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RESUMEN

La pudricion blanca causada por Sclerotinia cepivorum es una de las enfermedades
de mayor importancia econdémica en el mudo con pérdidas reportadas de hasta el
75%. En México el ajo Allium sativum L. es considerado como una de las hortalizas
mas rentables, con un area sembrada de 5,468 ha, Considerdndose como uno de los
principales productores de ajo en el continente americano. El esfuerzo de los
productores por manejar esta probleméatica los ha conducido a la busqueda de
alternativas de un manejo apropiado. Los extractos vegetales, son productos
biorracionales derivados de metabolitos secundarios de algunas plantas, los mismos
gue han mostrado poseer ciertas propiedades antifingicas. Por esta razoén, el trabajo
de investigacion fue probar el efecto inhibitorio de tres extractos a base de: citricos,
limén y clavo sobre el crecimiento micelial y el efecto con respecto al nUmero de
esclerocios de S. cepivorum y S. sclerotiorum. En el presente estudio, se planted
determinar el efecto de los extractos vegetales de citricos y limon mas un aceite
esencial que en este caso fue de clavo. El crecimiento se tom6 cada 24 h con un
vernier y el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial se determindé con la
féormula de Samaniego et al.,, (1989).A concentraciones de 800 ppm el extracto
vegetal de citricos, logro inhibir el crecimiento micelial en un 49.57 %para el caso de
S. cepivorum, mientras que para S. sclerotiorum el mismo extracto a concentraciones
de 100 ppm y 800 ppm lograron inhibir un 49.30 % y 57.04% respectivamente. Por
otra parte la formacion de los esclerocios se ve reducida en un 72 % a una
concentracion de 300 ppm para S. sclerotiorum, mientras que para S. cepivorum

reduce un 98.09 %, a causa del aceite esencial de clavo.

Jorge Lorenzo Martinez Mendoza
Kokin-jorge@hotmail.com

Palabras clave: Extractos vegetales, capacidad reproductiva, Sclerotinia cepivorum

B. Sclerotinia sclerotiorum B.
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INTRODUCION

En México el ajo Allium sativum L. es considerado como una de las hortalizas mas
rentables, con un area sembrada de 5, 438.25 ha, y con una produccion nacional
reportada para el afio 2014 de 54,723.56 ton. Los estados que reunen el 90% de la
produccién nacional son Zacatecas, Puebla, Sonora, Guanajuato, Baja California,
Aguascalientes, y Nuevo Ledn. Zacatecas en el 2014 contribuy6é con una superficie
cosechada de 2,071 ha y con una produccién de 27,573.50 ton, con un valor de
308,343.17 pesos (SIAP, 2015).

Las plantas de ajo se reproducen asexualmente por lo que su Unica via de
propagacion es mediante bulbillos o dientes, por lo cual son muy susceptible al
ataque de plagas y enfermedades que provocan grandes pérdidas en su rendimiento
(Vazquez, 2012).

Sclerotinia cepivorum y Sclerotinia sclerotiorum que son los principales agentes
causales de la podredumbre blanca del ajo y la cebolla, son una limitante de la
produccion en los cultivos de todo el mundo, con pérdidas de hasta el 75% (Apodaca
et al., 2011).

Por otra parte, el esfuerzo de los productores por manejar esta problematica los ha
conducido a la busqueda de alternativas de un manejo apropiado, debido al bajo
control que presenta el uso de productos agroquimicos sintéticos, sumando a esto
las multiples aplicaciones de dichos agroquimicos pueden acarrear diferentes
problemas, entre los que destacan la toxicidad en humanos, detenciones de
exportaciones por residuos en productos, dafios al medio ambiente y efectos

perjudiciales en organismos benéficos (Aguiar et al., 2014).

Debido a la problematica que presenta el uso indiscriminado de los fungicidas
sintéticos, es necesario desarrollar alternativas naturales para el control de
enfermedades. Una de estas estrategias es el uso de extractos vegetales y/o aceites
esenciales. Ademas, de que estos poseen un origen bioldgico, son biodegradables y

manifiestan un minimo impacto sobre la salud humana y el medio ambiente.



Los extractos vegetales, son productos biorracionales derivados de metabolitos
secundarios de las mismas plantas, los mismos que han mostrado un efecto
antimicrobiano y poseer ciertas propiedades anti fungicas (Magallanes et al., 2003;

Rojas-Fernandez et al., 2008).

Por estas razones, el trabajo de investigacion fue probar el efecto de tres extractos
a base de citricos, limon y un aceite esencial de clavo, sobre la inhibicion del
crecimiento micelial de S. cepivorum y S. sclerotiorum. De tal manera, que en el
presente trabajo se consideraron aspectos para buscar una alternativa de manejo
utilizando insumos de menor impacto ambiental en este caso (extractos
vegetales), pero con una alta efectividad, para asi poder integrarla a las practicas
del manejo integrado.

Justificacion

La evaluacion de tres extractos de plantas en el control de S. cepivorum B. y S.
sclerotiorum B. en ajo Allium sativum L. aportara informacién para el control de las

principales problematicas que aquejan al cultivo.
Objetivo

El presente trabajo tiene como objetivo la evaluacion in vitro de tres extractos
vegetales para el control de Sclerotinia cepivorum B y Sclerotinia sclerotiorum B.

sobre la inhibicidn del crecimiento micelial y la produccion de esclerocios en ajo.
Hipotesis

Por lo menos dos de los extractos vegetales a evaluar, mostraran inhibicion del
crecimiento micelial con respecto a los principales hongos Sclerotinia cepivorum,

y Sclerotinia sclerotiorum.

Al menos dos de los extractos resultaran ser efectivos en la inhibicion de los

esclerocios, para el caso de S. cepivorum y S.sclerotiorum.



REVISION DE LITERATURA
Origen del Ajo

El ajo Allium sativum L., al igual que la cebolla Allium cepa L., es una planta que
tuvo su origen en Asia central,en la desértica region de Kirgiz, incluyendo el
noreste de la india y a formado parte de la historia del hombre desde épocas muy
remotas (Vavilov, 1951; citado por Valadez, 1998). El antecesor directo del ajo fue
Allium longicusois Regel, que es una especie endémica, sus propiedades
terapéuticas y sus usos se conocen desde hace mas de 3000 afios, aunque
algunos autores remiten su uso desde 4000 afios antes de Cristo (Garcia, 1998;
Heredia y Delgadillo, 2000).

El ajo fue introducido a lo que seria América Latina en los ultimos afios del siglo

X1V, durante el segundo viaje de Cristobal Colon (Reveles y Rubio, 2006).

Historia del Ajo

El ajo se conoce desde épocas muy remotas, y su consumo ha sido citado en
textos de la época de los egipcios y la de los romanos, asociandolo como un
alimento que daba mayor fuerza y vigor para la realizacion de trabajos fisicos, los

Romanos fueron los primeros en usar al ajo como condimento (Diaz, 1975).

Su introduccion a América se remonta a la época de la conquista espafiola,
qguienes lo introdujeron a Cuba y de ahi al resto de las colonias. En México se
reportan superficies sembradas de esta hortaliza a principios del Siglo XX en la
region del Bajio, adquiriendo mayor importancia econdmica hasta mediados del
siglo, en donde se tienen registradas las primeras exportaciones de ajo, como
resultado de la ventaja comparativa que implica su posibilidad de cosecha en la
gue se registra regularmente una oferta mundial baja (Espinosa et al., 2003;
Macias et al., 2010).



Taxonomia del Cultivo
Marzocca (1985), describe al ajo dentro de la siguiente clasificacion.
Reino: Plantae
Division: Embryophyta
Subdivicion: Angiospermae
Clase: Monocotyledonea
Orden: Liliales
Familia: Liliaceae
Subfamilia: Alloideae
Género: Allium
Especie: A. sativum L.
Importancia Economica del Ajo

La produccion mundial de ajo y el comercio internacional han venido
experimentando un sostenido aumento, como consecuencia del cambio de los
habitos de consumo hacia una alimentacion mas saludable y del reconocimiento

de sus propiedades terapéuticas (Burba, 2006; Chavez et al., 2008).

El cultivo de ajo es de gran importancia socioecondémica para el estado de
Zacatecas ya que se desarrolla en el campo durante otofio-invierno cuando
existen pocas alternativas para el empleo en el medio rural pero las actividades de
limpieza, seleccién y empacado contindan durante el resto del afio. La importancia
socioeconémica de ésta hortaliza en Zacatecas se ve reflejada en el hecho de
generar alrededor de 412,300 jornales por ciclo de cultivo (Mena, 2006; Reveles y
Rubio, 2006 y Velazquez et al., 2010).



Propiedades Medicinales del Ajo

Roy and Lundy (2005), reportan la existencia de mas de 3000 publicaciones
alrededor del mundo en las que se confirman los reconocidos beneficios del ajo en
la salud, al usarse en diversos modos y preparaciones. También se ha utilizado el
ajo en la medicina veterinaria en cicatrizacion de heridas de animales (Cocco et
al., 2005).

Los usos del ajo tienen una gran variacién, desde los relacionados con la
medicina, hasta los curativos mencionados desde tiempos ancestrales con un
sinnimero de enfermedades en las que se ha probado y comprobado su eficiencia
desde el punto de vista empirico y cientifico, de manera que se reporta como un
antiséptico, como estimulante, en el tratamiento de la presion arterial y otras
enfermedades cardiovasculares, ha sido usado como antibi6tico, antioxidante,
reductor del colesterol y triglicéridos, en la prevencidén del cancer de estomago y
colon, también se le atribuyen propiedades preventivas en el caso de
enfermedades coronarias , anticoagulante, y con éxito en infecciones de la piel, se
ha usado en el tratamiento de alergias, bronquitis, diabetes mellitus, asi mismo es
usado para muelas picadas, tuberculosis, bronquitis, tos, asma, y difteria

llegandosele a considerar un elemento “curalotodo” (Hernandez, 2009).

Cuadro 1.Principales compuestos y propiedades médicas del ajo

Compuesto Azufrado Propiedades

Disminuye la tension arterial
Disminuye los niveles de azucar en sangre
Previene la formacion de coagulos y

Ajoeno ayuda a disolverlos
Propiedades antibioticas, antivirales y
antifangicas

Aliina

Alicina y tiosulfinatos




S-alil mercaptocisteina (SAMC)

(s6lo presente en el

ajo afejado no

en elcrudo)

Sulfuro de dialilo y afines

S-alil cisteina (SAC)

Ayuda a reducir los niveles de colesterol
Previene la arterosclerosis
Antitumoral
Antidiabética
Protectora hepatica
Estimuladora del crecimiento de
bifidobacterias
Ayuda a reducir los niveles de colesterol.
Protege frente a tratamientos de
quimioterapia.

Ayuda a desintoxicar el higado
Protectora frente a agentes oxidantes

Fuente; Hernandez 2009

Composicién Quimica del Ajo.

Al revisar la composicion quimica del ajo fresco en 100 gr de porcion comestible

se pude notar que contiene una gran cantidad de agua (cerca del 60%), por lo que

la cantidad de materia seca variara entre el 30 y 40% del ajo fresco; con un

contenido alto de carbohidratos que varia de 23 a 33%, y su contenido de proteina
de 5.3 a 6.6% (Cuadro 2).

Cuadro 2. Composicion quimica del ajo

Maynard and "
COMPONENTE Hochmuth N“t(rg(')%rgc)'ata Rico (2007) ng@;)o
(2007)

AGUA (%) 59 58.6 i 61
ENERGIA (Kcal) 149 151.9 i 98-139
PROTEINA (g) 6.4 6.61 5.3 4-6.4

GRASA (g) 05 0.51 0.3 0.5

CARBOIESI;)RATOS 231 a3 03 _
FIBRA (g) 21 2.2 11 i

Fuente; CONAJO 2009

Vitaminas y Minerales del Ajo.

El ajo es una fuente importante de vitaminas y minerales para la nutricién y salud

humana, ya que hace importantes aportaciones de estos compuestos como lo

demuestran los analisis realizados por diferentes autores al revisar el contenido de

6




vitaminas en 100 gramos de ajo fresco de acuerdo con diferentes fuentes

publicadas (Cuadros 3y 4).

Cuadro 3. Contenido de vitaminas en 100 gr de ajo

Maynard
Nutritionada and
COMPONENTE (2009) Hochmuth CONAJO (2009)
(2007)
VITAMINA B1 0.2 mg
VITAMINA B2 .11 mg
VITAMINA B6 1.25 mg 1.20 mg
VITAMINA C 30.88 mg 31.20 mg 9-18 mg
VITAMINA E 0.07 mg
VITAMINA K 1.69 mg
TIAMINA 0.22 mg .20 mg
RIBOFLAVINA 0.07 mg .11 mg
NIACINA 0.73 mg 0.7 mg 0.7 mg
FOLATO 3.01 mg
ACIDO PANTOTENICO 0.58 mg
COLINA 23.23 mg

Fuente; CONAJO 2009

Cuadro 4. Contenido de minerales en 100 gramos de ajo

MINERAL N“t(rg(i)%%(;ata S Cg’a'@é])o
Scherz(199)
CALCIO 180.88 mg 40 mg 10-24 mg
FIERRO 1.69 mg 1400 mg 1.7-23mg
MAGNECIO 25 mg 35 mg
FOSFORO 152.94 mg 135 mg 40 - 195 mg
POTACIO 400.73 mg 530 mg 540 mg
SODIO 16.98 mg 19 mg
ZINC 1.17 mg 1 mg
COBRE 0.29 mg 260 mcg
MANGANESO 1.69 mg 460 mcg
SELENIO 14.19 mcg 20 mcg

Fuente; CONAJO 2009




Produccién Mundial de Ajo

Los principales paises productores de ajo en el afio 2012 fueron: China, India,
Bangladés y Myanmar con una producciéon 20.082.000, 1.150.000, 233.609 vy
213.000 ton. Respectivamente (FAOSTAT, 2013).

En el cuadro 5, se pueden observar los principales paises productores de ajo, de

acuerdo a las estadisticas de la FAO. China ha logrado una participacion de 81%

de la produccion con sélo 58% de la superficie cosechada, lo que indica el buen

desarrollo que ha alcanzado este cultivo en ese pais.

Cuadro 5. Principales paises productores de ajo en el afio 2013

POSICION PAIS AREA COSECHADA | PRODUCCION
1 China 856,500 20,082,000
2 India 202,000 1,150,000
3 Bangladés 44,284 233,609
4 Myanmar 29,300 213,000
5 Corea del sur 28,278 339,113
6 Rusia 27,700 239,312
7 Ucrania 22,500 171,400
8 Etiopia 21,258 222,548
9 Espafia 16,900 151,900
10 Argentina 16,000 135,000
11 Otros paises 201,053 1,898,995

Total 1,465,773 24,836,877

Fuente; FAOSTAT 2013




Produccién Nacional de Ajo

La principal rea productora de ajo en México se localiza en la parte centro norte

del pais en la que destacan los estados de Zacatecas, Puebla, Sonora y

Guanajuato como se puede observar en el cuadro , siendo el estado de Zacatecas

el principal estado productor de ajo de México, con una superficie de 2, 071.00 ha.
y una produccion de 27,573.50 ton en el afio 2014 (SIAP, 2015).

Cuadro 6. Produccién agricola ciclo otofio-invierno 2014, modalidad riego +

temporal de ajo

Seihjtl)or.ad Cogggﬁad Prod:ccié Rendi)mient PMR Pr(\)/o?tljci:rcié
Ubicacion a a n
(Ha) (Ha) (Ton) (Ton/Ha) ($/Ton) ('\F/Jgng)e
Zacatecas | 2,071.00 | 207100 | 2757350 | 1331 | 'Mi%%° 30834317
Puebla 706 706 4,722.94 669 | #0720 5701828
Sonora 566 566 3,707.92 655 | 194359 60953.08
Guanajuato | 461 461 4,827.20 10.47 15’9335'0 76,921.58
Caﬁ%‘f‘nia 379 379 3,616.48 054 | 18710 67050561
Ag“asga"e”te 213 213 2850.80 | 1343 | TOM0) 3372160
Nuevo Leon | 207 207 1,389.75 6.71 | 9,350.06 | 12,994.25
Oaxaca 189 189 1,150.12 608 |27 2213837
Guerrero 128 128 639.9 5 1481581 9517.80
Querétaro 125 125 990.93 793 | 2991 2050351
SSQK';;‘IES 84 81 589 7.27 14’0930'0 8,263.72
Hidalgo 59 59 417.7 708 | 1309 444306
Tlaxcala 51 51 238 a7 | 38851 349400
Veracruz 45 45 405 9 1827881 7,402.95




Chihuahua | 43.75 43.75 204.25 6.73 19’1195'4 5.648.25
Michoacan 40 40 332 83 22’1049'1 7.353.50
Baja 20,6316
caioa | 395 345 467 13.54 A 9.635.00
Coahuila 31 31 502.07 16.2 18’4314'8 9.245.54
Total 543825 | 543025 | 5472356 | 10.08 13’2157'3 725,487.27

Fuente; SIAP 2015

Municipios Productores en Zacatecas.

Los principales municipios dentro del estado de Zacatecas son Calera con una

superficie de 400 ha y una produccion de 5,700.00 ton, le siguen Villa de Cos y

Guadalupe, alcanzando rendimientos de 13 y 13.5 ton/ha (SIAP, 2015).

Cuadro 7. Municipios de Zacatecas productores de ajo

Se?#kfr'ad Co?gc?ﬁad PrOd#CUG Rend;mlent PMR Prc\)/(?lljcz:rcié
Ubicacion a a n
Miles de
(Ha) (Ha) (Ton) | (TonHa) | (s/Ton) | ¢ bocos)
Calera 400 400 5,720.00 14.3 11,532.50 | 65,965.90
vilade Cos| 353 353 4,589.00 13 13,305.94 | 61,060.96
Guadalupe 346 346 4,671.00 135 11,588.44 | 54,129.60
Fresnillo 270 270 4,613.00 17.08 8,358.99 | 38,560.00
Panuco 154 154 2,156.00 14 13,831.17 | 29,820.00
NAﬂgilgg 120 120 960 8 7,500.00 | 7,200.00
Loreto 85 85 722.5 8.5 10,000.00 | 7,225.00
General
Enrique 59 59 826 14 13,043.58 | 10,774.00
Estrada
Luis Moya 55 55 440 8 10,000.00 | 4,400.00
Trancoso 55 55 803 14.6 11,481.82 | 9,219.90
Ojocaliente 45 45 405 9 9,000.00 | 3,645.00
Jerez 30 30 453 15.1 9,500.00 | 4,303.50
Vetagrande 24 24 324 135 11,375.00 | 3,685.50
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Villa
Gonzélez 20 20 220 11 11.762.50 | 2,587.75
Ortega
Villanueva 20 20 324 162 7500.00 | 2.430.00
C“austemo 15 15 123 8.2 11,000.00 | 1,353.00
Morelos 10 10 132 132 | 11.526.93 | 1,521.55
Villa 8 8 80 10 3668.75 | 2935
Hidalgo
Sain Alto 2 2 12 6 14.000.00 | 168
Total | 2,071.00 | 2,071.00 1 96,559.93 199’375'6 308,343.16

Fuente; SIAP 2015
Plagas Presentes en el Ajo

La presencia de hongos, bacterias, virus y nematodos en los sistemas de
produccion a nivel mundial son la principal causa de problemas y enfermedades,
gue dependiendo del grado de severidad con la que se presente, tienen un amplio
impacto en pérdidas economicas (lzquierdo, 2006). Aunque se conocen la
presencia de enfermedades foliares como la denominada mancha purpura y
virosis, mientras que las enfermedades causadas por patdégenos que viven en el
suelo son las mas importantes en México, estan representadas por enfermedades
del bulbo y la raiz como las causadas por Sclerotium cerpivorum Berk, y Fusarium

oxysporum (Mendoza, 1999; Arévalo et al., 2002; Velasquez y Medina, 2004).

En México, en las regiones de Zacatecas, Puebla y Sonora (con mayor potencial
productivo de ajo), los principales problemas con plagas en el cultivo son: trips
Thrips tabaci, Frankliniella occidentalis, acaros Rhizoglyphu ssp. y el nematodo
Ditylenchus dipsaci, pero deben atenderse oportunamente para evitar
reducciones en la calidad y cantidad al momento de la cosecha. (Mendoza, 1999 y
Arévalo et al., 2002).

Trips

Los trips son insectos tan pequefios que son mejor vistos con una lupa, en las

principales zonas productoras de ajo en Zacatecas se han encontrado al trips de la
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cebolla Thrips tabaci L. y al trips occidental de las flores Frankliniella occidentalis
(Heredia y Delgadillo, 2000; Mena, 2006)

Trips del ajo y cebolla (Thrips tabaci Lindeman)

Esta plaga completa su ciclo biolégico en 16 dias si la temperatura media es de 25
°C y en 11 dias si es de 30 °C, por lo que se pueden presentar varias
generaciones de esta plaga durante el ciclo de cultivo del ajo. Los trips que infesta
una planta se puede localizar en el cogollo de la planta, por lo que es dificil su
combate por medios quimicos (Mena, 2006; Orloff et al., 2008).

Trips occidental de las flores (Frankliniella occidentalis Pergande)

Estos insectos en su estado adulto son alados y miden alrededor de 1 mm, de
color amarillo a ligeramente café, presentan setas prominentes en la parte anterior
del pronoto y entre los ocelos que manifiestan una pigmentacion roja; sus antenas
muestran ocho segmentos (Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo
Rural, 1998; Mena, 2006; Orloff et al., 2008).

Los dafios causados por esta plaga se acentian en condiciones de sequia y
cuando las plantas son mas jovenes; las heridas ocasionadas por la plaga pueden
servir como puntos de entrada para patégenos que causan enfermedades foliares
(Mena, 2006; Orloff et al., 2008).

Manejo de trips

Mena(2006), sefiala que el manejo de esta plaga es complicado pero en ajo se ha
encontrado que mantener niveles adecuados de humedad en el suelo, asi como
concentraciones apropiadas de calcio pueden ayudar a reducir el dafio de trips, o
bien evitando la sequia en el suelo se puede evitar el incremento de las
poblaciones de esta plaga. Por otra parte se puede hacer uso de los siguientes

productos quimicos que se enlistan en el siguiente recuadro.
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Cuadro 8. Productos quimicos para el control de trips

Cultivo ingrediente activo dosis intervalo de seguridad
Ajo Malation 0.75 - 1.0 Ittha 3
Paratiébn metilico 1 It/ha 15
Gamma cyalotrina 250 ml/ha 14

Fuente; DEAQ 2007
Acaros

Existe un complejo de especies de acaros afectando al follaje y al bulbo del ajo
bajo condiciones de campo y bodega entre las que se mencionan los géneros
Rhizoglyphus spp, Tyrophagus spp y Eriophyes tulipae Keifer. Los acaros de esta
especie tienen el cuerpo robusto, lustroso, de color blanquecino, miden de 0.5 a
0.9 mm de largo, tienen cuatro pares de patas esclerotizadas y fuertes que le
permiten movilidad en el suelo.Estos acaros dafian los bulbos al penetrar su capa
exterior y permitir la entrada de organismos que descomponen ese tejido. Esta
plaga es mas nociva cuando el desarrollo del cultivo es retardado por clima frio y
hamedo; la infestacion de &caros reduce la poblaciéon de plantas, provocan
enanismo y promueve el desarrollo de pudriciones en el almacén (Orloff et al.,
2008).

Por otra parte, los bulbos o dientes infestados con el acaro se vuelven flacidos y
dificilmente emiten la punta de crecimiento vegetativo que daria origen a una

nueva planta de ajo (Estrada — Venegas y Equihua — Martinez, 2006).
Manejo de acaros

El combate de esta plaga puede llevarse a cabo previo a la siembra empleando
los productos Basudin 25E (3.3 ml / | de agua), Karathane (0.3 ml / | de agua),
Kelthane MF (2 ml / | de agua) o Malation (3.3 ml /| de agua).

Bajo condiciones de almacenamiento los bulbos pueden ser tratados con fosfuro
de aluminio (0.5 a 1.5 tabletas por metro cubico durante 3 — 5 dias a temperatura

de 20 — 25 °C). La desinfeccién de bodegas y almacenes de ajo- semilla se puede
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realizar con Malation 5% (Burba, 1992; Estrada — Venegas y Equihua — Martinez,
2006).

La fumigacion del suelo con Metam Sodio en presiembra en dosis de 450 a 750 | /
ha ofrece un buen control de los &caros que sobreviven en la materia organica y
se obtendran mejores resultados si el fumigante logra penetrar en los primeros 15
cm del suelo; sin embargo la fumigaciéon con este producto debe usarse como
altimo recurso cuando todas las estrategias han fallado o no se pueden aplicar
(Bujanos y Marin, 2000; Orloff et al., 2008).

Pudricion por nematodos

El nematodo del tallo Ditylenchus dipsaci Kuhn, se encuentra distribuido en todo el
mundo y es el causante de la pudricion de bulbos en ajo y que a su vez también
puede ocasionar grandes dafios a la cebolla. Las hojas de las plantas afectadas
toman un color amarillento que al avanzar el ataque toma una coloracion cafe; el
tallo se engrosa, las raices se destruyen y el bulbo se deforma. Esta pudricion va
acompafada de un aroma desagradable originado en la pudricién bacteriana que
suele acompafar al ataque de nematodos. Las medidas de control para
Ditylenchus dipsaci, serian el uso de variedades resistentes, rotacion de cultivos y
la aplicacion de nematicidas como; Nemacur, Furadan, Ditera (Thorne, 1968;
Gonzalez, 1979; Pérez et al., 2002).

Enfermedades virales del cultivo

En Zacatecas, México se han identificado cinco virus afectando plantas de
diferentes variedades de ajo en parcelas comerciales y experimentales; Garlic
common latent (virus latente comdn de ajo, Gar CLV), Leek yellow stripe virus
(virus del rayado amarillo del puerro, LYSV), Shallot latent virus (virus latente del
Shallot, SLV) y Tobacco etch virus (virus del jaspeado del tabaco, TEV). La mayor
parte de los virus reportados en ajo son transmitidos mecanicamente o por
pulgones. Los sintomas mas comunes incluyen la aparicion de franjas amarillas en
las hojas o deformaciones de las mismas, enanismo, enrollamiento, etc.
(Velasquez et al., 2010).
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Pudricion del bulbo por Fusarium

Los hongos del género Fusarium son ascomicetos filamentosos y cosmopolitas,
tienen un micelio bien desarrollado, septado y conidiéforos caracteristicos, aunque
algunas especies tienen un talo unicelular. Son considerados principalmente como
hongos de campo (Sumalan et al.,, 2013), ya que causan un sinnimero de

enfermedades en varios o la mayoria de los cultivos.

El hongo puede causar la pudricion de la semilla aunque en plantas adultas los
primeros sintomas pueden observarse como deformaciones, amarillamiento y
necrosis de las hojas (Velasquez, 2004; Amador, 2009). Este patdégeno ya ha sido
reportado afectando a plantas de ajo en México con anterioridad en los estados de
Guanajuato, Zacatecas y Aguascalientes.

Ademas se ha observado que los bulbos de las plantas afectadas no alcanzan a
diferenciar completamente sus “dientes” aun cuando los bulbos alcanzan un
tamafo normal. Al ser presionados con la mano, los bulbos afectados tienen una
consistencia esponjosa, por lo que se les conoce como “ajos de hule”. En
Aguascalientes, este sintoma se ha observado con mayor frecuencia hacia la

época de cosecha (Velasquez y Medina, 2004).

Tratamiento de la semilla

El objetivo de esta practica es evitar la diseminacion de nematodos, bacterias y
hongos que producen algunas enfermedades que se transmiten por la semilla,
como la pudricién blanca, nematodos y otras enfermedades. Se recomienda enviar
una muestra de semilla al laboratorio de Fitopatologia para determinar si se
encuentra contaminada y, de ser posible, el grado de la contaminacion para

decidir su destino y manejo (Velasquez y Medina, 2007).
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Pudricion Blanca (Sclerotinia cepivorum Berk.)
Importancia econémicay su distribucion

La pudricién blanca es causada por el hongo Sclerotinia cepivorum Berk, es una
de las enfermedades méas importantes destructivas de las plantas del género
Allium, ya que ocasiona pérdidas tanto en la calidad como en el rendimiento de
estos cultivos lo que son Ajo y Cebolla. Es una enfermedad monociclica y el
patrén de diseminacién es tipicamente agregado (Hartman y Datnoff 1997).

Esta enfermedad se reporté por primera vez en la Cebolla, en el reino unido en
1841 y existen reportes en lItalia afectando principalmente al cultivo de Ajo en
1990, causando grandes pérdidas en ambos cultivos y en muchas regiones de
Europa, Asia, Africa, América del Norte, América Central, América del Sur,

Australia y Nueva Zelanda (Agrios, 2005).

Recientemente, Couch y Kohn (2000) encontraron, mediante estudios de filogenia,
gue el centro de origen para la diseminacion de este hongo en areas productoras

de ajo y cebolla fue Europa.

Ubicacion taxondmica

De acuerdo con Berk (1972) esta es la clasificacion taxonOmica vigente para S.

cepivorum.
Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Clase: Ascomycetes
Orden: Helioteliales
Familia: Scleriotiniaceae
Género: Sclerotinia
Especie: S. cepivorum (Berk)
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Tal como lo mencionan Couch y kohn (2000), S. cepivorum no tiene un teleomorfo
conocido, y aunque actualmente so6lo se conoce su reproduccion asexual, en
algun tiempo durante su evolucién pudo haber presentado un ciclo sexual, ademas
estudios de DNA sugieren que estd relacionado con Sclerotinia sclerotiorum
(Ascomicete), correspondiendo a un miembro asexual de la Familia

Sclerotiniaceae.
Caracteristicas morfologicas

S. cepivorum sobrevive en el suelo en forma de esclerocios en estado latente, los
cuales pueden permanecer viables en ausencia de plantas hospedantes hasta por
20 afios. La germinacion de estas estructuras de resistencia es estimulada por
compuestos de azufre (sulfoxidos de alquenilo y alquilo) presentes en los

exudados radicales de especies de Allium (Coley- Smith et al., 1987).

El hongo emite micelio abundante de color blanco, velloso y ramificado; ademas
de esclerocios, en ocasiones produce también conidios en esporodoquios, pero no
forman esporas funcionales conocidas, aunque presenta pequefios espermacios
semejantes a phialosporas que han sido producidos en agar-agua, se considera
gue estas estructuras se forman durante condiciones ambientales especiales en
laboratorio 0 son extremadamente raras en la naturaleza y por lo tanto son de
poco valor en el diagnostico del hongo (Agrios, 2006). Las estructuras
reproductivas, los esclerocios, son uniformemente rodeados y miden de 0.25 a 0.6
mm de diametro, aunque se han sefialado esclerocios de mas grandes y de forma

irregular.

Muchos de los hongos contienen quitina en su pared celular, en un rango que va
del 22% al 40% (Muzzarelli, 1977 citado por Gohel et al., 2006), esta caracteristica
es importante como criterio para su clasificaciéon taxondmica al igual que la

presencia de otros polisacéridos.

La pared celular de los hongos filamentosos esta compuesta principalmente por

los diferentes polisacaridos de acuerdo a su grupo taxonémico (quitina, glucano,
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proteinas, manosa, quitosan, &cido galacturonico o celulosa), juntos o en

pequefas cantidades de proteinas y flicoproteinas (Kavanagh, 2005).

Cuadro 9.Principales polimeros encontrados en diferentes grupos taxonémicos de

hongos
Grupo taxonémico Polimero fribilar Polimero matriz
B-(1,3),B (1,6)-
Oomycetos glucano Glucano
celulosa
Chytridomicetos Quitina, glucano Glucano
. » . Acido poligalacturénico,
Zygomicetos Quitina, quitosano glucoromanoproteinas
Quitina B (1,3) -B
Basidiomicetos (1,6) a-(1,3)- glucano xylomanoproteinas
glucano
Quitina B (1,3) -B :
Ascomicetos/Deuteromicetos (1,6) EH(C &) BT
glucoromanoproteinas
glucano

Fuente; Kavanagh 2005

Sintomas de la enfermedad

La pudricion blanca puede aparecer desde el estado de plantula cuando éstas
nacen de semilla infectada (dientes de ajo). Los sintomas que se observan en esta
etapa son clorosis y marchitez, las plantulas tienden en el suelo, al extraerlas el
tejido ha sido invadido por una pudricion humeda (Valle, 1989, citado por
Velasquez, 2009).

De acuerdo a Pérez et al. (2005), el hongo S. cepivorum, aumenta su actividad
conforme las raices de las plantas de ajo se desarrollan; sin embargo los sintomas
en el follaje no se manifiestan hasta que el hongo invade el bulbo de la planta. Las
enfermas tienden a amarillarse en pocos dias empezando por las hojas basales o
mAas viejas y posteriormente las superiores o0 mas jévenes se marchitan y secan

totalmente.

Los esclerocios de S. cepivorum producen micelio en respuesta a los exudados

radicales de la raiz de las plantas del genero Allium; después de la penetracion de
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la epidermis de la raiz S. cepivorum invade inter e intracelularmente el parénquima
cortical causando la degradacidon extensiva del tejido (Metcalf y Wilson, 2001).S.
cepivorum produce la fitotoxina acido oxdlico e isoenzimas degradadoras de
pectinas de poligalacturonasas (PG) y pectinesterasas (PE), con las cuales se
expanden algunos milimetros mas alla de la infeccion, mismos que se asocian con
la desintegracion extensiva de tejidos corticales. La epidermis adyacente y el tejido
estelar permanece intacto (Metcalf y Wilson, 2001). La zona de las células
muertas y debilitadas en la via de infeccion de hifas es protegida del suelo por la
epidermis intacta, la cual provee a las hifas de un claro y seguro camino para
infectar la base del bulbo.

La distribucion de los esclerocios en suelos infestados por primera vez es
aleatoria, se requieren de varios ciclos de siembras continuas con cultivos del
género Allium para que los esclerocios se dispersen de manera uniforme en todo
el suelo. La actividad del patdogeno se incrementa a medida que el sistema radical
se desarrolla; cuando esto ocurre y ademas cuando hay suministro adecuado de
agua en el follaje, los sintomas foliares pueden no ser evidentes aunque el

patdgeno se encuentre activo (Entwistle, 2000).

El primer sintoma coincide con el periodo de bulbificacion y se presenta como un
amarillamiento general, después de que el patdgeno crece sobre el cuello del tallo
o el bulbo, se hacen evidentes los sintomas de amarillamiento prematuro y muerte
de las hojas viejas, ademas de la detencion del crecimiento, seguido por la muerte
de las hojas; las plantas pueden morir en grupos de 2 a 40, muriendo primero las
plantas del centro. Un signo temprano de la enfermedad es la aparicion de
abundante micelio en el cuello del tallo, blanco, lanoso y superficial, extendiéndose
alrededor de la base del bulbo; en los tejidos infectados se forman masas
abundantes de esclerocios negros y esféricos sobre la superficie o dentro de los
tejidos enfermos. En este grado de desarrollo de la enfermedad las plantas

afectadas son facilmente arrancadas del suelo (Agrios, 2006).
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Descripcion de los esclerocios.

Los esclerocios son masas compactas de hifas que pueden o no contener tejido
del hospedante, por lo comUn con una cubierta oscura y capaz de sobrevivir bajo
condiciones desfavorables (Agrios 2005). S. cepivorum forma en su mayoria,
esclerocios de forma esférica uniforme, de cubierta negra y lisa que consiste de 2
a 5 células que rodean una masa compacta y gruesa de micelio refractivo, por lo
general tienen un tamafo de 0,3 a 0,6 mm de diametro; aunque algunas veces se
han reportado esclerocios de forma irregular y tamafios que van desde los 5mm
hasta los 25 mm (Crowe y Hall 1980, Crowe 1995). Ambos tipos de esclerocios
pueden formar esclerocios secundarios, dentro o adyacentes a los esclerocios
originales, que influyen fuertemente en su sobrevivencia (Coley Smith et al., 1990).

Epidemiologia

La pudricion blanca es una enfermedad monociclica y el patron de diseminacion

es tipicamente agregado (Hartman y Datnoff 1997).

Los esclerocios representan el inoculo primario, la diseminacion a largas
distancias se da por bulbos o alméacigos contaminados; y a escala local los
esclerocios son diseminados por vientos fuertes, inundaciones e irrigacion,
ademas del movimiento de materiales y equipo agricola, asi como de animales y
trabajadores, lo que podria resultar en una distribucion generalizada en todo el
terreno (Crowe 1995).

Manejo de la enfermedad

S. cepivorum es de dificil manejo por su alta capacidad de reproduccion, elevada
densidad de inoculo en suelos infestados y gran longevidad de los esclerocios ya
gue pueden permanecer viables en el suelo hasta por 20 afios en ausencia del
tejido del hospedante (Coley-Smith et al., 1990). Y solo es necesario un esclerocio
por kg de suelo para una incidencia de 50% de la enfermedad (Crowe et al.,
1980).
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Control de la enfermedad

Los primeros intentos para el combate de la pudricibn blanca datan
aproximadamente del afio 1920, en primera instancia se probd con practicas de
combate cultural como rotacion de cultivos y exclusién de material contaminado;
pero conforme la infestacion se hizo mas intensa y ampliamente distribuida, estas
medidas fueron cada vez menos eficaces, por lo que se inicié con el uso de

fungicidas quimicos (Locke, 1968).

Hasta la fecha el control de S. cepivorum ha sido dificil, los intentos de combate
empleando métodos quimicos no han resultado del todo satisfactorios, por otra
parte tienen un elevado costo econdémico y ecoldgico, sin mencionar aun el dafio a

los mismos productores. (Pérez et al., 2000).
Combate quimico

Es el principal método aplicado para el control de Sclerotinia spp. Existe gran
variedad de sustancias quimicas que han sido desarrollados. Entre ellos, el
dicloran, la ipridona y el vinclozolin han sido reportados eficaces en la reduccion
de la incidencia de la enfermedad cuando se aplican inmediatamente después del

arado y el transplante (Matheron y Porchas, 2004).

Cuadro 10. Fungicidas recomendados para el control de Sclerotinia spp

Ingrediente Activo Grupo Quimico Modo de Accion

Mitosis: ensamble de la b-

Benomil Benzimidazoles )
tubulina
Ipridona NADH citocromo C
Vinclozolin Dicarboxamidas reductasa en la

Procimidona

peroxidacion de lipidos

Tebuconazole

Triazoles

Demetilacion del C14 en
la biosintesis del esterol

Complejo Il en la
respiracion del hongo

Boscalid Carboximidas .
(succinato-
deshidrogenasa)
Fluazinam 2,6-dinitroanilinas Desacoplador de la
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fosforilacién oxidativa

Fenhexamida 3-keto reductasa durante
Hidroxianilinas la demetilacién del C4 en
la biosintesis del esterol

Fuente; FRAC 2006
Manejo integrado.

De acuerdo a Velasquez y Medina, 2004b, y otros autores citado por Velasquez
(2009), las siguientes medidas se han desarrollado para el manejo de la pudricion
blanca de las cuales se describen mas adelante algunos ejemplos.

Uso de semilla sana

b. Andlisis de suelo para conocer la densidad de esclerocios dentro de la
parcela.

c. Saneamiento del cultivo. Se pretende localizar aquellas plantas con
sintomas iniciales de la enfermedad y proceder a extraerlas (evitando
una mayor dispersion del micelio y esclerocios), y finalmente confinarlas
(dentro de bolsas plasticas). si se ha detectado areas de incidencia de la
enfermedad es conveniente suspender el paso de maquinaria,
trabajadores y agua de riego (rodado o de gravedad).

d. Solarizacion: Proceso que se produce en suelos hiumedos expuestos al
sol durante los meses de verano, cubiertos con una pelicula
transparente. Se ha reportado que durante 6 semanas se pueden
alcanzar temperaturas hasta de 42 °C en los primeros 7 cm de suelo.

e. Empleo de estimulantes de germinacion de esclerocios.

f. Fechas de siembra. Se recomienda fechas de siembra tempranas
cuando la temperatura es adn alta.

g. Otras practicas: Incorporacion de gallinaza o vermicomposta y la
incorporacion de agentes de control biolégicos como Trichoderma
harzianum.

h. Resistencia genética.

i. Rotacion de cultivos. Se recomienda dejar de sembrar 10 afios las

especies del género Allium.
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] Inundar el suelo. Con una capa de agua de 20 cm por 8 meses, se ha
podido reducir la viabilidad de los esclerocios a 0% luego de este
tratamiento. Sin embargo este método no es factible desde el punto de
vista econémico

k. Uso de fungicidas.

|. Uso de tapetes sanitarios. Como medida adicional se recomienda que el
empleo de un tapete sanitario donde las llantas de vehiculos y calzado
del personal que ingresan a dichas parcelas o ranchos se impregnen de
una solucion fungicida que elimine los posibles esclerocios

transportados en el suelo adherido a llantas y calzado.

Dentro de los fungicidas, el de mayor eficacia y factibilidad econémica para el

manejo de la pudricion blanca esta el Tebuconazole (Delgadillo et al., 2004)

Figura 1- Ciclo de desarrollo de S. cepivorum.

(Hermosillo et al., 2005)

Los esclerocios son esparcidos durante la cosecha permaneciendo en el
suelo por muchos afos.

Germinan en presencia de exudados radicales de especies Allium.

El micelio invade las raices en cualquier etapa del crecimiento.

El micelio es esparcido a las plantas vecinas formando mas esclerocios
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Pudricion por Sclerotinia sclerotiorum
Ubicacion taxondémica

De acuerdo con (Lib) de Bary, (1884) esta es la clasificacion taxonémica vigente

para S. sclerotiorum.

Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Clase: Deuteromycetes
Orden: Helioteliales
Familia: Scleriotiniaceae
Género: Sclerotinia

Especie: S. sclerotiorum

Importancia de Sclerotinia sclerotium

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, es una enfermedad que de igual manera
afecta al cultivo de ajo en cualquiera de las etapas de desarrollo, principalmente
afectando al bulbo. Los agricultores comunmente intentan manejarla enfermedad
mediante aspersion de fungicidas, cuya eficacia frecuentemente es baja porque no
se utilizan los fungicidas mas adecuados o bien, son aplicados con una mala
cobertura; y existe una posible seleccién de resistencia hacia estos plaguicidas,
entre otras razones. Su incidencia y severidad varia en funcion de la humedad
invernal y de las poblaciones del hongo en el suelo, llega a reducir el rendimiento
hasta 50%, de ahi que se le considere la enfermedad fungica importante de este
cultivo (Apodaca et al., 2011).
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Distribucion geogréfica

Se encuentra ampliamente distribuida en todo el mundo, Sclerotinia sclerotiorum
afecta a diversas especies cultivadas dentro de las que destacan las Familias
Allium, Cruciferas, Cucurbitaceas, Solanaceas, Compuestas, flores y malezas.

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary produce esclerocios grandes, globosos a
cilindricos 2-1.5 x 2-30 mm) con una corteza externa negra y el interior blanco,
cada esclerocio puede llegar a producir de uno a varios apotecios en forma de
salchicha de color variable de blanco a pardo con cortos pedicelos (Entwistle,
1990).

Ciclo de la enfermedad

Inicia en el suelo cuando las estructuras de reposo, denominadas ‘esclerocios’,
comienzan el proceso de germinacion que se puede presentar en dos
modalidades: a) carpogénica, que produce apotecios los cuales forman
ascosporas que se trasportan a través del viento hacia plantas susceptibles; y b)
miceliogénica, la de mayor frecuencia en el trépico, en la cual el esclerocio
produce un micelio que ataca las partes de la planta que estan en contacto con la
superficie del suelo (Berlin, 1998). La dispersion del inéculo de la enfermedad se
da a través del viento en el caso de las ascosporas, mientras los esclerocios y el
micelio se diseminan por el movimiento de suelo contaminado de un lugar a otro;
también mediante las herramientas de la finca, el calzado, plantulas infectadas, la
fertilizacion con estiércol de animales alimentados con residuos de cosechas

infectados y las semillas (Ferreira 'y Boyle, 1999).
Sintomas de la enfermedad

En el caso de la pudricion provocada por S. sclerotiorum se manifiesta a través de
manchas blancas sucias en las catéafilas externas de los bulbos de cebolla y ajo.
Aparecen manchas acuosas en la zona del seudocuello. Una masa de micelio
blanquecino se puede formar alrededor de los bulbos, los cuales quedan con suelo

y materia organica adherida. En la masa micelial, se forman esclerocios redondos
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de color negros y no se agrupan. Los tejidos delajo son destruidos por el acido
oxalico, enzimas pectoliticas y celuloliticas producidas por el hongo. La infeccion
se produce por penetracion directa de las hifas del hongo a través de las catéfilas
externas o por el cuello de los bulbos en maduracién, pero esto ocurre en suelos
arenosos. La temperatura 6ptima para el crecimiento del hongo es de 25-30 °C, el
crecimiento decrece a menos de 15 °C. La humedad es importante para el
desarrollo de la enfermedad (Delgadillo et al., 2004).

Control de la enfermedad

En cuanto al control quimico existen diferentes grupos de fungicidas
recomendados para el control de Moho blanco, tal es el caso de los
benzimidazoles y las dicarboximidas con los cuales se presentan riesgos de
resistencia y dificultad en la aplicacion (Mondito, 2005). Los tratamientos quimicos
incluyen los siguientes ingredientes activos: benomil, captan, clorotalonil, dicloran,
iprodione, folpet, metil-tiofanato, tiabendazol, vinclozolin y procimidona. Este ultimo
pertenece al grupo de las dicarboximidas y es un fungicida sistémico con
propiedades tanto de proteccion como curativas que inhibe la sintesis de

triglicéridos del hongo (The Pesticide Manual, 2008).

Desde hace afios, el control de las enfermedades fungicas ha dependido, en gran
medida, de los tratamientos con agroquimicos. Sin embrago, Su uso representa un
severo riesgo para la salud humana y contribuye al aumento de la contaminacion
al medio ambiente (Abdel-Monahim et al., 2011).

Alternativas de Manejo

Una buena alternativa para el manejo de estas enfermedades que atacan y
amenazan al cultivo de ajo, son productos con menos riesgos al ambiente y con
respecto a la salud humana, es la utilizacion de productos de origen organico
como son extractos vegetales o bien en su defecto el uso de aceites esenciales,
por lo que la evaluacion de efectividad biolégica de este tipo de productos ha

cobrado mayor importancia.
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Ademas, han dado lugar a la aparicion de microorganismos altamente resistentes
qgue conducen a enfermedades fungicas con mayor incidencia que antes. Para
reducir este problema, existe la necesidad de buscar y adoptar estrategias que
sean accesibles, sencillas de aplicar y no toxicas para seres humanos y animales
(Naeini et al., 2010). Estudios alrededor del mundo revelan la actividad biologica
de algunos metabolitos encontrados en las plantas que pueden ofrecer una

alternativa promisoria para el control de plagas y enfermedades.

Estudios de la FAO

El CICDUP Cadigo Internacional de Conducta para la Distribucion y Utilizacion de
Plaguicidas (FAO, 2003).En su Art. 3, apartado 3.9 establece que “los gobiernos
con el apoyo de las organizaciones internacionales y regionales pertinentes,
beben alentar y promover la investigacion y el desarrollo de alternativas que
entrafien riesgos menores: agentes y técnicas de control biologico, plaguicidas
gue no sean quimicos y entrafien un riesgo reducido para los seres humanos y
para el medio ambiente”. Dentro del marco de la recomendacién por parte de la
FAO, se han realizado investigaciones con el objeto de encontrar, entre las plantas
silvestres, algunas cuyos extractos tengan efecto fungicida o fungistatico y puedan

ser utilizadas como una alternativa de manejo de enfermedades en los cultivos.

Uno de los trabajos previos es el realizado por Castillo (2004), analizando veinte
plantas del Parque Nacional Terepaima, en el estado Lara, Venezuela, en el cual

se incluian Phyllanthus niruri, Heliotropium indicum y Lippia origanoides.

A los fenoles se les atribuyen funciones de defensa contra insectos, resistencia a
parasitos y regulacion de los procesos de crecimiento por interaccion con
hormonas vegetales, al igual con los alcaloides y Terpeniodes, de alli la
importancia que tiene desde el punto de vista Fitoquimico. La presencia de estos
metabolitos secundarios en estas y otras especies de plantas representa un
potencial para disminuir el uso de agroquimicos que no solo atentan contra la
ecologia y la salud, sino que también permanecen en el medio por afios (Castillo,
2004).
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Antibiosis

La antibiosis es la produccion de metabolitos o antibiéticos fungicos, estos son
toxinas que pueden ser nocivas para otros microorganismos a bajas
concentraciones (Pal y McSpadden, 2006). Dichos metabolitos no solo actian de
forma directa contra los fitopatogenos, sino también de forma indirecta
desempeinando un papel esencial en las respuestas de defensa en las plantas
(Brotman et al., 2010). Los metabolitos secundarios son en general divididos en
varios grupos caracteristicos; policétidos, terpenos, fenoles, alcaliodes, que
reflejan su origen y la biosintesis (Sivasithamparam y Ghisalberti, 2002).

Historia de los aceites esenciales

La aparicion de las primeras civilizaciones y su preocupacion por la imagen y
apariencia ante los demas puede considerarse como detonante indirecto para la
busqueda, el estudio y el conocimiento de los aceites esenciales. Los primeros
testimonios escritos sobre aceites esenciales proceden de Egipto, China, India,
Arabia, Persia y Grecia, en los que se demostraban los sofisticados conocimientos
y tradiciones que imperaban en el cultivo y los usos de hierbas y especias
(Loewenfeld y Back, 1980).

El primer manuscrito que define la destilacion como método de obtencién de un
aceite esencial fue escrito por Arnald de Villanova (1235-1311), quien especifico
detalladamente el proceso de destilacion del aceite esencial de trementina. En el
siglo XllII, los aceites esenciales se producian en farmacias y sus aplicaciones ya
eran descritas en farmacopedias (Bauer et al., 2001), pero su uso en Europa no
parece extenderse hasta el siglo XVI, época en la que comenzaron a

comercializarse en Londres (Crosthwaite, 1998).

En el siglo. XVIII comenzé la revolucion quimica con el planteamiento de la
hipétesis sobre la naturaleza de las sustancias que componen estas mezclas y la
forma de separarlas para conseguir su identificacion. Houton (1887) fue el primero
en detectar la relacion carbono/hidrégeno, aunque no fue hasta 1918 cuando
Wallach senté las bases de los terpenos y su clasificacién (Guenther, 1972). Como
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consecuencia de los avances en la caracterizacién y propiedades de los aceites
esenciales, el uso de los mismos se ha ampliado a lo largo de la historia.

Aceites esenciales

Diversos productos derivados de las plantas han mostrado un efecto
antimicrobiano, entre estos compuestos destacan los flavonoides, fenoles,
terpenos, aceites esenciales, alcaloides, lectinas, polipéptidos y resinas
(Hernandez et al., 2007).

La milenaria experiencia sobre el uso, ensefia que la efectividad no depende
exclusivamente del producto; es decir, no solo de sus principios activos segun la
guimica, sino también, y con la misma importancia, de su preparacion y posibles

combinaciones (Gonzélez, 2004).

Contienen en algunos de sus 6rganos, principios activos, los cuales, administrados
en dosis suficientes, producen efectos curativos en las enfermedades de los
hombres, animales y plantas. Se calcula que de las 260,000 especies de plantas
gue se conocen en la actualidad el 10% se pueden considerar medicinales y
ademas nos pueden ayudar a combatir enfermedades fungicas, se estima que en

México existen 5 mil plantas medicinales (Cosme, 2008).
Importancia de los aceites esenciales

Se considera que de manera natural juegan un papel importante en los
mecanismos de defensa de la planta en contra de microorganismos fitopatégenos,
algunos tienen efecto antifangico, reducen el crecimiento de hifas, inducen la lisis
provocando la evacuacion citoplasmatica del hongo e involucra cambios en la
composicion de la célula, ruptura de la membrana plasméatica, desorganizacion
estructural de la mitocondria e interferencia de las reacciones enzimaticas de la
membrana mitocondrial (Kishore y pande, 2007). Ademas de que los aceites
esenciales son compuestos naturales y por consecuencia son biodegradables, no

son residuales y no afectan al ambiente (Tripathi et al., 2004). De ahi la
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importancia del uso de los aceites esenciales para el control de enfermedades

fungicas.

Composicién quimica

Los aceites esenciales estan constituidos por una mezcla compleja de
compuestos, principalmente terpenos, alcoholes fendlicos como el caso del timol,
carvacrol, eugenol; alcoholes no fendlicos como el gereniol, linalol, aldehidos,
cetonas, acidos y ésteres, entre otros y cada planta puede tener hasta 100
sustancias quimicas distintas en diferentes cantidades y que en conjunto
proporcionan al aceite esencial caracteristicas propias (Tipathi et al., 2004; Ortufio,
2006).

Normalmente, sus propiedades son atribuidas a dos o tres componentes
mayoritarios (20-70%), que son los que determinan la actividad biologica de los
mismos (Croteau et al., 2000; Betts, 2001; Bowles, 2003; Pichersky et al., 2006).

Extraccion del aceite esencial
Para la extraccion de un aceite esencial se puede usar un gran numero de
técnicas, con diferentes costos y nivel de complejidad. La extraccion del producto
varia en cantidad, calidad y composicion dependiendo del clima, composicion del

suelo, 6rgano, edad, y estado del ciclo vegetativo de la planta.

También son importantes los tratamientos pre y post destilacion, asi como el
método de destilacion utilizado. La destilacion a vapor y la hidrodestilacion son las
técnicas mas comunes para la obtencién del aceite (Paolini et al., 2008). Con el fin
de obtener un aceite esencial con composicion constante, el proceso de extraccion
debe realizarse bajo las mismas condiciones y a partir del mismo 6rgano de la
planta (Bakkali et al., 2008).

Para ello, las semillas de clavo en este caso y los tallos son triturados antes de la
destilaciéon para facilitar la liberacion del aceite de las células vegetales. El material

vegetal es sometido a destilacion a vapor o hidrodestilacion durante un periodo de
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8 a 24 horas. La destilacion de las semillas enteras da lugar a un aceite esencial
con mayor contenido en eugenol mientras que el uso de semillas trituradas
produce una disminucion del contenido de eugenol en el producto final debido a la
evaporacion del mismo durante el proceso de molienda (Guenther, 1948).

La extraccion también se puede llevar a cabo mediante la utilizacién de fluidos en
condiciones supercriticas. El compuesto mas utilizado es el CO2, apresion y
temperatura superior a su punto critico. En estas condiciones, se obtienen buenos
rendimientos y se evitan alteraciones de los compuestos volatiles. Este tipo de
extraccion conlleva infraestructuras mas caras, pero tiene grandes ventajas como
facil y rapida eliminacion del gas extractor por descompresion, y ausencia de
residuos de disolventes procedentes de la extraccion (Bauer, 1995).

Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de diferentes extractos de Eugenia caryophyllataha
sido demostrada frente a bacterias patogénicas, incluyendo Campylobacter
jejuni,Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus Yy
Enterococcus faecalis(Larshini et al., 2001; Friedman et al., 2002; Burt y Reinders,
2003; Cressy et al., 2003.Feres et al.,, 2005). Mytle y colaboradores (2006)
observaron una reduccion en la tasa de crecimiento de cepas de Lysteria
monocytogenes a temperaturas de 15y 5 °C con un tratamiento de aceite esencial
de clavo a concentraciones de 1-2%. Otros autores han descrito diferencias en la
accion antibacteriana de los aceites esenciales dependiendo de la procedencia del
mismo. Cuando se ha estudiado el efecto de aceite esencial de clavo frente a un
grupo de bacterias el aceite esencial extraido de la semilla ha mostrado una mayor
actividad frente Staphylococcus aureus, mientras que el aceite procedente de las
hojas inhibe con mayor intensidad el crecimiento de Bacillus cereus (Ogunwande
et al., 2005).
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Actividad antifungica

Las propiedades antifungicas del aceite esencial de clavo se deben principalmente
a su componente mayoritario eugenol (Manohar et al., 2001). Cox vy
colaboradores, en 2001 demostraron que la actividad antifingica es debida a su
accion sobre la membrana celular, provocando la desestabilizacion de la misma e
induciendo la muerte celular (Cox et al., 2001).

La efectividad del aceite esencial de clavo ha sido demostrada en Candida
albicans, Trichophyton mentagrophytes (Tampieri et al., 2005) y Aspergillus niger
(Pawar yThaker, 2006). Nufez et al. (2001) estudiaron el efecto de la temperatura,
el tiempo de contacto y la concentracion (0,2%-0,8%) (v/v) de oleorresina de clavo
dispersada en una solucion saturada de azucar sobre Candida albicans,
Penicilium citrinum,Aspergillus niger y Trichophyton mentagrophytes. Los
resultados demostraron un aumento del efecto fungicida a 37 O0C. Esta
temperatura perimitio la eliminacion de un inéculo de 106 ufc de Candida albicans
en un tiempo de contacto de aproximadamente un minuto. Los resultados también
demostraron que la actividad fungicida de la solucion de clavo-azucar sobre
Candida albicans después de dos minutos de contacto fue muy similar a los
desinfectantes utilizados normalemente en centros hospitalarios, como povidona
yodada y cloroxilenol. A pesar de que la oleorresina demostré un importante efecto
letal, Penicilium citrinum y Aspergillus niger fueron mas resistentes al tratamiento.
Después de 60 minutos, la oleorresina de clavo (0,4%) (v/v) disuelta en soluciones
acuosas causo un 99,6% de reduccion de la poblacion inicial de Trichophyton

mentagrophytes.

Actividad antivirica
La actividad anitivirica de Syzygium aromaticum también ha sido descrita por
Hussein et al. (2000). El aceite esencial de clavo se ha utilizado para demostrar la
fuerte actividad de éste en la inhibicion de la replicacion del virus de la hepatitis C
(inhibiciéon >90% con 100 ug/mL). También se ha demostrado la eficacia del aceite
esencial de clavo sobre el virus del herpes simple (VHS) por inhibicién de la

actividad de la enzima VHS-1-DNApolimerasa (Kurokawa et al., 1998).
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Actividad insecticida
El uso de insecticidas de origen quimico para el control de artropodos y parasitos,
presenta numerosos inconvenientes, incluyendo la resistencia y dafios
ambientales (O’Brien, 1999). La actividad biol6gica del aceite esencial de clavo ha
sido probada frente a muchos parasitos. Hag y colaboradores en 1999
demostraron su efecto inhibitorio en el crecimiento de larvas de Culex pipiens.
También ha sido descrita su actividad insecticida frente a mosquitos Pediculus
capitis (Yang et al., 2003) y Anopheles dirus (Trongtokit et al., 2005), y su uso con
fines acaricidas en diferentes especies como: Dermatophagoides farinae y
Dermatophagoides pterenysinnus. Otros estudios han descrito su uso como

fumigante frente a termitas japonesas (Park y Shin, 2005).

Aceite esencial de clavo

El clavo (Syzygium aromaticum) es un arbol tropical, originario de las islas
Molucca, las islas Zanzibar y en las islas vecinas de Bemba, pertenece a la familia
Myrtaceae, se cultiva en muchas ciudades de clima tropical, es una especie
herbolaria muy conocida, por su amplio uso como condimento, principalmente en
el arte culinario o bien para elaborar productos como cremas, jabones, perfumes
asi como en el area médica (Santos et al., 2008; Garcia-Gonzales y Vazquez-
Sanchez, 2006).

El clavo comprende un 14-21% de aceite esencial, el cual en mas denso que el
agua y facilmente se oscurece al contacto con el aire, ademas tiene un olor fuerte,
aromatico y picante. El aceite esencial de clavo comprende principalmente fenoles
(78-98%), como el eugenol y el acetileugenol, también contiene sesquiterpenos,
algunos ésteres, cetonas y alcoholes (Kubeczka y Formacek, 2002; Garcia-

Gonzales y Vazques-Sanchez, 2006).

Composicién quimica
El aceite esencial de clavo esta formado por una gran variedad de compuestos
(Chaieb et al., 2007). Su composicién varia dependiendo de su procedencia. Entre

sus componentes destaca el eugenol (49-98%) como compuesto mayoritario,
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cariofileno (4-21%) y eugenil acetato (0,5-21%). Ademas también se pueden
encontrar pequefas cantidades de humuleno y trazas (< 1%) de otros 25 a 35
constituyentes.
Extractos vegetales

Un extracto vegetal se obtiene a partir de una solucién resultado del tratamiento
de plantas o partes de ellas, con un solvente, el cual es adicionalmente
concentrado a través de evaporacion, destilacion o algun otro proceso (Carrillo,
2003 ). Los extractos de muchas plantas han mostrado tener compuestos de bajo
peso molecular que inhiben el crecimiento de hongos in vitro. Esos compuestos
pueden estar presentes en los extractos de plantas sanas (Compuestos
antimicrobianos preformados o fitoanticipinas), 0 pueden encontrarse en extractos
vegetales que han estado expuestos a patdogenos o estrés (Fitoalexinas). (Calvo et
al., 2002), e incluyen diversos arreglos de metabolitos secundarios, como
fendlicos, saponinas, sesquiterpenos, isoflavonoides, alcaloides y muchos otros
compuestos.

Extractos y metabolitos secundarios

Las plantas han desarrollado diversas estrategias de defensa contra condiciones
de estrés bidtico y abidtico. Como parte de la proteccidon quimica de las plantas
frente a patdgenos, una de las estrategias utilizadas por las plantas es la
produccion de metabolitos secundarios, con actividad antimicrobiana, en contra de

herbivoros o con actividad antioxidante (Croteau et al., 2000).

Los metabolitos secundarios estan presentes en todas las plantas superiores,
usualmente con una alta diversidad estructural. El patron de estos en una planta
es complejo, cambia en un tejido u 6rgano especifico; regularmente, se pueden
observar diferencias entre diferentes estados de desarrollo, entre individuos y
poblaciones. Los metabolitos secundarios pueden estar presentes en la planta en
un estado activo que se activara por una herida, el inicio de una infeccion o el
cuerpo de un herbivoro (Wink, 2003). Los metabolitos secundarios también se
conocen como “Fitoanticipinas”, y los compuestos que se producen en respuesta

al ataque de patégenos son llamados “fitoalexinas”. Los patégenos responden a
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las defensas quimicas de la planta hospedera por medio de genes que los ayudan
a evitarlas, degradarlas y alteran su fisiologia (Agrios, 2005). Los metabolitos
secundarios de las plantas pueden ser divididos en tres grandes grupos:
Terpenoides, Compuestos fendlicos y alcaloides, en base a sus origenes
sintéticos (Lopez Belchi, 2008). Estas sustancias pueden ser una fuente
importante de agentes antifungicos. Pueden ser desarrollados como productos o
bien ser usados como punto de partida para la sintesis de nuevos compuestos
(Gullino et al., 2000). Ha sido ampliamente reconocido que las plantas constituyen
un inestimable reservorio de metabolitos secundarios bioldgicamente activos en el
control de diversas enfermedades (Cos et al., 2008; Gibbons 2008). Ultimamente,
se ha estimulado y orientado muy intensamente la investigacion en la blisqueda y
utilizacion de sustancias puras o extractos crudos de plantas en el control de

diversas enfermedades fangicas (Fenner et al. 2005).

Obtencidn de extractos vegetales

Para extraer dichos compuestos también es necesario el desarrollo de técnicas
gue permitan la obtencion de éstos, como es el caso de la hidrodestilacion
(Hernandez-Ochoa et al., 2012) proceso por el cual, se obtienen los aceites
esenciales que han sido ampliamente estudiados por su actividad biolégica
(Lambert et al.,, 2001). Los aceites esenciales contienen hasta un 3 % de

moléculas activas (Ortuiio, 2006)

En el proceso de extraccion de los aceite esenciales, existe una segunda fase,
llamada extracto acuoso o agua floral, la cual, segun recientes estudios, puede
presentar actividad biolégica contra diferentes tipos de bacterias y hongos,
incrementando las expectativas para su utilizacion como conservador natural en
alimentos, ya que algunos de los componentes activos contenidos en el aceite

esencial pueden migran hacia el extracto acuoso (Hernandez-Ochoa et al., 2012).

Estudios de extractos acuosos de plantas, obtenidos por distintos métodos, ya se

han utilizado recientemente para la produccion de fungicidas alimentarios,
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incluyendo extractos de pino (Pinus sylvestris) abeto rojo (Picea abies), ajo (Allium
sativum), albahaca, romero, laurel entre otros (Eslaminejad et al., 2012; Ozcan et
al., 2011).

Extracto de citricos

Los compuestos secundarios de plantas de interés comercial, han sido incluidos
en tres principales categorias segun sus rutas biosintéticas: terpenos, compuestos
fendlicos y compuestos nitrogenados (Chinou, 2008). Los terpenos se forman por
la polimerizacion de unidades de isoprenos y esteroides (Sarin, 2005) y se dividen
en seis Qrupos: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos,
tetraterpenos y esteroles, dentro de los cuales se encuentran carotenos, glicésidos

cardiotonicos, taxol, entre otros (Shilpa et al., 2010).

Dentro de los extractos vegetales se encuentran los extractos de citricos que han
demostrado poseer propiedades antimicrobianas Ben-Yehoshua et. al., (1992)
reportaron el efecto antifungico del flavedo del limén sobre Penicillium digitatum;
mientras que von Woedtke et al., (1999) y Ruiz (2004) reportaron el efecto

bactericida del extracto de semillas de toronja bajo condiciones in vitro.
Estudios en citricos

Se ha demostrado que el aceite esencial de Citrus limon muestra actividad
inhibitoria sobre A. flavus, Fusarium spp. y A. niger, atribuyendo su efecto a una
gran variedad de sustancias fitoquimicas tales como el E-citral, Z-citral, a-pineno,
genariola y myirceno 1-f pineno, que en general pueden ocasionar granulacion y
ruptura de la membrana citoplasmatica e inactivacion y/o inhibicién de la sintesis
de enzimas intra y extracelulares, impidiendo la produccion de micelio (Souza et
al., 2005). Por lo anterior, los resultados muestran el potencial de los productos
evaluados como potenciales controladores de Aspergillus flavus. Los extractos
vegetales, (productos biorracionales derivados de productos de las plantas, los
gue han mostrado un efecto antimicrobiano). Dentro de los extractos vegetales se
encuentran los extractos de citricos que han demostrado poseer propiedades

antimicrobianas Ben-Yehoshua et. al., (1992) reportaron el efecto antifingico del
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flavedo del limon sobre Penicillium digitatum; mientras que Von Woedtke et al.,
(1999) y Ruiz (2004) reportaron el efecto bactericida del extracto de semillas de

toronja bajo condiciones in vitro.
Extracto de limon (Citrus limon L.)

Arbol perennifolio proveniente de la india, perteneciente a la familia de las
rutaceas. Hojas dentadas, lanceoladas o elipticas, acabadas en punta. Flores con
pétalos blancos interiormente y con los extremos rosados.Entre los aceites
esenciales mas difundidos se encuentra el del limoén, siendo Argentina uno de sus
mayores productores en el mundo.El aceite de limén, contiene aproximadamente
2% de sustancias no volatiles en su mayoria en la forma de Coumarince,
alrededor de 18 alcoholes, 16 aldehidos, 11 ésteres, 3 cetonas, 4 acidos, y 23
hidrocarburos.Los terpenos son hidrocarburos complejos de forma general CnH2n-
4, de la serie del isopreno, el que esta formado por dos dobles enlaces y que
unidos por cadenas organicas forman un grupo de compuestos con caracteristicas

propias y se encuentran en los aceites esenciales de las plantas (Ruiz, 2012).
Estudios en limon

Se ha demostrado que el aceite esencial de Citrus limon muestra actividad
inhibitoria sobre A. flavus, Fusarium spp. y A. niger, atribuyendo su efecto a una
gran variedad de sustancias fitoquimicas tales como el E-citral, Z-citral, a-pineno,
genariola y mirceno y 1-B pineno, que en general pueden ocasionar granulacion y
ruptura de la membrana citoplasmatica e inactivacion y/o inhibicién de la sintesis
de enzimas intra y extracelulares, impidiendo la produccion de micelio (Sourza et
al.,2005). El extracto de semilla de Limén ha demostrado su capacidad in vitro
para matar o inhibir el crecimiento de una gran cantidad de bacterias
potencialmente perjudiciales, hongos, virus y protozoarios parasitos (Trapman,
2004); ademas de ser un microbicida natural de amplio espectro, es un

antioxidante biodegradable, no es toxico a animales, ni es corrosivo.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento

El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de toxicologia, perteneciente
al Departamento de Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio

Narro (UAAAN), ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila.

Figura 2- Ubicacion del experimento

(UAAAN, 2015)

Aislamientos de S. cepivorum y S. sclerotiorum

De una parcela experimental en el estado de Aguascalientes; se seleccionaron
plantas que mostraban los sintomas sobre la pudricion blanca y sintomas
relacionados a la marchites del bulbo mencionados por Velasquez et al., (2011), el
aislamiento de los fitopatdégenos se llevé a cabo de acuerdo a la metodologia
mencionada por Agrios (2005). Los hongos se purificaron de acuerdo a la técnica
de cultivo monosporico, se logré obtener a Sclerotinia cepivorum y a Sclerotinia

sclerotiorum en forma pura.



Microorganismos estudiados

Sclerotinia cepivorum y Sclerotinia sclerotiorum, se incrementaron en cajas de
Petri con medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA), colocando en el centro un
explante de 5 mm de didmetro. Las cajas fueron incubadas en oscuridad a una
temperatura de 28+2° C.

Extractos evaluados

Los tres extractos evaluados fueron proporcionados en el Laboratorio de
Toxicologia del Departamento de Parasitologia de la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro Unidad Saltillo. Los extractos son productos que
actualmente se encuentran en el mercado. Se utiliz6 material comercial en este
caso extractos de citricos, limén y un extracto de clavo que venian a una

concentracion del 100 %.

Bioensayo No. 1. Efecto de los extractos vegetales sobre el

crecimiento micelial de S. cepivorum, y S. sclerotiorum

Se evaluaron los tres extractos vegetales arriba mencionados, sobre Sclerotinia
cepivorum, y Sclerotinia sclerotiorum. Para ello, se utilizé la metodologia del medio
de cultivo envenenado, utilizando las siguientes dosis: para el extracto de clavo:
50, 100, 150, 200, 250 y 300 ppm; para el extracto de citricos: 50, 100, 200, 400,
800y 1200 ppm, y para el extracto de limon: 50, 100, 200, 400, 800 y 1200 ppm.

Establecimiento del experimento

En la camara de flujo laminar se prepararon seis diluciones de cada extracto, en
concentraciones antes mencionadas, para la obtencion de las dosis se tomo el
extracto a una concentracion del 100%, y luego se realizaron diluciones utilizando
como solvente el medio de cultivo PDA a medio solidificar hasta obtener las
concentraciones deseadas, las cajas se agitaron suavemente 10 veces en forma

circular. Para cada concentracion se establecieron cinco repeticiones y un testigo.
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Las cajas se dejaron en observacidn por 24 h, esto para verificar que no hubiese

crecimiento del algun contaminante.

Posteriormente transcurridas las 24 h de reposo, se inocularon las cajas de Petri,
una vez obtenidos los medios de cultivo a las diferentes concentraciones se
colocaron explantes de 5 mm de diametro de los fitopatogenos evaluados, con 10
dias de edad, se incubaron a 28 °C 2 en oscuridad hasta que el crecimiento del
micelio de la caja testigo (PDA sin extracto) alcanz6 el tamafio de la placa. Se
midié el crecimiento de cada uno de los hongos con un Vernier cada 24 h 'y se
determind el porcentaje de inhibicion de S. cepivorum y S. sclerotiorum (Veloz-
Garcia et al., 2010).

Variables estudiadas

El porcentaje de inhibicion del crecimiento sobre S. cepivorum y S. sclerotiorum,
se determind con la formula de Samaniego et al., (1989), citado por Ezziyyani et
al., (2004), PICR= R1 — R2 / R1 x 100. Donde: R1 es el radio mayor (radio del
patdgeno testigo) y R2 es el radio menor (radio del patdgeno en contacto con el

extracto).

Disefio experimental
Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, con cinco repeticiones
para cada concentracion (Tratamientos) y el testigo que fue solo PDA. La variable
a evaluar fue efecto de los extractos vegetales de citricos, limon, y Clavo sobre el
crecimiento micelial de S. cepivorum y S. sclerotiorum. Los datos se analizaron
con el programa estadistico SAS System Version 9.1, las medias fueron

comparadas con la prueba Tukey al 0.05 de significancia.

Bioensayo No. 2. Efecto de los extractos vegetales sobre la

produccion de esclerocios respecto a S.cepivorum y S.sclerotiorum

Para medir el efecto de dichos extractos sobre la produccién de esclerocios se

procedidé de la manera siguiente; al terminar las mediciones del bioensayo No. 1
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(30 dias después) se procedi6 a llevar a cabo los conteos de manera manual con
la ayuda de una aguja de diseccion, los resultados se expresaron en Numero de

esclerocios por repeticion.

Disefio experimental
Se utiliz6é un disefio experimental completamente al azar con 6 tratamientos, cada
uno con cinco repeticiones y el testigo. La variable a evaluar fue el efecto de los
extractos vegetales de citricos, limén y clavo, sobre la produccion de esclerocios
solo para el caso de S. cepivorum y S. sclerotiorum. Los datos se analizaron con
el programa estadistico SAS System Version 9.1, las medias fueron comparadas

con la prueba Tukey al 0.05 de significancia.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Efecto de los extractos sobre Sclerotinia cepivorum B.

Las curvas de crecimiento obtenidas de S. cepivorum a diferentes concentraciones
de dichos extractos, muestran apenas la forma sigmoidal tipica de las poblaciones
gue se encuentran en ambientes con limitaciones (Weir y Gil, 1999), estos autores
sefialan una fase uno de crecimiento retardado, donde el hongo se adapta al
medio de cultivo, sintetizando enzimas para degradarlo, esto para el caso del
extracto de limén donde no se ve un efecto con respecto al porcentaje de
inhibicion. Una fase dos de crecimiento exponencial, donde la division celular se
acelera, y la fase tres de tendencia asintética, en esta Ultima fase la division
celular disminuye debido a la menor nutricion y a la acumulacion de desechos
toxicos, esta fase se relaciona mas al extracto de clavo donde existe una

correlacion en base a la dosis con respecto al % de inhibicién.

Figura 3— Curvas de inhibicion de Crecimiento para S. cepivorum.
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La dindmica de crecimiento de S.cepivorum.se ve afectada en diferentes niveles,
gracias al extracto de clavo, siendo el porcentaje de inhibicibn mas alto a
concentraciones de 250 ppmy 300 ppm (17.72 % y 26.07%) esto en comparacion

con el testigo.



El extracto de clavo presento actividad bioldgica a 300 ppm solo para el caso de S.
cepivorum en el presente estudio. Se ha demostrado que el aceite esencial de
clavo posee actividad antifangica in vitro, afectando especies que se desarrollan
frecuentemente en los alimentos tales como Paeciliomyces, Peniclilium spp.,
Rhizophus spp., Rhizomucor spp., inclusive algunas especies de Aspergillus
(Joseph and Sujatha, 2011) y que inhibe perceptiblemente el crecimiento de
Aspergillus flavus, A. niger, Fusarium oxysporum, F. chrysogenum, Penicillium

spp., a partir de 500 ppmy 1000 ppm (Kritzinger et al., 2002).

Es dificil atribuir la actividad biolégica de mezclas naturales y complejas como los
aceites esenciales y extractos acuosos aun componente en particular.
Generalmente, los componentes principales se encuentran para reflejar
absolutamente bien las caracteristicas biologicas de los extractos (Bakkali et al.,
2008). Sin embargo, es razonable asumir que la actividad antifiungica de este
extracto se puede relacionar con la presencia de una alta concentracion (75-100
%) de Eugenol. Los componentes con estructura fendlica como el eugenol son
altamente activos contra microorganismos (Gupta et al., 2008). Este compuesto
fendlico puede desnaturalizar las proteinas y reacciona con los fosfolipidos de la

membrana celular que cambian su permeabilidad (Bhuiyan et al., 2010).
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Efecto de los extractos sobre Sclerotinia sclerotiorum B.

Figura 4- curvas de inhibicion de Crecimiento para S. sclerotiorum
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Extractos de citricos y [imén

Los extractos de Citricos y Limon parecen no presentar algun efecto fungistatico ni
a las dosis mas altas de 1200 ppm, Como se puede apreciar, estas
concentraciones resultan bastante altas, incluso superando el valor maximo
recomendado para productos comerciales con actividad fungicida, las cuales se
encuentran alrededor del 1%. Estos resultados diferenciales en la actividad
fungicida de dichos extractos indican que existe una estrecha relacion entre la
composicion del extracto vegetal empleado y la actividad biolégica, ya que la
composicion de volatiles puede variar afectando el grado de actividad observado.
Incluso algunos aceites esenciales con actividad fungicida conocida pueden
resultan ineficaces cuando son evaluados sobre otras cepas de hongos o bajo
condiciones diferentes (Aldred et al., 2008). Sin embargo el aceite esencial y/o
extracto vegetal de cascara de naranja ha demostrado, en estudios anteriores,
actividad fungicida sobre una modesta variedad de hongos fitopatégenos
(Caccioni et al., 2005).
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Inhibiciéon de esclerocios

Figura 5— curvas de Inhibicién de Esclerocios (S. cepivorum).
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Los tres extractos vegetales presentaron diferentes capacidades al momento de
inhibir el desarrollo de esclerocios para el caso de S. cepivorum, siendo en este
caso el mejor el aceite esencial de clavo, el cual a 50 ppm inhibié un 73.37 % y a
una concentracion de 300 ppm presentd un 98.09% de inhibicién, debido a una

alta concentracion de eugenol que va de un 75% a 100%.

Figura 6— Curvas de Inhibicién de Esclerocios (S. sclerotiorum).
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Para el caso de S. sclerotiorum, se muestra una inhibicion de esclerocios para los
tres casos siendo el extracto de clavo el que tiene una mayor eficacia, donde a
una concentracion de 300 ppm alcanza una inhibicion del 72% Respectivamente,
mientras que el extracto de citricos a una concentraciéon de 1200 ppm, solo
presenta un 60% con respecto a la reduccion de esclerocios.

Estos resultados coinciden con los mostrados en estudios realizados por Sharma y
Tripathi, citado por Bejarano y Centeno (2009) quienes demostraron que los
extractos de Citrus sinensis y Cymbopogon citratus poseen efectos sobre el
crecimiento A. flavus y A. niger, inhibiendo alrededor del 65% del desarrollo de
estos hongos después de cinco dias de incubacién y retrasando el proceso de

esporulacion, en comparacion con el control.

De igual manera se coincide con los estudios realizados por Aguilar et al., (2014)
quienes demostraron que el aceite esencial de citronela Cymbopogon nardus (L.)
Rendle con buen nivel de control de S. sclerotiorum, también mostré actividad
fumigante sobre los hongos Aspergillus spp., Colletotrichum musae y Pyricularia

grisea.
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CONCLUSIONES

El extracto de Clavo presentd la mejor capacidad de inhibicion de crecimiento a

una concentracion de 300 ppm para S. cepivorum.

Por otra parte, el extracto de clavo a 300 ppm presentd un 98.09% de inhibicion
para S. cepivorum y un 72% para S. sclerotiorum respecto a la produccion de

esclerocios.
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Cuadro 1A. Porcentaje de inhibicién para cada uno de los extractos vegetales con

APENDICES

respecto al patdégeno S. cepivorum.

EXTRACTOS | PPM %
INHIBICION

50 4.66

100 -4.44

CLAVO 150 1.57
200 9.10

250 17.72

300 26.07

50 -4.12

100 -9.05

CITRICOS 200 -6.55
400 -7.70

800 49.57

1200 -3.17

50 2.14

100 -5.95
LIMON 200 -11.32
400 -4.44
800 -14.04
1200 -19.58

Cuadro 2A. Reduccién de esclerocios en % de S. cepivorum.

50 ppm 100 ppm 200 ppm 400 ppm 800 ppm 1200 ppm
Citricos 13.165 18.992 23.021 29.318 39.025 47 .84
Limén 5.601 7.273 14.07 17.325 25.717 29.318
50 ppm 100 ppm 150 ppm 200 ppm 250 ppm 300 ppm
Clavo 73.37 75.05 75.07 81.4 94.07 98.09




Cuadro 1B. Porcentaje de inhibicién para cada uno de los extractos vegetales con

respecto al patdégeno S. sclerotiorum.

EXTRACTOS PPM % INHIBICION
50 4.08
100 8.61
CLAVO 150 7.53
200 6.32
250 5.23
300 7.61
50 -14.10
100 49.30
CITRICOS 200 3.38
400 10.75
800 57.04
1200 -3.89
50 -4.98
100 5.64
LIMON 200 -1.69
400 15.22
800 6.70
1200 17.22

Cuadro 2B. Reduccién de esclerocios en % de S. sclerotiorum.
50 ppm 100 ppm 200 ppm 400 ppm 800 ppm 1200 ppm
Citricos 32.86 40 41.43 45.71 51.43 60
Limon 4.29 32.86 41.43 41.43 45.71 51.43
50 ppm 100 ppm 150 ppm 200 ppm 250 ppm 300 ppm
Clavo 29.33 32 48 52 62.67 72
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