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RESUMEN

Las plagas y enfermedades constituyen uno de los elementos limitantes dentro de
la produccion de cualquier cultivo. Entre las enfermedades de las plantas, los
hongos son organismos que juegan un papel importante en la enfermedad de los
cultivos, estos patdgenos pueden causar considerables pérdidas econdmicas.
Para el control, se utilizan plaguicidas quimicos, los cuales causan dafios a la
biodiversidad de los ecosistemas donde se aplican, actualmente el uso de aceites
y extractos de origen botanico son una buena alternativa para el control de estas
plagas, teniendo en cuenta que son mas nobles con el medio ambiente y la salud
humana. El objetivo del presente estudio fue evaluar los efectos de los metabolitos
secundarios Eucalyptol, B-Citronellol, Limonene vy Allyl-isotiocianato en el
crecimiento micelial de Rhizoctonia solani, Phytophthora cinnamomi, Fusarium
oxysporum, Pythium amazonianum, Alternaria solani y Phytopythium Vexans. Los
PAB mostraron diferencias en los valores de porcentaje de inhibiciébn en el
crecimiento micelial de los seis hongos fitopatdgenos. El extracto de citronelol fue
el mejor producto que inhibi6 R. solani, P. amazonianum, P. cinnamomi, P.
vexans, F. oxysporum y A. solani con 97.74, 97.85, 98.74, 93.21, 98.8 y 97.4%,
respectivamente. A partir de los extractos utilizados, podemos considerar que
algunos tienen un gran potencial para ser considerados como controladores de
hongos fitopatdbgenos, también se pueden usar como controladores de
enfermedades en cultivos de interés en la agricultura, aumentando los

rendimientos de produccién.

Palabras clave: Fitopatdgenos, extractos, pesticida, hongos.



INTRODUCCION

Las plagas y enfermedades constituyen la principal limitante en la
produccién agricola. Dentro de las enfermedades de las plantas, los hongos son
los organismos que juegan un papel primordial en la afectacién de los cultivos,
estos agentes fitopatdgenos pueden provocar pérdidas econdmicas considerables.
Su control se ha basado, en el uso de productos quimicos de origen sintético,
muchos de los cuales han producido, como efecto secundario, problemas de
desequilibrio ambiental, de salud humana y el surgimiento de plagas y

enfermedades mas agresivas y resistentes a ellos (Yengle, 2008).

Los plaguicidas son sustancias o mezclas de sustancias que se destinan a
controlar plagas, incluidos los vectores de enfermedades humanas y de animales,
asi como las especies no deseadas que causan perjuicio o que interfieren con la
produccion agropecuaria y forestal (USEPA 2010). En México la superficie
agricola varia entre 20 y 25 millones de hectareas (CONAGUA 2008).

En los ultimos afios el uso de plaguicidas se ha incrementado radicalmente,
principalmente en los paises desarrollados y subdesarrollados con esquemas de
produccion intensivos (Madeley 2002), el abuso de estos productos, su uso
inadecuado y el desconocimiento han creado problemas serios a la salud. La
poblacién econdmicamente activa del sector agrario tiene mayor exposicion, dado
que utiliza el 85 % de estos productos (Altamirano et al., 2004). Se ha demostrado
que la exposicion a plaguicidas produce intoxicaciones agudas (IAP),
reportandose para paises asiaticos entre 1,500 000 y 2,000 000 de casos. Segun
estimaciones anuales de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a nivel
mundial, en la década de los ochenta se presentaron un millén de casos graves no

intencionales, de éstos el 70 % ocurridé por exposicion laboral (Garcia, 1998). De



tres millones de casos agudos, 220 mil fueron fatales (Gonzélez et al., 2001),
reportandose para la década de los noventa de dos a cinco millones de
envenenamientos. Para los paises mas pequefios de América Latina, se refieren
de 1,000 a 2,000 intoxicaciones anuales (Garcia, 1998); sefialando que més del
50 % se presentan en paises con menos desarrollo y el 3 % corresponde a

trabajadores agricolas expuestos (Henao y Arbelaez, 2002).

Un gran numero de acciones regulatorias se ha llevado a cabo en cuanto al

uso indiscriminado de plaguicidas sintéticos debido a todos sus efectos
perjudiciales, y se han establecido limites maximos permisibles de residuos de
plaguicidas en los alimentos para que puedan comercializarse y consumirse
(Isman, 2006). Es por ello los paises desarrollados demandan el uso de productos
que promuevan una agricultura sustentable, por lo que se hace necesario buscar
nuevas estrategias para el control de fitopatégenos que atacan los cultivos (Lira et
al., 2007).
El control de hongos fitopatégenos a través de fungicidas sintéticos continda
siendo la soluciébn mas usada con la finalidad de aumentar los rendimientos de los
cultivos (Bernal et al., 2005). Sin embargo, el uso desmedido e indiscriminado de
estos productos ha ocasionado que algunas poblaciones de organismos
Fitopatdgenos creen algun tipo de resistencia a estos productos (Cooke et al.,
2003; Leroux, 2003; Guerrero et al., 2007).

El marco de una agricultura sostenible ha llevado a investigadores de todo
el mundo a buscar nuevos compuestos para el control de enfermedades cuya
actividad y seguridad ambiental sea adecuada (Wilson et al.,1999; Bautista et al.,
2004; Boyraz y Ozcan, 2006; Hernandez et al., 2007; Igbinosa et al., 2009). En
este sentido, se han desarrollado alternativas naturales, entre las cuales se
encuentra el uso de extractos vegetales, con los que se han obtenido resultados
prometedores. Ademas, los extractos vegetales tienen las ventajas de poseer un
origen bioldgico, ser degradables y manifestar un minimo impacto negativo sobre
la salud humana y el medio ambiente (Bravo et al., 2000; Barrera y Bautista,
2008). Diversos autores han demostrado la actividad antimicrobiana de diferentes
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extractos de plantas in vitro e in vivo (Rodriguez et al., 2000; Bautista et al., 2004;
Cardenas et al., 2005, Alzate et al., 2009; Gardufio et al., 2010).

Algunos compuestos pertenecientes a los grupos de alcaloides, los
terpeniodes, y los fenilpropanoides, participan activamente eliminando
directamente al microorganismo patdgeno y/o restringiendo su invasion al resto de
la planta. Al mismo tiempo, otros metabolitos secundarios contribuyen a destruir
las especies activas de oxigeno que son toxicas para la misma célula vegetal, las
cuales se sintetizan durante las etapas tempranas de la respuesta de defensa a
patdogenos (Sepulveda et al., 2003). La produccion de estos metabolitos
secundarios por parte de las plantas esta ligada a diferentes vias metabdlicas. La
cantidad y diversidad de estos es muy variable y depende del tipo de tejido, edad
de la planta, habitat, tipo de suelo, entre otros (Alcala et al., 2005). Muchos de
estos compuestos son producidos y almacenados en tejidos jévenes, como hojas,

flores y semillas (Cruz De Matos, 2000; Costa Mauro et al., 2001).

Objetivo general

« Evaluacion de la accion biocida de principios activos botanicos sobre

hongos y algas de interés que afectan cultivos horticolas comerciales.

Objetivos especificos

% Evaluar la accion fungica de los PAB, sobre algunas especies de hongos de

interés agricola.

% Determinar las Clso de los PAB sobre los patégenos de interés



Hipotesis

Los principios activos tendran efecto biocida, matando e inhibiendo el desarrollo

de micelio de hongos y algas que atacan a los cultivos de interés comercial.



REVISION DE LITERATURA

De acuerdo con Brechelt (2004) la agricultura convencional en su
afan de producir méas, debido al incremento de la poblacién y a la necesidad
alimenticia, ha llevado a la implementacion de monocultivos, que han provocado
problemas, de enfermedades resistentes y especializadas en las plantas
cultivadas. La utilizacién de plaguicidas de origen quimico de manera excesiva, sin
previa asistencia técnica, ha producido fuertes dafios al medio ambiente, asi como

un desequilibrio en el agroecosistema de los organismos benéficos.

Fusarium oxysporum

Caracteristicas generales

De las enfermedades causadas por hongos del suelo destacan
por su potencial destructivo F. oxysporum, que es un patégeno cosmopolita de
distribucion mundial y causante de la enfermedad llamada “Marchitez vascular’.
Este patdogeno ha sido reportado en las principales regiones productoras de
jitomate de mas de 32 paises (Cait, et al., 2003). Las pérdidas ocasionadas por
esta enfermedad llegan a ser del 60 % del rendimiento, ademas de mermar la
calidad de los frutos (Ascencio-Alvarez, et al., 2008). F. oxysporum produce tres
tipos de esporas asexuales. Los microconidias (conformados por una o dos
células) son las mas frecuentes y las Unicas que se pueden producir en el interior

de los haces vasculares de las plantas afectadas (Garcés et al., 2001).



Ciclo de patégeno

El ciclo de la enfermedad se inicia con la presencia del inoculo en
el suelo o residuos de cosecha del inoculo constituido por hifas, esporas o
clamidosporas que germinan cuando son activadas por los exudados producidos
en las raices fibrosas del tomate; los tubos germinativos del hongo penetran la
epidermis de la raiz directamente o por las heridas, pasan a la corteza y a la
endodermis, y una vez dentro del hospedante se mueven por colonizacion de los
vasos del xilema produciendo la oclusion del sistema vascular de la planta. Su
diseminacién en el campo se produce a través de material de propagacion
infectado, fragmentos de plantas enfermas y movimientos de suelo infectado con
clamidosporas de F. oxysporum las cuales pueden sobrevivir en este por mas de
10 afios (Haglund y Kraft, 2001).
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Imagen 1. Crecimiento micelial de F. oxysporum



Sintomatologia

Los sintomas de las plantas pueden a aparecer en la etapa de
plantula, al inicio de la floracion o durante la formacién de los primeros frutos,
observandose amarillamiento en las hojas inferiores generalmente unilaterales, o
en las hojas inferiores y superiores de un solo lado de la planta, seguido de un

marchitamiento y finalmente la muerte de la misma (Agrios, 2001).

Para Bernal (1999), la marchitez vascular del clavel causada por el hongo

Fusarium oxysporum es la mas seria amenaza para los cultivos de clavel.

En Sinaloa se conocen al menos 10 enfermedades radiculares vasculares del
tomate, la mas importante en la actualidad por su impacto y distribucion, es el
marchitamiento vascular o fusariosis (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici)
(Ramirez,1998).

Rhizoctonia solani

Caracteristicas generales

Es uno de los hongos mas importantes reconocido como patdégeno
de las plantas. Por lo general causa enfermedades en una amplia gama de
hospederos, afectando tanto en partes aéreas como subterraneas, usualmente se
le conoce como hongo estéril, debido que durante muchos afios se pensé que era
incapaz de producir algun tipo de espora, ya fuera sexual o asexual. Actualmente
se sabe que Rhizoctonia solani produce basidiosporas que hacen que esta
especie sea un basidiomiceto (Agrios, 2004).



Sintomatologia

La rizoctoniasis es una de las enfermedades que presenta una gran
variedad de sintomas, dependiendo de la severidad del dafio y de la parte de la
planta que se vea afectada. Este patdgeno afecta a la planta en todas sus etapas
fisiologicas, los brotes del tubérculo semilla son afectados en pre y post
emergencia y muestran en la base lesiones necréticas de color marron, que
cuando son profundas los estrangulan. Sin embargo, en este estado la planta
puede desarrollar brotes nuevos desde la parte inferior del tallo estrangulado,

mismos que de no ser afectados emergen finalmente del suelo (Torres, 2002).

Imagen 1. Crecimiento micelial de Rhizoctonia solani

Manejo de la enfermedad

Para reducir los problemas ocasionados por R. solani se recomienda usar
semilla certificada, sembrar densidad adecuada, fertilizacion balanceada y sobre
todo considerar la cantidad adecuada de potasio, realizar rotacion de cultivos
cuando sea posible, arar profundamente el suelo para enterrar los propagulos del

hongo, inundar el suelo por dos semanas luego del arado, mantener bajo el nivel



del agua para impedir infecciones en las partes altas de las plantas, usar
fungicidas especificos y probados como eficaces para el control de la enfermedad
(Espinoza, 2007).

El cultivo de frijol al igual que muchos otros cultivos, tiene limitantes en la
produccion; las mas importantes son, las pudriciones de raiz y del hipocotilo

causadas por R solani, (Pedroza, 2001).

Phytophthora cinnamomi

Caracteristicas generales

Es considerado uno de los patdgenos mas destructivos para el cultivo del
aguacate, que afecta a especies de plantas en ecosistemas agricolas y forestales
a nivel mundial (Pérez-Jiménez, 2008; Garcia et al., 2009). Puede desarrollarse
como un saprofito y permanecer como clamidospora o, en menor grado, como
oospora por largos periodos en el suelo. Cuando las condiciones son favorables,
el ciclo de esporulacion asexual inicia. De esta forma, puede permanecer hasta
por seis afios en el suelo con presencia de humedad constante, factor clave para

su establecimiento, diseminacion y longevidad (Hardham, 2005).

Ciclo de patégeno

Cuando las condiciones ambientales son favorables (hay humedad en el
suelo), las masas vegetativas o micelio del Oomiceto en el interior de la raiz
infectada producen esporangios, que a su vez liberaran zoosporas al suelo. Estas
se mueven tanto de forma activa como pasiva y son atraidas por exudados
radicales de las plantas susceptibles. Una vez que entran en contacto con la raiz y
la infectan, el patégeno invade la raiz absorbente. EI Oomiceto se diseminara
mediante multiples ciclos de esporulacion desde las raices infectadas,

produciendo mas esporangios y zoosporas, hasta que las condiciones ambientales
9



del suelo no sean favorables (baja humedad) o bien la raiz infectada muera. En
ese momento, las estructuras de supervivencia se forman en el micelio
(clamidosporas), son liberadas bien al suelo o bien permanecen en fragmentos de
raices no degradadas. Estas estructuras de supervivencia, que pueden tener una
viabilidad de varios meses (Jung et al., 2013), germinaran para producir nuevos
esporangios y zoosporas infectivas una vez que las condiciones del suelo vuelvan

a ser favorables (nuevo periodo humedo).

Imagen 2. Crecimiento micelial de
Phytophthora cinnamomi

Sintomatologia

El fitopatogeno vive en el suelo y pudre las puntas de raices con diametro
menor de 5 mm produciendo una coloracion café negruzca. Las raices dafiadas se
quiebran facilmente. La absorcién del agua y transporte ascendente se reduce y
este es el sintoma del follaje. La falta de agua también reduce la capacidad de las
hojas para formar la clorofila, que les da el color verde y esto es causa de la

clorosis o amarillamiento de las hojas. El fruto que se infecta por salpique de agua
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o de contacto con el suelo infectado presenta una pudricion firme de coloracion de
café o negro (Teliz, 2000). Los sintomas externos son: decaimiento progresivo del
arbol, las hojas son pequefias palidas o amarillentas y a menudo se marchitan.
Ocurre una defoliacibn progresiva de los arboles, con carencia de nuevos
crecimientos y disminucion en la produccion de frutos, los cuales son pequefios y
de mala calidad; las ramas se secan y se defolian en la copa. Las raices primarias
y secundarias se vuelven quebradizas con coloraciones rojizas-castanas, por lo
que la destruccion lenta del sistema radicular lleva finalmente a la muerte del arbol
(Ochoa, 2005).

En México, los primeros reportes de P. cinnamomi fueron realizados por
Zentmyer en 1952, causando dafios severos en areas productoras de aguacate y
pérdidas de hasta 90 % (Pérez, 2008; Téliz y Mora, 2007; Tamayo, 2007).

Alternaria solani

Caracteristicas generales

Es una de las enfermedades mas importantes del cultivo de tomate, debido
a gue puede afectarlo en cualquier etapa de desarrollo, y es capaz de infectar
cualquier 6rgano aéreo de la planta desde la base del tallo, peciolos, hojas, flores
y frutos, ademas, la enfermedad se encuentra bien establecida que su presencia y
peligro potencial se puede manifestar practicamente durante casi todo el ciclo de

desarrollo de la planta (Sanchez, sf).

Ciclo del patégeno

El hongo puede sobrevivir como conidia y micelio por mas de un afo en los
residuos de las plantas atacadas o en ocasiones sobre la semilla, es mas probable
gue la infecciébn primaria sea causada por el hongo que estd en el suelo,

contribuyendo a ella dias lluviosos o humedos y las temperaturas del aire de 24
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°C. Es diseminado por las corrientes de aire ocasionalmente por insectos
masticadores, agua de lluvia, trabajadores y herramientas. El hongo penetra en los
tejidos de la hoja y del tallo directamente a través de la epidermis y produce acido
alternérico, toxina causante de los efectos patologicos en el hospedante. En
condiciones favorables de temperatura y humedad, las manchas son visibles al
cabo de dos a tres dias, y pueden aparecer esporas dentro de los tres y cuatro
dias siguientes. La produccion de esporas se inicia, por lo general cuando las
manchas foliares tienen un diametro aproximado de 3 mm, las esporas y conidias
son liberadas y esparcidas por el viento reinfectando a las plantas e infectando a
plantas sanas, también caen sobre el suelo sirviendo este como reservorio de
propagulos para futuras infecciones en tallos, hojas y frutos (Walker, 1965;
Mendoza y Pinto, 1985).

Imagen 3. Crecimiento micelial de Alternaria solani

Sintomatologia

En las hojas se ven manchas circulares con anillos concéntricos de color

pardo oscuro, alrededor se puede observar un halo clorético amarillento, sobre el
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tejido necrosado se puede observar las conidiosporas del hongo semejante a un
polvillo de color negruzco. La infeccidon comienza por las hojas mas viejas y
pueden extenderse a todo el follaje, causando la defoliacion total de la planta, las
hojas fuertemente atacadas se tornan amarillas y se caen. Cuando ataca en
estado de plantula, estas presentan una pudricion del cuello en el tallo al nivel del
suelo. ElI hongo es mas activo a temperaturas suaves o templadas y tiempo
lluvioso. Es mas severo en plantas afectadas por nematodos o deficiencia de
nitrégeno (Martinez et al., 2007. En el tallo y las ramas aparecen manchas de
color negro profundas que pueden extenderse por toda el area y llegar a producir
la muerte de la planta. Los frutos cuando son atacados presentan lesiones
similares alas de las hojas y tienen consistencia de cuero y se cubre de esporas

negras (Martinez et al., 2007).

Alternativas de control

Para controlar la enfermedad se deben realizar precauciones higiénicas por
medio de controles preventivos y técnicas culturales, se recomienda la eliminacion
de malezas, plantas y frutos enfermos; manejo adecuado de la ventilacion y el
riego; utilizacion de semillas sanas o desinfectadas, asi como de trasplantes sanos
y fertilizacién equilibrada. En los ultimos afios el control biolégico de plagas y
enfermedades en la agricultura ha adquirido gran importancia frente a los
problemas fitosanitarios ocurridos por el uso indiscriminado de plaguicidas
quimicos en la agricultura, lo cual ha traido como consecuencia severos
problemas de contaminacion y ha generado la resistencia de plagas y
enfermedades, asi como la presencia de nuevas especies de microorganismos

fitopatdgenos con un grado de afectacion mas virulento (Bravo et al., 2006).

La enfermedad esta considerada con caracteristica endémica en tomate ya
gue afo tras aflo se presenta en los distintos cultivares que se siembran en
Sinaloa, afecta todos los Organos aéreos de este cultivo en cualquier estado de
desarrollo (Agrios, 1991; Romero, 1988; Cruz et al., 1998).
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Pythium spp.

Caracteristicas generales

Existen varias especies de Pythium que pueden atacar plantas de
tomate durante los estados tempranos de crecimiento, causando podredumbre de
semillas, muerte de plantulas (damping off) en preemergencia y postemergencia, o
podredumbre del tallo. El ataque puede causar grandes pérdidas y crecimiento
desigual del cultivo. Las pérdidas ocurren tanto en invernadero como al aire libre
(Jones et al., 2001).

Sintomatologia

El ataque de Pythium spp. puede ocurrir en cualquier estado de
germinacion de la semilla o en estados iniciales de desarrollo de la planta. En
semillas infectadas se desarrolla una podredumbre blanda, pulposa y humeda
(acuosa) antes de que emerja la radicula. La muerte de plantas en preemergencia
afecta a plantulas que han sido atacadas en los primeros estados de germinacion,
pero con anterioridad a la emergencia. Una lesion castafio-oscura o negra se

desarrolla rApidamente y afecta toda la plantula.

La muerte de plantulas en preemergencia es el sintoma mas comun
asociado a un ataque de Pythium; la enfermedad inicia con una lesién oscura y
acuosa en la raiz que se extiende a lo largo del tallo o por encima de la linea del
suelo. Cuando esta lesion oscura y blanda se desarrolla alrededor de una porcion
grande del tallo (ahogamiento) o en su totalidad, la planta se dobla, marchita y
muere. En la parte de la planta afectada sometidas a una alta humedad puede
generarse un crecimiento de micelio de color blanco algodonoso (BC Greenhouse

Growers Association, 2007; Roberts y French-Monar, 2007; Persley et al., 2010).
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Imagen 4. Crecimiento micelial de Pythium spp.

Manejo de la enfermedad

La enfermedad puede ser manejada por medio de practicas culturales y
productos quimicos. Se debe utilizar semilla certificada y las plantas deben
cultivarse en condiciones Optimas de temperatura, humedad y nutricion. Se
recomienda evitar riegos excesivos y el uso de zonas bajas poco drenadas. En
invernadero se debe esterilizar el suelo con algun producto o vapor de agua. En
cultivos al aire libre, el tratamiento con un fumigante de amplio espectro
(autorizado) suele ser efectivo contra Pythium y otros patdgenos. La semilla debe
ser tratada con algun fungicida para combatir patdgenos del suelo y trasmitidos
por semilla (Roberts y French-Monar, 2007).

Preferentemente son atacados los tejidos jovenes, con humedad, 6rganos
suculentos de vegetales en contacto con el suelo, como frutos de zapallo, pepino
(Cucurbitaceae), chaucha, poroto (Leguminosae) y tubérculos como la papa
(Solanaceae) (Frezzi, 1956).
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Phytopythium spp.

Caracteristicas generales

Phytopythium, es un género relativamente nuevo que se describid por
primera vez en 2010 (Lodhi et al., 2010). Phytopythium esta morfolégicamente
entre los géneros Pythium y Phytophthora (Bala et al., 2010). Morfoldgicamente,
Phytopythium es papilado y globoso a ovoide en forma similar a Phytophthora; sin
embargo, los esporangios muestran proliferacion interna, que es no caracteristico
de los esporangios papilados de las especies de Phytophthora (de Cock et al.,
2015). Zoospora de la descarga es de tipo Pythium, con el esporangio formando
un tubo de descarga y una vesicula desde la cual las zoosporas biflageladas son
descargadas (Bala et al., 2010). Ademas, la mayoria de las especies tienen lisas,
oosporas de paredes gruesas Yy anteridios lobulados. Las especies de
Phytopythium comprenden lo que era anteriormente conocido como Pythium clade
K especies de acuerdo con la filogenia molecular presentado por Lévesque y de
Cock (2004).

Se ha determinado por primera vez a Phytopythium spp. asociado a raices del
cultivo de soja y posteriormente pudo encontrarse también a Phytopythium
helicoides (Grijalba et al., 2014).

Imagen 5. Crecimiento micelial de Phytopythium spp.
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Antecedentes Sobre el Uso de Extractos Vegetales Como Fungicidas

Montes et al., (2000) mencionan que se han estudiado alrededor de 206
especies de plantas contra 26 especies de hongos fitopatégenos, observandose
gue algunas de ellas tienen efecto durante la germinacion de esporas, desarrollo
del micelio y esporulacion tanto en pruebas de invernadero como de campo. Asi
mismo, mencionan que se ha logrado formular productos organicos a partir de las
plantas en presentacion de extractos acuosos y hexamicos, polvos, aceites
esenciales y metabolitos secundarios antifungicos. En términos generales,
mencionan que, entre 21 y 32 % de las plantas probadas interactian con los
hongos y las respuestas de los patdgenos varian desde la estimulacion biologica
hasta su total inhibicion.

Grupos Quimicos Presentes en los Extractos Vegetales

La inhibicion del crecimiento micelial exhibida por los extractos
vegetales se debe a la presencia de algunos metabolitos secundarios como;
alcaloides, taninos, flavonoides, quinonas y lactonas, los cuales son un grupo de
compuestos de amplio rango de actividad biolégica, que incluye la actividad
antimicrobiana, antiviral, repelente y antioxidante (Montejo et al., 2009; Piacentea
et al., 2002; Camargo et al., 2008, Juarez et al., 2010, Hernandez et al., 2011).

La enorme diversidad de metabolitos secundarios y propiedades
biologicas presentes en los vegetales, todavia son materia de estudio sumamente
amplia. ElI conocimiento limitado que se tiene actualmente al respecto da lugar a
comenzar 13 ensayos con plantas de casi cualquier tipo (Montes, 1996). Algunas
familias de plantas pueden ser mas viables para su estudio, como es el caso de
las Solanaceae con alto contenido de alcaloides o las Mimosaceae con muchas
especies ricas en taninos, u las Lamiaceae y Meliaceae con amplia diversidad de

terpenoides (Dominguez, 1970).
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Eucaliptol (Eucalyptus spp.)

Caracteristicas generales

Los extractos de eucalipto (familia Myrtaceae) parecen una buena
opcion, ya que las diversas especies de esta planta son ampliamente conocidas
por producir sustancias con actividad biocida frente a hongos, bacterias, insectos e
incluso oomicetes. (Pattnaik et al., 1996; Ramezani et al., 2002; Delaquis et al.,
2002; Schelz et al., 2006; Batish et al., 2008).

Metabolitos Secundarios

Las hojas y las raices de las especies del género Eucalyptus contienen
los acidos: clorogenico, elagico, cafeinico, ferulico, galico, gentisico. También
contienen aceites esenciales ricos en: pineno, alfa-pineno, alfa-felandreno, beta-
pineno, gamma-terpineno, canfeno, pineol, citriodorol, globulol y linalol. El aceite
esencial estd constituido principalmente por taninos y flavonoides (Celis et al.,
2008).

Usos

Hay trabajos que demuestran la actividad repelente del aceite esencial
de eucaliptus y sus principales componentes para diferentes especies de afidos M.
persicae y Brevycorine brassicae (Ricci et al., 2010).

Figueroa (1996), indica que realizada la evaluacion Biologica del aceite
esencial extraido del Eucalyptus globulus presenta actividad antibacteriana solo
contra bacterias Gram positiva, también se ha registrado actividad antifungica
contra dermatofitos y moho saprofito. Tiene una elevada dosis letal media de 60
ppm contra la Artemia salina y no evidencia actividad insecticida, en relacion con

su alta sensibilidad contra bacterias Gram positivas, confirmandose entonces que
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el aceite esencial del eucalipto tiene propiedades antibacterianas, coincidiendo
ademas en el hallazgo de que el principal agente responsable de dicha actividad
es el 1.8-Cineol. Por otro lado, la ausencia de E. globulus para su posible uso
como insecticida agricola natural para otro tipo de plagas, debido a su elevado
grado de toxicidad contra el camardn salino.

Limonene
Caracteristicas generales

La naranja dulce pertenece a la familia de las Rutaceas, una familia muy
amplia que contiene unas 1700 especies de plantas que crecen en paises de
clima célido y templado. De la anterior familia, las plantas mas conocidas son los
citricos, especies que estan incluidas en el género Citrus, al cual pertenecen la
naranja comun (Citrus sinensis), la naranja china (Citrus japonica), la naranja
amarga (Citrus aurantium), la mandarina (Citrus reticulata), el limoén (Citrus limon),
el pomelo (Citrus paradisi), la lima (Citrus aurantifolia) o la toronja (Citrus medica)
(WEISS, 1997).

De la naranja, no solamente se aprovechan los jugos alimenticios, sino
gue de la cascara de la naranja se pueden obtener aceites que se utilizan como
aromatizantes en diferentes industrias. Su aceite esencial es uno de los
ingredientes basicos en las industrias de perfumeria, alimentos, agronémica y
farmacéutica (DIAZ, 2002).

Los aceites esenciales se forman en las partes verdes (con clorofila) del
vegetal y al crecer la planta son transportadas a otros tejidos, en concreto a los
brotes en flor. Se desconoce la funcidén exacta de un aceite esencial en un vegetal,
puede ser para atraer los insectos para la polinizacion o para repeler a los insectos
nocivos, accion antifungica o puede ser simplemente un producto metabdlico
intermedio (LOPEZ, 2005).
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Usos

Un estudio realizado sobre el aceite esencial de la naranja cajera,
recuperado de la piel del fruto, el cual es usado en la industria de saborizantes,
agentes de limpieza, cosmética y perfumes reporta un mayor rendimiento de
aceite mediante la extraccion con vapor de agua, especialmente a medida que se
aumenta el flujo y la presion. Ademas, mediante cromatografia de gases,
identificaron como principales componentes de los extractos: benzaldehido,
terpineno, limoneno, linalol, canfor, acetato de benzilo, nerol, acetato de linalilo y
acetato de geranilo (GROSSE et al, 2000).

Componentes como limoneno mostraron una fuerte actividad larvicida

contra Aedes aegypti (Park et al.,2011).

Allyl isotiocianato

Caracteristicas generales

Alil isotiocianato es un compuesto que se encuentra en cruciferas y
presenta eficacia antibacterial contra contaminantes de alimentos (Park et
al.,2012), ademas de tener efectos sobre la calidad de la fruta, suprimiendo los

contenidos fendlicos y antocianinas en mora (Morus alba) (Chen et al., 2015).

Usos

El isotiocianato de alilo se utiliza como especia y conservante en la industria
alimentaria y se clasifica como generalmente seguro (GRAS) por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos (Isshiki et al., 1992;
Mari et al., 2003; Dhingra et al., 2004). En las ciencias agricolas, AITC fue efectivo
cuando se utilizé6 como fumigante en el control de plagas de insectos Lasioderma
serricorne (Coleoptera: Anobiidae), Tribolium confusum (Coleoptera:
Tenebrionidae) (Worfel et al, 1997), Ryzopertha dominica (Coleoptera:
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Bostrichidae) (Tsao et al., 2002), Sitophilus zeamais ) (Coleoptera: Curculionidae)

y Liposcelis entomophila (Psocoptera: Liposcelididae) (Wu et al., 2009).

Componentes como el isotiocianato de alilo mostraron una fuerte actividad

larvicida contra A. aegypti (Park et al.,2011).

B-Citronellol

Caracteristicas generales

La citronella perteneciente al género Cymbopogon y familia Poaceae, es
una planta arbustiva que crece en macollas compactas, hasta de dos metros de
alto, formadas por muchos tallos rigidos y cortos que salen de rizomas pequefos.
Las hojas miden de 20 a 100 cm de largo y de 1 a 1.5 cm de ancho, tienen los
bordes duros y el nervio central fuerte en la seccion basal; las inflorescencias son
largas, hasta de 60 cm y pendientes, con espatas grandes en la base de los
grupos de espiguillas (Jorge Ledn, 1987). Su consistencia casi de papel, de color
verde intenso - azulado y pendientes hacia abajo; su tallo y hojas emanan un

agradable perfume a citricos (Fonnegra,2007).

Usos

Esta planta es utilizada de forma medicinal, como antiespasmaodico,
carminativo, febrifugo, analgésico, antidepresivo, antiséptico, astringente,
antibacterial, fungicida, repelente, sedante y tonico; es utilizada por su fragancia y
valor medicinal hace siglos en todo el mundo. Ademas, es comercializada

fundamentalmente en Sri Lanka, la India, Birmania e Indonesia (Sharapin, 2000).

Los extractos de la graminea Citronella han sido descritos en la literatura
como controladores de hongos (Dikshit & Husain, 1984), nematodos (Sangwain et
al., 1985) e insectos coledpteros y lepiddpteros (Srivastava et al., 1988; Singh &
Chaudhary 1988; Roychoudhury et al., 1989; Marimuthu et al.,1997). Mas
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recientemente, Alves et al. (2000) cita que la “Mosca del Cuerno” (Haematobia

irritans Linnaeus), fue controlada por el uso de extractos de la Citronella de Java.

Los extractos a base de plantas botanicas son una alternativa para combatir
y controlar hongos fitopatdgenos por ello se tiene que llevar a cabo el uso racional
de fungicidas, esto ayudaria mucho a cuidar el medio ambiente y evitar

contaminacion.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del sitio experimental

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Laboratorio de
Toxicologia del Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN). Para determinar el rango de
concentraciones a emplear los principios activos botanicos (PAB): Eucaliptol, d-
Limonene y Allyl isotiocianato (Signma Aldrich), se realizaron ventanas biolégicas
mediante bioensayos, bajo el método de medio de cultivo PDA envenenado con
un testigo absoluto, las concentraciones comprendidas de 20-4500 ppm con 5
repeticiones para cada agente fitopatdbgeno: Rhizoctonia solani, Phytophthora
cinnamomi, Fusarium oxysporum, Pythium amazonianum. Alternaria solani, y
Phytopythium vexans, estos fueron proporcionados por el Departamento de
Parasitologia Agricola, incubadas a 27 °C +1 en condiciones de oscuridad total,
las medidas de los didmetros de crecimiento micelial se tomaron cada 24h con
ayuda de un vernier digital hasta que el testigo absoluto de cada patégeno

cubriera la superficie total de la caja Petri.

Se calculé el porcentaje de inhibicibn de crecimiento mediante la
siguiente formula: % inhibicion = (didmetro del testigo — diametro del tratamiento) /
diametro del testigo * 100. Una vez conocidas las concentraciones, se realizaron
los bioensayos con el mismo método. A los resultados de inhibicion, se realizé una
regresion Probit, mediante el método de la maxima verosimilitud para determinar
la concentracion inhibitoria media (Clso) y sus limites fiduciales usando el

programa SAS ver. 9.0.
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Cuadro 1. Dosis ppm de los PAB sobre los hongos fitopatogenos usados en la

investigacion

R. P. P. P. F. A.
PAB solani cinnamomi amazonianum. vexans  oxysporum solani
4500 4000 4500 3000 4500 2000

4000 3500 4000 2500 4000 1500

Eucaliptol 3500 3000 3500 2000 3500 1000
3000 2500 3000 1500 3000 750

2500 2000 2500 1000 2500 500

3600 3600 1500 3000 3000 3600

2400 2500 1250 2500 2500 2600

Allyl 1400 1500 1000 2000 2000 1500
1000 1000 750 1500 1500 1000

600 600 500 1000 1000 500

2500 2500 4500 1500 4500 3000

2000 2000 4000 1200 4000 2500

Limonene 1500 1500 3500 900 3500 2000
1000 1000 3000 600 3000 1500

500 500 2500 300 2500 1000

80 120 100 100 100 100

Citronellol 60 90 75 75 75 75

40 60 50 60 50 50

20 30 25 25 25 25

PAB: Principios activos botanicos
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RESULTADOS Y DISCUSION

B-Citronellol presento la mayor inhibicion sobre los agentes fitopatdégenos,
inhibiendo un 97.74, 97.85, 98.74, 93.21, 98.8 y 97.4 % a R. sonali, Phythium sp.,
P. cinnamomi, Phytopythium sp., F. oxysporym y A. solani, a concentraciones de
80, 120, 100, 100, 100, 100 ppm respectivamente, cabe mencionar que estas
concentraciones fueron las mas bajas con respecto a los otros extractos. El
patbgeno mas susceptible a la accién de control de g-Citronellol fue F. oxysporum
con una dosis de 5.44 ppm, seguido de R.solani con 6.25 ppm (cuadro 2),
similares a los estudios de Valillant et al. (2009) quienes reportan el aceite esencial
de citronelol , inhibe el crecimiento de Rhizoctonia solani, aislado de cultivos de
papa. Por su parte Phytopythium sp., es cepa de hongo con mayor heterogenidad,
dado que requiere una mayor concentracion para inhibir un 95 % (187.31 ppm)
respecto a los demas patdgenos, ademas de ser reportado por su actividad
antifangica, los Oomycetes (Phytium sp., P. cinnamomi y Phytophythium sp.)
representan relativamente mayores Clso pero no significativos respecto a los

hongos fitopatdgenos.

Citronelol es un monoterpeno aciclico identificado en en Cymbopongon
citratus, Cymbopongon winterianus (Poaceae), Lippia alba (Verbenaceae) y
Pelargonium graveolens (Geraniaceae) (Brito et al., 2012, Elsharif y Buettner,
2017), inicialmente se utiliz6 como atrayente para control de acaros (Vanhaelen et
al., 1978), algunos derivados presentan propiedades repelentes contra el control
de acaros (Vanhaelen et al., 1978), algunos derivados presentan propiedades
repelentes contra mosquitos (Aedes aegypti, Anopheles quadrimaculatus y
Anopheles albimanus) (Taylor y Schreck, 1985) asi como de estadios inmaduros

de la garrapata de ganado Amblyomma americanum (Tabanca et al.,, 2013)
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actualmente es utilizado para tratar enfermedades causadas por microorganismos

patogenos de las vias respiratorias (Vasconcelos et al., 2016).

Cuadro 2. Concentraciones inhibitorias de B-Citronellol contra el crecimiento

micelial de hongos y algas.

Patégeno Clso LFI LFS  Cles Clos Ec. Pred. P-valor

R. solani 6.25 125 11.38 0.61 6351 y=-1.301+1.634 <.0001
Phytum spp.  11.02 321 1723 141 8587 y=-1.926+1.848 <0.064
P.cinnamomi 7.68  1.002 1517 0.84 69.81 y=-1.519+1.716 <0.001

Phytopythium 85  0.79 1753 0.38 187.31 y=-1.138+1.224 <0.0003
sp.

F. oxysporum 5.44 0.17 13.34 0.34 8545 y=-1.013+1.376 <0.001

A. Solani  6.89 0.13 15.4 0.62 7577 y=-1.325+1.580 <0.0036

CIl: Concentracion inhibitoria, ppm: partes por millon, LFl y LFS: limite fiducial

inferior y superior respectivamente, Ec. Pred.: Ecuacion de prediccion.

Respecto a las evaluaciones con Allyl-isotiocianato, Phytium sp., es el
patdgeno mas susceptible a este principio botanico, por otra parte R. solani el que
presenta mayor tolerancia ya que su Clos es de 20715 ppm y para el resto de los
patégenos ninguno supera los 4500 ppm (cuadro 3), distinto a lo reportado por
Dinora et al. (2004) reportan que el aceite esencial de mostaza fue efectivo en el
control de damping-off en frijol causado por Rhizoctonia solani, cabe mencionar
que allyl-isotiocianato esta purificado, en forma de aceite esencial pudiera
presentar otros componentes que potencialicen su efecto, ademas R. solani
produce esclerocios, estructuras de resistencia que reducen la penetraciéon en las
membranas, por lo que contra este hongo no se recomienda como un agente de

control.
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En nuestro estudio, para el caso en F. oxysporum, se requieren concentraciones
menores a 4000 ppm para tener una buena accion de control, este principio
botanico puede ser incluido en el manejo integrado de enfermedades, debido a
qgue reduce el contenido de micotoxinas: aflatoxinas, fumonisinas, zerolenonas y
tricotecenos producidos por Aspergillus parasticus, Fusarium tricinctum, Fusarium
verticillioides, Alternaria alternata y Gibberela zeae en el almacenamiento de
granos de maiz a concentraciones de 500 ml/L (Tracz et al., 2017) asi como la
reduccion de Beaubericinas, compuesto bioactivo producido por el metabolismo
secundario de varias cepas de Fusarium (Meca et al.,, 2012), otros estudios
reportan su uso como agente de control de malezas, ya que reduce
significativamente la viabilidad de los tuberculos de Cyperus rotondus (Bangarwa
y Norsworthy, 2016).

Cuadro 3. Concentraciones inhibitorias de Allyl-isotiocianato contra el crecimiento

micelial de hongos y algas.

Patégeno Clso LFI LFS Clos Clos Ec. Pred. P-valor
R. solani 1632 883.89 3580 128.52 20715 y=-4.788+1.490 <.0001
Phytium spp. 716.01  469.22 889.71 273.64 1874 y=-11.241+3.937 <.0001
P. cinnamomi 1342 1223 1467 420.31 3614 y=-10.206+3.263 <.0001
Phytopythium 1260 211.65 1728 357.15 4448 y=-9.312+3.003 0.0001
sp.

F. oxysporum 1384 899.32 1712 497,93 3847 Y=-11.637+3.705 <.0001
A. Solani 1022 704.93 1341 273.59 3817 Y=-8.649+2.874 <.0001

CIl: Concentracién inhibitoria, ppm: partes por millén, LFI y LFS: limite fiducial

inferior y superior respectivamente, EC. Pred.: Ecuacién de prediccion.
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Respecto a Limoneno el patbgeno mas susceptible fue Phytopythium sp., siendo
F. oxysporum el que requirié una concentracion mas alta en su Clso, al considerar
gue el rango de las concentraciones inhibitorias medias van de 940 a 4040 ppm,
estas concentraciones son relativamente bajas (cuadro 4), por lo que el uso de
terpeno puede ser una alternativa de manejo de estos agentes patdégenos y ser
incluidos como fungicida de uso agricola para produccidén de cultivos organicos,
debido a su nula toxicidad en humanos, incluso los primero estudios se realizaron
para estudiar su actividad anticarcinogenica (Elson et al., 1988),también es
ampliamente utilizado en la preservacion de alimentos por su actividad
antibacterial (Espina et al., 2013). Similar a los estudios de Marei et al. (2012)
mencionan que tres monoterpenos (timol, (S)-limoneno y 1,8-cineol) poseen
propiedades antifingicas, que inhiben el crecimiento micelial de Rhizoctonia solani
y F. oxysporum, por otra parte, Alzate et al. (2009) menciona que es extracto de la
cascara de citricos a una concentracion 12000 ppm no presento ningun efecto
sobre F. oxysporum, esto pudiera deberse a que Limoneno se encuentra
mezclado con diferentes metabolitos que pudieran interferir su accién fungica. Aun
se desconoce los sitios de accion en hongos y Oomicetes, sin embargo, se ha
reportado su actividad antibacterial debido a que sus componentes tienen la
capacidad de incorporarse en algunas estructuras de las membranas ademas de
alterar el sistema lipidico, dependiendo de las concentraciones aplicadas (Wydro
et al., 2017).
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Cuadro 4. Concentraciones inhibitorias de Limoneno contra el crecimiento micelial

de hongos y algas.

Patégeno Clso LFI LFS Clos Clos Ec. Pred. P-valor

R. solani 2336 2079 2736 632.54 8626 y=-9.765+2.899 <.0001
Phytium spp. 3205 2993 2993 1389 3395 y=-15.886+4.531 <.0001
P. cinnamomi 1559 1029 2896 322.56 7535 y=-7.675+2.403 <.0001

Phytopythium  939.32 803.62 1128 97.5 9052 y=-4.970+1.192 <.0001
sp.

F. oxysporum 4040 3826 4347 1994 8187 y=-19.337+5.362 <.0001

A. Solani 1435 1268 1633 250.36 8222 y=-6.848+1.670 <.0001

CIl: Concentracion inhibitoria, ppm: partes por milléon, LFI y LFS: limite fiducial

inferior y superior respectivamente, EC. Pred.: Ecuacion de prediccion.

Referente a las evaluaciones de Eucaliptol, el rango de las Clso, estan
comprendidas entre 1173 y 3565 ppm, siendo las concentraciones minima y
maéaxima, para A. solani y F. oxysporum respectivamente (cuadro 5). En el caso de
A. solani, a pesar de ser el patbgeno con menor Clso, es el que presenta mayor
Clos, esto se debe a la heterogeneidad en la tolerancia a este principio activo, algo
similar a los estudios de Cazar et al. (2015) mencionan que el extracto de
Eucalyptus globulus inhibe el crecimiento micelial de Alternaria sp., en
concentraciones de 300 mg/L presento una eficiencia comparable con un
tratamiento testigo de control quimico. EI mecanismo de accién de Eucaliptol
estudiado en bacterias como en hongos, esta mediado por la pérdida de integridad
de la membrana y la inhibicién de la respiracion celular y por lo tanto reduce la

capacidad para mantener la homeostasis (Carson et al., 2006), recientemente han
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sido incluidos a la agricultura como pesticidas verdes, debido a que son
considerados como antimicrobiales de amplio espectro, inhibiendo completamente
el desarrollo de hongos fitopatdbgenos como Fusarium graminearum, Fusarium
culmorum y Pyrenophora graminea a concentraciones del 2 % (Terzi et al., 2007),
incluso diferentes fracciones de aceites esenciales de eucalipto cuando son
mezclados con otros principios activos botanicos resulta en un efecto aditivo,

sinergismo o efectos antagénicos (Delaquis et al,. 2002).

Cuadro 5. Concentraciones inhibitorias de Eucaliptol contra el crecimiento micelial
de hongos y algas.

Pat6égeno Clso LFI LFS Clos Clgs Ec. Pred. P- valor

R. solani 3168 3008 3313 1687 5950 y=-21.034+6.998 <.0001
Phytium spp. 3551 3367 3759 1663 7579 y=-17.731+4.994 <.0001
P. cinnamomi 2748 2604 2887 1376 5491 y=18.820+5.472 <.0001

Phytopythium sp. 1712 1546 1877 460.08 6373 y=-9.319+2.882 <.0001
F. oxysporum 3565 3238 3552 1886 6739 Y=-21.125+5.947 <.0001

A. Solani 1173 1025 1371 165.28 8324 Y=-5.932+1.932 <.0001

Cl: Concentracién inhibitoria, ppm: partes por millon, LFl y LFS: limite fiducial
inferior y superior respectivamente, EC.Pred.: Ecuacién de prediccion.
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CONCLUSION

En base a los resultados de nuestra investigacion podemos mencionar que
los extractos de Citronellol y de mostaza (Allyl isotiocianato) presentaron
porcentajes de inhibicion alto sobre los hongos fitopatégenos estudiados, por lo
que son buenas opciones para competir con fungicidas quimicos comerciales, por
otro lado no podemos descartar al Eucaliptol y al Limoneno que presentaron
porcentajes de inhibicibn mas bajo no se pueden descartar en un esquema de

manejo biorracional.
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