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Resumen

“Potencializacion de extractos vegetales en el manejo de fitopatdogenos en
el cultivo de chile”

Introduccion. El cultivo de chile (Capsicum sp) en el estado de Zacatecas tiene
pérdidas hasta el 80% de la producciéon debido a plagas como la marchitez del
chile (Fusarium oxysporum), la pudricion blanda (Erwinia carotovora), la
mancha bacteriana (Xanthomonas sp) y el cancro bacteriano (Clavibacter
michiganensis). Los agricultores han evitado estas pérdidas incrementando las
aplicaciones de plaguicidas que dafan el entorno y la salud humana. Por lo
antes mencionado, se buscan alternativas para el control de las enfermedades,
siendo los extractos vegetales un campo de oportunidad. Objetivo. Potenciar la
eficacia biologica de los extractos vegetales de cuatro plantas regionales
eucalipto (Eucalyptus globulus), altamisa (Artemisia vulgaris), cenizo (Hyptis
emoryi) y yerbanis (Tagetes lucida) con la agregacion de productos quimicos.
Metodologia. Se utilizé el método de microdilucion en placa en todos los
bioensayos. Resultados. Las Clso menores fueron para Xanthomonas sp de
33.33 ppm con el extracto de eucalipto, para Clavibacter sp de 33.55 ppm con
el extracto de altamisa, para Erwinia sp de 198.41 ppm y Fusarium oxysporum
de 44.26 ppm ambos con el extracto de cenizo. La mayoria de las
combinaciones tuvo un efecto sinergista excepto tres: altamisa con eritromicina,
altamisa con kasugamicina y eritromicina con eucalipto. La combinacion del
extracto de cenizo con azoxistrobina para el control del F. oxysporum tuvo el
mayor ICT (4,973). Conclusion. Los extractos potencian el efecto biolégico de
los productos quimicos lo que puede reducir el dafio ambiental y a la salud
humana por el uso de estos.

Palabras clave: extractos vegetales; sinergismo; Clavibacter sp; Xanthomonas

sp; Erwinia sp; Fusarium oxysporum.



Abstrac

"Potentialization of plant extracts in the control of phytopathogens in the

cultivation of pepper”

Introduction. The cultivation of pepper (Capsicum sp) in the state of Zacatecas
has lost up to 80% of production due to pests such as pepper wilt (Fusarium
oxysporum), soft rot (Erwinia carotovora), bacterial blotch (Xanthomonas sp)
and bacterial canker (Clavibacter michiganensis). Farmers have avoided these
losses by increasing pesticide applications that harm the environment and
human health. Therefore, they look for alternatives for the control of diseases,
with plant extracts being a field of opportunity. Objective. Enhance the
biological effectiveness of the plant extracts of four regional plants eucalipto
(Eucalyptus globulus), altamisa (Artemisia vulgaris), cenizo (Hyptis emoryi) and
yerbanis (Tagetes lucida) with the aggregation of chemical products.
Methodology. The plate microdilution method was used in all bioassays.
Results. The lowest ICso were for Xanthomonas sp 33.33 ppm with eucalyptus
extract, for Clavibacter sp 33.55 ppm with the extract of altamisa, for Erwinia sp
198.41 ppm and Fusarium oxysporum 44.26 ppm both with the ash extract.
Most of the combinations had a synergistic effect except three: altamisa with
erythromycin, altamisa with kasugamycin and erythromycin with eucalyptus. The
combination of ash extract with azoxystrobin for the control of F. oxysporum had
the highest CTI (4,973). Conclusion. Extracts enhance the biological effect of
chemical products, which can reduce environmental damage and human health

using these.

Keywords: plant extracts; synergism; Clavibacter sp; Xanthomonas sp; Erwinia

sp; Fusarium oxysporum.
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1. INTRODUCCION

México es el primer exportador de chile verde a nivel mundial y ocupando a su
vez el sexto lugar en la exportacion de chile seco (SIAP, 2013), resultando ser
el estado de Zacatecas el tercer lugar a nivel nacional con 37,877 ha
sembradas y una produccion de 288,125 toneladas anuales con pérdidas hasta
del 80 % de la produccién por plagas. Dentro de las principales enfermedades
fitosanitarias del cultivo de chile en el estado de Zacatecas se encuentran la
marchitez del chile, el ahogamiento de plantulas o Damping-off, la cenicilla
polvorienta y la mancha bacteriana (Velasquez y Amador, 2009). Las
enfermedades son causadas por hongos y bacterias, siendo los mas
destacados Phytophthora capsici, Rhizoctonia spp, Fusarium spp, Verticillium
spp, Alternaria spp, Oidiopsis spp, Ralstonia solanacearum y Xanthomonas

campestris pv. vesicatoria (Melgar et al., 2012; Velasquez-Valle et al., 2013).

Es comun realizar el control de estas enfermedades con productos quimicos;
sin embargo, su uso inconsciente ha traido como consecuencia la resistencia
de los hongos del suelo a fungicidas y de las bacterias a los antibiéticos, la
contaminacion de los suelos, el deterioro de la calidad del aire, el agua y los
alimentos, asi como también perjuicios a productores y consumidores (Guédeza
et al., 2012). El problema econémico y ecologico que representa el control
guimico de enfermedades hace necesaria la busqueda de alternativas viables
en la solucion de la problematica con métodos limpios, ecol6gicos y rentables
econdmicamente. El manejo de las enfermedades fitosanitarias se ha hecho
mundialmente dificil debido a la resistencia a los fungicidas y a los antibioticos
gue durante afios fueron empleados en la agricultura de forma excesiva; esta
situacion ha motivado la busqueda de alternativas biolégicas que cuiden el
medio ambiente y no dafien la salud de los trabajadores, entre ellas, los
extractos vegetales han resultado prometedores por sus efectos
antimicrobianos y aparente inocuidad hacia la salud humana y el entorno

natural (Nalimova et al., 2005).



Objetivo General

Potenciar la eficacia biologica de los extractos vegetales de cuatro plantas

regionales con la agregacion de productos quimicos.

Objetivos Especificos

1. Obtener los extractos vegetales de cuatro plantas regionales: Altamisa
(Artemisia vulgaris), Eucalipto (Eucalyptus golbulus), Cenizo (Hyptis
emeryi) y Yerbanis (Targetes lucida).

2. Evaluar los extractos vegetales y los productos quimicos con Fusarium
oxysporum, Xanthomonas sp, Erwinia sp y Clavibacter sp, patégenos del
cultivo de chile.

3. Evaluar las mezclas del extracto vegetal con mayor eficiencia biologica

con diferentes productos quimicos y en distintas concentraciones.

Hipotesis

Al menos una de las mezclas igualara o mejorara la eficacia biolégica de los

productos quimicos.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Cultivo de Chile

El chile es el fruto de las plantas pertenecientes al género Capsicum, el cual es
econémicamente importante dentro de la familia Solanaceae. El género incluye
al menos 32 especies nativas de América, de las cuales C. annuum L., C.
baccatum L., C. chinense Jacq., C. frutescens L. y C. pubescens R&P fueron
domesticados desde hace 6,000 afios a. C. por los nativos americanos (Milla,
2006; Scaldaferro et al.,, 2013; Vazquez-Flota et al., 2007). Los pimientos
tienen una gran diversidad de forma, tamafio y color de la fruta. Los pimientos
picantes se usan como especias y los pimientos dulces se usan como
vegetales. Después del regreso de Colon a Europa tras el descubrimiento de
América y de los siguientes viajes de exploracién, los chiles se extendieron por
todo el mundo debido a su adaptacion a diferentes regiones agrocliméticas y la
rapida adopcion de chiles en diferentes culturas como alimentos, medicinas y
plantas ornamentales (Hayman y Kam, 2008). En México, se cultivan las cinco
especies antes mencionadas ademas de encontrar dos variedades silvestres,
C. lan-ceolatum con amplia distribucion en el territorio nacional, y Capsicum
ciliatum que solo se ha reportado en los estados de Chiapas y Veracruz

(Castafion-N4jera et al., 2008).

2.2 Plagas del chile

Dentro de los fitopatbgenos que atacan al cultivo del chile destacan los
causantes de las pudriciones de raiz, cuya mortalidad en las parcelas se estima
entre el 26 y 40%, estos agentes causales son: Phytophthora capsici, Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia spp, Sclerotium rolsfii, Verticillium dahliae y Pythium
spp, asi como algunas especies del nematodo Meloidogyne spp, los cuales
provocan diversas sintomatologias foliares no especificas que comprenden,

entre otros, clorosis, defoliacion y marchitez. Por otro lado, el cultivo también



sufre pérdidas provocadas por bacterias como lo es la mancha bacteriana,
siendo su agente causal Xanthomonas campestri, la pudricion blanda

provocada por Erwinia carotovora, entre otras (Vasquez et al., 2009).

2.2.1 Marchitez del chile

La marchitez del chile es causada por el género Fusarium, siendo la especie
principal Fusarium oxysporum, es una de las enfermedades de mayor
distribucion en el mundo y mas destructiva de muchos cultivos horticolas
(Bowers y Locke, 2000). El hongo del suelo antes mencionado causa marchitez
vascular infectando las plantas a través de las raices y creciendo internamente
a través de la corteza hacia la estela. Los tejidos vasculares de la raiz, y luego
del tallo, estan colonizados por el crecimiento de hifas y el movimiento de
conidios en la corriente de transpiracion. Los sintomas iniciales aparecen como
clorosis y distorsion de las hojas inferiores, a menudo en un lado de la planta
(Sahi y Khalid, 2007). La clorosis foliar, la necrosis y el retraso en el crecimiento
de las plantas se vuelven mas pronunciados a medida que la enfermedad
progresa. La marchitez ocurre en el lado afectado de la planta, seguido de
decoloracion vascular y necrosis del tallo. Toda la planta se marchita y muere a
medida que el patégeno se mueve hacia el tallo. Los sintomas provocados por
F. oxysporum dificultan su identificacion a nivel de campo. Otros estudios han
mostrado que hongos como Fusarium oxysporum var. redolens y F. solani
pueden interactuar con P. capsici para producir la marchitez del chile (Koike et
al., 2006).

2.2.1.1 Fusarium oxysporum

La especie F. oxysporum pertenece al Phylum Ascomycota, Clase
Sordariomycetes, Orden Hipocreales y Familia Nectriaceae. Entre los hongos
filamentosos, el género Fusarium es uno de los mas importantes, fue descrito

por primera vez por Link en 1809 (Leslie et al., 2001; Michielse y Rep, 2009). El



deuteromiceto F. oxysporum produce tres tipos de esporas asexuales, los
microconidios, que tienen de una a dos células y son las esporas que el hongo
produce con una mayor frecuencia y abundancia en todas las condiciones, con
mas frecuencia en el interior de los vasos de las plantas hospedantes que ha
infectado. Los macroconidios, son las esporas tipicas de Fusarium, estan
constituidos de 3 a 5 células, se adelgazan gradualmente y se encorvan hacia
ambos extremos, aparecen usualmente sobre la superficie de plantas que han
sido destruidas por el patdgeno y por lo comun forman grupos similares a los
esporodoquios. El ultimo tipo de esporas son las clamidosporas, que estan
constituidas por una o dos células, son de pared gruesa y redondas que se
forman terminal o intercalarmente en el micelio mas viejo o en los macronidios
del hongo. Los tres tipos de esporas se forman en los cultivos del hongo y quiza
también en el suelo, aunque cabe decir que solo las clamidosporas sobreviven

en este Ultimo sustrato durante mas tiempo (Agrios, 1995).

2.2.2 Pudricién blanda

La pudricién blanda de los 6rganos carnosos de los vegetales es normalmente
causada por el género bacteriano Erwinia, en particular por E. carotovora
subsp. carotovora, E. carotovora subsp. atroptica y E. chrysanthemi. En el fruto
de chile es mas comun la podredumbre blanda de las raices, también
provocada por el mismo agente causal (Henz et al., 2006). El primer sintoma
que aparece en las plantulas de chile es una zona himeda que comienza en la
punta del cotiledén recién desarrollado y se extiende hacia el tallo, esta area
mas tarde desarrolla una podredumbre blanda que es de color marrén, lo que
provoca el colapso de las plantulas. Los sintomas también aparecen como una
coloracién parduzca-negra de las venas de las primeras hojas, que luego se
pudre. En el invernadero, la enfermedad se observa por primera vez como la
marchitez de las plantas en el momento de la primera cosecha de la fruta o0 mas
tarde. La parte inferior del tallo en las plantas marchitas parece humeda y sutil,

y luego se vuelve negra y se desprende (Hadas et al., 2001).



2.2.2.1 Género Erwinia

El género Erwinia pertenece al Phylum Proteobacteria, Clase
Gammaproteobacteria, Orden Enterobacteriales y Familia Enterobacteriaceae,
descrita por primera vez por Burrill en 1882 (Kersters et al., 2006). Son bacilos
Gram negativos, anaerobios facultativos, con flagelos peritricos, catalasa
positiva, oxidasa negativa, fermentan glucosa, reducen el nitrato, producen [3-
galactosidasa y H2S, utilizan L-arabinosa, D-galactosa, glicerol, D-manosa, D-

ribosa, y sacarosa, pero no la dextrina (Schaad et al., 2001).

2.2.3 Mancha bacteriana

Es una enfermedad importante del chile (Capsicum spp), tanto en las regiones
tropicales como en las mas templadas y es causada por cepas fenotipicamente
y genéticamente heterogéneas del género Xanthomonas (Bouzar et al., 2004).
Jones et al. (2004) sugieren que solo cuatro genoespecies de este género
(Xanthomonas euvesicatoria, X. gardneri, X. perforans y X. vesicatoria) pueden
causar manchas bacterianas en el chile. Estas genoespecies difieren en el
rango de hospedador, lo que lleva a la descripcion al menos de nueve razas en
el cultivo chile. Sin embargo, existen otras cepas de Xanthomonas que afectan
a este cultivo como lo son las cepas de X. campestris pv. Raphani,
principalmente patdgenas para las especies de plantas cruciferas, que causan
brotes de enfermedad de la mancha y la marchitez de las hojas (Hamza et al.,
2010).

2.2.3.1 Género Xanthomonas

El género Xanthomonas pertenece al Phylum Proteobacteria, Clase
Gammaproteobacteria, Orden Xanthomonadales y Familia Xanthomonadaceae,
descrita por primera vez por Pammel en 1895. Son bacilos de 0.4-0.6 x 0.8-2.0

Mm, en su mayoria simples o en pares, Gram negativo, presenta un solo flagelo



polar, aerobio obligado, no reduce el nitrato. Las colonias suelen ser amarillas,
lisas, mucoides o0 viscosas. Los pigmentos son aril polienos bromados
altamente caracteristicos o "xanthomonadinas". Un heteropolisacarido &acido
extracelular caracteristico llamado xantano es producido por la mayoria de las
cepas dando la consistencia viscosa. El crecimiento es inhibido por 6% de
NaCl, 30% de glucosa, 0.01% de acetato de plomo, verde de metilo o tionina, y
por 0.1% (y usualmente por 0.02%) de cloruro de trifeniltetrazolio. Catalasa
positiva; oxidasa negativa o débil; ureasa no producida, generalmente produce
H2S, pero no el indol ni la acetoina. Pequefas cantidades de &acido se producen
a partir de muchos carbohidratos, pero no de I-ramnosa, adonitol, sorbosa, d-

sorbitol, meso-inositol 0 meso-eritritol (Saddler y Bradbury, 2005).

2.2.4 Cancro bacteriano

El agente causal de esta enfermedad es la bacteria fitopatégena Clavibacter
michiganensis, la cual ha causado serias pérdidas en las cosechas de tomate
(Lycopersicum esculentum) y chile (Casicum annuum) en invernadero y en
campo cultivados a cielo abierto, matando a las plantas jovenes o reduciendo
su produccién comercial. El cancro bacteriano se ha dispersado en el mundo y
la reduccion en la produccion se puede asociar a la pérdida directa de la planta,
nameros reducido y de menor tamafio del fruto. La infeccion primaria es
transmitida por semilla contaminada, posteriormente la bacteria penetra a los
tejidos vasculares a través de heridas, estomas, tricomas e hidatides de la hoja
(Borboa-Flores et al., 2010).

2.2.4.1 Género Clavibacter

El género Clavibacter pertenece al Phylum Actinobacteria, Clase
Actinobacteeria, Orden Micrococcales y Familia Microbacteriaceae, descrita por
primera vez por Smith en 1910. Bacilos pleomorficos que miden 0.4 - 0.75 x 0.8

- 2.5 ym, a menudo en formaciones angulares en forma de V, Gram positive, no



movil y no forma esporas, aerobio obligado. La produccion de acido a partir de
carbohidratos es lenta y débil; el acido se produce aerdobicamente a partir de
glucosa y glicerol. No produce &cido a partir de adonitol, esculina, meso -
inositol, melecitosa, B-metil-D-glucosido, rafinosa, ramnosa o ribosa. Es
catalasa positiva; oxidasa, lipasa, tirosinasa y ureasa negativa. Su temperatura
Optima de crecimiento es de 20 a 29 °C;la temperatura maxima para el
crecimiento es de 35 °C (Saddler y Kerr, 2011).

2.3 Control quimico

El control quimico de las plagas es la represion de sus poblaciones o la
prevencion de su desarrollo mediante el uso de substancias quimicas. Los
compuestos quimicos que se utilizan en la proteccion de los cultivos reciben el
nombre genérico de pesticidas o plaguicidas. El éxito del control quimico, en el
combate de las plagas depende del buen criterio que se tenga para decidir: qué
producto usar, en qué forma aplicarlo y en gué momento u oportunidad ejecutar
el tratamiento. Entre los principales métodos de control de las enfermedades del
cultivo de chile se encuentra el uso de fungicidas quimicos, aunque en los
altimos afios ha generado diversas controversias debido a su toxicidad al
hombre y dafios ambientales. Adicionalmente, pueden generar resistencia en
cepas del patdgeno (Sandoval-Chavez et al., 2011). A continuacién, se enlistan
algunos los productos quimicos utilizados para el control de hongos y bacterias
en el cultivo de chile, asi como las recomendaciones dadas por los

proveedores:

Carbendazim (Prozycar 500 F®): es un fungicida sistémico de accion rapida,
con actividad preventiva y curativa sobre enfermedades producidas por hongos
endoparasitos y ectoparasitos en forma de suspensién acuosa. También
contiene fitohormonas. Resulta efectivo en el control de numerosas
enfermedades fungicas tales como antracnosis del frijol (Glomerella

lindemuthiana), mancha ojo de rana (Cercospora sojina), mancha o peca de la



hoja del cacahuate (Cercospora personata), mancha café de las hojas del
cacahuete (Cercospora arachidicola), mancha foliar de las ornamentales
(Phomopsis sp), mancha foliar del crisantemo (Ascochyta chrysanthemi),
mancha foliar de las ornamentales (Septoria chrysanthemi), mancha negra del
rosal (Diplocarpon rosae), moho gris (Botrytis cinerea), cenicilla (Sphaerotheca
sp), tizon de la vaina y tallo de la soya (Diaporthe phaseolorum), pudriciones
radicales o pudricion de la base (Rhizoctonia sp), fusariosis o pudricion
radical (Fusarium sp), pudricion de tallo y raiz (Sclerotinia sp), pudricion de raiz

del tabaco (Thielaviopsis). Aplicacion: 500-600 mL/ha en 300 litros de agua.

Metalaxil+cloratonil (Ridomil Gold Bravo®): es un fungicida sistémico y de
contacto. El metalaxil actia sobre el crecimiento subcuticular de las hifas de los
hongos inhibiendo la sintesis de proteinas como consecuencia de la
interferencia con la sintesis de ARN (acido ribonucléico), en las células
fungosas, mientras que el clorotalonill inhibe la respiracion de las células del
hongo. Dentro de las numerosas enfermedades fangicas que controlan
destacan las producidas por: antracnosis (Colletotrichum sp.), botritis del ajo y
de la cebolla (Botrytis aclada), cenicilla polvorienta de las cucurbitaceas
(Golovinomyces cichoracearum), cercospora del chile (Cercospora capsici),
chahuixtle o roya del cacahuate (Puccinia arachidis), chahuixtle o roya del frijol
(Uromyces appendiculatus), cordana (Cordana musae), escoba de bruja del
cacao (Crinipellis perniciosa), fusariosis o pudricion radical (Fusarium sp),
gomosis de los citricos (Phytophthora nicotianae), mal de hilachas (Corticium
koleroga), mancha de la hoja (Cercospora sp.), entre otras. Aplicacion: 1.5 a 2.5
L/ha en 300 litros de agua.

Azoxistrobina (Amistar®): es un fungicida sistémico y de contacto, actla
inhibiendo el proceso respiratorio de los hongos, resultando especialmente
eficaz para impedir la germinacion de esporas y el desarrollo inicial del
patdgeno. Ademas, la azoxistrobina posee actividad translaminar, otorgando

una mejor eficacia en cultivos densos. Su efecto de contacto y prolongada
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residualidad, aseguran la proteccion de las hojas, retardando la senescencia y
manteniéndolas verdes por mas tiempo, favoreciendo asi el llenado de granos.
Aplicacion: 200-500 g/ha.

Tiabendazol (Tecto 60®): es un fungicida sistémico de amplio espectro que
puede ser utilizado para tratamientos preventivos y/o curativos. Puede aplicarse
como aspersion foliar antes de la cosecha o en tratamientos post-cosecha. Se
utiliza en contra de: antracnosis (Colletotrichum sp), moho gris (Botrytis spp),
pudricion del fruto (Gloeosporium sp), moho azul (Penicillium sp), secadera de
plantula (Rhizoctonia solani), pudricion basal del tallo (Sclerotium rolfsii),

pudricion radicular (Fusarium sp), entre otras.

Gentamicina (Final Bacter®): es un aminoglucdsido sistémico cuyo
mecanismo de accién consiste en interferir en la sintesis de proteinas
precursoras de enzimas bacterianas que degradan los tejidos vegetales, a
través de tres maneras: interfieren con la iniciacion de la formacion del péptido,
producen una lectura erronea del ARNm, desdoblan los polisomas en
monosomas no funcionales.
Este efecto es irreversible y letal para la célula bacteriana ya que se originan
proteinas no funcionales y, en ocasiones, téxicas. Se utiliza para el control de la
mancha bacteriana (Xanthonas vesicatoria) en chile y tomate, pierna negra
(Erwina atroseptica), tizén de fuego (Erwina amylovora), entre otras. Forma de

aplicar 2.5 a 4 kg/ha en 700 litros de agua.

Kasugamicina (Kasumin®): es un fungicida y bactericida sistémico con
actividad preventiva y curativa. Inhibe la incorporacion de los aminoacidos en la
sintesis de las proteinas de las células en bacterias y hongos, es absorbido por
las hojas y raices movilizandose en todas las partes de la planta, donde
previene el desarrollo de hongos y bacterias y con ello impide el crecimiento de
las lesiones. Presentado en forma de liquido soluble para en el control de las

enfermedades: pudricion bacteriana blanda (Erwinia carotovora), quema o
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afiublo del arroz (Magnaporthe grisea), mancha bacteriana del tomate
(Xanthomonas axonopodis pv vesicatoria) y bacteriosis del clavel (Burkholderia

andropogonis). Forma de aplicar: 1.5 a 2 L/ha.

Eritromicina: es un antibidético macrdélido bacteriostatico producido por
Streptomyces erythreus. La eritromicina A se considera su componente activo
principal. En los organismos sensibles, inhibe la sintesis de proteinas mediante
la union a subunidades 50S ribosomales. Este proceso de union que inhibe la
actividad peptidil transferasa e interfiere con la traslocacion de los aminoacidos

durante la traduccion y el montaje de las proteinas (Alvarez y Garcia, 2002).

2.4 Metabolitos Secundarios

Las plantas desarrollan diversas estrategias de defensa contra condiciones de
estrés bidtico y abidtico, entre ellas esta la sintesis de metabolitos secundarios
(MS), que forman parte de la respuesta quimica contra el dafio que ocasionan
las heridas y el atague de microrganismos patégenos (Sepulveda et al., 2003).
Los principales constituyentes de los metabolitos secundarios son los terpenos
de bajo y medio peso molecular como los monoterpenos, los sesquiterpenos vy,
en menor medida, los diterpenos. Los monoterpenos son las moléculas mas
abundantes, llegando a representar hasta el 90% de ellos (De Sousa, 2011).
Para su extraccion se pueden utilizar métodos tradicionales como son la hidro-
destilacion, la destilacion de vapor, el prensado en frio, la extraccion con
solventes y los métodos simultaneos de destilacién-extraccion, asi como varias
técnicas mas modernas que incluyen la extraccion con fluido supercritico,
extraccién con liquido a presion, extraccibn con agua caliente presurizada,
extraccidbn con disolvente con membrana, la micro-extraccion en fase y
extraccion asistida por microondas o por ultrasonido (Reyes-Jurado et al.,
2015). La forma mas tradicional de obtener el aceite esencial es la hidro-
destilacién, sin embargo, la més utilizada en los laboratorios e industrias es la

extraccidon con solventes por soxhlet, Zhao y Zhang (2014) reportaron un mayor
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rendimiento de la extraccion por soxhlet comparada con la hidro-destilacion y la

extraccion por fluido supercritico con COo..

2.4.1 Eucalipto (Eucaliptos globulus)

Dentro de los MS toman importancia los obtenidos de Eucalyptos globulus, los
cuales tienen una accion antibacterial contra bacterias Gram-positivas y
bacterias Gram-negativas (Rueda y Mogollén, 2013); asi como otro estudio
determind que el extracto de E. globulus no solo tiene actividad antifingica sino
gue ademas inhibe la produccién de las micotoxinas AFB1y AFG: sintetizadas
por el género Aspergillus (Cisarova et al., 2012). El principal metabolito
secundario del extracto de eucalipto es el 1,8 cineol (eucaliptol) que de acuerdo
con Pattnaik et al. (1997) tiene una notable actividad biolégica comprobada con
11 hongos y 18 bacterias en un rango de concentracién 0.5 - 10 uL/mL y 0.16 -
20 pL/mL (microlitros del extracto por mililitros de diluyente) para cada tipo de
microorganismo respectivamente, destacando a Fusarium oxysporum Yy

Fusarium solani que son de interés fitopatogénico.

Clasificacion taxonémica.

Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Myrtales
Familia Myrtaceae
Género Eucalyptus
Especie globulus
(Darriba y Silva-Pando, 2016)

2.4.2 Altamisa (Artemisia vulgaris)

El género Artemisia, comprendido por pequefias hierbas y arbustos, es uno de

los géneros mas grandes y mas ampliamente distribuido de la familia de las
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Compuestas. Los miembros de este género tienen un olor o sabor
caracteristico, de interés botanico, farmacéutico y utilizados en la industria de
elaboracion de licor (Kordali et al., 2005a). El follaje aromético de A. vulgaris se
cosecha a fines de la primavera y comienzos del verano, sus extractos se
recomiendan a las mujeres para una amplia variedad de problemas
ginecoldgicos y para una multitud de otros propdésitos medicinales, incluso como
agentes  antibacterianos, antiinflamatorios, antisépticos, diaforéticos,
emenagogicos o estimulantes (Barney y DiTommaso, 2003).

Clasificacion taxonémica.

Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Artemisia
Especie vulgaris
(Davidse et al. 2012)

2.4.3 Yerbanis (Tagetes lucida)

La planta Tagetes lucida conocida como “yerbanis” ampliamente distribuida en
la Sierra Madre Oriental, es utilizada en nuestro pais como alimento y planta
medicinal (Bye, 1986), su extracto metanolico ha demostrado actividad
antibacterial contra 16 microorganismos entre los cuales se encuentran Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Yersinia enterocolitica,
Staphylococcus aureus; y una accion antifungica evaluada con los hongos
Aspergillus niger, Penicillium notatum, Fusarium moniliforme, Sporotricum
Fusarium, Trichophyton mentagrophytes y Rhizoctonia solani, este ultimo

alcanzando un 100% de inhibicion in vitro (Céspedes et al., 2006).
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Clasificacion taxonomica.

Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Tagetes
Especie lucida
(Villarreal, 2003)
2.4.4 Cenizo (Hyptis emoryi)

La planta Hyptis emoryi, conocida en el norte del pais como “cenizo”, es un
arbusto erecto con numerosas ramas delgadas esbeltas, generalmente de tres
a ocho ramas principales que crecen ligeramente hacia afuera de la base, y un
diametro medio aproximadamente igual a la altura de las plantas maduras
(Smith y Nobel, 1977). El género Hyptis incluye mas de 775 especies, la
mayoria en el continente americano, esta planta se utiliza tradicionalmente
como remedio medicinal para diversas enfermedades por sus propiedades
antitumorigenas y antimicrobianas (McNeil et al.,, 2011). Hyptis emoryi se
encuentra principalmente en el norte de México y sur de EE UU, sus
metabolitos secundarios mas abundantes son: borneol (11.9%), a-thujene
(7.0%) y el 1,8 cineol (6.9%) (Tanowitz et al. 1984).

Clasificacion taxonémica.

Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Género Hyptis
Especie emoryi
(Pastore et al. 2011)
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2.5 Mecanismos de accion de los extractos vegetales

Los mecanismos de acciéon de los extractos vegetales no estan totalmente
resueltos, aunque es probable que impliquen en la mayoria de los casos,
disrupciones en las membranas por compuestos lipofilicos. De acuerdo con
esto, Mendoza et al. (1997) describieron que una disminucion de la
hidrofobicidad de ciertos diterpenos por la adicion de grupos metilo hace
disminuir drasticamente su actividad antimicrobiana. Precisamente, una
importante caracteristica de los metabolitos secundarios es su hidrofobicidad.
Los MS tienen la capacidad de hacer mas permeables las membranas lipidicas
citoplasmaticas, las membranas de las paredes de las bacterias Gram
negativas y en organismos eucariotas, las membranas de las mitocondrias
(Burt, 2004). Los metabolitos secundarios también podrian actuar sobre las
proteinas embebidas en las membranas celulares interaccionando con las
partes hidrofobicas de las mismas, lo que podria incluso afectar a enzimas
como la ATPasa de membrana (Usano-Alemany et al., 2014). La efectividad de
algunos extractos contra agentes infecciosos de las plantas ha sido constatada
por (Soylu et al.,, 2006), indicando que su acumulacién en los tricomas
glandulares puede tener efectos de profilaxis y proteccién frente a bacterias y
hongos oportunistas infecciosos.
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se desarrollo en el estado de Zacatecas y en el
Laboratorio de Toxicologia del Departamento de Parasitologia de la Universidad

Autonoma Agraria Antonio Narro.

3.1 Obtencion de los extractos vegetales

La recoleccién del material vegetal fue realizada en los alrededores de las
ciudades de Saltillo y Arteaga, para ello se tomaron hojas de eucalipto,
altamisa, cenizo y yerbanis que no tuvieran signos de estar enfermas por
agentes microbianos o factores abiéticos. Las hojas fueron puestas en papel
periodico y se dejaron secar por 72 horas a temperatura ambiente y
resguardadas del sol. Transcurrido el tiempo se desinfectaron las hojas, para
ello se sumergieron en hipoclorito de sodio al 1% por 3 minutos, se enjuagaron
por triplicado con agua destilada estéril y se dejaron secar por 2 horas sobre
papel absorbente estéril. Posterior a esto, las hojas fueron trituradas en un
molino casero y finalmente se sometieron a una extraccién con solventes por
soxhlet de acuerdo con la metodologia propuesta por Reyes-Jurado et al.
(2015).

Para realizar la extraccion por soxhlet (Figura 1) se pesaron 10 gramos del
material vegetal pulverizado, fue colocado en un “saco” hecho con papel filtro
doblado e introducido en el sifon del equipo. Enseguida se vertieron 130 mL de
etanol al 70% en el matraz de fondo plano del equipo y se procedié a armar el
mismo. Para montar el equipo se ajusto el refrigerante sobre el sifon y este
sobre el matraz de fondo plano, luego se colocé encima de una parrilla de
calentamiento, se fij6 con pinzas de tres dedos a un soporte universal, se
conectaron las mangueras de entrada y salida de agua al refrigerante, se llené
la tarja con agua que se enfrio con bolsas de gel refrigerante y se coloco la
bomba de circulacibn de agua en la tarja. Una vez armado el equipo se
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encendié la parrilla de calentamiento a 90°C y se prendié la bomba de
circulacion de agua. Ya que se inicié la evaporacion y condensacion del
solvente se cronometraron cuatro horas, completando un minimo de cuatro
ciclos, transcurrido el tiempo se apago6 todo y se guardd el producto en un
frasco ambar para la posterior recuperacion del solvente. Finalmente se
recuper0 el solvente en un rotavapor a 15 libras de presidon y con una

temperatura de 43°C y se midi6é el volumen final. El extracto fue conservado en

un frasco ambar a 4°C hasta su uso.

Figura 1. Extraccién por soxhlet y concentracion en el rotavapor.
3.1.1 Gravimetria

La determinacién de la concentracion de los extractos se realizé mediante
gravimetria (Banse et al. 1963), observar figura 2. Se prepararon 5 controles de
cloruro de sodio en etanol al 70% en las concentraciones 0.001 g/mL, 0.01
g/mL, 0.1 g/mL, 0.5 g/mL y 1 g/mL. Se tararon varios crisoles a peso constante
en una estufa a 200°C, es decir, se colocaron por 1 hora en la estufa y se
enfriaron en un desecador por 30 minutos para posteriormente ser pesados,
este procedimiento se repiti6 hasta que el peso de los crisoles se mantuvo sin
variaciones y se registro el peso final. Después se les afiadié un mililitro de los
controles, se pusieron durante 1 hora en la estufa, se enfriaron 30 minutos en el

desecador y se pesaron. Se confirm6é que la diferencia de peso fuera
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equivalente a la concentracién del control correspondiente. Una vez verificado
el método se agrego 1 mililitro de cada uno de los extractos y se repitio el
procedimiento para determinar la cantidad de materia contenida en ellos,
aumentado el tiempo de secado a 4 horas.

Figura 2. Proceso de gravimetria.

3.2 Obtencion de las cepas

Se recolect6 el material vegetal (Figura 3) en los municipios de Fresnillo y Ojo
Caliente, Zacatecas. Los cultivos muestreados fueron chile pasilla y chile
poblano. Dichos cultivos presentaban sintomatologia de marchitamiento,
entristecimiento, principios de ahorcamiento de raiz y fruto necrosado. De cada
planta se recolect6 raiz, tallo, hoja y fruto si lo habia, separando cada tipo de
muestra en una bolsa independiente para evitar la contaminacién cruzada y
fueron trasportadas en una hielera con bolsas de gel congelado al laboratorio
de toxicologia de la UAAAN. Cada una de las muestras se etiquetaron como
M1, M2, ..., M9 y M10, fueron procesadas para la identificacion de los
fitopatdgenos con el procedimiento estandarizado del laboratorio, el cual se
describe a continuacion.



Las muestras fueron lavadas con agua corriente para retirar los residuos de
tierra. A cada una se les realizaron varios cortes de aproximadamente 1 cm?
que tuviera una parte infectada y una parte sana (Figura 4). Posteriormente se
desinfectaron los cortes sumergiéndolos en una solucion de hipoclorito de sodio
(NaClO) al 3% durante un minuto, se enjuagaron por triplicado con agua
destilada estéril y se pusieron a secar en papel secante (sanitas) durante 20
minutos. Entre cada muestra se cambid la solucidén de hipoclorito de sodio y el
agua destilada. Los cortes desinfectados se sembraron en medio PDA
(preparado de acuerdo con las especificaciones del proveedor) sin acidificar y
se incubaron por 24-72 horas a 28°C, transcurrido el tiempo se verificaron las
siembras para observar si hubo o no crecimiento y se realizaron las resiembras

pertinentes.

Figura 4. Algunos cortes de las muestras.
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De los aislados, los hongos fueron identificados morfolégicamente con las
claves de Barnett y Hunter (1998) e identificados molecularmente, y las
bacterias identificadas por pruebas bioquimicas del manual para la
identificacion de procariontes fitopatdégenos de Schaad et al. (2001).

3.2.1 Identificacién del hongo

La extraccibn de ADN se realizd por el método de Doyle y Doyle (1990)
modificado el cual consisti6 en macerar 50 mg del micelio del hongo purificado
en 500 pL del buffer de extraccion (Tris-HCI pH 8.0 a 100 mM; EDTA pH 8.5 a
50 mM y SDS al 2%), se agitd 30 segundos en vortex y se coloco en hielo por
15 minutos; se le agregaron 500 uL de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1, se
mezclé por agitacion en vortex y se centrifugd 15 minutos a 12,000 rpm; se
traspaso el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf y se agregd isopropanol
frio en relacién 1:1; se dejé reposar por 15 minutos a -4°C y posterior a eso se
centrifugd 10 minutos a 12,000 rpm, se desechd el sobrenadante y se
resuspendio la pastilla en 20 pL de agua desionizada estéril, se le agregaron 50
puL RNAasa y se incuba por 1 hora a 37°C; el producto de la extraccion se

visualizara por electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

El ADN se amplific6 por PCR de punto final en un termociclador de la marca
Select BioProducts, ampliando las regiones internas transcritas ITS1 e ITS4
entre los genes ribosomales (ADNr) 18S-5.8S Y 5.8S-28S utilizando los
iniciadores ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC). EIl coctel de reaccion se preparé: 7 pL Taq &
Go master mix, 0.5 pL de iniciador foreward (10mM), 0.5 pL de iniciador reverse
(10mM), 6 pL de agua y 1 puL de muestra para dar un volumen total de 15 L. El

programa del termocilclador se describe en la tabla 1.
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Tabla 1. Programa para amplificacion ADN de hongos.

Etapa Temperaturay tiempo
Desnaturalizacion inicial 94°C por 5 minutos
. . Desnaturalizacién 94°C por 10 segundos
Ciclos repetitivos ibridacio oC d
(30 ciclos) Hibri acion 56°C por 30 segundos
Extension 72°C por 2 minuto
Extension final 72°C por 5 minutos

Los productos fueron visualizados en un gel de agarosa al 2%, se mandaron
secuenciar y se correlacionaron en la base de datos del NCBI.

3.2.2 lIdentificaciéon de las bacterias: Pruebas bioquimicas

Se realizaron las pruebas bioquimicas del manual de Schaad et al. (2001) para
la identificacién de fitopatdgenos. Estas fueron: tinciébn de Gram, tincién de
flagelos, tincion de esporas, catalasa, oxidasa, ureasa, crecimiento en
condiciones aerobias y en condiciones anaerobias, crecimiento en medio YDC,

crecimiento en medio KB y crecimiento a temperatura de 40°C.

3.3 Bioensayos en microplaca: Extractos vegetales

Los bioensayos fueron realizados con la metodologia de microdilucién en placa
modificada de las técnicas propuestas por Gabrielson et al. (2002) y Masoko et
al. (2005). Se realizé una ventana biologica previa para determinar el rango de
accion de los extractos, en donde el rango concentraciones fue de 2000 a 7.81
ppm. Donde se determind que la concentracion mas alta debia ser 500 ppm, y
la mas baja de 19.51 ppm (Figura 6). Para todas las placas se colocaron tres
controles: uno negativo (columna 1) y dos positivos (columnas 2 y 3), y nueve
tratamientos. La distribucion se ilustra en la Figura 5. El procedimiento fue el

siguiente:

1. Se colocaron 100 pL de agar nutritivo con cloruro de trifeniltetrazolio
(CTT) al 0.01% en cada uno de los 96 pozos.
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En la columna 3 se afadieron 100 pL del solvente, se mezclaron y se
elimind el sobrante para no modificar el volumen inicial. El solvente fue
agua destilada estéril.

. Ala columna 4 se le agregaron 200 pL del extracto en una concentracion
de 750 ppm, se mezclo y se retiraron 200 uL para mezclarse con la
siguiente columna, asi sucesivamente se realizaron las diluciones
seriadas hasta la columna 12. La relacion de dilucion fue 2:3.

Se afiadieron 10 pL del patdgeno correspondiente en una concentracion
1x107 células o esporas/mL a todos los pozos excepto a los de la
columna 1 que se les agreg6 10 uL de agua destilada estéril.

Se tomo una lectura de absorbancias.

Se incubaron a 28°C por 48 horas, y trascurrido el tiempo se tomo lectura
de las absorbancias a 490 nm.
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Figura 5. Esquema de la distribucién general en la microplaca.
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Cada fila fue una repeticién y se realizaron tres placas en total. Las lecturas de
la absorbancia a 490 nm se realizaron en un espectrofotometro Bioteck modelo
EIX800®. Se consideraron positivos los pozos que presentaron una coloracion
rosa-violeta y como negativos los que no presentaron variacion de color,

ademas de los valores de las absorbancias.
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Figura 6. Bioensayo con extractos. 1) Placa al tiempo 0; 2) Placa a las 48 horas

de incubacion.
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3.4 Bioensayos en microplaca: Productos Quimicos

Todos los ingredientes activos fueron donados por el Laboratorio de Toxicologia
del Departamento de Parasitologia de esta Universidad. Para los productos
guimicos se tomaron en cuenta las instrucciones de los proveedores partiendo
con la concentracion mas alta (Tratamiento 9), las concentraciones de todos los
tratamientos se especifican en las tablas 2 y 3. Igual que en los extractos, en la

placa se colocaron 2 controles positivos y uno negativo.

1. Se colocaron 150 pL de agar nutritivo con cloruro de trifeniltetrazolio
(CTT) al 0.01% en cada uno de los 96 pozos.

2. En la columna 3 se afadieron 150 pL del solvente, se mezclaron y se
elimind el sobrante para no modificar el volumen. El solvente fue agua
destilada.

3. Ala columna 4 se le agregaron 150 pL de la solucion concentrada 2X de
cada producto quimico, se mezclé y se retir0 el exceso para ser
mezclado con la siguiente columna, y asi sucesivamente se realizaron
las diluciones seriadas hasta la columna 12. La relacion de diluciéon fue
1:2.

4. Se afadieron 10 pL del patégeno correspondiente en una concentracion
1x107 células o esporas/mL a todos los pozos excepto a los de la primera
columna que se les agregaron 10 pL de agua destilada estéril.

Se tomo una lectura de las absorbancias.
Se incubaron a 28°C por 48 horas, y trascurrido el tiempo se tomaron las
absorbancias a 490 nm.

Cada fila fue una repeticién y se realizaron tres placas en total. Las lecturas de
la absorbancia a 490 nm se realizaron en un espectrofotometro Bioteck modelo
EIX800®. Se consideraron positivos los pozos que presentaron una coloracion
rosa-violeta y como negativos los que no presentaron variacion de color,

ademas de los valores de las absorbancias.
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Tabla 2. Concentraciones de los principios activos en cada tratamiento para los

géneros bacterianos.

Bioensayos con productos quimicos

Tratamiento Eritrotromicina Gentamicina Kasugamicina

1 3.91 1.95 0.45
2 7.81 3.91 0.90
3 15.63 7.81 1.80
4 31.25 15.63 3.59
5 62.50 31.25 7.19
6 125 62.50 14.38
7 250 125 28.75
8 500 250 57.50
9 1000 500 115

Tabla 3. Concentraciones de los principios activos en cada tratamiento para

Fusarium oxysporum.

Bioensayos con productos quimicos

Tratamiento

Metalaxil+Clorotalonil

Carbendazim Tiabendazol

Azoxistrobina

1 156.25 39.06 23.44 7.81
2 312.50 78.13 46.88 15.63
3 625 156.25 93.75 31.25
4 1,250 312.50 187.50 62.50
5 2,500 625 375 125
6 5,000 1,250 750 250
7 10,000 2,500 1,500 500
8 20,000 5,000 3,000 1,000
9 40,000 10,000 6,000 2,000

La figura 7 muestra dos fotografias de un bioensayo con producto quimico, en

ese caso es el fungicida carbendazim, antes y después de la incubacion. Se

alcanza a apreciar la coloracion de los controles negativo, positivo 1 y positvo2.
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Figura 7. Bioensayo productos quimicos (Carbendazim). 1) Placa al tiempo 0;

2) Placa a las 48 horas de incubacion.

3.5 Bioensayos en microplaca: Mezclas

Para las mezclas de productos quimicos y los extractos, se usO la
concentracion inhibitoria media (Clso) mas baja para cada patégeno, es decir,
para Xanthomonas sp el extracto de eucalipto con 33.33 ppm, para Clavibacter
sp fue el extracto de altamisa con 33.55 ppm, para Erwinia sp y Fusarium
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oxysporum fue el extracto de cenizo con 198.41 y 44.26 ppm respectivamente.
Las concentraciones de los principios activos de los tratamientos se especifican
en las tablas 4 y 5. Cada placa tuvo 2 controles positivos (columnas 2y 3) y un

control negativo (columna 1).

1. Se colocaron 150 pL de agar nutritivo con cloruro de trifeniltetrazolio
(CTT) al 0.01% en cada uno de los 96 pozos.

2. En la columna 3 se afadieron 150 puL del producto quimico concentrado
2X, se mezclaron y se eliminod el sobrante para no modificar el volumen.
El solvente fue agua destilada.

3. Ala columna 4 se le agregaron 150 pL de la solucion concentrada 4X de
cada producto quimico, se mezclé y se retir0 el exceso para ser
mezclado con la siguiente columna, y asi sucesivamente se realizaron
las diluciones seriadas hasta la columna 12. El factor de dilucion fue 1:2.

4. Se afadieron 150 pL de la solucion concentrada 2X del extracto
correspondiente, se mezcld y se elimind el resto. Esto se hizo para todos
los pozos de la columna 4 a la 12. El factor de dilucion fue 1:2.

5. Se afadieron 10 pL del patégeno correspondiente en una concentracion
1x107 células o esporas/mL a todos los pozos excepto a los de la primera
columna que se les agregaron 10 pL de agua destilada estéril.

6. Se tomo una lectura de absorbancias.

7. Se incubaron a 28°C por 48 horas, y trascurrido el tiempo se tomaron las

absorbancias a 490 nm.

Cada fila fue una repeticion y se realizaron tres placas en total. Las lecturas de
la absorbancia a 490 nm se realizaron en un espectrofotometro Bioteck modelo
EIX800®. Se consideraron positivos los pozos que presentaron una coloracion
rosa-violeta y como negativos los que no presentaron variacion de color,

ademas de los valores de las absorbancias.
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Tabla 4. Concentraciones de los principios activos en cada tratamiento para los

géneros bacterianos.

Bioensayos con mezclas

Xanthomonas sp, Clavibacter sp Erwinia sp
Tratamiento Eritro Genta Kasu Eritro Genta Kasu
1 1.95 1.95 0.45 0.49 0.49 0.45
2 3.91 3.91 0.90 0.98 0.98 0.90
3 7.81 7.81 1.80 1.95 1.95 1.80
4 15.63 15.63 3.59 3.91 3.91 3.59
5 31.25 31.25 7.19 7.81 7.81 7.19
6 62.50 62.50 14.38 15.63 15.63 14.38
7 125 125 28.75 31.25 31.25 28.75
8 250 250 57.50 62.50 62.50 57.50
9 500 500 115 125 125 115

Eritro: eritromicina; Genta: gentamicina; Kasu: kasugamicina.

Tabla 5. Concentraciones de los principios activos en cada tratamiento para

Fusarium oxysporum.

Bioensayos con productos quimicos

Tratamiento | Metalaxil+Clorotalonil Carbendazim Tiabendazol Azoxistrobina

1 9.77 9.77 9.77 0.98
2 19.53 19.53 19.53 1.95
3 39.06 39.06 39.06 3.91
4 78.13 78.13 78.13 7.81
5 156.25 156.25 156.25 15.63
6 312.50 312.50 312.50 31.25
7 625 625 625 62.50
8 1,250 1,250 1,250 125

9 2500 2500 2500 250

Para el caso especifico de Erwinia sp con antibiético eritromicina, se tuvo que

bajar las dosis debido a que no se desarrollaba crecimiento alguno en los

tratamientos (Figura 8).
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Figura 8. Placa de Erwinia sp sin crecimiento en los tratamientos.

3.6 Calculo del porcentaje de inhibicion

Para calcular el porcentaje de inhibicion se les resto el valor de la absorbancia
obtenida de la primera lectura, denominada tiempo cero. Asi se garantizé que el
cambio de absorbancia fuera so6lo por el incremento de poblacién o debido la
coloracion generada por los procesos respiratorios de los patégenos. Posterior

a eso se utilizé la férmula:

Control positivo—Tratamiento
Control positivo

% inhibicion = (100)

En donde,
Control positivo: absorbancia del control positivo
Tratamiento: absorbancia de una repeticion

En los bioensayos de los extractos y los principios activos de los antibiéticos se

utilizé6 para los calculos el control positivo 1, y para los célculos en los
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bioensayos con fungicidas y los bioensayos de las mezclas se utilizo el control

positivo 2, el cual tuvo una mayor absorbancia.
3.7 Anélisis estadistico

Los datos de porcentaje de inhibicion fueron sometidos a una comparacion de
medias y a un andlisis Probit. La comparacion de medias se realiz el sistema
estadistico Minitab version 11 mediante un andlisis de varianza con prueba de
Tukey (p=0.05); la determinacién las concentraciones inhibitorias medias (Clso)
se llevd a cabo con el programa estadistico SAS System version 9.2 por
regresion Probit. También se calcul6 el indice Co-Toxicidad utilizando formula
de Sun y Johnson (1960):

6150 de A

cr=—222—=-
Cls, de B

(100)

En donde,

Clso de A: Concentracion inhibitoria media uno de los compuestos
Clso de B: Concentracion inhibitoria media de la mezcla

ICT: Indice de Co-Toxicidad

Si el ICT es aproximado a 100 los compuestos tienen accién independiente, si
el ICT es superior a 100 tienen una accion sinergista y si el ICT es menor a 100

la accién de los compuestos es antagonista.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Extractos

Se obtuvieron los cuatro extractos, el que tuvo mayor concentracion fue el
extracto de eucalipto mientras que el extracto de cenizo fue el de menor

concentracion. Esto se puede apreciar en la siguiente tabla.

Tabla 6. Concentracion de cada uno de los extractos vegetales.

Extracto Volumen Concentracion
Eucalipto 7.5 mL 185,200 ppm
Altamisa 7.0 mL 85,800 ppm
Cenizo 7.5 mL 151,000 ppm
Yerbanis 7.3 mL 155,800 ppm

4.2 Obtencion de cepas

De los aislados se obtuvo el hongo Fusarium oxysporum el cuales fue
identificado morfolégicamente con las claves de Barnett y Hunter (1998), e
identificado molecularmente; y tres bacterias Erwinia sp, Clavibacter sp y
Xanthomonas sp identificadas por pruebas bioquimicas de manual de Schaad
et al. (2001).

4.2.1 Identificacion del hongo

En la Figura 6 se muestran los dos geles de agarosa, el primero corresponde a
la extraccion de ADN y el segundo a la amplificacién de gen ITS por PCR, como
se logra apreciar se extrajo y amplifico correctamente el ADN del hongo aislado.
La secuenciacién tuvo un 100% de correlacion con el gen KX929698.1 de F.

oxysporum en la base de datos del NCBI.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX929698.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ETECDNBF01R
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Figura 9. Geles de agarosa. 1) Gel de verificacion de la extraccion de ADN; 2)

Gel de verificacién de producto de PCR (600 pb linea amarilla)

4.2.2 ldentificacion de las bacterias: Pruebas bioquimicas

De acuerdo con los resultados obtenidos, los tres aislamientos bacterianos
corresponden a los géneros Erwinia sp, Xanthomonas sp y Clavibacter sp.
Estos se muestran en la tabla 7 junto con los resultados reportados en el
manual de Schaad et al. (2001). Las colonias de la M1 eran colonias blancas en
el medio YDC y no presentaban fluorescencia; las colonias de la muestra M2 y
M3 tenian una coloracion amarilla en el medio YDC y ninguna presenté
fluorescencia en medio KB. Tanto la colonia M1 como M2 fueron bacilos Gram
negativo y la M3 fueron bacilos Gram positivos, en esta Ultima se observaron

algunos en forma de V.

. N \,--j» k
Figura 10. Pruebas bioquimicas. 1) Prueba de catalasa; 2) Prueba de oxidasa;

3) Tincion de Gram 100x; 4) Prueba de ureasa.
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Tabla 7. Caracteristicas usadas para diferencias géneros de patdgenos

procariontes de plantas que crecen en medios comunes (Schaad et al. 2001).

Erwinia Xanthomonas | Clavibacter

Caracteristicas
Sc M1 | Sc M2 Sc M3

Tincion de Gram — — + +

Crecimiento anaerobio + \ + _ _ _ _
Crecimiento aerobio + + + + + +

Colonias amarillas en medio — — + + + +
YDC

Colonias mucoides en YDC a
30°C

Pigmento fluorescente en KB - | - _ _ _ _
Ureasa S + — — - —
Oxidasa - | - _ - _ _
Crecimiento a 40°C — — — — — -
Mas de 4 flagelos peritricos + 4 - - _ —
Formacion de esporas — — — — — -
Micelio aéreo - | - -

Sc: Resultado reportado en el manual de Schaad; M1/M2/M3: resultados
obtenidos en las muestras; —, 80% o mas de cepas negativas; +: 80% o0 mas de

cepas positivas después de 5 dias; 2 algunas especies son positivas.

4.3 Bioensayos
4.3.1 Bioensayos extractos

Como se aprecia en las tablas 8 y 9, todos los extractos tienen actividad
biolégica sobre los microorganismos evaluados, siendo el de mayor actividad
para Xanthomonas sp el extracto de eucalipto (E. globulus) con una Clso de
33.33 ppm, para Clavibacter sp el extracto de altamisa (A. vulgaris) con una
Clso de 33.55 ppm y el de cenizo (H. emoryi) con una Clso de 198.41 ppm para
Erwinia sp y de 44.26 ppm para Fusarium oxysporum. Almeida Pinheiro et al.
(2015) reportan que los extractos metanolicos de algunas especies de plantas
pertenecientes al género Hyptis tienen efectos bacteriostaticos sobre los
patdgenos de humanos Staphilococcus aureos, Escherichia coli y Pseudomona
aeroginosa en un rango de 15 a 70 ppm dependiendo de la especie de donde

se obtuvo el extracto, lo anterior concuerda con los datos generados con
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excepcion de la cepa de Erwina sp que necesitd una concentracion mayor para
tener una inhibicion del 50%, de igual modo el resultado para F. oxysporum se
asemeja a lo obtenido en el mismo estudio para el deuteromyceto Candida
albicans con una Clso de 50 ppm.

Tabla 8. Comparacion de medias de los porcentajes de inhibicion.

Tratamiento  Eucalipto Altamisa Cenizo Yerbanis
Xanthomonas sp
Control (+) 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A
1 18.18 B 6.13 A 15.37 B 26.76 B
2 4098 C 12.72 AB 14.25 BA 26.97 B
3 66.26 D 12.82 AB 16.78 C 31.64 BC
4 92.38 E 36.20 ABC 13.13 BA 33.63 BC
5 98.36 E 48.90 C 1556 B 43.80 C
6 97.90 E 62.20 C 30.74 C 73.23 D
7 95.12 E 100 D 5488 D 98.70 E
8 9751 E 100 D 99.03 E 96.61 E
9 99.78 E 100 D 99.36 E 90.63 E
Clavibacter sp
Control (+) 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A
1 557 AB 43.86 B 29.18 B 3.10 A
2 12.13 AB 47.80 BC 30.70 B 13.85 A
3 1559 AB 47.86 BC 31.10 B 15.65 A
4 17.71 B 61.82 BC 28.52 B 40.18 B
5 46.74 C 69.41 C 43.58 BC 56.04 BC
6 58.37 C 7142 D 50.35 BC 67.28 C
7 87.50 D 100 E 5981 C 96.50 D
8 94.33 D 100 E 98.73 D 96.57 D
9 99.72 D 100 E 100 D 97.46 D
Erwinia sp
Control (+) 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A
1 701 B 0.38 A 0.66 A 463 AB
2 758 B 250 AB 3.12 AB 4.44 AB
3 8.24 B 284 AB 4.63 AB 3.77 AB
4 848 B 3.48 AB 7.03 AB 441 AB
5 8.76 B 498 AB 10.28 B 497 AB
6 1519 C 9.00 B 40.19 C 1422 B
7 25.02 D 32.90 C 4591 C 40.64 C
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8 66.12 E 61.89 D 7220 D 60.17 D
9 87.62 F 99.32 E 99.87 E 9558 E
Fusarium oxysporum

Control (+) 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A
1 17.00 BC 26.36 B 3711 B 39.22 B
2 32.20 BCD 30.64 B 43.84 BC 40.75 B
3 44.36 CD 3451 B 50.79 CD 43.05 B
4 47.11 CD 36.62 B 56.96 CDE 4352 B
5 47.27 CD 50.75 C 59.62 DE 4292 B
6 52.78 D 67.26 D 66.33 EF 41.76 B
7 53.20 D 80.43 E 79.59 F 50.94 BC
8 63.34 DE 96.60 F 97.28 G 65.67 CD
9 91.96 D 98.23 A 98.09 A 79.03 D

Por otro lado, Kordali et al. (2005b) reportaron que las especies del género
Artemisia tienen una actividad antibacterial en contra de Clavibacter
michiganense, Erwinia ananas, E. carotovora, Xanthomonas axanopoda y
Xanthomonas pelargonii, esto se confirma también para la especie de A.
vulgaris con los datos generados ya que para todas bacterias evaluadas fue
efectivo. Los maximos porcentajes de inhibicion (100% para todas las bacterias)
se validan con los porcentajes de inhibicién obtenidos por Ahameethunisa y
Hopper (2010) del 66% para Erwinia sp, entre 70-77% para Xanthomonas
campestri y entre 73-87% para Clavibacter michiganensis quienes utilizaron el
método de disco impregnado con 5mg de extracto de A. nilagirica. El extracto
de altamisa (A. vulgaris) tuvo una Clso de 68.61 ppm y una tasa de inhibicion
maxima de 98% para F. oxysporum lo cual concuerda con Jiang y Xu (2007)
quienes mencionaron que el extracto de Artemisia argyi a 50 ppm inhibe el
crecimiento del hongo entre el 70-80%, asi mismo con Lee et al. (2007) que
reportan que el extracto de A. vulgaris a 22.7 ppm no tiene efecto antifungico al
presentar una inhibicion de 0%, en la presente investigacion dicho extracto
comenzo a tener inhibicion a partir de 29 ppm. Tan et al. (2008) declararon que
un sequiterpeno derivado del extracto de Eucalyptus globulus tiene una Clso de
158 ppm para Xanthomonas vesicatoria y de 114 ppm para el F. oxysporum

resultados que concuerdan con lo obtenido para el hongo F. oxysporum lo que
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sugiere gue este sequiterpeno es el principal antifingico del extracto y se
obtuvo un resultado opuesto para la cepa de Xanthomonas sp que puede
deberse a ser otra cepa bacteriana o a utilizar el extracto en su totalidad y no
solo un componente. Takahashi et al. (2004) reportaron concentraciones
minimas inhibitorias de 3.9 para Staphilococcus aureus y 7.8 ppm para Bacillus
cereus con el extracto de Eucalyptus globulus, lo que contrasta con la Clso de

98.19 ppm para la bacteria Gram positiva Clavibacter sp.

Tabla 9. Concentracion inhibitoria media de cada extracto.

Extracto Clso LFI LFS Ecuacion de prediccion

Xanthomonas sp

Altamisa 120.01 101.90 149.43 y = —4.06737x + 1.95621
Eucalipto 33.33 30.90 35.79 y = —6.67564x + 4.38373

Cenizo 142.43 82.13 312.76 y = —4.57753x + 2.125522
Yerbanis 70.23 36.69 155.46 y = —3.38014x + 1.83053

Clavibacter sp

Altamisa 33.55 22.29 43.73 y = —1.39808x + 0.91635

Eucalipto 98.19 69.16 160.48 y = —5.6205x + 2.82147
Cenizo 94.82 46.41 256.79 y = —2.56041x + 1.29516

Yerbanis 83.40 69.64 100.15 y = —5.68396x + 2.9586

Erwinia sp

Altamisa 253.23  158.78 586.89 y = —7.20015x + 2.99561

Eucalipto 279.95 164.37 899.28 y = —4.6394x + 1.8959
Cenizo 198.41 14754  279.55 y = —6.92805x + 3.0154

Yerbanis 251.21 156.73  593.06 y = —6.12134x + 2.55052

Fusarium oxysporum

Altamisa 68.61 48.83 92.58 y = —3.25951x + 1.77498
Eucalipto 100.50 62.77 162.29 y = —2.06436x + 1.03106
y

Cenizo 44.26 26.49 62.74 —2.29969x + 1.39714
Yerbanis 101.66 45.12 240.90 y = —1.20951x + 0.6026

Clso: concentracion inhibitoria media; LFI: limite fiducial inferior; LFS: limite

fiducial superior. El p-valor es <0.001 para todos los analisis.

4.3.2 Bioensayos con productos quimicos

Las tablas 10, 11 y 12 contienen todos los resultados obtenidos de la
comparacion de medias y los analisis Probit para cada uno de los productos

guimicos evaluados. Como se puede apreciar las cepas bacterianas no
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mostraron Clso altas a excepcion de las obtenidas para gentamicina, esto
sugiere que al ser cepas obtenidas de campo no habian sido tratadas con estos
antibiéticos y, por lo tanto, no han podido desarrollar demasiada resistencia. El
ingrediente activo més eficaz para cada microorganismo es: eritromicina para
Xanthomonas sp con una Clso de 8.41 ppm; kasugamicina para Clavibacter con
una Clso de 9.62 ppm; gentamicina para Erwinia sp con una Clso de 3.26 ppm; y
para F. oxysporum el carbendazim con una Clso de 118.68 ppm. Theodoro y
Maringoni (2000) reportaron que la kasugamicina tienen efecto bioldgico sobre
Clavibacter michiganensis en una concentracion de 1000 ppm, lo que soporta
mas la teoria de la baja resistencia de las cepas obtenidas en campo. Estos
resultados también difieren con lo investigado por Ramirez et al. (2009) para
Xanthomonas sp, quienes mencionaron que esta bacteria es sensible a la
gentamicina a 10 ppm mientras que la cepa aislada durante este proyecto es
sensible a 430 ppm, en el mismo estudio también se evalu6é a Erwinia sp
resultados que concuerdan los encontrados, los cuales indican que es

resistente a la eritromicina a 15 ppm y sensible a la gentamicina a 10 ppm.

Tabla 10. Comparaciéon de medias de los porcentajes de inhibicion de las

bacterias contra los antibioticos.

Tratamiento Gentamicina Kasugamicina Eritromicina
Xanthomonas sp

Control (+) 0.00 A 0.00 A 098 A
1 1532 B 16.59 AB 3490 BA
2 19.85 BC 17.44 AB 4540 B
3 23.76 BC 30.70 BC 4352 B
4 19.78 BC 2474 BC 48.72 BC
5 19.92 BC 28.60 BC 50.39 BC
6 24.73 BC 29.69 BC 61.89 BC
7 26.79 BC 46.33 CD 66.20 BC
8 4155 C 57.34 DE 83.79 C
9 73.08 D 7422 E 80.84 C

Clavibacter sp
Control (+) 0.00 A 0.00 A 0.75 A

1 1892 AB 951 AB 23.15 AB
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2 27.49 BC 994 AB 41.63 BC
3 27.68 BC 1853 B 5490 CD
4 33.60 BC 4577 C 66.28 CDE
5 3454 BC 5276 C 7295 DE
6 34.29 BC 5450 CD 71.82 DE
7 36.37 BC 67.88 DE 8295 EF
8 38.60 BC 73.38 EF 99.74 F
9 57.92 C 84.74 F 98.88 F
Erwinia sp

Control (+) 0.37 A 0.00 A 0.00 A
1 3299 B 2.59 AB 311 A
2 5120 C 6.01 B 6.88 AB
3 81.83 D 6.01 B 1592 AB
4 100 E 5.57 B 2327 B
5 100 E 6.96 B 5343 C
6 99.97 E 14.78 C 66.26 C
7 100 E 38.41 D 9244 D
8 100 E 80.63 E 93.24 D
9 100 E 94.24 F 93.15 D

Tabla 11. Comparacién de medias de los porcentajes de inhibicion del hongo

contra los fungicidas.

Fusarium oxysporum

Tratamiento Tiabendazol Azoxistrobina MetaIaX|I+_ Carbendazim
Clorotalonil

Control (+) 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A
1 233 A 465 AB 1051 B 2951 B
2 481 A 747 AB 15.87 BC 42.01 C
3 751 A 13.72 BC 20.79 C 5221 D
4 40.72 B 12.58 BC 27.60 D 71.25 E
5 4951 B 12.16 BC 4499 E 83.24 FG
6 7434 C 21.30 C 48.86 E 81.89 F
7 8381 C 3259 D 87.86 F 8256 F
8 94.45 D 6299 E 90.71 F 86.59 G
9 97.64 D 9655 F 92.60 F 98.17 H

La tabla 12 sintetiza los resultados del analisis Probit, en esta se observa que el

fungicida con menor concentracién inhibitoria fue el carbendazim (118ppm),



39

resultado similar al obtenido por Amini y Sidovich (2010) de Clso 80 ppm para
dicho fungicida, aunque los datos obtenidos para la azoxistrobina no
concuerdan con la Clso 156 ppm, esta variacion sugiere que los agricultores no
utilizan mucho ambos fungicidas para el control de las plagas. La tabla 11
muestra que todos los ingredientes activos tuvieron un porcentaje de inhibicion
superior al 90%, siendo el carbendazim el de mayor inhibicién un resultado de
98.17%

Tabla 12. Concentracion inhibitoria media de cada extractor para los géneros

bacterianos.

P. Activo Clso LFI LFS Ecuacion de prediccion

Xanthomonas sp

Kasugamicina 24.84 7.15 322.63 y = —0.63792x + 0.45724
Gentamicina  430.33 114.81 49,382 y = —1.34135x + 0.50928

Eritromicina 8.41 6.29 10.60 y =-—112242x + 1.21801
Clavibacter sp
Kasugamicina 9.62 6.66 14.14 y = —0.96214x + 0.97853

Gentamicina 1577 425.7 32,095 y = —0.82886x + 0.2592
Eritromicina 15.53 11.23 20.44 y = —1.00736x + 0.84575

Erwinia sp
Kasigumicina  28.81 13.76 91.35 y = —2.28079x + 1.56264
Gentamicina 3.26 2.36 4.18 y = —1.415x + 2.75444

Eritromicina 63.88 48.17 84.70 y =—2.93015x + 1.62299

Fusarium oxysporum

Tiabendazol 365.37 317.05 420.86 y = —4.51328x+ 1.76111
Azoxistrobina 542.11  260.76 1,854 y = —3.18729x + 1.16576
Carbendazim  118.68 59.25 19465 y = -1.82088x + 0.87779

Metalaxil |~ 5649 1,717 4120  y=-—421883x + 123245
+Clorotalonil

Clso: concentracion inhibitoria media; LFI: limite fiducial inferior; LFS: limite
fiducial superior; P. Activo: principio activo. El p-valor es <0.001 para todos los

analisis.

4.3.3 Bioensayos con mezclas

En las tablas 13 y 14 se observa que la mayoria de los tratamientos alcanzaron

porcentajes de inhibicion por arriba de 90%, el mas bajo lo obtuvo la mezcla de
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azoxistrobina con cenizo para Fusarium oxysporum llegando al 67.77% de
inhibicion; y el mas alto fue de 100% de inhibicion y lo alcanzaron 3
combinaciones la gentamicina con cenizo para Erwinia sp, la kasugamicina con

eucalipto y cenizo para Xanthomonas sp y Erwinia sp respectivamente.

Tabla 13. Comparacion de medias de los porcentajes de inhibicion de las

bacterias contra la mezcla de antibibticos y extractos.

Tratamiento Extracto Gentamicina Kasugamicina Eritromicina
Xanthomonas sp
Control (+) Eucalipto 0.00 A 0.00 A 040 A
1 Eucalipto 18.17 AB 2549 B 30.72 AB
2 Eucalipto 17.66 AB 26.60 B 4409 B
3 Eucalipto 22.36 B 25.90 B 46.54 B
4 Eucalipto 21.34 B 29.25 BC 46.39 B
5 Eucalipto 25.01 BC 30.53 BC 36.60 AB
6 Eucalipto 24.66 BC 37.69 C 50.80 B
7 Eucalipto 29.81 BC 57.33 D 69.80 BC
8 Eucalipto 4176 C 79.69 E 90.66 C
9 Eucalipto 71.36 D 100 F 9469 C
Clavibacter sp
Control (+) Altamisa 0.00 A 0.00 A 0.00 A
1 Altamisa 6.38 AB 450 A 6.59 AB
2 Altamisa 575 AB 1797 B 16.20 BC
3 Altamisa 11.90 ABC 20.81 B 20.16 BCD
4 Altamisa 20.50 BC 26.71 C 21.86 BCD
5 Altamisa 29.60 C 30.70 C 27.18 CD
6 Altamisa 27.40 C 32.18 CD 33.31 DE
7 Altamisa 29.49 C 3754 D 4434 E
8 Altamisa 4965 D 62.80 E 7745 F
9 Altamisa 73.45 E 90.29 F 87.30 F
Erwinia sp
Control (+) Cenizo 0.00 A 0.00 A 0.00 A
1 Cenizo 1886 B 815 B 983 B
2 Cenizo 69.88 C 29.58 C 4789 C
3 Cenizo 88.92 D 56.43 D 60.01 D
4 Cenizo 88.88 D 91.05 E 95.84 E
5 Cenizo 9049 D 91.74 E 96.42 E
6 Cenizo 100 E 93.05 EF 96.72 E
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7 Cenizo 100 E 9483 F 97.13 E
8 Cenizo 100 E 98.28 G 99.34 E
9 Cenizo 100 E 100 G 99.25 E

Tabla 14. Comparacion de medias de los porcentajes de inhibicion del hongo

contra la mezcla de fungicidas y extracto.

Fusarium oxysporum

@ Extracto Tiabendazol Azoxistrobina Metalaxnf Carbendazim
Clorotalonil

C(+) Cenizo 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A
1 Cenizo 4463 B 4478 B 46.30 B 3552 B
2 Cenizo 50.04 C 46.27 B 48.00 B 51.71 C
3  Cenizo 5450 D 4795 BC 47.67 B 56.03 D
4  Cenizo 58.65 E 48.16 BC 48.20 B 60.59 E
5 Cenizo 63.92 F 48.57 BC 48.15 B 63.58 F
6 Cenizo 71.74 G 49.44 BC 5479 C 68.30 G
7 Cenizo 78.96 H 51.20 CD 58.69 D 76.11 H
8 Cenizo 85.43 | 55.73 D 66.54 E 86.56 |
9 Cenizo 9157 J 67.77 E 9295 F 95.78 J

8: tratamiento; C(+): control positivo.

La tabla 15 muestra los resultados del analisis Probit para las mezclas, es decir,
las concentraciones inhibitorias medias para cada combinacién. Para
Xanthomonas sp la mezcla con una Clso menor fue kasugamicina con extracto
de eucalipto de 10.28 ppm; Clavibacter sp tuvo una de Clso 22.63 ppm en la
combinacion de kasugamicina con extracto de altamisa; para Erwinia sp la Clso
menor es 0.762 ppm correspondiente a la combinacién de gentamicina con
extracto de cenizo; y finalmente para F. oxysporum la Clso menor es de 10.90

obtenida con la mezcla de azoxistrobina con extracto de cenizo.

Tabla 15. Concentracion inhibitoria media de cada extractor para los géneros

bacterianos.

Mezcla Clso LFI LFS Ecuacion de prediccion

Xanthomonas sp

Kasugamicina

+ Eucalipto 10.28 4.38 29.63 y = —0.88093x + 0.87054
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Gentamicina

+ Eucalipto 407.39 122.17 14,056 y = —1.2948x + 0.49609
Eritromicina _
+ Eucalipto 69.93 13.35 385.14 y =—1.4631x + 0.79314
Clavibacter sp
Kasugamicina _
+ Altamisa 22.63 11.57 61.65 y = —1.19064x + 0.87892
Gentamicina _
+ Altamisa 214.09 12217 500.69 y = -—1.92895x + 0.82765
Eritromicina _
t Altamisa 82.98 47.89 170.70  y = —1.85952x + 0.96903
Erwinia sp
Kasigumicina _
t Cenizo 1.58 0.864 2.52 y = —0.34882x + 1.74486
Gentamicina _
o (T 0.762 0.157 1.472 y =0.20041x + 1.702
Eritromicina _
+ Cenizo 1.28 0.312 2.70 y = —0.20133x + 1.89763
Fusarium oxysporum
Tiabendazol o) g3 5045  47.94  y = —0.9248x + 0.60941
+ Cenizo
Azoxistrobina 4495 533 3488  y=—0.18553x + 0.17882
+ Cenizo
Carbendazim 5499 1900 4304  y=—0.96447x + 0.65302
+ Cenizo
Metalaxil-
Clorotalonil 54.40 2.31 190.61 y = —0.68879x + 0.39686
+Cenizo

Clso: concentracion inhibitoria media; LFI: limite fiducial inferior; LFS: limite

fiducial superior. El p-valor es <0.001 para todos los analisis.

4331

indice de Co-toxicidad

De acuerdo con los indices de Co-toxicidad (Tabla 16) para las bacterias la

mayoria de las combinaciones tuvo un resultado de sinergismo, siendo la

mezcla con un indice mayor la de eritromicina con extracto de cenizo utilizada

para evaluar Erwinia sp. Se tuvieron 3 resultados antagonicos correspondientes

a las combinaciones de kasugamicina y eritromicina con altamisa probadas con

Clavibacter sp, y la mezcla de eritromicina con eucalipto para evaluar a

Xanthomonas sp. Asi mismo, se obtuvo un resultado de accion independiente,
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es decir, que ambas soluciones no interactian ni positiva ni negativamente
entre si, este resultado corresponde a la mezcla de gentamicina con eucalipto

(ICT 105.63) usada con Xanthomonas sp.

Tabla 16. indices de Co-toxicidad para la mezcla de antibiéticos y extractos.

Fitopatégeno Extracto Kasugamicina Gentamicina Eritromicina

Xanthomonas sp  Eucalipto 241.63 105.63 12.02
Clavibacter sp Altamisa 42.51 736.61 18.71
Erwinia sp Cenizo 1,823.41 427.82 4,990.63

Los resultados concuerdan con Pereira et al. (2014), ellos reportan que el 55%
de las combinaciones de extractos de Eucalyptus globulus combinados con
gentamicina generan una accion sinergista, que 3 de los extractos evaluados
tuvieron accién antagonista y el resto una accion independiente. Asi mismos
coinciden con los reportados por Nascimento et al. (2000), quienes combinaron
extractos de clavo (Syzygium aromaticum), jambolan (Syzygium cumini),
granada (Punica granatum) y tomillo (Thymus vulgaris) con tres antibioticos
ampicilina, cloranfenicol y tetraciclina para evaluarlos con la bacteria
Pseudomona aeruginosa resistente a 19 antibiéticos, incluidos los antes
mencionados, la cual fue sensible posterior a las combinaciones reportando asi

su efecto sinergista.

En la tabla 17 se observan los ICT de los fungicidas combinados con el extracto
de cenizo, como se aprecia todos estan por arriba de 100, por lo cual tienen un
efecto sinergista entre las soluciones. Dentro de ellos, el mas bajo corresponde
a la mezcla de carbendazim con cenizo (ICT 395.73) y el mas alto a la
combinacion de azoxistrobina con cenizo (ICT 4973.49). Los resultados se
ratifican con la investigacion de Pyun y Shin (2006) quienes declararon un
efecto sinergista entre el extracto de Allium sativum y el antimicotico
ketoconazol para el control de tres especies de Trichophyton, y con los

obtenidos con Lim et al. (2008) los cuales indicaron que la combinacion del



44

extracto de E. globulus con ketoconazol tiene efecto signifiativo de sinergismo

sobre los patégenos C. albicans y en menor intensidad sobre Trichophyton sp.

Tabla 17. indices de Co-toxicidad para la mezcla de fungicidas y extractos.

Fusarium oxysporum

Fungicida  Extracto ICT Fungicida Extracto ICT
Tiabendazol Cenizo 1,109.53 Carbendazim Cenizo 395.73
. . . Metalaxil+ .
Azoxistrobina Cenizo 4,973.49 Cenizo 4,869.49

Clorotalonil
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5. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados, todos los extractos generan accion
antimicrobiana a dosis menores a 200 ppm, con lo que se sugiere utilizarlos
para el control de estos fitopatdogenos. El extracto de Hyptis emoryi ejerce
una accion bioldgica de control contra dos patdgenos evaluados, aunque es

el que tuvo un rendimiento menor en la extraccion.

La mayoria de los extractos potencializan los productos quimicos, lo que
reduce el uso de estos productos para el control de las cepas
correspondientes, esto trae como beneficio la reduccion de costos en la
produccion de chile y reduce el riesgo a la salud humana y contaminacion

del medio ambiente.

El extracto de Artemisia vulgaris no se debe combinar con los antibiéticos
gentamicina ni eritromicina debido a su interaccion negativa, teniendo mejor

control solos que en mezcla.
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