

identificado alrededor de 30,000 componentes.

Importancia de los aceites esenciales

En los ultimos afos la sociedad ha priorizado los aspectos ambientales y ha dirigido
un importante nimero de investigaciones hacia el hallazgo y establecimiento de
nuevas alternativas para el manejo integrado de plagas y enfermedades de las plantas
con menos efectos negativos al ambiente (Vaillant et al., 2009). La aplicacion de
aceites esenciales es un método muy atractivo para controlar enfermedades tanto en
cosecha como en post-cosecha, estos materiales son una mezcla compleja de
compuestos volatiles producidos en diferentes partes de las plantas, y han sido
reconocidos por poseer diversas funciones, incluyendo conferir la resistencia a plagas
y enfermedades (Oxenham, 2003); algunos aceites esenciales, asi como sus
constituyentes, han demostrado poseer propiedades antibacterianas y antifingicas

(Ahmet et al., 2005; Karmen et al., 2003). Existen numerosos estudios que revelan la
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actividad antimicrobiana, aunque no todos presentan la misma actividad y ésta

dependeria de sus componentes (Fisher y Phillips, 2006).

Aunque el mecanismo por el cual actian no esta totalmente entendido, puede
involucrarse en éste la destruccidén de la membrana microbiana por los constituyentes
lipofilicos que poseen (Schelz et al., 2006; Keeler y Tu, 1991), en estudios recientes
se reportan otros efectos como cambios en la morfologia del hongo que incluyen dafios
sobre estructuras como conidias, macroconidias e hifas, asi como la disminucion en la

produccion de micotoxinas (Park et al., 2009).

Composicion quimica

La composicion de los aceites esenciales varia en funcion de la zona de cultivo,
condiciones ambientales y de acuerdo a las diferentes partes de la planta de las cuales
se extrae (Burt, 2004). Dependiendo de la especie, se calcula que un aceite esencial
puede contener entre 50 a 300 compuestos quimicos, los cuales pertenecen a los
grupos de hidrocarburos terpénicos, alcoholes, aldehidos, cetonas, éteres, ésteres,
compuestos fendlicos, fenilpropanoides, entre otros (Stashenko, 2000). Se ha
reportado que los componentes mayoritarios pueden alcanzar hasta un 85% de la
composicién total del aceite esencial, mientras que los demas pueden estar presentes
solo como trazas (Kalemba y Kunicka, 2003; Fisher y Phillips, 2008; Tajkarimi et al.,
2010).

Aceite Esencial de Clavo (Syzygium aromaticum)

Distribucion

El clavo de olor (Syzygium aromaticum) es una especia perteneciente a la familia
Myrtaceae, la cual se caracteriza por habitar en ambientes principalmente tropicales

(Singh et al., 2012; Moura et al., 2012). Es originaria de Indonesia y actualmente se
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cultiva en Brasil, Haiti, India, Kenia, Madagascar, Malasia, Islas Mauricio, Seychelles,
Sri Lanka, Tanzania, entre muchos otros paises. En México no hay reportes de que
esta especia sea cultivada, la forma de obtenerla es importandola de otros paises

productores (Orwa et al., 2009).

Caracteristicas fisicas

Se obtiene de un arbol perenne que florece dos veces al afo, los botones florales
tienen inicialmente un color palido que poco a poco se convierte en verde (figura 8),
para después tornar a un color rojo marrén oscuro (Singh et al., 2012). Los clavos, son
los capullos sin abrir y se cosechan cuando las hojas verdes externas (caliz) han
cambiado de color verde a un amarillo-rosa (Pandey y Singh, 2011). Los tallos, las
hojas y los botones sin abrir son las partes de esta especia que utilizan principalmente

para la extraccion de aceite esencial (Srivastava et al., 2005).

Figura 8. Botdn floral del clavo de olor.
Fuente: tcrade winds fruit (http://www.tradewindsfruit.com)

Composicion quimica

El aceite esencial de clavo esta formado por una gran variedad de compuestos, su
composicion varia dependiendo de su procedencia, entre sus componentes destaca

eugenol (49-98%) como compuesto mayoritario, B-cariofileno (4-21%) y eugenil
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acetato (0,5-21%); ademas también se pueden encontrar pequefias cantidades de a-

humuleno y trazas (< 1%) de otros 25 a 35 constituyentes (Chaieb et al., 2007).

Estudios de aceite esencial de clavo

Davidson (1997) menciona que el aceite esencial de clavo presenta una elevada
actividad microbiana contra mohos, levaduras y bacterias patégenas como Bacillus
anthracis. Otras especies de bacterias inhibidas son: Escherichia coli, Enterobacter
faecalis, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, entre otras (Hernandez, 2011). En
hongos se ha reportado eficaz sobre algunas especies como Alternaria, Fusarium,
Botrytis, Septoria, Penicillium digitatum y Aspergillus sp. (Llewellyn et al., 1981; Kim et
al., 1995). Ademas, inhibe el desarrollo de Aspergillus niger y se considera compatible
con las frutas y sus derivados (Kim et al., 1995; Hernandez, 2011).

Hassani et al. (2011) realizaron pruebas con aceites esenciales de tomillo (Thymus
vulgaris), canela (Cinnamomum zeylanicum) y clavo (S. aromaticum) aplicados por
atomizacion para controlar el crecimiento de mohos en chabacano (Prunus armeniaca)
inoculado con Monilinia fruticola y Botrytis cinerea, durante el almacenamiento
postcosecha, logrando reducir tanto la incidencia como la severidad de la infeccion de
las frutas tratadas al adicionar los aceites esenciales en comparacion con los testigos,
ademas la maxima actividad antifingica se obtuvo a concentraciones de 600 ul/L en
todos los aceites; sin embargo, la eficacia del aceite esencial de clavo en la reduccion
de la incidencia en los chabacanos inoculados con B. cinerea, fue mayor que la de los
aceites de tomillo y canela. En bioensayos en la inhibicion del crecimiento micelial
de Fusarium sp., se observdé un efecto antifungico del aceite esencial de S.
aromaticum, mostrando una inhibicion del crecimiento micelial con dosis de 100 a 300

png/mL (Necha y Barrera, 2009).

Bowers y Locke (2004) reportaron que las poblaciones de Phytophthora nicotianae en
el suelo se reducen empleando formulaciones de aceite esencial de clavo y neem en

concentraciones de 49.7 y 55.6% respectivamente.
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Aceite Esencial de Pimenta Negra (Piper nigrum)

Distribucion

Es originaria de la India del sur, actualmente Vietham es el mayor productor y
exportador de pimienta del mundo, produciendo el 34% de la cosecha de Piper nigrum
del mundo a partir de 2008 (Sotelo, 2016).

Caracteristicas fisicas

Es una especie perenne que puede llegar a medir mas de 4 m soportdndose en
arboles, enrejados o cualquier otro soporte (figura 9), se propaga facilmente ya que
emite raices en cuanto los tallos tocan el suelo, presenta hojas alternas, enteras, de
unos 5 a 10 cm de largo por 3 a 6 del ancho, las flores surgen en racimos pendulares
en las axilas de las hojas, tienen de 4 a 8 cm de largo y a medida que los frutos
maduran se van alargando hasta medir unos 7 a 15 cm, el fruto es una drupa que se

convierte en el grano de pimienta al madurar (Forzza, 2010).

Figura 9. Cultivo de pimienta negra.
Fuente: Nguyen Luan — VNP (https://vietham.vnanet.vn/)
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Composicion quimica

Una cualidad de las plantas de este género es la presencia de aceites esenciales, que
podrian ser caracteristicos de cada especie, se han efectuado estudios acerca de la
composicién de varios aceites esenciales del género Piper, encontrandose como
constituyentes principales fenilpropanoides, monoterpenoides y sesquiterpenoides
(Nigam y Purohit, 1962; Gupta et al., 1985; Ramos et al., 1986). Mann (2011) menciona
gue el aceite de la pimienta negra contiene - y a-pinenos, d-limoneno y B-cariofileno

como componentes principales.

Estudios de aceite esencial de pimienta

Los metabolitos secundarios encontrados en extractos obtenidos de diferentes partes
de estas plantas, han mostrado tener actividad repelente contra el gorgojo del maiz
Sitophilus zeamais (Ledo, 2007; Almeida et al., 2005). Lebn (2017) reporta que el
aceite esencial de pimienta tiene accion fungistatica sobre los hongos Fusarium solani,
Aspergillus flavus y Penicillium sp, mientras que Kunasakdakul y Suwitchayanon
(2012) reportan que el extracto de pimienta negra tiene un efecto bactericida contra

Xanthomonas campestris.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del Experimento

La presente investigacion se realiz6 en la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro, en el Departamento de Parasitologia, en el Laboratorio de Toxicologia Saltillo,

Coahuila, México.

Aislamiento del patégeno

P. vexans y P. cinnamomi fueron aislados de muestras de raices de arboles de
aguacate gque presentaban sintomatologia caracteristica de la enfermedad conocida
como tristeza del aguacatero provenientes del municipio de Tancitaro, perteneciente a
la franja aguacatera del estado de Michoacan. Las raices se lavaron en agua corriente,
se realizaron pequefios cortes no mayores a 0.5 cm; con apoyo de un bisturi estéril se
realiz6 un corte longitudinal seleccionando los limites de tejido sano y enfermo. En la
camara de flujo laminar los cortes de raiz se lavaron en solucion de hipoclorito de sodio
al 3 % por un minuto, seguido de tres lavados de agua destilada estéril y se colocaron
en papel absorbente previamente esterilizado. Una vez secas, se prosiguio a realizar
la siembra colocando 4 trozos de raices en placa Petri en medio selectivo PARPH
(pimaricina, ampicilina, rifampicina, pcnb e himexazol) y finalmente los aislados se

incubaron a 28°C por tres dias (Davison y Ribeiro, 1996; Fierro, 2011).

Microorganismos evaluados

Las cepas evaluadas en la presente investigacion fueron identificadas con claves
taxondmicas, coincidiendo con lo reportado por Davison y Ribeiro (1996) para la
identificacion de P. cinnamomi y con lo reportado por Lévesque y Cock (2004) para la
identificacion de P. vexans. Las cepas fueron reactivadas y se incrementaron en cajas

Petri de 8.5 cm de didmetro con medio de cultivo PDA BD-Bioxon® (Papa-Dextrosa-

26



Agar), colocando con el apoyo de un sacabocados y aguja de diseccion estériles un
explante de 5 mm de didmetro en el centro de la caja. Las cajas se incubaron en

oscuridad a una temperatura de 28 °C + 2.

Aceites esenciales evaluados

Los dos aceites evaluados clavo (Syzygium aromaticum) y pimienta (Piper nigrum)
fueron proporcionados por el M.C. Anselmo Hernandez Pérez; sin embargo, es
importante sefialar que estos aceites se obtuvieron mediante la técnica de arrastre de
vapor. El aceite esencial de clavo se obtiene de los botones florales y presenta un
7.9% de rendimiento (Pinto, 2015). Esta técnica consiste en generar vapor
normalmente en un hervidor y luego se inyecta al destilador por donde pasa a traves
del material botanico. El vapor ejerce la doble funcién de calentar la mezcla hasta su
punto de ebullicion, rompiendo los glébulos de aceite en la muestra vegetal y adicionar
tension de vapor a la de los componentes volatiles del aceite esencial; los vapores que
salen de la camara extractora se enfrian en un tubo condensador donde regresan a la
fase liquida, los dos productos inmiscibles, agua y aceite finalmente se separan en un
dispositivo decantador o embudo florentino. Este método es el méas utilizado a nivel
industrial debido a su alto rendimiento, por la pureza del aceite obtenido y la facilidad
de la extraccion (Bandoni, 2000; Ortufio, 2006).

Bioensayo. Concentraciones empleadas de los diferentes tratamientos sobre
los fitopatdogenos P. cinnamomi y P. vexans

Para obtener las concentraciones adecuadas de los aceites esenciales que se
emplearon en la evaluacion, previamente se hizo una revision de literatura; sin
embargo, para el caso del fitopatdgeno P. vexans no hay reportes que mencionen el
uso de extractos vegetales o0 aceites esenciales para el control de este oomiceto, por
ello fue necesario desarrollar una ventana bilégica en donde se trabajé con

concentraciones de hasta 800 ppm; en donde todas las concentraciones inhibieron un
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100% el crecimiento del fitopatogeno, por lo que fue necesario bajar las
concentraciones hasta llegar a las concentraciones adecuadas. Posterior a esto, se
trabajo con tres tratamientos, aceite esencial de clavo contra P. vexans (T1) y pimienta
contra P. vexans (T2) y aceite esencial de clavo contra P. cinnamomi (T3). Para ello,
se utilizé la metodologia del medio de cultivo envenenado. Las dosis utilizadas fueron:
0.025, 0.05, 0.1, 0.2 y 0.3 ppm para el tratamiento 1 y 2 sobre P. vexans. El T3 contra
P. cinnamomi las dosis que se emplearon fueron: 5, 45, 80, 200, 400 ppm.

En matraces Erlenmeyer se elabor6 medio de cultivo PDA, para la elaboracion del
medio se utilizaron 39 g del medio BD-Bioxon®por 1000 mL de agua destilada, se agitd
suavemente para disolver, una vez disuelto, se tapd con papel aluminio y se esterilizd
en una olla de presion a 15 libras de presiéon durante 15 minutos, se dejo enfriar a una
temperatura aproximada de 45 °C. En la campana de flujo laminar se ajustaron las
diferentes concentraciones en ppm de cada aceite, para esto, se realiz6 una premezcla
de cada aceite para obtener la concentracion requerida, con la finalidad de lograr su
homogenizacion al verter en el medio de cultivo (PDA). Lo anterior se efectu6 en tubos
de vidrio de 10 mL previamente esterilizados, se agregaron 5 mL de alcohol, 0.1 g de
goma xantana, con el apoyo de una micropipeta se agregaron 500 ul de Tween 80, se
adicionaron las diferentes concentraciones de cada aceite esencial (T1, T2y T3) y se
finaliz6 haciendo una agitacion con ayuda de una varilla de vidrio previamente
esterilizada para homogenizar y se vacié en el matraz con medio de cultivo. Cada
matraz se mantuvo en agitacion constante durante 5 minutos y se realizé el vaciado
en cajas Petri de 8.5 cm de didmetro y se dejaron solidificar por un lapso de 24 h. Para
cada concentracion se establecieron 4 repeticiones y un testigo absoluto (PDA con las

mismas concetraciones de Alcohol, Tween 80 y goma xantana).

Transcurridas las 24 h se realizé la siembra del explante de los fitopatégenos P.
cinnamomi y P. vexans. Con ayuda de un sacabocados y aguja de diseccion estériles
se colocaron explantes de 5 mm de diametro de los fitopatégenos evaluados con 8
dias de crecimiento y los diferentes tratamientos se incubaron en oscuridad total a 28

°C + 2. Con el apoyo de un Vernier digital se realizaron mediciones del crecimiento
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micelial cada 24 h en los 4 puntos cardinales de las cajas, finalizando la toma de datos
cuando los testigos (Test) de cada fitopatdgeno llenaron la caja Petri. Con los datos
obtenidos se calcul6 el porcentaje de inhibicion en P. cinnamomi y P. vexans,

empleando la férmula utilizada por Ochoa et al. (2012).

Crecimiento micelial del testigo—Crecimiento micelial del tratamiento

x 10

% de inhibicion =
% Crecimiento micelial del testigo

Variables evaluadas

La variable a evaluar fue el crecimiento micelial de P. cinnamomi y P. vexans.
transformandose este a porcentaje de inhibicion, considerando el crecimiento del

testigo como el 100% de desarrollo.

Disefio experimental

Se realizé un disefio experimental completamente al azar, con cuatro repeticiones por
tratamiento y un testigo absoluto (PDA sin ningun control). Se evalu6 el efecto
inhibitorio de los aceites esenciales de clavo y pimienta sobre el crecimiento micelial
de P. cinnamomi y P. vexans. Los datos se analizaron con el programa estadistico R
3.2, se sometié a un andlisis de varianza y se compararon las medias mediante la
prueba de Scheffe (a=0.05). Se determinaron las concentraciones medias inhibitris y
sus limites fiduciales al 95% mediante una regresién Probit por el método de maximas

verosimilitud.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

En el (cuadro 3) se muestran los porcentajes de inhibicion de los tratamientos
evaluados de cada aceite esencial, en donde se observa que el porcentaje de
inhibicion varia dependiendo de la concentracion y el extracto empleado. Estas
diferencias de inhibicion se pueden observar claramente en las (figuras 12, 13 y 14)
del anexo.

Cuadro 3. Porcentajes de inhibicién de los tratamientos evaluados.

P. vexans " P. vexans ™ P. cinnamomi ™
% de % de % de
Dosis (ppm) inhibicion Dosis (ppm) inhibicion Dosis (ppm) inhibicion
0.025 0 0.025 0 5 0
0.05 18.2 0.05 7 45 15.9
0.1 53.5 0.1 58.6 80 215
0.2 93 0.2 92.3 200 814
0.3 100 0.3 100 400 100

*T1 Clavo, ** T2 pimienta y *** T3 clavo

En estudios anteriores del aceite esencial de pimienta, Ledn (2017) reporta que tiene
accion fungistatica sobre los hongos Fusarium solani, Aspergillus flavus y Penicillium
sp. en donde a concentraciones de 0,3%, 0,5%, 0,7% y 1% logra inhibir hasta un 30%
el crecimiento micelial, por lo que los resultados de esta investigacion difieren, ya que
el aceite esencial de pimienta logra inhibir hasta un 100% al oomiceto P. vexans,
teniendo por lo tanto accion fungicida. Por otro lado, los resultados de esta
investigacion, las concentraciones utilizadas estan por abajo a lo reportado por
Kunasakdakul y Suwitchayanon (2012), donde reportan que el extracto de pimienta a
concentraciones de 0.75%, 1.5% y 3% logra inhibir el 100% el crecimiento micelial del

fitopatdgeno Alternaria brassicicola.

Con respecto al aceite esencial de clavo, Martinez (2015) reporta que a
concentraciones de 250 y 300 ppm inhibe un 17.72% y 26.07 el crecimiento micelial

del fitopatbgeno Sclerotinia cepivorum; sin embargo, en la presente investigacion a
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concentraciones similares para el control de P. cinnamomi se obtuvo una inhibicién del
100% y para el caso de P. vexans se obtuvo una inhibicion del 100% en

concentraciones mas bajas.

Por otro lado, para el control de P. cinnamomi, en donde se obtuvo una inhibicién del
100%, las concentraciones evaluadas en esta investigacion estan por debajo a lo
reportado por Ramirez et al. (2007) en donde trabaj6é a una concentracion del 50% de
extracto de semilla de clavo para inhibir el crecimiento micelial del fitopatégeno
Phytophthora palmivora. Y para el control de P. vexans, se logré una inhibicion del

100% a concentraciones aun mas bajas.

Ruiz et al. (2015) reportan al producto ARAW un fungicida para el control de Botrytis
sp. a dosis de 1.6 a 4 litros por hectéarea, el cual estd compuesto a base de terpenos
entre ellos el eugenol, compuesto principal del aceite esencial de clavo (Ribes et al.,
2016). El mecanismo de accién del eugenol se basa en la desnaturalizacion de las
proteinas de la membrana del microorganismo reaccionando con los fosfolipidos y asi
cambia la permeabilidad de la pared celular produciendo su muerte. Por lo anterior,
esta puede ser la principal razon del efecto inhibitorio que tuvo el aceite esencial contra

los fitopatdgenos evaluados en esta investigacion.

En la gréfica (figura 10) se observa que los tratamientos 1 y 2 muestran un porcentaje

de inhibicién similar para el control de P. vexans.
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Figura 10. Porcentaje de inhibicion de P. vexans con aceite esencial de clavo y
pimienta a diferentes concentraciones.

En la gréfica (figura 11) se observa el porcentaje de inhibicion del tratamiento 3 para

el control de P. cinnamomi.
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Figura 11. Porcentaje de inhibicion de P. cinnamomi con aceite esencial de clavo a
diferentes concentraciones.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de los aceites esenciales
evaluados, clavo (Syzygium aromaticum) y pimienta negra (Piper nigrum) para el
control de P. vexans y P. cinnamomi, en donde se puede observar que los tratamientos
1y 2 presentan una CLso de 0.08 ppm, siendo los tratamientos con la concentracion
requerida mas baja respecto al tratamiento 3, el cual presenta una CLso 86.29 ppm
(Cuadro 4).
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Cuadro 4. Concentracion efectiva media de aceites esenciales para patdégenos de
raiz del cultivo del aguacate.

ClLso ClLos Clos Ec.
Trat* N GL LFI-LFS 95% o Pvalor
(ppm) (ppm) (ppm)  Prediccion

1 100 4 0.08 0.06-0.09 0.033 0.19 y=4.60+4.20  7.54e1?
2 100 4 0.08 0.07-0.09 0.038 0.16 y=5.60+5.11 5.62e1®
3 100 4 86.29 69.72-106.78 32.43 229.58 y=-7.49+3.87 6.87e

*Tratamiento, Phytopythium vexans Clavo, 2 Phytopythium vexans pimienta y 3Phytophthora

cinnamomi clavo.

El andlisis de varianza para el aceite esencial de clavo contra P. vexans, muestra un
coeficiente de variacion de 7.61%, lo cual indica que hubo homogenidad entre las

concentraciones (Cuadro 5).

Cuadro 5. Andlisis de varianza para el aceite esencial de clavo contra P. vexans.

GL SC CM Pvalor Pr(>F)
Concentracién 4  37.58 9.39 5244  2.0e16%*

Error 235 0.42 0.002
Total 239 38 9.392
Cv 7.61

Significancia: 0 ***' 0.001 **' 0.01 *"0.05'.'0.1"'"'1

La comparacion de medias mediante la prueba de Scheffe (Cuadro 6), se puede
observar que hay diferencia significativa entre las concentraciones evaluadas, la
concentracion de 0.3 ppm fue la que expresé el valor medio de inhibicion més alto con
1.0; sin embargo, a partir de concentraciones de 0.2 ppm se puede tener casi una
completa inhibicién, mientras que a 0.025 ppm produce un menor porcentaje de

inhibicién, teniendo una media de 0.38.
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Cuadro 6. Comparacion de medias mediante Scheffe (a=0.05) del porcentaje de
inhibicién del aceite esencial de clavo contra P. vexans.

Concentracion (ppm) N Medias + SD Grupo*

0.3 8 1.00 = 0.00 a
0.2 8 0.988 +0.026 a
0.1 8 0.557 +0.039 b
0.05 8 0.193+0.070 c
0.025 8 0.38+0.041 d

*Concentraciones con diferente letra son estadisticamente significativas.

El andlisis de varianza para el aceite esencial de pimienta contra P. vexans, muestra
un coeficiente de variacion de 11.97%, lo cual indica que hubo homogenidad entre las

concentraciones (Cuadro 7).

Cuadro 7. Analisis de varianza para el aceite esencial de pimienta contra P. vexans.

GL SC CM Pvalor Pr(>F)
Concentracion 4 43.31 10.82 238  2.00e16***

Error 235 1.07 0.005
Total 239 44.38 10.825
CvVv 11.97

Significancia: 0 ***' 0.001 **' 0.01* 0.05'.'0.1"'"'1

La comparacion de medias mediante Scheffe (Cuadro 8), se puede observar que hay
diferencia significativa entre las concentraciones evaluadas, la concentracion de 0.3
ppm fue la que expreso el valor medio de inhibicion mas alto con 1.0; sin embargo, a
partir de concentraciones de 0.2 ppm se puede tener casi una completa inhibicién,
mientras que a 0.025 ppm produce un menor porcentaje de inhibicion, teniendo una
media de 0.022.
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Cuadro 8. Comparacion de medias mediante Scheffe (a=0.05) del porcentaje de
inhibicién del aceite esencial de pimienta contra P. vexans.

Concentracion (ppm) N  Medias +SD  Grupo*

0.3 8 1.00 = 0.00 a
0.2 8 0.974 +0.036 a
0.1 8 0.723 +0.133 b
0.05 8 0.089 + 0.049 c
0.025 8 0.022 £ 0.030 d

*Concentraciones con diferente letra son estadisticamente significativas.

El andlisis de varianza para el aceite esencial de clavo contra P. cinnamomi, muestra
un coeficiente de variacion de 19.06%, lo cual indica que hubo homogenidad entre las

concentraciones (Cuadro 9).

Cuadro 9. Andlisis de varianza para el aceite esencial de clavo contra P. cinnamomi.

GL SC CM  Pvalor Pr(>F)
Concentracion 5 157.94 3158 2587  2.00e16***

Error 906 11.06 0.012
Total 911 169 31.592
CvVv 19.06

Significancia: 0 ***' 0.001 **' 0.01*' 0.05'.'0.1"'"'1

La comparacion de medias mediante Scheffe (cuadro 10) se puede observar que hay
diferencia significativa entre las concentraciones evaluadas, la concentracion de 400
ppm fue la que expreso6 un valor medio de inhibicion més alto con 1.0, mientras que a

5 ppm produce un menor porcentaje de inhibicion, teniendo una media de 0.002.
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Cuadro 10. Comparacion de medias mediante Scheffe (a=0.05) del porcentaje de
inhibicién del aceite esencial de clavo contra P. cinnamomi.

Concentracion (ppm) N Medias + SD  Grupo*

400 12 1.00 = 0.00 a
200 12 0.951 +£0.082 b
80 12 0.338+0.195 c
45 12 0.185+0.167 d

5 12 0.002 +£0.012 e

*Concentraciones con diferente letra son estadisticamente significativas.



CONCLUSIONES

Los aceites esenciales de clavo (Syzygium aromaticum) y pimienta negra (Piper
nigrum) son una alternativa botanica para el control de los oomicetos P. cinnamomi y
P. vexans, comprobando en esta investigacion su actividad fungicida. Es relevante
mencionar que P. cinnamomi es un fitopatbgeno que presenta mayor tolerancia, ya

gue P. vexans se logra inhibir a concentraciones inferiores.

Es necesario generar mas investigacion sobre esta alternativa de control para
oomicetos, ya que estos aceites esenciales a base de clavo y pimienta se podrian
incluir en formulaciones de fungicidas botanicos, lo anterior, por las bajas

concentraciones que se requieren para el control de los fitopatdgenos en mencién.

Es importante mencionar que el aceite esencial de clavo podria ser una alternativa
novedosa para la purificacion de P. cinnamomi, ya que algunos medios selectivos
existentes permiten el crecimiento de otros oomicetos. No obstante, se necesita

continuar con esta linea de investigacion.
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ANEXOS

Figura 12. Efecto inhibitorio del aceite esencial de clavo contra P. vexans.

A: 0.025 ppm, B: 0.05 ppm, C: 0.1 ppm, D: 0.2 ppm, E: 0.3 ppm, F: Test.

Figura 13. Efecto inhibitorio del aceite esencial de pimienta contra P. vexans.

A: 0.025 ppm, B: 0.05 ppm, C: 0.1 ppm, D: 0.2 ppm, E: 0.3 ppm, F: Test.
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Figura 14. Efecto inhibitorio del aceite esencial de clavo contra P. cinnamomi.

A: 5 ppm, B: 45 ppm, C: 80 ppm, D: 200 ppm, E: 400 ppm, F: Test.
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