UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

SUBDIRECCION DE POSGRADO

MANEJO DE LA PUDRICION BASAL DEL AJO MEDIANTE PRINCIPIOS
ACTIVOS DE ORIGEN BOTANICO Y QUIMICO

Tesis
Que presenta ROCIO DE JESUS DIAZ AGUILAR
Como requisito parcial para obtener el grado de

DOCTOR EN CIENCIAS EN PARASITOLOGIA AGRICOLA



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

SUBDIRECCION DE POSGRADO

MANEJO DE LA PUDRICION BASAL DEL AJO MEDIANTE PRINCIPIOS
ACTIVOS DE ORIGEN BOTANICO Y QUIMICO

Tesis
Que presenta ROCIO DE JESUS DIAZ AGUILAR

Como requisito parcial para obtener el grado de
DOCTOR EN CIENCIAS EN PARASITOLOGIA AGRICOLA

Dra. Yisa ia Ochoa Fuentes r. Juan Carlos Delgadg/ Ortiz
Diréctor (UAAAN) Director externo

Saltillo, Coahuila Junio 2022



MANEJO DE LA PUDRICION BASAL DEL AJO MEDIANTE PRINCIPIOS
ACTIVOS DE ORIGEN BOTANICO Y QUIMICO

Tesis

Elaborada por ROCIO DE JESUS DIAZ AGUILAR como requisito parcial para
obtener el grado de Doctor en Ciencias en Parasitologia Agricola con la
supervision y aprobacion del Comité de Asesoria.

Dra. Yis I/Iaria Ochoa Fuentes
esor principal

2= W

“Dr. Ernesto Cerna Chavez Landeros Flores
Asesor Asesor
- Br. Juan Carlos %e;gado Ertiz .
Asesor Oﬁ%ﬁ‘ ﬁemandez Bautista
Asesor

oL 7 4

Dr. Victor Olalde Portugal
Asesor

'/'///
Dr. Ma}%dino Cabrera De la Fuente

Subdirector de Postgrado
UAAAN

Saltillo, Coahuila Julio 2022



Agradecimientos
A Dios:

Por permitirme llegar hasta esta etapa de mi vida.

A laUniversidad Autonoma Agraria Antonio Narro:

Por brindarme la oportunidad de continuar con mis estudios de postgrado.

Al comité de asesoria:

A la Dra. Yisa Maria Ochoa Fuentes, por confiar en mi y permitirme desarrollar

este proyecto y por cada una de sus palabras que me alentaron a seguir adelante.

Al Dr. Ernesto Cerna Chavez por compartir sus conocimientos para la elaboracion

de este trabajo.

Al Dr. Juan Carlos Delgado Ortiz por su apoyo en las diferentes actividades para

el desarrollo de este trabajo.

Al Dr. Jerénimo Landeros Flores por su apoyo y motivacion para culminar esta

etapa.

Al Dr. Omegar Hernandez Bautista por todas las atenciones brindadas y por su

colaboracion en el trabajo.

Al Dr. Victor Olalde Portugal por aceptar formar parte del comité de asesoria y

por todas las atenciones brindadas.
A Alberto Roque por acompafiarme y apoyarme en el transcurso de esta etapa.

A mis amigos, que durante este trayecto alegraron mis dias, gracias.



Dedicatoria

Hasta el cielo:

Para mis abuelos Enriqueta y Herminio

A mi familia:

Por ser el impulso que me ayuda a seguir adelante



Carta de aceptacion de articulo

Vi



Carta de envio de articulo

De: Plant Disease
Enviado: miércoles, 13 de abril de 2022 08:07 a.m.

Para: rociodiazag@hotmail.com; jabalyl@yahoo.com: moe 788@hotmail.com; jazzguerrero@hotmail.com;
roque_doko@hotmail.com: yRagaza@hotmail.com; yisa8a@yahoo.com
Asunto: Plant Disease - Manuscript ID PDIS-04-22-0823-PDN

13-Apr-2022
Dear Dr. Ochoa:

Your manuscript entitled "First report of Fusarium incarnatum-equiseti species complex causing garlic bulb rot in
Mexico" has been successfully submitted online and is presently being given full consideration for publication in
Plant Disease.

Your manuscript ID is PDIS-04-22-0823-PDN. Please mention the manuscript 1D in all future correspondence or
when calling the office with questions.

If you are not the corresponding author, you are receiving this message because you have been listed as a co-
author on this manuscript,

You can view the status of your manuscript at any time by checking your Author Center after logging in to

bgps:zzuam12.safelinks.p[gtection.gutlook.com[?

u[l=http§2’g3A%2F%gch.mangscrip;ggn:[al.com%_ZFplantdisgagg&amp; =04%7 COdf8ebf! c488f

c2108dald4e87a0%7C84df9e7fe9f64 435a 2a3aa%7C1%7C0%7C6378545203 7199%7CUnknown

%7§TWprGZSbSd8gyMjQiMQ4ijAwMDAiL§,!QIjoiV2IgM;liLQB i161k1haWwilCIXVCIEMNn0%3D%7C3000&amp
;sdata=T ﬂgngkNR90Cza§7R25lulp%2ngsHZIVpd7x;mGVo7%2FM%3Q&gmg;rgsgrved:@.

If there are any changes in your contact information, please log in to Manuscript Central at

mps:[[nam12,gafelinks.protecﬁon,ggtlook.com[?

url=https%3A%2F%2Fmc.manuscriptcentral.com%2Fplantdisease&amp:data=04%7C01%7C? f8ebf c488f
9c21 1d4e87a0%7C84df f640afb435a3aaaaaaaaaa%7C1%7C0%7C637854520379847199%7CUnkn
%7CTWFnb_Gﬂ_3¢&QvJ_w_ljoiMC4ijAwMDAiLngjgivgluMgliLCJQTiISIk1hawﬂiLg1ng§Mn0%3D%7C3000&amp
:§data=T48ukaNR29g;§gZB2§lulp%2FCVsHZIVpd7sz§VQZ%ZFM%}Q&gmp;reggcyggw and edit your user

information as appropriate.

APS recommends authors create or associate their existing ORCID record with their profile in Manuscript Central.
If you do, we will automatically link your online article to your ORCID record.

Publication in Plant Disease requires payment of Article Publication Charges. Please refer to the online
Information for Authors: https://nam12 safelinks.protection.outlook.com/?
url=http%3A%2F%2Fapsjournals.apsnet.org%2Fpage%2Fauthorinformation&amp;data=04%7C01%7C%7C0dfe6f
See2c488f9¢2108dald4e87a0%7C84df9e7feSf640afba3 %7C1%7C0%7 4520379847199%7

Unknown%7CTWFpbGZsh3d8ey)WIjoiMCAwLjAwMDAILCIQljoiV2IuMzIiLCIBTil6]

s://outlook.live.comimail/0/inbox/id/AQQKADAWATY 3ZmYAZS0SMTQ1LWUINWAOLTAWAI OWMAGAEABPWNUGANFHQJOIMIZJPah!

vii

1/2



INTRODUCCION

El centro de origen del cultivo de ajo (Allium sativum L.) es Asia Central segun lo
reportado por Etoh y Watanabe, (2001); esta hortaliza esta distribuida en todo el
mundo y es consumida ya contiene diversos fitoconstituyentes que le otorgan
diferentes propiedades tanto alimenticias, como medicinales (El-Saber Batiha et
al., 2020), desde la antigiedad este cultivo se ha utilizado con diferentes
propésitos ya que ayuda a prevenir y tratar enfermedades cardiovasculares,
actia como fungicida, bactericida, tiene propiedades antioxidantes, entre otros
(Torija et al., 2013). Los principales paises productores de este cultivo son
asiaticos, México ocupa el cuarto lugar de produccion en Ameérica Latina
(Velarde-Mendivil et al., 2021), en nuestro pais, los principales estados

productores en el afio 2021 fueron Zacatecas, Guanajuato y puebla (SIAP, 2021).

El cultivo de ajo es atacado por diversas enfermedades fangicas, teniendo como
agentes causales a hongos de diferentes géneros como Aspergillus, Penicillium
y Fusarium (Jiménez et al, 2009), la enfermedad conocida como pudricién basal
del ajo tiene como agente causal a Fusarium spp. (Velasquez y Medina, 2004).
cabe mencionar que Fusarium también ataca al ajo en postcosecha provocando
pudricién en los bulbos almacenados (Mondani et al., 2021). El control de las
enfermedades flngicas se basa principalmente en el control quimico, esto genera
un costo elevado en la produccién de los alimentos, ademas de ocasionar
problemas ambientales (Rampersad, 2020); otra problematica es el desarrollo de
resistencia que generan los hongos ante el uso indiscriminado de los fungicidas
guimicos, dificultando asi su control (Fernandez-Ortuiio et al., 2008). Ante esta
situacién su buscan alternativas de menor impacto ambiental, pero con alta
eficiencia en el control de los hongos (Rongai, et al.,, 2015), los extractos
vegetales contienen compuestos que inhiben el crecimiento de los hongos, la
esporulacion y la germinacion de las esporas, teniendo asi un efecto fungicida
(Lauzardo et al., 2007), el uso de productos naturales con metabolitos

secundarios derivados de plantas son una alternativa ya que reducen los dafios



provocados por los patdgenos de forma amigable con el medio ambiente (Gwinn,
2018).

Justificacion

La pudricion basal del ajo se encuentra distribuida en las diferentes zonas
productoras de ajo de México, para su control se utilizan ingredientes quimicos
sintéticos que pueden generar diversos problemas; por lo cual se buscan

alternativas que sean de menor impacto ambiental, pero con alta efectividad.

Hipotesis
Al menos uno de los principios activos utilizados sera efectivo en el control de la

pudricién basal del ajo causada por Fusarium spp.

Objetivo general

Evaluar el efecto de principios activos botanicos 1-8 cineol, B-citronelol, D-
limoneno, alil isotiocianato y el activo quimico acido salicilico sobre el control de

Fusarium spp. causantes de la pudricion basal del ajo.

Objetivos especificos

1. Aislar e identificar las especies de Fusarium causantes de la pudricion basal

del ajo.

2. Determinar in vitro el efecto antifingico de los principios activos sobre el

crecimiento micelial de Fusarium spp.



REVISION DE LITERATURA

Ajo (Allium sativum L.)
Centro de origen del cultivo

El ajo pertenece a la familia Alliaceae y al género Allium de acuerdo con la
reciente clasificacion de las monocotiledoneas (Fritsch y Friesen, 2002), el centro
de origen de este cultivo es Asia central y la especie endémica Allium longicuspis
Regel se conoce como ancestro de las diferentes especies de ajo (Valadez, 1989;
Reveles-Hernandez et al., 2009), este cultivo es un alimento basico antiguo ya
gue su uso se reporta desde hace mas de 2,000 afios a. c. (Schwartz y Mohan,
2008); de las especies del género Allium esta es la segunda mas cultivada
después de la cebolla y esta distribuida por todo el mundo debido a que se adapta

a diferentes condiciones ambientales (Hirata et al., 2015).
Importancia del cultivo

El cultivo del ajo tiene diferentes finalidades, el principal es culinario ya que es
utiizado en la preparacion de diversos platillos tradicionales, aportando
diferentes valores nutricionales a los consumidores (Causapé, 2012); por otro
lado, es utilizado como medicamento natural debido a los compuestos
organosulfurados que contiene, teniendo efectos antibacterianos,
antiinflamatorios, reduccion de presion arterial, entre otros (Yue-Yue et al., 2020),
en los Ultimos afios se han realizado investigaciones para su uso en la agricultura,
debido a su potencial antifungico (Aguirre et al., 2012), ademas de ser una
alternativa para el control de plagas ya que el extracto de ajo tiene propiedades
insecticidas y repelentes (Monteon-Ojeda et al., 2020; Miranda-Ramirez et al.,
2021). En México en el afio 2021 se sembraron mas de 7,000 hectareas de este
cultivo, generando empleos de mano de obra que va desde preparacion del suelo,

manejo de los cultivos, hasta cosecha (SIAP, 2021).

Produccion mundial y nacional del ajo



En el mercado mundial para el afio 2020 se produjo un total de 28,054,318
toneladas de ajo, siendo China el principal productor obteniendo total de
20,757,034 ton cosechadas, seguido de India con 2,917,00 ton y Bangladesh
485,447 ton; en este mismo afio México exportd 15,880 toneladas de ajo con un
valor de exportacion de 423,837,200 USD (FAOSTAT, 2022).

Durante los afios 2015 y 2019 nuestro pais se posicioné en el noveno lugar en la
exportacion de ajos a nivel mundial, exportando principalmente a los paises
Estados Unidos, Austria y Francia. En el afio 2021 nuestro pais produjo un total
de 90,652.45 ton, los principales estados productores fueron Zacatecas
(44,657.15 ton), Guanajuato (15,196.96 ton) y Puebla (5,801.95 ton) (SIAP,
2021).

Principales problemas fungicos

El ajo es atacado por diversos hongos que se manifiestan en los diferentes
estados fenoldgicos del cultivo, ocasionando pérdidas en la produccion vy
rendimiento, ademas de afectar la calidad del producto para su comercializacion
(Mishra et al., 2014). Algunas enfermedades afectan el bulbo del ajo como el
hongo Sclerotium cepivorum Berk es considerado como el agente causal de la
podredumbre blanca afectando al cultivo de cebolla y ajo, esta enfermedad se
presenta en las diferentes etapas del cultivo reduciendo su produccion
(Thangavel et al., 2014), las plantas infectadas carecen de sistema radicular, las
hojas presentan amarillamiento y la planta pierde vigor, ademas se puede
observar abundante micelio blanco-algodonoso con esclerocios alrededor del

bulbo y en ocasiones en la base de la planta (Shewakena y Desta, 2020).

La podredumbre verde es causada por Penicillium spp. que afecta a los bulbos
en campo Yy poscosecha, generando lesiones que impiden su germinacion,
ademas afecta la calidad de los bulbos para su venta (Astorga-Quirés et al.,
2014), los sintomas identificados en los bulbos son manchas amarillentas de
formairregular y presencia de micelio de coloracion verde-azul y hojas cloréticas
(Galvez y Palmero, 2021), se han reportado algunas especies patogénicas de

este hongo como P. alli, P. hirsutum Dierckx y P. citrinum Thom agentes



causantes de esta enfermedad (Hernandez-Anguiano et al., 2006; Valdez et al.,
2006).

La enfermedad conocida como podredumbre del cuello afecta a los cultivos de
cebolla y ajo principalmente, se conocen como agentes causales a Botrytis
aclada, B. alli, y B. porri (Maude et al., 1982; Cedefio et al., 2003: Ozer y Kdycl,
2004), los sintomas de la podredumbre son coloraciones marrones en el cuello
de la planta, pudriciéon acuosa, marchitamiento y muerte de las plantas (Nischwitz
et al., 2021); sin embargo B. porri también es reportado como el agente causal
del tizon de la hoja en ajo (Zhang y Jiang, 2009). Otra de las limitantes para la
produccion de ajo en campo es Alternaria porri (Ellis) Cif. agente causal de la
enfermedad conocida como mancha purpura (Prajapati et al., 2019), los primeros
sintomas son manchas blancas en las hojas mas longevas a continuacion se
forman lesiones hundidas con coloraciones moradas, cuando la enfermedad esta
mas avanzada las lesiones son mas grandes y se pueden observar lesiones
necroticas, coloraciones marrones-purpuras, marchitez y retardo en el desarrollo
del cultivo (Suheriy Price, 2001a; Dar et al., 2020).

El género Fusarium esta distribuido a nivel mundial, este fitopatégeno es de gran
importancia ya que afecta a diversos cultivos tanto horticolas, frutales y
ornamentales (Ma et al, 2013) los cultivos afectados presentan diversos sintomas
como enanismo, clorosis, marchitez, coloraciones rojizas, pudricion de raices y
tallos (Okungbowa y Shittu, 2012).

Pudricion basal

La pudricion basal del ajo fue detectada por primera vez en California, Estados
Unidos en el afio 1976, teniendo como agente causal a Fusarium culmorum, las
pérdidas por esta enfermedad pueden llegar hasta el 40% en campo ademas de
las pérdidas que se generan en postcosecha (Schwartz y Mohan, 2016), esta
enfermedad esta distribuida en todo el mundo, en el afio 2001 se reporté por
primeravez a F. proliferatum provocando pudricién de bulbos en almacenamiento
en América del Norte (Dugan et al., 2003); la podredumbre basal del ajo es una

problematica en las zonas productoras de Vietham donde F. oxysporum obtuvo



mayor incidencia en muestras de ajo en comparacion con F. solani yF.
proliferatum que afectaron mayormente a bulbos de cebolla (Stankovic et al.,
2007), en Serbia se aislo a F. proliferatum provocando marchitez en cultivos de
ajoy cebolla, ademas se detectaron micotoxinas en los bulbos contaminados con
este hongo (Stankovic et al., 2007); en el ailo 2008 en zonas productoras de
Espafia se identificaron bulbos con sintomas de podredumbre durante el
almacenamiento y en 2009 esta enfermedad fue detectada en campo reportando
como agente causal de la enfermedad a F. proliferatum (Galvez-Paton et al.,
2011). En Italia se localizaron bulbos de ajo vacios y suaves, estos se
encontraban almacenados y aproximadamente el 30% de los bulbos estaban
afectados, al identificar el patégeno se caracteriz6 como agente causal a F.
proliferatum (Tonti et al., 2012), otros reportes de este hongo afectando a bulbos
de ajo almacenados se han realizado en paises como Egipto y Eslovaquia
(Moharam et al., 2013; Horékova et al., 2021).

En México se reportaron afectaciones en el cultivo de ajo en campos agricolas
de los estados Aguascalientes y Zacatecas, las plantas presentaban enanismo,
bulbos pequefios y hojas con coloraciones purpuras, aislando a Fusarium spp.
como causante de la pudricion basal del ajo (Velasquez-Valle y Medina-Aguilar,
2004), sin embargo, ademas de afectar las plantas en el campo también se
reporta la presencia de Fusarium spp. en semillas de ajo provocando lesiones

cafés y rojizas (Velasquez-Valle et al., 2017).

Para corroborar la identidad de las especies de Fusarium que afectan a la semilla
de ajo (dientes) de los estados Aguascalientes y Zacatecas, se identificaron los
aislamientos morfolégica y molecularmente teniendo como resultado la presencia
de F. oxysporum, F. solani, F. verticilloides y F. acuminatum (Ochoa-Fuentes et
al., 2012), sin embargo, en un estudio realizado en campo se reporté la presencia
de F. proliferatum y se corroboré su patogenicidad, confirmando con ello el primer
reporte de esta especie en México (Fuentes et al., 2013), en otro estudio
realizado se identificaron las especies anteriormente mencionadas, siendo F.

oxysporum la cepa mas patogénica en plantas de ajo (Delgado-Ortiz et al., 2016).



El género Allium en general es atacado por diferentes especies de Fusarium, en
México se realizo el primer reporte a nivel mundial de pudricion basal en cebolla
causada por F. falciforme y F. brachygibbosum en zonas productoras de Sinaloa
(Tirado-Ramirez et al., 2018; 2019), se estudid la patogenicidad de estas nuevas
cepas, comparando los sintomas con los provocados por F. oxysporum, cabe
mencionar que causaron dafios similares como amarillamiento y tejidos obscuros

en los bulbos de cebolla (Tirado-Ramirez et al., 2021).
Control guimico de Fusarium spp.

El control de las diversas especies de Fusarium se basa en la utilizacion de
productos quimicos comerciales con ingredientes activos como dimethomorph,
fluopyram, pyraclostrobin, prochloraz, propiconazole y tebuconazole entre otros,
los tratamientos son aplicados en las diferentes etapas del cultivo, asi como en

el manejo de postcosecha (Patén et al., 2016; Mondani et al., 2022).

En México el control de Fusarium spp. se realiza principalmente con los
ingredientes activos benomyl, tebuconazol o thiabendazol (Reveles-Hernandez
et al., 2009), sin embargo, su utilizacion desmedida y el manejo inadecuado de
los productos pueden generar resistencia de los hongos a los ingredientes
activos, tal es el caso de F. oxysporum, F. coeruleum y F. sambucinum
resistentes a benomyl, fludioxonil, tiofanato-metilo, tiabendazol y benzimidazol,
disminuyendo las opciones de control para el agricultor (Magie, 1975; Peters et
al., 2008). El uso irracional de pesticidas ocasiona dafios al medio ambiente
contaminado suelo, aire y agua, ademas disminuye la diversidad de agentes
benéficos que se encuentran en el suelo y adicionalmente genera dafios a la
salud humana debido a la exposicion a las sustancias (Yengle et al., 2008; Gan
y Wickings, 2017).

Principios activos botanicos

En los dltimos afios se ha incrementado la busqueda de nuevas estrategias para
el control de diversos fitopatdgenos, con la finalidad de producir alimentos de

forma ecoldgica, generando menor impacto ambiental (Shahid et al., 2017). Una



alternativa para disminuir el uso excesivo de productos quimicos sintéticos son
los extractos vegetales ya que contienen metabolitos secundarios que actuan
como fungicidas para el control de hongos fitopatégenos (Guédez et al., 2014),
sin embargo, la eficacia de los extractos depende de los compuestos que
contiene la planta, ya que, aunque correspondan al mismo género la cantidad de
metabolitos varia con relacion a la especie a la que pertenecen, ademas su
concentracion depende de las fechas de muestreo y partes de la planta utilizadas
(Mejia-Garibay et al., 2011).

Los extractos vegetales contienen diversos compuestos, estudios han generado
informacion relevante respecto a la separacion de los principios activos y su
eficiencia en el control de hongos, se evaluaron in vitro diferentes monoterpenos
de aceites esenciales contra Rhizoctonia solani donde 1-8 cineol inhibié6 mas del
60% del crecimiento miceliar del hongo a una concentracion de 0.5% (Vaillant et
al., 2009), en otro estudio para controlar a R. solani se utilizé 1-8 cineol en
combinacion con timol obteniendo el 100% del control en el crecimiento del
hongo, utilizando dosis bajas de 0.03% (Vaillant et al., 2015); se determinaron los
principales aceites esenciales que contienen diferentes especies de eucalipto,
dentro de ellos se determiné la presencia de 1-8 cineol y se evalué su actividad
antifingica contra F. oxysporum cabe mencionar que esté compuesto inhibi6 al
hongo a una concentracion del 1.5% del producto (Kottearachchi et al., 2012),
este compuesto también se utilizé para examinar su efecto in vitro para el control
de diferentes especies del género Fusarium (F. subglutinans, F. cerealis, F.
verticillioides, F. proliferatum, F. oxysporum y F. sporotrichioides) de acuerdo a
los resultados las concentraciones de 1% redujeron significativamente el
crecimiento de los hongos al 100% (Morcia et al.,, 2011). Dentro de los
componentes del aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis) se determino
la presencia de 1-8 cineol al 53.48% y se determind su potencial antifungico en
ensayos in vitro contra F. verticillioides, el crecimiento radial Gnicamente se redujo
a menos del 25%, cabe mencionar que inhibié la producciéon de conidias
alcanzando hasta el 73.3%, por lo que es necesario continuar investigando las

funciones antifungicas de este compuesto (Achimén et al., 2021).



Otro monoterpeno natural estudiado por su capacidad inhibitoria es D-limoneno,
este se encuentra de forma natural en las cascaras de citricos y es el compuesto
con mayor presencia (Castafieda-Antonio et al., 2018), se han realizado
investigaciones para conocer su actividad antifingica en el crecimiento del hongo
Corynespora cassiicola y se estimd la geminacién de conidios, los resultados
mostraron gue a una concentracion de 5000 ppm se redujo la germinacién al 60%
y 100% en el crecimiento del micelio (Romero et al., 2013), el aceite esencial de
naranja se utilizé en pruebas in vitro contra F. solani, la concentracion de 2.5%
inhibié el 100% del crecimiento, debido a estos resultados, el aceite se utilizo
como recubrimiento en frutos de papaya para el control de enfermedades
postcosecha, logrando evitar dafios en un 100% a la concentracién antes
mencionada (Guédez et al., 2014); se utilizé a D-limoneno contra aislados de
Alternaria tenuissima, sin embargo, no inhibié la germinacion de esporas,
respecto al crecimiento del micelio se logré inhibir al hongo a una concentracion
de 10,000 ppm (Quintana-Obregédn et al., 2017).

Las plantas de mostaza (Brassica juncea) contienen diversos compuestos, dentro
de ellos destacan vitaminas, minerales, isotiocianato de alilo e isotiocianato de 3
butilo entre otros, todos ellos le confieren a la planta propiedades antivirales y
bactericidas (Tian y Deng, 2020); la aplicacién in vivo de isotiocianato de alilo se
realizé en frutos de Pyrus communis, dicha aplicacion se realizé en forma de
vapor en frutos inoculados con Penicillium expansum utilizando alil sintético y alil
extraido de B. juncea, la mayor actividad fungicida fue del segundo compuesto
ya que unicamente el 10% de las heridas inoculadas presentaron sintomas en
comparacion con el testigo que obtuvo mas del 80%, cabe mencionar que este
producto controlo la infeccion de una cepa resistente a benzimidazol (Mari et al.,
2002), también se ha evaluado in vitro al compuesto para el control de
Rhizoctonia solani Kiihn, los resultados mostraron el potencial fungicida a una
concentracion del 10% del compuesto (Molina-Vargas et al., 2010); debido al
gran potencial de alil isotiosanato para controlar enfermedades se empled para
el control de F. graminearum, las pruebas se realizaron in vitro evaluando el

crecimiento radial del hongo asi como la germinacion de esporas, para la



10

evaluacion del crecimiento micelial y germinacién de esporas existio una
inhibicién del 100% con dosis de 1250 mg/L, siendo este compuesto una
alternativa para el control de Fusarium (Ashiq et al., 2022).

El monoterpeno B-citronelol esta presente de forma abundante en el aceite
esencial de la planta citronela (Cymbopogon winterianus Jowitt), dicho aceite se
utiliza para diversos propositos en la industria cosmeética, farmacéutica y como
repelente de insectos (Wany et al., 2013); para conocer el efecto antifungico del
compuesto se realizaron bioensayos in vitro determinando el crecimiento micelial
y la germinacion de esporas de los hongos Botrytis cinerea y Monilinia fructicola,
los resultados demostraron que se redujo mas del 70% del crecimiento de B.
cinerea y la germinacion a una dosis de 250 pg/mL se inhibié al 100%, para el
caso de M. fructicola el micelio se inhibié un 97% a una concentracion de 100
pHg/mL y la germinacién de esporas en un 100% a la misma concentracion que
Botrytis (Tsao y Zhou, 2000); el hongo F. oxysporum también se ha utilizado para
conocer el potencial de citronelol, a una concentracién de 3 g/L la tasa de
crecimiento se redujo a cero, en cuanto a las estructuras existié una disminucion
en el nimero de conidias y clamidosporas, ademas las hifas presentaron dafos
en su morfologia, con granulos citoplasmaticos atipicos y decoloracién (Arango
et al.,, 2011), el monoterpeno [B-citronelol se utilizé6 para el control in vitro de
Botryosphaeria dothidea, el efecto del compuesto se observO a una
concentracion de 400 ug/mL alcanzando mas del 70% de inhibicién (Zhang et al.,
2018).

De los cuatro principios activos antes mencionados se determiné su efecto en el
control de diferentes hongos A. solani, F. oxysporum y R. solani, el experimento
se realiz6 en bioensayos utilizando la técnica de medios envenenados, como
resultado de esta investigacion de puede destacar que el compuesto mas eficaz
con menor concentracion inhibitoria es B-citronelol con 6.8, 5.44 y 6.5 ppm
respectivamente, el compuesto con menor control fue eucaliptol ya que la

concentracién requerida fue 1173, 3565 y 3168 ppm respectivamente, este
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hallazgo es importante ya que estos compuestos son una alternativa a la

utilizacion de productos sintéticos (Cerna-Chavez et al., 2019).
Acido salicilico

El acido salicilico (AS) es un &cido orgénico (beta-hidroxiacido), este tiene
diversas propiedades como antiinflamatorio, antiséptico, bacteriostatico,
fungicida, entre otras para la salud humana (Cuéllar et al., 2008), el uso del AS
en la agricultura en los Ultimos afios ha sido importante ya que se considera una
fitohormona que promueve la reaccién de las plantas a los ataques de patégenos
(Sanchez et al., 2010), sin embargo, este acido también tiene propiedades
antifangicas, se utilizé una concentracién de 0.30 g/100mL del producto en
medios de cultivo papa-dextrosa-agar y se colocaron explantes de Colletotrichum
musae, la inhibicion fue del 22% en comparacion con el testigo quimico (Oliveira
et al., 2016); Se ha evaluado el acido salicilico en frutos de melén para conocer
sus efectos sobre el desarrollo de pudricion por Fusarium, los frutos se trataron
con soluciones de ASA (0, 1.6, 3.2, 6.4 mg/mL), transcurridos 48 hrs se
inocularon con una suspension de conidias de F. sulphureum, el tratamiento
redujo el desarrollo de la pudricién gracias a sus efectos inhibitorios hacia el
crecimiento del hongo a una concentracion de 3.2 mg/ml (Huali et al., 2019);
ademas de inhibir el crecimiento de los hongos, el acido salicilico genera dafios
en la estructura de la pared del micelio, alteraciones en las mitocondrias y
acumulacién de especies reactivas de oxigeno pudiendo causar la muerte de la

celula (Dieryckx et al., 2015).
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First report of Clonostachys rosea causing root rot on garlic in Mexico.
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Garlic (Allium sativum) is an important crop worldwide and it is widely grown and
used in different industries to manufacture food, pharmaceutical, and insecticidal
products. (Shang et al., 2019, Velsankar et al., 2020). According to what was

reported by SIAP in 2020, more than 87 ha of the crop were lost in Mexico due to
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various problems, including the diseases that attack this crop such as basal rot, white
rot and root rot, among others. During the 2019 fall/winter season, garlic plants of
Perla and Piedra Blanca cultivars were collected from Aguascalientes and
Zacatecas states in San Antonio Tepezala, Rincon de Romos, and Calera
municipalities. The commercial fields encompassed 10 ha with 20% disease
incidence and 35% severity, approximately. The sampling focused on diseased
plants with symptoms of root rot, foliar wilt, stunting, and small bulbs. The roots of
25 plants were cleaned, and portions of the diseased tissue were cut and disinfected
in sodium hypochlorite at 1% for three minutes. They were rinsed twice with sterile
water and dried with paper towels. The plant tissue was plated onto potato dextrose
agar (PDA) and incubated at 25°C in the dark for 72 hours. Pure cultures were
obtained after observing mycelial growth using monosporal culture. We obtained 16
isolates including three identified as Fusarium oxysporum, one as Fusarium solani
and another 12 as Clonostachys rosea. The latter isolates were white at the

beginning before turning yellow.

The mycelia had a felt-like cotton texture. The conidia formed verticillate and
penicillate conidiophores. The primary conidia were abundant, hyaline, smooth, and
sub-globous. They were 5.1-7.7 X 8.3-8.9 pm (n=50) long and 2.0-2.9 X 3.2-3.5 ym
wide (n=50). The conidiophore stipe length ranged from 70 to 180 pm, and the base
width was 3.3-5.4 pm. Secondary conidiophores were penicillate and stiped with a
length of 58 to 106 um; the base measured 3.3-6.1um. The secondary conidia
measured 4.1-5 X 5.3-5.6 ym long and 2-2.3 X 2.6-2.9 pm wide (n=50) (Sun et al.,

2020). The identity of six isolates was molecularly confirmed by DNA extraction and
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PCR reactions using ITS1/ITS4 primers and gene TEF 1a EF1-728F/TEF 1a EF1-
986R. The resulting products were sequenced and compared with the National
Center for Biotechnology Information (NCBI) database using BLAST. The results
showed Clonostachys rosea at 99.56 and 100% with access numbers MN548399
and KX185000. The sequences were deposited at Genbank database under access

number OK263088 and OL700031.

Pathogenicity tests were carried out with the following procedure. A conidial
suspension of five isolates (5x105 conidia/ml) in sterilized water was prepared from
1-week-old colonies. The garlic cloves were planted after being disinfected with
sodium hypochlorite at 1% in sterilized soil. When the healthy garlic plants were 30
days old, we inoculated a spore suspension in soil through irrigation, to 10 plants.
Likewise,10 control plants were inoculated with sterile distilled water. After 25 days,
the plants were wilted and had dry leaves; their root system showed light-brown
lesions and rot. These plants were stunted versus the control healthy plants. The
inoculated strain was recovered and was morphologically and molecularly identified
as C. rosea, thus confirming its pathogenicity towards garlic. There are reports of C.
rosea causing root rot to Fabaceae crops such as Glycine max L. and Vicia faba L.,
(Bienapfl et al., 2012; Afshari and Hemmati, 2017) in addition to affecting orchid
crops (Gastrodia elata) in Korea (Lee et al., 2020). This is the first report of C. rosea
causing root rot on garlic (Allium Sativum) in Mexico, thus presenting a potential risk

to this crop.
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In Mexico, the main states for garlic (Allium sativum L.) production are Zacatecas,
Guanajuato, and Puebla. In the 2020 crop season, garlic cultivation encompassed
6,794 ha yielding 85,505 tons (SIAP, 2021). Although this crop is widely affected

by different pathogenic fungi, Fusarium spp. particularly decreases garlic quality
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and yield (Velasquez-Valle et al, 2004). In February 2020, garlic plants showing
basal rot symptoms were collected from the garlic-growing regions in the states
of Zacatecas and Aguascalientes in the municipalities of San Antonio Tepezala
22°13'13.5”’N 102°15’55.3"W, Rincon de Romos 22°17°44.9’N 102°13'06.8"W
and Calera 22°58'39.4”"N 102°41°29.9W respectively. The infected plants were
stunted, with reddish dying leaves. The stalks and bulbs were soft, and their root
system was poorly developed. The diseased tissue were cut into 0.5 cm pieces
and disinfected in sodium hypochlorite at 1% for 3 minutes. The samples were
rinsed twice with sterile distilled water and dried in sterile paper towels. The
tissues were plated in Potato Dextrose Agar (PDA) culture medium and incubated
in the dark at 25°C. Pure cultures were obtained five days after isolation, we
obtained 22 isolates including seven identified as Fusarium oxysporum, five as
Fusarium solani, ten isolates were obtained that grew slowly showing a white
coloration at first and then turning yellow with abundant aerial mycelia.
Microscopic traits of 30 characterized spores included macro-conidia with five to
seven thin, elongated septa. The septa had conically elongated apical cells, feet-
shaped basal cells, and measuring 36.38-56.62 x 4.00—4.88 ym in size and
abundant chlamydospores were produced intercalary, hyaline and measured
8.80-4.48 um in diameter. The isolated morphological traits matched with the
description of Fusarium equiseti (Leslie and Sumerell, 2006). To confirm the
strain’s identity, DNA extraction of six monoconidial cultures was performed before
an amplified polymerase chain reaction analysis (PCR) using RNA polymerase
largest subunit (RPB1), and RNA polymerase second largest subunit (RPB2), and

translation elongation factor gene TEF 1a Ef1 and Ef2 (O’'Donnell et al, 2010).
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The products were sequenced and compared against. The sequences of isolates
was deposited in the GenBank with access numbers ON209360, OM640008 and
OM640009. Koch postulates were prepared to confirm the strain’s pathogenicity.
Variegated garlic cloves were planted after being disinfected with sodium
hypochlorite at 3% w/v in 2-kg pots under greenhouse conditions. When the garlic
plants developed 4 or 5 true leaves, their basal stalks were inoculated with a spore
suspension at 108 conidia/mL. Twenty-four (24) plants were inoculated with six
isolates, and four (4) control plants were treated with sterile distilled water. The
symptoms appeared 20 days post-inoculation. The leaves were reddish, and the
stalks were soft. The leaves eventually developed foliar dieback disease
symptoms. Isolations were made on the diseased plants and the inoculated
pathogen was recovered and morphologically identified. There are reports in
Mexico of basal rot caused by F. oxysporum, F. solani, F. proliferatum, F.
acuminatum, and F. verticillioides (Delgado-Ortiz et al, 2016). While Fusarium
spp. is found worldwide and is known to affect garlic crops (Dugan et al, 2007),
this is the first report of F. incarnatum-equiseti species complex causing basal rot

in garlic crops in Mexico.



29

References

Delgado-Ortiz, J. C., et al. 2016. Revista Argentina de Microbiologia. 48:22-28.

Dugan, F. M., et al. 2007. Revista Mexicana de fitopatologia. 22:435-438

Leslie, J. F. and Summerell, B. A. 2006. The Fusarium Laboratory Manual. lowa,
USA.

O’Donnell, K., et al. 2010. J. Clin. Microbiol. 48:3708.

SIAP, 2020. Available at:

http://infosiap.siap.gob.mx:8080/agricola siap gobmx/ResumenProducto.

do. Accedido18 marzo 2021. (Accessed: March 18, 2021)

Velasquez-Valle, R., et al. 2004. Revista Mexicana de Fitopatologia. 22:435-43


http://infosiap.siap.gob.mx:8080/agricola_siap_gobmx/ResumenProducto.do.%20Accedido18%20marzo%202021
http://infosiap.siap.gob.mx:8080/agricola_siap_gobmx/ResumenProducto.do.%20Accedido18%20marzo%202021

30

Supplementary Figure S1. Fusarium incarnatum-equiseti Symptoms in garlic

plants and morphological traits. (A) F. incarnatum-equiseti-inoculated plants; (B)
PDA-plated colony; (C-D); Clamydospores; and (E-F) F. incarnatum-equiseti

macronidia. Scale var:40x
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Appendix 1. Multigenic tree in Fusarium MLST by using the sequence translation

elongation factor (TEF 1a Ef1 and Ef2), RNA polymerase (RPB1) and RNA

polymerase Il (RPB2).
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RESUMEN

Uno de los factores limitantes para la produccion de ajo (Allium sativum) es la
enfermedad conocida como pudricibn basal, esta enfermedad tiene como
agentes causales a diferentes especies del género Fusarium, el control de esta
enfermedad se basa en el uso de diferentes productos quimicos sintéticos,
afectando asi al medio ambiente, por lo cual se buscan alternativas amigables,
como el uso de principios activos con actividad antifingica; se identificaron tres
especies de Fusarium que afectan al cultivo de ajo en los estados Aguascalientes

y Zacatecas, posteriormente se realizaron evaluaciones in vitro, el principio activo
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con mayor inhibicion fue B-Citronelol ante la cepa de F. oxysporum con una CLso
de 435 ppm, sin embargo, el principio activo alil y acido salicilico inhibieron la
esporulacion de todos los aislados evaluados, pudiendo considerarlos como

agentes de control.

Palabras clave: Fusarium spp., Allium sativum, pudricion basal, principios

activos.
INTRODUCCION

El cultivo de ajo (Allium sativum) es atacado por la enfermedad conocida como
pudricion basal del ajo, teniendo como agente causal a Fusarium acuminatum, F.
oxysporum, F. solani y F. verticilloides, siendo esta enfermedad una limitante
para la produccién del cultivo (Delgado-Ortiz et al., 2016), las plantas enfermas
presentan enanismo, bulbos pequefios y coloraciones purpuras o cafés en el
follaje (Velasquez-Valle y Medina-Aguilar, 2004); ademas de afectar el cultivo en
campo también se reportan perdidas en postcosecha ocasionadas por Fusarium
proliferatum (Géalvez-Patén et al., 2011). Para el control de esta enfermedad en
México se utilizan ingredientes quimicos sintéticos como benomyl, tebuconazol o
thiabendazol, entre otros (Reveles-Hernandez et al., 2009); el uso desmedido de
estos productos genera problemas al medio ambiente, disminuyen la fauna
benéfica, tienen alta persistencia en el ambiente y afectan gravemente la salud
humana (Diaz y Betancourt, 2018); otra problematica a la que se enfrentan los
agricultores es la resistencia de los hongos a los ingredientes activos, ya que se
reduce la disponibilidad de ingredientes y con ello se dificulta el manejo de los
patdgenos (Carmona y Sautua, 2017). Una alternativa para el control de las
enfermedades ocasionadas por hongos son los extractos o aceites esenciales de
plantas (Castillo-Reyes et al.,, 2018), estos poseen metabolitos secundarios
(alcaloides, flavonoides, taninos, terpenoides, saponinas, entre otros) con
propiedades antifungicas (Ribera y Zufiiga, 2012), el principio activo 1-8 cineol
ademas de poseer propiedades inhibitorias en el micelio, también disminuye la
produccion de conidias en diversos géneros de hongos (Achimén et al., 2021); el

monoterpeno D-Limoneno tiene propiedades antifungicas pudiendo inhibir hasta
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el 100% del crecimiento de los hongos, este compuesto estd presente en
cascaras de diversos citricos (Castafieda-Antonio et al., 2018); en estudios
realizados en manejo de postcosecha de cebada se determiné que alil
isotiocianato a 50 pL/L disminuy¢ el crecimiento y la produccion de micotoxinas
del hongo Penicillium verrucosum, siendo alil una alternativa para el manejo de
este cereal (De Melo et al., 2019), para el caso de acido salicilico ademas de
inhibir el crecimiento y la germinacion de esporas in vitro tiene potencial para
reducir dafios en frutos de mango inoculados con Colletotrichum sp. (Quiréz-
Lépez et al, 2021); por ello el uso de extractos naturales son una opcién para
reducir el impacto que genera el uso de productos quimicos (Gwinn, 2018). El
objetivo del presente trabajo fue aislar e identificar las especies de Fusarium
causantes de la pudricién basal del ajo, asi como determinar in vitro el efecto
antifangico de los principios activos 1-8 cineol, D-limoneno, Alil isotiocianato, B-

citronelol y acido salicilico sobre el crecimiento micelial de los hongos.
MATERIALES Y METODOS
Obtencion del material vegetal

Se realizaron muestreos en los estados Aguascalientes y Zacatecas en los
municipios San Antonio Tepezala, Rincon de Romos y Calera respectivamente;
durante el ciclo otofio-invierno 2020, la colecta fue dirigida a plantas con sintomas
de pudricién basal, las muestras fueron procesadas en el laboratorio de
toxicologia del departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad

Autonoma Agraria Antonio Narro.
Aislamiento e identificacion taxonémica de Fusarium spp.

Se realizaron cortes en la raiz donde se observaron lesiones cafés o rojizas, las
muestras se desinfectaron en hipoclorito de sodio al 1% por un minuto,
posteriormente se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril y se
colocaron en tollas de papel para eliminar el exceso de humedad, a continuacion,
se sembraron en cajas Petri que contenian medio de cultivo papa-dextrosa-agar

(PDA) y se incubaron a una temperatura de 25 +2°C por 48 horas, una vez
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aislados los hongos fitopatégenos se obtuvieron cultivos monoconidiales en
medio de cultivo Spezieller Nahrstoffmmarmer agar (SNA); la identificacion a
nivel especie se realizo utilizando el manual de laboratorio de Leslie y Summerell
(2006).

Identificacion molecular

La extraccion de ADN de las cepas se realiz6 utilizando la metodologia de Doyle
y Doyle (1990) modificado, para las reacciones de PCR se utilizaron los
iniciadores ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC), los productos amplificados se observaron a
través de un gel de agarosa al 1% mediante electroforesis y posteriormente se
mandaron secuenciar al Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica
y Ambiental del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnolégica
(IPICYT), San Luis Potosi, México.

Bioensayos in vitro

Las pruebas de inhibiciéon in vitro se realizaron utilizando los principios activos 1-
8 cineol (2000-6000ppm), D-limoneno (2000-6000ppm), Alil isotiocianato (10-300
ppm), B-citronelol (1-20 ppm) y acido salicilico (10-300 ppm); las concentraciones
utilizadas fueron determinadas a través de ventanas biologicas, el bioensayo se
realizé con la técnica de medio de cultivo envenenado (Ochoa-Fuentes et al,
2012) se utilizaron seis aislados de Fusarium previamente identificadas,
colocando un explante de 0.5 cm en cada una de las cajas Petri, se utilizaron
cultivos testigo que Unicamente contenian PDA. Posteriormente las cajas fueron
incubadas a 25 +2°C en la obscuridad, se midi6 el crecimiento del micelio cada
24 horas con la ayuda de un vernier, una vez que las cajas testigo se cubrieron
completamente se concluy6 con la evaluacién; se determiné el porcentaje de
inhibicion de crecimiento con la formula: % inhibicién = [(crecimiento micelial del

testigo — crecimiento del tratamiento) / crecimiento del testigo] x 100.
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Inhibiciéon de produccién de esporas

Para el conteo de esporas se utilizé la metodologia propuesta por Gonzélez-
Estrada et al., (2020) con ligeras modificaciones, se colocaron 10 ml de agua
destilada en tubos falcon, se esterilizaron y se agregaron cinco explantes de 0.5
cm tomados de las cajas con los tratamientos anteriormente mencionados, la
suspension de esporas se llevd al vortex y con la ayuda de una camara de

Neubauer se cuantificaron las esporas en un microscopio optico.
Analisis de resultados

Los datos obtenidos del porcentaje de inhibicion y conteo de esporas se
analizaron mediante regresion Probit (p<0.05), para determinar la ClLso y los
limites fiduciales, mediante el programa R. version 4.1.3.

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento e identificacion de Fusarium spp.

Se obtuvieron un total de 66 aislados para el estado de Aguascalientes y 41 para
Zacatecas, todos con caracteristicas del género Fusarium, para el presente
trabajo se seleccionaron 6 cepas y se identificaron como C03, C08, C13 para
Aguascalientes, para el estado de Zacatecas la clave otorgada fue C17, C23 y
C28; los aislados de F. oxysporum (C03 y C17) presentaron abundantes
macroconidias, ligeramente curvadas, con 3 a 4 septos, con células basales en
forma de pie, microconidias abundantes, de forma eliptica, sin septos,
clamidosporas solas y en racimos, con micelio algodonoso y blanco. Para el caso
de F. solani (C08, C13 y C28) las macroconidias eran anchas, robustas, con
ligera curvatura, células basales cilindricas, con tres a cinco septos,
microconidias ovales, regularmente sin septos y en ocasiones con un septo,
abundantes clamidosporas, micelio algodonoso y blanco; en cuanto a F.
acuminatum (C23) las macroconidias presentaron curvatura ligera, con células
basales con forma de pie, células apicales estrechas y alargadas, con cuatro a
cinco septos, microconidias escasas, sin septos, micelio blanco, algodonoso con

pigmentacion rojiza; las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los
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aislados previamente mencionados coincidieron con lo descrito por el manual de

laboratorio de Leslie y Summerell (2006).
Identificacion molecular

Se corroboré la identidad de las especies con productos amplificados que
contenian mas de 500 pb (Tablal), los indices de similitud eran superiores al 98%
al realizar la comparacién con las secuencias registradas en el banco de genes
del Nacional Center for Biotechnology Information (NCBI), estos resultados
concuerdan con lo reportado por Delgado-Ortiz et al., (2016) quienes reportan
estas especies como agentes causales de la pudricion basal del ajo, en los
estados de Aguascalientes y Zacatecas, México; estas especies se han
reportado afectando al género Allium en diversos paises como China, Espafa,
India, Serbia y Estados unidos (Le et al., 2021).

Tabla 1. Identificacibn molecular de los aislados de Fusarium spp. con los
iniciadores ITS1 e ITS4.

Aislado Especie Nucledttidos Numero de indice de

identificada acceso similaridad

Cc03 Fusarium 459 KF381081 100%
oxXyxporum

CO08 Fusarium solani 567 MK990182 98.11%

C13 Fusarium solani 533 ON242173 99.81%

C17 Fusarium 510 MF667966 100%
oxyxporum

C23 Fusarium 506 MT974004 100%
acuminatum

C28 Fusarium solani 533 MZ532589 99.62%

Bioensayos in vitro

Los datos de los bioensayos in vitro se muestran en la Tabla 2, el principio activo
con mayor inhibicion fue B-Citronelol ante la cepa de F. oxysporum con una ClLso
de 435.39 ppm, estos resultados concuerdan con Cerna-Chavez et al., (2019),
quienes reportan que B-Citronelol fue el mejor principio activo que inhibi6é el

crecimiento de F. oxysporum, sin embargo obtuvieron una CLso mas baja a una
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concentracion de 5.44 ppm; otra investigacion para el control del crecimiento de
F. oxysporum demostré que citronelol inhibié hasta el 100% del crecimiento del
hongo a una concentracién de 500 ppm (Praveen et al, 2021); un trabajo
realizado para el control de Candida albicans utilizando citronelol evidencié que
este principio activo altera la composicion de los acidos grasos ademas de inhibir
la formacion y sintesis de fosfolipidos en las hifas del hongo, demostrando con

ello su método de accion (Lim y Shin, 2009).

Para el caso de Limoneno en el control de F. oxysporum la CLso (16,756 ppm)
fue alta para su uso; Du Plooy et al., (2009) reportan que inhibieron el 50% del
crecimiento de Penicillium digitatum utilizando una concentracion de 3000 ppm
de Limoneno; Dambolena et al., (2008), reporta que al utilizar la concentracion
de 1000 ppm inhibieron el 100% del crecimiento de F. verticillioides; este
monoterpeno tiene un efecto inhibitorio sobre la pectina metil esterasa y celulasa
de los hongos, teniendo asi potencial para su uso como fungicida (Marei et al.,
2012).

El principio activo Alil logré inhibir un 50% a las cepas C103, C08, C13 y C23, sin
embargo, las dosis fueron altas 38711.85 ppm, 18577.23 ppm, 18577.23 ppm y
3168.325 ppm respectivamente, cabe mencionar que el aislado mas susceptible
fue C23 que corresponde a F. acuminatum; estos datos concuerdan con lo
reportado por Ramos-Garciaet al., (2011) quienes encontraron que la efectividad
de los isotiocianatos para inhibir a F. oxysporum dependia de la etapa de
desarrollo del hongo, asi como el origen del aislamiento ya que las cepas se
aislaron de diferentes especies de plantas; los isotiocianatos son una alternativa
para la proteccién de los cultivos por ello se evalu6 su capacidad inhibitoria en F.
graminearum, de acuerdo con los resultados se obtuvo un 100% del control del
crecimiento del hongo con 1250 ppm y 5000 ppm (Ashiq et al., 2022). EI modo
de accion de Alil isotiocianato esta reportado en algunas bacterias (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus), estas disminuyen su
propiedad hidrofilica, presentan dafios en la membrana citoplasmética, asi como
liberacion intracelular de potasio (Borges et al, 2014).
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El acido salicilico inhibid el crecimiento de F. solani con una CLso de 13959 ppm,
siendo esta cepa la Unica susceptible a este producto, en los Ultimos afios se ha
utilizado el acido salicilico como un inhibidor de hongos, Oliveira et al., (2016)
mencionan que al realizar ensayos in vitro para el control de Colletotrichum
musae, se inhibid el 22% del crecimiento del hongo a 3000 ppm, estos resultados
son similares a los obtenidos en este estudio; Dieryckx et al., (2015) evaluaron el
crecimiento in vitro del hongo Botrytis cinérea a una concentracion de 5 mM con
una tasa de crecimiento de 23.4% a los seis dias después del establecimiento
del ensayo; Amborabé et al., (2002) mencionan que el &cido salicilico ademas de
reducir el crecimiento del hongo Eutipa lata, se observaron afectaciones en la
estructura de las paredes del micelio, asi como las mitocondrias, vacuolas y

nucleo.

Tabla 2. Concentraciones inhibitorias (ppm) de los principios activos utilizados

para la inhibicién de Fusarium spp.

Ppm
CEPA P. A. N Df ClLso LFI LFS CL05 CLgs Ec. P-valor
Prediccion

c17 B-Citronelol 100 24 435.49 170.36 2604.1 3.44 55050 Y=-2.065+ 7.189%e-
0 A1 0.783 10

c17 D- 100 29 16756.3 11278.6 37789. 926.6 30298 Y=-5.526+ 3.366e-
Limoneno 2 7 02 8 7 1.308 08

Co03 Alil 100 23 38711.8 6279.96 15988 3.57 41918 Y=-1.87 3.118e-
5 17 6231 +0.408 08

Cco8 Alil 100 23 18577.2 3311.02 74742 1.97 17521 Y=-1.767+ 1.972e-
3 3.3 5809 0.414 07

C13 Alil 100 23 15237.6 2635.28 78988 1.527 15203 Y=-1.72+ 9.218e-
7 8 1.6 8509 0.411 07

Cc23 Alil 100 23 3168.32 1317.18 12830. 3.177 31599 Y-1.92+ 1.672e-
5 3 31 31 0.548 15

C13 Acido 100 24 13959.4 3583.09 17688 7.208 27035 Y=-2.074 4.733e-
salicilico 2 6 2.8 295 +0.5 10

Inhibicion en la produccién de esporas

De acuerdo con los resultados de la tabla 3, Unicamente dos principios activos
inhibieron la esporulacion de los hongos, para el caso de Alil la Unica cepa
inhibida fue la C17 con una CLso de 544.69 ppm, segun lo reportado por (Ashiq
et al., 2022) la esporulacion de F. graminearum se redujo en un 100% utilizando



40

una concentracion de 5000 ppm de Alil isotiocianato; en ensayos realizados in
vivo la germinacion de las esporas de Penicillium expansum fue determinada por
la concentracion de esporas utilizadas, ya que a mayor concentracion de esporas
menor fue la inhibicion de estas (Mari et al., 2002). Se estudiaron las respuestas
transcripcionales del hongo Alternaria brassicicola ante el compuesto Alil,
teniendo como resultado expresiones de bombas eflujo y genes expresados de

proteccion celular contra dafio oxidativo (Sellam et al., 2007).

Tabla 3. Efecto de los principios activos en la inhibicion de la esporulacion de

Fusarium spp.

Ppm
CEPA  Principio Df CLso LFI LFS CL05 CLos Ec. P-valor
activo Prediccion
c17 Alil 3 544.695 206.005 30740. 4.687 63306 Y=-2.179+ 0.00344
09 .23 0.796 8

Cco8 Acido 3 27 0.398 6.196 0.092 79.69 Y=-0.485 5.989%¢-
salicilico 8 +1.12 06

C13 Acido 3 11.683 7.252 16.204 2.007 67.99 Y=-2.296 2e-09
salicilico 9 +2.15

c17 Acido 3 207 0.345 4,983 0.019 223.7 Y=-0.256 8.876¢-
salicilico 48 +0.809 08

Co03 Acido 3 3912 0.374 9.056 0.178 86.14 Y=-0.726 0.00018
salicilico 6 1.225 88

C23 Acido 3 0.056 0.039 0.078 0.008 0.416 Y=2.368 3.36e-
salicilico +1.897 197

C28 Acido 3 0.116 0 1.364 0.002 7.917 Y=0.839 0.01991
salicilico +0.897

El 4cido salicilico fue eficaz en el control de la produccién de esporas, de todos
los aislados evaluados, el aislado C17 fue el Unico que presentd inhibicién de
micelio, asi como inhibicién de esporas con una CI95 de 223.7 ppm, sin embargo,
las esporas mas susceptibles fueron las del aislado C23; el acido salicilico se ha
utilizado para el control de Colletotrichum sp. reduciendo el crecimiento del
micelio asi como la produccién esporas a dosis de 2, 3 y 5 mM, cabe mencionar
gue las tres dosis antes mencionadas inhibieron la germinacion de las esporas
en un 100% (Varela et al., 2015); para el caso de F. sulphureum Xue et al., (2019)
reportaron que ademas de provocar cambios morfolégicos en el hongo e inhibir
la germinacion de esporas, el &cido salicilico también reduce la produccion de la
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micotoxina neosolaniol; para el control de Penicillium expansum se registro
inhibicion del 90% de la germinacion de esporas, ademas se determinaron los
mecanismos de accion del acido salicilico identificando que genera dafios en la
membrana plasmatica del hongo y con ello provoca fuga de proteinas (Da Rocha
Neto et al., 2015).

Los principios activos Alil, B-Citronelol y &cido salicilico inhibieron el crecimiento
y esporulacién de las especies de Fusarium, pudiendo ser una alternativa para el

control de enfermedades de origen fangico.
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CONCLUCIONES GENERALES

. Se identificaron las especies de F. acuminatum, F. oxysporum y F. solani,

agentes causales de la pudricion basal del ajo.

. Se identificé a Clonostachys rosea, como agente causal de la pudricién de

raiz en ajo y se realizé el primer reporte de este patdgeno.

. Se identificé a F. incarnatum-equiseti causante de la pudricion basal del

bulbo del ajo.

. Se evaluaron diferentes principios activos para el control de Fusarium

spp., siendo B-Citronelol el activo con mayor eficiencia de inhibicion.

. Los principios activos Alil y acido salicilico inhibieron la produccion de

esporas de las especies de Fusarium.



