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l. INTRODUCCION

La produccién de arandano (Vaccinium corymbosum L.) en México ha tomado relevancia
en los ultimos 10 afios. A partir del 2010, México empez6 a reportar 1,059 t; en el afio
2012 produjo 7,191 t de arandano en una superficie de 1,153 ha (SIAP, 2016); mientras
en el 2014 la produccién alcanzada fue de 18,031 t, lo que representa un incremento del
23.43% (FAOSTAT, 2014). A nivel internacional México tuvo una participacion de 3.5%
en la produccion mundial que lo posicioné en el 3° lugar en el 2014. Actualmente en 2016
registra una produccién de 29, 067 t, ocupando el segundo lugar en exportacion seguido
de Poloniay EUA (FAOSTAT, 2016, SIAP, 2016).

A nivel nacional en México, el 75% del cultivo del arandano se concentra en los estados
de Jalisco, Colima y Michoacan (SIAP, 2016). En el estado de Oaxaca, a finales del afio
2015, se establecieron tres parcelas demostrativas con arandano var. biloxi en El Carmen
Santa Inés del Monte Zaachila (96°46'00” O, 16°56'00” N, a 2,400 msnm), Asuncion
Nochixtlan (17°27'00"N 97°13'00"0, a 2081 msnm) y San Pedro Nexicho (17°05’°08”N,
96°31'36” O, a 2106 msnm); como resultado de un proyecto multidisciplinario
desarrollado en el CIIDIR unidad Oaxaca y financiado por el IPN (Instituto Politécnico
Nacional).

El arAndano es una especie vigorosa, de rapido crecimiento y altos rendimientos, pero
susceptible a varias enfermedades principalmente fungicas que pueden alterar su
desarrollo, acortar su vida productiva, afectar la calidad y cantidad del fruto (Diaz-
Montenegro, 2002). El cultivo esta expuesto a una serie de patégenos que causan dafios
importantes en la produccion; por ejemplo, Botrytis cinerea es un hongo que causa serios
problemas en flores y frutos de arandano (Miles y Schilder, 2008; Sisterna et al., 2009;
Kong et al., 2010; Rivera et al., 2013). Asi mismo; los frutos en poscosecha pueden ser
atacados por Cladosporium herbarum, Botrytis cinerea, Penicillium spp., Alternaria
alternata, Colletotrichum gloeosporioides y Pestalotia guepini; Microsphaera vaccinii y
Colletrotrichum acutatum (Figueroa et al., 2010; Cline y Schilder, 2006; Wharton y
Schilder, 2008). En necrosis en tallos y muerte regresiva se ha identificado a

Pestalotiopsis sp. de manera asociada a Neofusicoccum spp (Espinoza et al., 2009).


http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Municipio_de_Asunci%C3%B3n_Nochixtl%C3%A1n&params=17.45_N_-97.216666666667_E_type:city

En México, se destacan los estudios realizados por Mondragon et al. (2012), quienes
identificaron a 12 hongos asociados a pudricion del fruto (Alternaria, Colletotrichum),
manchas foliares (Alternaria, Colletotrichum, Neofusicoccum, Pestalotiopsis, Phyllosticta,
Stemphyllium), roya (Pucciniastrum), atizonamiento y cancer del tallo (Alternaria,
Bipolaris, Colletotrichum, Curvularia, Neofusicoccum, Phomopsis, Pestalotiopsis, Phoma)
y tizén de yemas (Chaetomium, Phoma), siendo hasta ahorita los Unicos identificados en

Los Reyes, Michoacan, México.

En cuanto a estudios histopatolégicos de arandano- B. cinerea, no se encontraron
estudios especificos, sin embargo existen estudios donde mencionan alteraciones en
diferentes érganos vegetales del género Vaccinium, en los que sobresalen trabajos
como Milholland (1970) donde se observaron cambios histolégicos en los tallos; Szyndel
and Wisniewska (1982) descubrieron cambios histologicos en tallos de arandano
infectados por Godronia cassandrae y Botrytis cinerea. Los cambios histolégicos también
pueden ser cambios naturales del mismo érgano de la planta como es el caso de
Konarska (2015), el cual menciona cambios histologicos durante la ontogenia que tiene
el fruto de arandano 'Bluecrop'. La rosa et al. (2017) estudiaron la morfologia interna e
histologia de las semillas, hojas, tallos y raices del arandano en Lima, Peru. La mayoria
de casos son internacionales a nivel nacional no se han hecho investigaciones

histopatoldgicas del fruto de arandano.

El control de las enfermedades de diversos cultivos generalmente se realiza a base de
fungicidas sintéticos de amplio espectro, los cuales son toxicos para la salud humana,
generan resistencia en los patdgenos, causan contaminacion al medio ambiente y
desequilibrio ecoldgico (Benito et al., 2000). Sin embargo, diversos estudios han sugerido
gue el manejo de los patdégenos se puede realizar bajo un enfoque sustentable ecoldgico
utilizando aceites esenciales, feromonas, hongos entomopatégenos, depredadores y
parasitoides (Espinoza et al., 2009). Se sabe que los aceites esenciales son una opcion
viable para el control y la prevenciéon de organismos patdgenos, ya que son fuente
abundante de compuestos bioquimicos que tienen actividad contra hongos, insectos y

bacterias (Ramirez et al., 2009).



En el sector agricola, los aceites esenciales han demostrado eficacia, resaltando
propiedades nematicidas, insecticidas y fungicidas (Macedo et al., 2010; Granados-
Echegoyen et al., 2014; Aguilar-Gonzélez et al., 2015). Al respecto, el aceite esencial de
clavo (Syzygium aromaticum) ha mostrado capacidad para inhibir el crecimiento de
Botrytis cinerea en fresa (Aguilar-Gonzalez et al., 2015); mientras que el aceite de poleo
(Clinopodium macrostemum) ha mostrado efectividad para inhibir el crecimiento de
Aspergillus niger y Fusarium oxysporum en el cultivo de jitomate (Villa-Ruano et al.,
2015). La actividad antifungica del AE de tomillo (Thymus vulgaris) se atribuye a
compuestos especificos como el timol, p-cimeno, carvacrol y y-terpipeno; los cuales

inhiben el crecimiento de Fusarium oxysporum (Mandal y DebMandal, 2016).

El estado de Oaxaca posee regiones con climas especificos que son ideales para el
cultivo de ardndano. En la region de la Sierra Norte, especificamente en la localidad de
San Pedro Nexicho se ha establecido una parcela demostrativa que ha demostrado la
adaptabilidad del ardndano var. Biloxi con alto potencial comercial; no obstante, la
produccion se ve limitada por factores fitosanitarios. La principal enfermedad que se
presenta en el cultivo es la necrosis de los frutos; por esta razon, el presente estudio
propone estudiar la etiologia, histopatologia y algunas alternativas de control para la

citada enfermedad; en este contexto se han planteado los siguientes objetivos:



OBJETIVO GENERAL
Determinar la etiologia e histopatologia de la necrosis del fruto de ardndano (Vaccinium
corymbosum L.) y la supresion biolégica del patdgeno mediante la aplicacion de aceites

esenciales vegetales en condiciones in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. ldentificar el agente causal primario que induce la necrosis del fruto de arandano.
2. Documentar los cambios histolégicos que se manifiestan en el tejido de los frutos

enfermos.
3. Determinar la efectividad biol6gica de los aceites esenciales de 10 especies

vegetales para inhibir el crecimiento micelial in vitro del patégeno.

HIPOTESIS
e La necrosis del fruto de arandano es una enfermedad inducida por uno o varios
microorganismos fungosos en fase anamorfica.
e La sintomatologia de la necrosis del fruto es el resultado de la invasion intracelular
del micelio del patégeno unicamente en las células cuticulares y epidermales.
e Al menos uno de los aceites esenciales tendra un efecto fungistatico/fungicida, in

vitro, sobre el agente causal de la necrosis del fruto.
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CAPITULO I. REVISION DE LITERATURA

1. Origen del arandano y generalidades de la planta

El género Vaccinium es originario del Hemisferio Norte, concretamente de Norteamérica
(EE.UU. y Canada). En 1911, Frederick Coville del Departamento de Agricultura de
EE.UU. realiz6 los primeros intentos de domesticacion de plantas silvestres o nativas de
arandano encontradas en EE.UU.; posteriormente, y hasta la fecha, se realizan diversos
proyectos que tienen como fin el mejoramiento genético del cultivo con fines comerciales
(San Matrtin, 2013).

El género comprende un aproximado de 450 especies, pero solo tres se cultivan en mayor
cantidad, las cuales son: Vaccinium angustifolium Ait. (arandano bajo); V. ashei Reade

(ardndano ojo de conejo) y V. corymbosum L. (arAndano alto) (Barbat, 2005).

El ardndano (Vaccinium corymbosum L.) es una planta arbustiva caducifolia, de 2.5 a 3
m de altura; con hojas elipticas, pecioladas con disposicion alternada simple (Fava,
2012). Sus flores son de color blanco o blanco-rosado y en racimos. Sus frutos son bayas,
redondeados de color negro-azulado, de diametro tamafio variable de 8 a 21 mm segln
la variedad, el fruto esta cubierto por una capa de cera (Gayol, 2012). El periodo de
desarrollo del fruto, entre la floracion y la maduracion, es de 90 a 120 dias (OEIDRUS,
2011).

2. Clasificacion taxonémica del arAndano

Reino: Plantae
Orden: Ericales
Familia: Ericaceae
Subfamilia Vacciniaceae
Género: Vaccinium

Especie: V. corymbosum L.



3. Especies comerciales de arandano

La especie V. corymbosum L., se cultiva en 75% de la superficie mundial, las variedades
comerciales son Bluecrop, Brigita, Elliott, Bluejay, Earliblue o llamados también
arandanos altos del norte; mientras ‘O’Neal’, Misty, Star, Emerald, Sharpblue son
arandanos altos del sur (Barbat, 2005). De estas ultimas se han hecho mejoras y se han
creado nuevas variedades como Biloxi, para adaptarlas a las diferentes condiciones de
suelo, al mismo tiempo mejora la calidad del fruto dandole firmeza, mayor calibre, mayor

vida de anaquel y almacenaje (San Martin, 2013).

La variedad Biloxi, liberada en 1998, requiere 400 h frio, su crecimiento es vigoroso de
estructura arbustivo con una altura promedio de 2 m (Retamales y Hancock, 2011). Esta
variedad crece en suelos con pH entre 4.4 y 5.5, aunque en Chile crecen con pH de 5.8
a 6.0 (Rebolledo, 2013); el periodo de desarrollo del fruto, entre la floracion y la
maduracion, es de 90 dias; el fruto es mediano de 11 mm de diametro, color azul claro

con firmeza y buen sabor (San Martin, 2013).

4. Situaciéon mundial del ardndano

De acuerdo con la FAOSTAT, en el afio 2014 los principales productores de arandano
fueron Estados Unidos y Canad4, que participaron con el 51.1 y 35.4% de la produccion
anual. Mientras que los paises de la Unién Europea; entre ellos Polonia, Alemania,
Francia, Paises Bajos y Espafia, aportaron el 8.78% de la produccién. La produccién en
México crecié de manera significativa en los ultimos afios; en 2010 se reportd una
produccion de 1, 059 ton; mientras que en 2014 la produccién alcanzada fue de 18,031
ton lo que representa un incremento del 23.43% (FAOSTAT, 2014). En 2014; México tuvo
una participacion de 3.5% en la produccion mundial que lo posicion6 en el 3° lugar
(Cuadro 1).



Cuadro 1. Paises con mayor produccion de arandano (t).

Pais/afo 2010

EUA 188,926
Canada 83,500
Polonia 9,125
Francia 11,001
Alemania 8,305
México 1,059
Paises bajos 4,555
Espafia 1,700
Nueva Zelandia 2,630
Suecia 2,500

2011
196,905
105,140

8,595
9,379
6,608
6,704
5,277
5,000
2,638
2,600

2012
227,900
134,240

11,251

8,161
8,843
7,191
6,000
5,500
2,600
3,000

2013
246,573
120,160

12,731

9,011
10,277
10,160

5,678

5,500

2,794

2,733

2014

Suma

262,539 1,122,843

182,275
12,469
9,200
12,077
18,031
6,400
5,000
3,000
2,675

625,365
54,241
46,752
46,110
43,145
27,910
22,700
13,662
13,558

Fuente: FAOSTAT, 2014.

El arAndano se consume mayormente fresco; en algunos paises se consume congelado;

a continuacion, se presentan los principales paises exportadores y la manera en que se
exporta el arandano (Cuadro 2) (SIAP, 2014).

Cuadro 2. Paises exportadores de arandano (2008-2011).

Ao

Paises/Consumo (t) 2008 2009 2010 2011

Fresco total 28,884 28,928 31,606 35,521
Canada 26,948 26,506 28,641 31,487
Japon 926 1.466 1,671 2,582
Otros 202 359 646 548
Hong Kong 128 180 318 352
Corea del Sur 150 131 238 188
Inglaterra 529 285 92 164
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Congelado total 13,384 9,014 14,826 16,279

Canada 4,260 2,706 7,227 9,164
Japén 6,768 2,838 2,719 3,069
Corea del Sur 256 234 938 2,070
México 770 909 910 540
Otros 494 980 1,345 478
Hong Kong 0 8 171 309
Australia 183 443 259 302
Inglaterra 140 206 157 203
China 515 691 1,101 144

Fuente: USDA

5. Situacién nacional del arandano

De acuerdo al SIAP (2015), en México los principales estados productores de arandano
fueron Jalisco (7,989 t); Colima (2,188 t); Baja California (1,875 t); Michoacan (1,548 t);
Sinaloa (1,164 t); Puebla (672 t) y Sonora (15 t) (Figura. 1); siendo la variedad Biloxi la
gue se cultivé en mayor cantidad debido a su adaptacion en México, aunque también se
cultivé Sharpe Blue y Milenium con menor relevancia. Bascopé (2010) mencioné que
practicamente el 100% de la produccién se destina al mercado de exportacion En
promedio, el 70% se destina a EE.UU., el 30% restante se destina a Europa e

incipientemente a Japon.

Principales Productores de arandano
en MeX|co 2015

. Sonora
sinaloa g7 151
1,164 t
Michoacan (4 %) (1%)
1548t (8% /
(10%)

Baja
Californla
1,875t
(12%) \

Figura. 1. Produccién de arandano en México. Fuente: SIAP (2015), Anuario estadistico

de la produccién agricola.
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En la uUltima década, la produccion de arandanos en México se incrementd de manera
importante; en 2007 se reportdé que solamente se produjeron 124 t de frutos; mientras
qgue en el afio 2016 la produccion fue de 29, 067 t; esto representé un aumento del 53%
(Fig. 2) (SIAP, 2016).

Segun Bascopé (2010), la industria mexicana del ardndano es nueva y se esta
convirtiendo en un pais importante de la produccién mundial. El cultivo tiene ventajas
comparativas y competitivas, entre ellas:

» Costo de mano de obra relativamente bajo.
» Cercania con los mercados de exportacion, principalmente EE.UU.
» Condiciones de suelo y clima 6ptimas para cultivo.

> Epoca de produccion en los meses de altos precios (noviembre-marzo).

35000

30000 29,067

25000
20000 18,031
15,489
15000
10,160

10000 6,704 7191

5000

1,595
124 150 1,059
o0 — —— R =

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Produccion (t)

ARnos

Figura. 2. Produccién de ardndano en México 2007- 2016. Fuente: SIAP, 2016.
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6. Enfermedades del arandano

Las enfermedades del arandano son una importante limitante para la produccion; éstas

alteran el desarrollo, vida productiva, calidad y cantidad de frutos del cultivo (Diaz-

Montenegro, 2002). La American Phytopathological Society (APS) reporta que en las

plantas del género Vaccinium, incluyendo a V. corymbosum; V. ashei; V. angustifolium y

V. myrtilloides, se presentan 32 enfermedades inducidas por organismos fungosos; 14

por nematodos; 15 por virus; 5 por bacterias y 3 desérdenes fisiolégicos. A continuacion,

se presentan las principales enfermedades fungosas en el género V. corymbosum

(Cuadro 3).

Cuadro 3. Principales enfermedades fungicas en V. corymbosum

Enfermedades

de frutos

Agente causal

Enfermedades

de tallo

Agente causal

e Pudriciébn vy

tizon

e Antracnosis

e Momificacién

Botrytis cinerea Pers.
Pestalotia spp.
Pestalotia vaccinii
Alternaria spp.
Alternaria tenuissima
Trichoderma spp.
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum fioriniae
Colletotrichum
gloeosporioides
Monilinia vaccinii

Tizoén de tallo

Cancro en tallo

Botryosphaeria
dothidea
Lasiodiplodia
theobromae
Neofusicoccum ribis

Botryosphaeria corticis

de frutos corymbosi
Enfermedades Agente causal Enfermedades Agente causal
de raiz de flor
e Pudricion de Armillaria gallica e Tizén en flor Botrytis cinerea Pers

Armillaria mellea

raiz Armillaria solidipes
Enfermedades Agente causal
de hojas
e Pudricion de Septoria sp.
hoja
e marrén

e Hojaroja

Exobasidium sp.
Exobasidium vaccinii

Fuente: American Phytopathological Society; 2018

(www.apsnet.org/publications/commonnames/Pages/Blueberry.aspx).
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Particularmente en México, se han reportado las siguientes enfermedades para el cultivo
de arandano: pudricion de fruto (Alternaria, Colletotrichum,); manchas foliares en hojas
(Alternaria, Colletotrichum, Neofusicoccum, Pestalotiopsis, Phyllosticta, Stemphyllium),
roya (Pucciniastrum), atizonamiento.; cancer del tallo (Alternaria, Bipolaris,
Colletotrichum, Curvularia, Neofusicoccum, Phomopsis, Pestalotiopsis, Phoma) y tizén

de yemas (Chaetomium, Phoma) (Mondragén et al., 2012).

Por ser de interés en este estudio; se abundara sobre el patosistema ardndano - B.
cinerea. Este es un hongo polifago con un amplio rango de hospedantes siendo el agente
causal de la podredumbre gris en diversos cultivos de importancia econémica, tales como
el arandano, la vid, las frutillas, el tomate, ornamentales etc. Se han reportado mas de
170 plantas de diferentes familias atacadas por B.cinerea y se ha caracterizado

aproximadamente 30 especies de este patdégeno (Elad et al., 2016).

Ciclo de infeccidn
De acuerdo a Jarvis (1977), es importante conocer el ciclo de infeccion de los patdégenos
para diversos fines, entre ellos para establecer estrategias de control; asi pues, el ciclo
de infeccidn inicia cuando la espora del patégeno alcanza la superficie de la planta
(huésped), el cual es trasportado de diferentes maneras. El ciclo se compone de las
siguientes fases:
a) Adhesion. Las esporas se adhieren y germinan en la superficie de la planta
huésped
b) Penetracion en el tejido de la planta, ya sea por medio de heridas o aberturas
naturales.
c) Formacion de la lesion primaria, como consecuencia de defensa de la planta, al
mismo tiempo el patdégeno se establece por completo.
d) Fase de latencia en donde los mecanismos de la planta controlan de manera
temporal al patégeno, deteniéndolo en la lesion primaria
e) Disgregacion del tejido vegetal. El patégeno vence las defensas de las lesiones

primarias de la planta, en un tiempo breve comenzara la colonizacion y maceracion
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del tejido infectado produciéndose una nueva generacion de esporas y nuevo ciclo

de infeccion.

De acuerdo a los estudios mencionados se puede apreciar la versatilidad del patégeno
pues invade en cualquier estado de desarrollo de la planta. Cada fase del proceso de
infeccion requiere diferentes estadios de desarrollo de la planta e implica la participacion
de diferentes factores de patogenicidad. Su identificacion puede abordarse desde
distintos puntos de vista y aplicando diversas estrategias diferentes, es por eso que se

debe conocer tanto el cultivo como el patégeno (Benito et al., 2000).

7. Antecedentes de estudios de etiologia

Los estudios etioldgicos realizados en el patosistema arandano - B. cinerea se pude hacer
referencia a Smith (1998) quien realizo primeros estudios donde evalu6 arbustos de
arandano rabbiteye (ojo de conejo) en maceta de cultivares como Climax, Premier y
Tifblue y de la parte sur a Gulfcoast y Cooper; e inoculo a partir de una solucion conidial
de 2.5 x 105 conidios m L de Botrytis cinerea, en la etapa de floracion y para controlar
el tizon de la flor al mismo tiempo evalud 5 fungicidas. Los sintomas se presentaron a la
semana 2y 4, siendo botrytis cinerea patégeno de las flores y principalmente en el cultivar
Tifblue siendo el mas susceptible al tizén en la flor.

En Sudamérica, Argentina donde fue identificado a botrytis cinerea por Vasquez et al.
(2007), en varias partes de la planta de arandano de la variedad O'Neal como: en flores,
hojas, ramas tiernas, ramas y tallos viejos. Todos las partes presentaron la sintomatologia
de botrytis cinerea, como el color marrén, necrosis, marchitamiento, hasta llegar al
colapso total. Todas las partes invadidas generaron micelio y esporas, posteriormente se
aplicaron los postulados de koch en plantas de 12 meses de edad de la misma variedad,
utilizando una suspensién conidial de 1 x 106 conidios mL* de agua destilada estéril; las
lesiones observadas en campo se percibieron a los 4 dias después de la inoculacion en

las plantas utilizadas.
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Sin embargo el estudio hecho por Kwon et al. (2011) en Corea, es mas completo, ademas
de reportar por primer vez a Botrytis cinerea como patdgeno en la poscosecha de
arandano, proporcionan una descripcion detallada del hongo, basada en caracteristicas
morfologicas y datos moleculares como su secuencia trascrita interna de rADN; asi
mismo la forma en el hongo invadia a flores y frutos antes de ser cortados. Asi mismo lo
que pasaba durante almacenamiento ya que dicho patdgeno le favorece las condiciones
frias y humedas.

Otros estudios fueron dados a conocer por Rivera et al. (2013), donde mencionan a
Botrytis cinerea como una enfermedad importante de los ardndanos (Vaccinium spp.), en
varias etapas como son la floracién, frutificacion y poscosecha. Para conocer el
comportamiento del hongo se inoculo en flores y frutos de las variedades 'Brigitta’ y
'‘Duke’; asi mismo se aplicaron fungicidas en dichas etapas criticas del hongo para
conocer su comportamiento del patégeno en las etapas principales del arAndano.
Recientemente en estudios mas avanzados se ha demostrado que Botrytis cinerea es
una enfermedad poscosecha importante de los ardndanos en el Valle Central de
California, pero que a su vez consta de dos especies hermanas, denominadas Grupo |y
Grupo Il, segun estudios hechos por Saito et al. (2014) en donde describen al Grupo |
COmMo una nueva especie, B. pseudocinerea. En esta investigacion se aplico las pruebas
de patogenicidad en frutas de arandano, inoculando una suspension conidial (1.0 x 105
esporas mL™) cada fruto se le hizo una herida con una pipeta. Toda la futa inoculada
desarrollo pudricién, demostrando asi que dicho hongo es patdégeno; sin embargo en los
caracteres morfolégicos no se diferenciaron entre B. cinerea y B. pseudocinerea. A nivel
Nacional destaca el trabajo de Mondragdn Flores, et al. (2012) el cual realizo estudios de
hongos asociados a sintomatologias en hojas, tallos y frutos del ardndano para
determinar su incidencia estacional, en los cuales no se aplicaron las pruebas de
patogenicidad, pero no hubo ninguna asociacién de Botrytis cinerea de las diferentes

partes de la planta de arandano de dicha estudio.
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8. Antecedentes de estudios de histopatologia

No se encontraron estudios histologicos especificos que documenten sobre los cambios
celulares que sufren los frutos maduros de V. corymbosum var. Biloxi infectados por B.
cinerea. Existen estudios que registran las alteraciones histolégicas que experimentan
diferentes 6érganos vegetales del género Vaccinium; entre estos se puede citar a
Milholland (1970) quien observé cambios histolégicos en los tallos susceptibles donde
hubo penetracion por estomas de Botryosphaeria corticis, mas no se encontré evidencia
de penetracion directa; los cambios se presentaron en el floema y corteza desorganizado,
las hifas fueron intra e intercelulares, con un rango de 2 a 12 y, de diametro, al igual que
los peritecios maduros se observaron 1 afio después de la infeccion. En los tallos
resistentes no hubo ninguna desorganizacion, ni estructuras de fructificacion a los 18
meses después de la inoculacion. Sin embargo Szyndel and Wisniewska (1982) si
observaron cambios histologicos en tallos de arandano infectados por Godronia
cassandrae al igual con Botrytis cinerea donde hubo células muertas del colénquima y
parénquima cortical; también se encontraron picnidios en el colénquima caracteristicos
de la etapa conidial del hongo G. cassandrae (Topospora muyrtilli), todos los tejidos
enfermos se encontraron separados de los sanos por un capa de células, la cual inicio

debajo de la epidermis.

Los cambios histol6gicos también pueden ser cambios naturales del mismo érgano de la
planta como es el caso de Konarska (2015), el cual menciona cambios histoldgicos
durante la ontogenia que tiene el fruto de ardndano 'Bluecrop’ en la estructura de la fruta
y en el contenido de compuestos fenélicos, mismo que son relacionados con la firmeza y
la vida util de la fruta, ya que son importantes en la etapa de cuajado hasta la madurez
de la cosecha. Estos resultados ayudan para la deteccién de manifestaciones tempranas

del desarrollo de la fruta para la firmeza y calidad.

Un estudio similar presento de La rosa et al. (2017) estudio la morfologia interna e
histologia de las semillas, hojas, tallos y raices del arandano en Lima, Perd. Donde se
hicieron cortes transversales, superficiales y longitudinales de cada organo. Se
observaron diferencias en la morfologia de las semillas y asi entender la viabilidad de las

semillas oleaginosas y la germinacion. En tallos y raices se observaron también la
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morfologia, como los vasos xilematicos. También se observé que el sistema radical esta
muy ramificado debido a simbiosis con micorrizas. La mayoria de casos son
internacionales a nivel nacional no se han hecho investigaciones histopatoldgicas del

fruto de arandano.

El fruto de ardndano es una baya que anatdbmicamente se compone de la epidermis
externa, compuesta por una cuticula de 5 um de espesor, la cual se vuelve cerosa en la

madurez (Gough, 1983). Posteriormente siguen tres estratos que son:

Epicarpo: consta de células epidérmicas y de tres a cuatro estratos de células
subepidérmicas. Los pigmentos antocidnicos estdn en ambas capas ubicados en
depdsitos, sin espacios intercelulares. Ambas capas estan delineadas por un anillo de
haces vasculares. Las células piedra se producen con mayor frecuencia en las células

epidérmicas.

Mesocarpo: estd compuesto por células parenquimaticas son grandes, redondeadas bien
organizadas. El parénquima contiene a veces grupos de esclereidas dispersos. Ademas
esta rodeado por dos o més anillos vasculares; aqui las células de piedra se distribuyen
de manera desigual a lo largo de todo el estrato; todos los grupos de células funcionan
como mecanismo de soporte para el fruto. Dentro del mesocarpo también se encuentran

carpelos los cuales contienen cinco placentas, se unen hasta 65 semillas.

Endocarpo: es la parte interna del fruto; este estrato pedregoso rodea a los l6culos y se

extiende hacia el mesocarpo (Gough, 1983; Sajur et al., 2007; Fava, 2012).

9. Antecedentes de estudios de aceites esenciales vs B. cinerea

La mayoria de los métodos y estrategias empleadas para el control de fitopatdgenos se
basan en el empleo de agentes quimicos. Sin embargo, la utilizacion de fungicidas es
cada vez menos recomendable y mas restringida debido a los problemas de
contaminacion ambiental que de su aplicacién se derivan y por la frecuente aparicion de

cepas de los patdgenos resistentes a los fungicidas utilizados (Benito et al., 2000). En
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este contexto, se buscan alternativas sustentables para el control de patdégenos; una de
ellas es el uso de aceites esenciales derivados de diversas especies vegetales.

Los aceites esenciales (AE) son fracciones liquidas volatiles, generalmente destilables
por arrastre con vapor de agua, que contienen las sustancias responsables del aroma de
las plantas. De acuerdo a Martinez (2003), los aceites esenciales generalmente son
mezclas complejas de hasta mas de 100 componentes los cuales en su mayoria son

metabolitos secundarios (MS) y se pueden clasificar en:

» Compuestos alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas,
ésteres y acidos),

* Monoterpenos: se denominan aceites esenciales monoterpenoides (p.ej. hierbabuena,
albahaca, salvia, etc.).

» Sesquiterpenos: los aceites esenciales sesquiterpenoides (p.ej. copaiba, pino, junipero,
etc.)

* Fenilpropanos: los aceites esenciales fenilpropanoides (p.ej. clavo, canela, anis, etc.)

Todos estos componentes actlan como biocontroladores. Los metabolitos secundarios
posen bajo peso molecular y no son esenciales para el proceso metabdlico basico de la
planta (Ducrot, 2005). Los estudios se han intensificado en los metabolitos secundarios,
los cuales estan implicados en el control biologico contra patégenos o plagas y en ciertos
casos activando procesos de defensa en la planta y brindando una proteccién preventiva
(Kagale et al., 2004). En el caso de microorganismos fitopatdégenos, existe informacion
de aproximadamente de 400 especies de plantas con propiedad fungicida (Bernal-
Alcocer et al., 2005).

A la fecha se ha investigado varios miles de metabolitos secundarios los cuales se han
aislado y se han determinado su estructura por espectrometria de masas, resonancia

magnética nuclear o difraccién de rayos X (Cuadro 4) (Wink, 2010).
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Cuadro 4. Metabolitos secundarios (MS) identificados a partir de plantas superiores
(Wink, 2010)

Tipo de MS NUumero?

Que contienen nitrégeno

Alcaloides 21 000
Aminoacidos-no proteicos (NPAAS) 700
Aminas 100
Glusosidos cianogenicos 60
Glocosinolatos 100
Alcamidas 150
Lectinas, Péptidos, Polipéptidos 2000
Sin nitrégeno
Monoterpenos (C10)° 2500
Sesquiterpenos (C15)° 5000
Diterpenos (C20)° 2500
Triterpenos, Esteroides, Soponinas (C30, C27)° 5000
Tetraterpenos (C40)° 500
Flavonoides,Taninos 5000
Fenilpropanoides, Ligninas, Cumarinas, Lignanos 2000
Poliacetilenos, Acidos grasos, Ceras 1500
Policetidos 750
Carbohidratos, Acidos organicos 200

aNumero aproximado de estructuras conocidas
bNUmero total de terpenoides supera los 22000 en la actualidad

Diversos estudios mencionan la alta actividad que poseen los aceites esenciales para
combatir agentes patdégenos, ya sean de naturaleza microbiana o fungica; en el Cuadro

5 se detallan algunos aceites con sus principales componentes (Noriega-Rivera, 2009).
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Cuadro 5. Aceites esenciales y componentes (Noriega-Rivera, 2009).

Aceite esencial Componentes

Ajenjo (Artemisa absintium) Tuyona, tuyol.

Anis verde (Pinpinella anisum) Acetol

Canela (Cinnamomun zeylanicum) Aldehido cinamico, eugenol
Clavo (Syzygium aromaticum) Eugenol

Eucalipto (Eucalyptus globulus) Eucaliptol

Hinojo (Foeniculum vulgare) Acetol

Lavanda Linalol, acetato de linalillo
Menta (Menta piperita) Mentol

Melisa (Melissa officinalis) Citral, citronelal

Orégano (Origanum vulgare) Timol, carvacrol

Pino (Pinus sylvestris) Pineos, limonemos
Romero (Rosmarinus offincinalis) Alcanfor, cifielo

Ruda (Ruta graveolens) Metilnonil acetona
Tomillo (Timus vulgaris) Timol, carvacrol

Los AE tienen uso potencial en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes),
farmacéutica (saborizantes), alimenticia (condimentos y saborizantes) (Bakkali et al.,
2008; Wang et al., 2010) y agricola; en esta ultima, los AE han demostrado propiedad
nematicida, insecticida y fungicida (Macedo et al., 2010; Granados-Echegoyen et al.,
2015; Aguilar-Gonzélez et al., 2015).

Estudios previos han documentado de manera precisa que los AE tienen un efecto
antifingico sobre el crecimiento y desarrollo de hongos fitopatégenos. Al respecto,
Aguilar-Gonzalez et al. (2015), demostraron que el aceite esencial de Syzygium
aromaticum tuvo capacidad para inhibir el crecimiento de Botrytis cinerea inoculado en
fresa; la concentracion inhibidora minima (CMI) in vitro e in vivo para el aceite esencial
de clavo fue de 92.56 pL L* y la actividad fangica se atribuy6 al eugenol, componente
principal del AE. También se ha demostrado el efecto antimicrobiano del aceite de poleo

(Clinopodium macrostemum) sobre cepas de Clavibacter michiganensis, Pseudomonas
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syringae y Fusarium oxysporum (Villa-Ruano et al., 2015) atribuido a compuestos de
monoterpenos oxigenados de tipo metano como la mentonona y el 6xido de piperitona.
En el caso del AE de bejuco de ajo (Pseudocalymma alliaceum), Granados-Echegoyen
et al. (2015) demostraron que posee un alto potencial larvicida en poblaciones del
mosquito Culex quinquefasciatus; y atribuyeron esta actividad a compuestos de Disulfuro
de dialilo, sulfito de dialilo y trisulfuro, di-2-propenilo. Sin embargo Aswini et al. (2009)
menciona que el bejuco de ajo en extracto con agua y solventes (cloroformo, éter y
petrdleo) tiene excelente actividad antifingica contras a Colletotricum gloeosporioides
Penz. y Botryodiplodia theobromae Pat. agentes causales de las enfermedades de

poscosecha del mango, la antracnosis y la pudricion del tallo

La actividad antifingica del AE de Thymus vulgaris se atribuye a compuestos especificos
como el timol, p-cimeno, carvacrol y y-terpipeno; los cuales inhiben el crecimiento de
Fusarium oxysporum (Mandal y DebMandal 2016) y de B. cinerea en lesiones de hojas

necroticas de uvas inducidas artificialmente (Walter et al., 2001).

Los AE también poseen actividad parasitaria, Pereira et al. (2017) demostraron que el
aceite de romero (Rosmarinus oficinalis L.) tuvo efecto biocida contra T. cruzi Chagas y
L. brasiliensis Vianna in vitro, en dosis de 125 ug L y 62.5 ug L*.; atribuido a los
compuestos a-pynene, alcanfor, 1, 8 cienole y B-cariofileno. En otro estudio realizado por
Granados-Echegoyen et al. (2015) se encontr6 que el aceite de aguacatillo (Persea
americana) es un excelente larvicida contra larvas de Culex quinquefasciatus debido a la
accion de moléculas como estragol, sabineno y 1R-a-pineno (14.25%). El aceite de
eucalipto (Eucalyptus) se considera como un fungitéxico para Botrytis cinerea debido a
la accion de los compuestos 1,8 cineol, 3-pineno, y a-pineno (Thiago et al., 2018; Tripathi
et al., 2008).

En el aceite de pirul (Schinus molle) Martins et al. (2014) hizo la caracterizacion quimica
de varias partes de la planta como las hojas y frutas de Schinus molle, donde encontraron
en su mayoria compuestos hidrocarburos monoterpenos, como a-felandreno, [-

felandreno, B-mirceno, limoneno y a-pineno; mientras tanto Lopez et al. (2014) lo
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menciona como excelente insecticida en contra de la mosca Haematobia irritans L. donde
la efectividad fue del 96-100% de mortandad en las moscas. Y recientemente Lépez-
Menenses et al. (2018) cargaron de nanoparticulas al aceite esencial de pirul para evitar
su degradacion y mejorar la accién antifingica en contra de Aspergillus parasiticus
inhibiendolo en 80% la produccion de la germinacién de esporas

Existen muchos antecedentes de aceites esenciales donde se puede ver el potencial que
tienen sobre la variedad de patdégenos que hay en los diversos cultivos, pero falta mucho

por seguir investigando.
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CAPITULO 2. ETIOLOGIA E HISTOPATOLOGIA DE LA NECROSIS DEL FRUTO DE
ARANDANO (Vaccinium corymbosum L.), EN SAN PEDRO NEXICHO, OAXACA

RESUMEN

La necrosis del fruto de ardndano es una enfermedad importante del cultivo en la region
de la Sierra norte del estado de Oaxaca. El objetivo del presente estudio fue determinar
la etiologia e histopatologia de la enfermedad en frutos producidos en San Pedro
Nexicho, Oaxaca, México. De frutos maduros sintomaticos se aislé consistentemente a
Botrytis sp. Se verificd la patogenicidad mediante la inoculaciéon una solucion conidial de
1x10% esporas mL* sobre 100 frutos sanos; A los 50 frutos control se les coloco agua
destilada estéril. Después de 8 dias de inoculacién se presentaron hendiduras con
lesiones café claro y con esporulaciones de color café claro; los frutos control
permanecieron sanos; se reaisld B. cinerea de los frutos necrosados, para la
caracterizacion morfolégica y molecular. Los dafios anatomicos en los frutos se
presentaron a partir del dia 4, donde la capa de cera ya no se observo y las células de la
epidermis se observaron desorganizadas; a los 8 dias después de la inoculacién no se
observo la capa de cera y las células de la epidermis se observaron desorganizadas y
con lisis por lo que los polifenoles no se mantuvieron dentro. Entre las células del
parénquima se observaron fragmentos de micelio semejante a B. cinerea. La pudricion
completa fue a los 12 dias. Con base al estudio, se determiné a Botrytis Cinerea como
agente causal de la necrosis y dafio anatomico del fruto de arandano en San Pedro

Nexicho, Oaxaca, siendo este el primer reporte de patdgeno para México.

Palabras clave: Botrytis cinerea, necrosis, dafios anatomicos.
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CHAPTER 2. ETIOLOGY AND HISTOPATHOLOGY OF THE NECROSIS OF THE
FRUIT OF BLUEBERRY (Vaccinium corymbosum L.), IN SAN PEDRO NEXICHO
OAXACA

ABSTRACT

The necrosis of the blueberry fruit is an important crop disease in the northern Sierra
region of the state of Oaxaca. The objective of the present study was to determine the
etiology and histopathology of the disease in fruits produced in San Pedro Nexicho,
Oaxaca, Mexico. Botrytis sp was consistently isolated from ripe fruits. The pathogenicity
was verified by inoculating a conidial solution of 1 x 102 spores mL™* on 100 healthy fruits;
sterile distilled water was applied to the 50 control fruits. After 8 days of inoculation, clefts
with light brown lesions and a light brown sporulation were formed; the control fruits
remained healthy; B. cinerea was re-isolated from the necrotized fruits for the
morphological and molecular characterization. The anatomical damages in the fruits
appeared from day 4, where the wax coating was no longer observed and the epidermis
cells were observed disorganized; 8 days after the inoculation, the wax coating was not
observed and the epidermis cells were observed disorganized and with lysis, so the
polyphenols did not remain inside. Fragments of mycelium similar to B. cinerea were
observed among the parenchymal cells. The complete rotting process took 12 days.
Based on the study, Botrytis Cinerea was determined as the causative agent of the
necrosis and the anatomical damage of the blueberry fruit in San Pedro Nexicho, Oaxaca,

this being the first report of the pathogen for Mexico.

Key words: Botrytis cinerea, necrosis, anatomical damage
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INTRODUCCION

El arandano (Vaccinium corymbosum L.) es una planta originaria de Norteamérica
(EE.UU. y Canada). A principios de 1911, en el Departamento de Agricultura de EE.UU.
se implementd un programa de mejoramiento genético (San Martin, 2013), que sento
bases, para la creacion de variedades mejoradas que han conducido con éxito al manejo
comercial del cultivo. En la actualidad, los paises con mayor produccion de arandano son
EEUU (262,539 t); Canada (182,275 t), México (18,031 t) y Polonia (12,469 t) (FAOSTAT,
2014). En México, la produccién de la frutilla se ha incrementado de manera significativa.
De acuerdo al SIAP, 2016, en el afio 2007 sélo se registré una produccion de 124 t; en
tanto que en 2011 se produjeron 6,704 t y en 2016 la produccion fue de 29, 067 t.
Actualmente, la produccidn se concentra en los estados de Jalisco (52%), Colima (14%),
Baja California (12%), Michoacan (10%) y Sinaloa (8%) (SIAP, 2016).

El arandano es una especie vigorosa con altos rendimientos, pero susceptible a varias
enfermedades principalmente flngicas que afectan considerablemente su vida
productiva pero sobre todo la calidad y cantidad del fruto (Diaz-Montenegro, 2002). El
fruto del ardndano es susceptible a diversas enfermedades, entre ellas se encuentra la
pudricion que puede ser inducida por Botrytis cinerea Pers, Alternaria spp., Alternaria
tenuissima, Colletotrichum acutatum, Colletotrichum gloeosporioides, Monilinia vaccinii
corymbosi (APS, 2018). Especificamente en Chile se ha reportado que la pudricion de
frutos por Botrytis cinerea, Cladosporium herbarum, Alternaria alternata, Colletotrichum
gloeosporioides, Pestalotia guepini y Penicillium sp. en tres variedades de arandano
Berkeley, Brigitta y Elliott (Figueroa et al., 2010). En México se ha reportado que la
enfermedad es asociado a sintomatologias presentes en frutos del ardndano, inducida
por Alternaria y Colletotrichum, los cuales fueron reportados en el estado de Michoacan
(Mondrag6n et al., 2012).

En el estado de Oaxaca, en el afio 2015, se establecid un lote con el cultivo de arandano
de la var. biloxi en San Pedro Nexicho. A partir del afio 2016, se observo que las plantas
son atacadas por una enfermedad cuya sintomatologia fue necrosidad en tallos

dejandolos secos por completo; en flores también se presenté marchitamiento y necrosis
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lo cual llevaba al aborto del fruto; en frutos de 20 mm de didmetro fueron mas severos
los dafios, los cuales presentaban hundimientos y necrosis en color café llegando al
crecimiento de micelio y produccion de esporas en la parte superficial del fruto, mientras
internamente el fruto ya se encontraba deshidratado mas de la mitad, la cual presentaba
una consistencia corchosa en color café oscuro.

Debido a que el cultivo del arandano es de reciente introduccion en Oaxaca, no se ha
determinado el agente causal primario de la enfermedad y mucho menos se ha
caracterizado como incide el patdogeno a nivel celular; en este contexto, el objetivo del
presente estudio fue determinar la etiologia e histopatologia de la pudricion del fruto de
arandano (Vaccinium corymbosum L) var. biloxi producido en San Pedro Nexicho,

Oaxaca, México.

MATERIALES Y METODOS

Etiologia

Sitio de estudio y material vegetal. En un cultivo comercial de arandano (Vaccinium
corymbosum L.) var. biloxi; ubicado en San Pedro Nexicho, Municipio de Santa Catarina
Ixtepeji; Oaxaca (17°05’08”N, 96°31’36” O, a 2106 msnm), se recolectaron, en noviembre
de 2016, 50 frutos de arandano con sintomas de necrosis y pudricion; éstos se guardaron
en bolsas de papel y se transportaron al laboratorio de Fitopatologia del CIIDIR unidad
Oaxaca-IPN donde se realiz6 el aislamiento de los microorganismos asociados a la

enfermedad.

Aislamiento y purificacion de hongos. Dentro de una campana de flujo laminar, los
frutos se lavaron con agua destilada estéril; se desinfestaron con hipoclorito de sodio a
1% durante 3 min; se enjuagaron tres veces consecutivas en agua destilada estéril y se
secaron sobre toallas de papel estéril durante 20 min. De cada muestra se corté una

seccion de 0.5 cm?; éstas se sembraron en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA)
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(BD Bioxon® Becton Dickinson de México) con antibiéticos (ampicilina 20 mg Lt y
rifampicina 20 mg L) y se incubaron a 22+3°C con luz blanca durante 8 dias. Las
colonias desarrolladas se transfirieron, de manera individual, a PDA con antibiéticos y se
incubaron a 22+3°C con luz blanca durante 15 dias; posteriormente se purificaron
mediante la técnica de cultivo monosporico (Scruggs and Quezada-Ocampo, 2016)
(Anexo A) y se preservaron en tubos con PDA cubiertos con aceite mineral estéril (Anexo
B).

Pruebas de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad se realizaron con una cepa con las caracteristicas y
estructuras fungosas semejantes a Botrytis sp. aislado de frutos sintomaticos cosechados
en San Pedro Nexicho. La patogenicidad de la cepa experimental se verifico en frutos
maduros de ardndano cosechados de plantas de 2 afios de edad. En el laboratorio, el
incremento del indculo primario (conidios) se realizo cultivando el hongo sobre medio de
cultivo papa dextrosa agar (PDA) (BD Bioxon® Becton Dickinson de México), a 23°C+,

con luz natural durante 10 dias.

Para realizar el experimento, se formaron dos lotes de 100 frutos de ardndano cada uno.
A los frutos de uno de los lotes se les provocé una herida de 0.5 mm de profundidad en
la zona ecuatorial con la aguja de una jeringa de insulina. Los frutos del segundo lote
permanecieron sin herida. Cada uno de los frutos experimentales fue inoculado con 10
UL de una solucién conidial del hongo concentrada a 1x102 esporas mL™, el inéculo se
colocd en la zona ecuatorial de los frutos y se cubrié con un algodén humedecido con
agua destila estéril durante 48 h. De manera independiente, los frutos de cada lote se
incubaron dentro de una charola de plastico durante 8 dias con luz natural; los datos de
temperatura y humedad relativa se registraron con un Data Logger HOBO® U12-011.
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Identificacion de fitopatégenos

Caracterizacion morfologica. Una colonia monoconidial del hongo se cultivé en PDA a
23°Cz por 10 dias con luz natural. Las caracteristicas culturales registradas fueron: color,
textura y velocidad de crecimiento de la colonia. Se prepararon microcultivos (Anexo C)
que se incubaron a 25°C por 7 dias; en ellos se midieron 100 conidios y 100 conidioforos;
estas estructuras se observaron en un microscopio compuesto modelo primo Strar marca
Carl Zeiss equipado con una camara modelo Axion Cam ICcl marca Carl Zeiss; las
mediciones se estimaron con el software Zen 2012. La identificacion a nivel de género se
realizé siguiendo las claves taxonémicas de Barnett y Hunter (2006), y para especie se

utilizaron las descripciones especializadas de Ellis (1971) y Crous et al. (2009).

Caracterizacion molecular. En el Laboratorio de Fitopatologia del CIIDIR Unidad
Oaxaca del Instituto Politécnico Nacional se realizaron cultivos monospéricos de la cepa
experimental. Para ello, la cepa se cultivo en PDA a 25 °C con luz natural por 10 dias. La
colonia fungosa pura se envié al Laboratorio de Diagndstico Integral fitosanitario
(LADIFIT) del Colegio de Postgraduados donde se realiz6 la caracterizacion molecular a
partir de la amplificacién de las regiones ITS1 e ITS2 de los genes ribosomales de

acuerdo al protocolo del LADIFIT.

Histopatologia

Sitio de estudio y material vegetal. En el presente estudio se utilizé la cepa de Botrytis
Sp. cuya patogenicidad sobre frutos de arandano var. Biloxi ya se habia confirmado
previamente. Los frutos de arandano que se utilizaron en este experimento fueron de la
var. Biloxi cosechados de plantas de 2 afos de edad cultivadas en la localidad de San
Pedro Nexicho (17°26" N, 96°58" O, a 2,150 msnm), municipio de Santa Catarina Ixtepeji,

Oaxaca.
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Preparacion del in6culo. Para incrementar el indculo (produccion de esporas) del hongo
experimental, éste se cultivd en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) (BD Bioxon®
Becton Dickinson de México) con antibiéticos (ampicilina 20 mg L y rifampicina 20 mg
L-1) e incubd a 25°C con luz blanca durante 15 dias. Posteriormente se realizé un barrido
de esporas; éstas se colocaron en 10 mL de agua destilada estéril y se hicieron las
diluciones correspondientes hasta tener una solucién conidial a 1x10° esporas mL1! y se
agrego polisorbato 20 (0.1%).

Inoculacion de frutos. El proceso de patogénesis se documenté en frutos sanos de
arandano var. Biloxi. En una charola de plastico estéril se colocé un lote de 100 frutos
maduros y sanos a los que se les provoco una herida artificial de 1.0 mm de profundidad
en la zona ecuatorial con la aguja de una jeringa de insulina estéril. En todos los frutos,
sobre la zona con herida se depositaron 10 uL de la solucién conidial a 1x10° esporas
mL1 + polisorbato 20 (0.1%). La zona se cubrié con un algodén humedecido con agua

destilada estéril durante 24 h; después de este tiempo el algodon se retiro.

Toma de muestras. Del lote experimental se tomaron, y se introdujeron en una solucién
fiiadora FAA [formaldehido (35%), acido acético glacial, etanol absoluto (70%) en una
proporciéon de 2:1:1], 2 frutos cada 8 h durante 8 dias. Los primeros frutos se tomaron
inmediatamente después de la inoculacion (hora cero) y consecutivamente se
muestrearon a las 8, 16, 24, 32, 40, 48, 56, 64, 72, 80, 88, 96, 104, 112, 120, 128, 136,
144, 152, 160, 168, 176, 184 y 192 h. Los frutos muestreados se almacenaron en
recipientes de plastico con capacidad de 25 mL conteniendo la solucion fijadora FAA 'y

se almacenaron a 4°C durante 5 dias.

Cortes histoldgicos. Los frutos se retiraron de la solucion fijadora FAA y se lavaron tres
veces consecutivas con agua destilada. El proceso de deshidratacion del tejido vegetal
se hizo gradualmente con una serie ascendente de alcohol etilico a 50, 70, 96, 100% (4
h/alcohol) y alcohol absoluto (100%) (12 h a 4°C). El proceso de clarificacion se realizé
con etanol absoluto (100%) + xileno (2:1); etanol absoluto (100%) + xileno (1:1); etanol

absoluto (100%) + xileno (1:2) (30 min/solucion) y dos pasos por xileno (1 h/paso). El
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proceso de infiltracion se hizo con xileno + parafina (paraplast plus® SIGMA) (2:1); xileno
+ parafina (1:1); xileno + parafina (1:2) (30 min/paso a 42°C); luego las muestras se
pasaron por parafina liquida (58°C) tres veces; el primer paso fue por 1 h; mientras que
el segundo y tercer fue por 12 h cada uno. El tejido infiltrado se incluyo en parafina fundida
(58°C) y se dejo solidificar por 48 h a 4°C. El tejido incluido se secciond con un microtomo
de desplazamiento manual marca Bright serie 8000 y se obtuvieron cortes de 10 um de
espesor; éstos se colocaron en un bafio de flotacion con 3.0 g de grenetina a 68°C por
30 seg y se montaron en portaobjetos.

La tincion celular se efectio mediante la técnica de tincion diferencial safranina O - verde
rapido bajo el siguiente protocolo: dos pasos por xileno (5 min/paso); la hidratacién se
efectlo en una serie gradual descendente de alcohol etilico a 100, 96, 70 y 50%. La
primera tincion fue en una solucién de safranina O [safranina O (1.5 g), etanol al 96%
(150 mL) y agua destilada (150 mL)] por 10 min. El proceso de deshidratacion fue con
etanol (96%) acidificado con HCL por 30 s. Las muestras se lavaron en etanol (96%) + 4
gotas de hidroxido de amonio (para 100 mL) por un min y después en etanol (100%). La
segunda tincion fue una solucién de verde rapido [verde rapido (1.5 g), etanol absoluto
(100%) (150 mL) y eugenol (150 mL)] por 2 min. El exceso de la solucién verde rapido se
eliminod con una solucién a base de etanol absoluto (100%)-xileno (2:1:1); posteriormente,
las muestras se lavaron con una solucién clarificante (2-metoxietanol-etanol absoluto
(100%)-xileno; 2:1:1). Los cortes histolégicos se pasaron tres veces por xileno (3 min por
paso) y se sellaron con balsamo de Canada. Las preparaciones se observaron en un

microscopio compuesto marca Carl Zeiss.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Etiologia

Descripcion de sintomas. En condiciones de campo, la enfermedad se presento en frutos
maduros de aproximadamente 20 mm de diametro producidos en plantas de ardndano
de 2 afios de edad. Los sintomas en los frutos fueron: deshidratacion y necrosis de areas
en la zona basal del fruto; progresivamente la necrosis avanzé hasta cubrirlo por completo
(Figura 1A). El fruto tom6 una consistencia corchosa en la parte interna, donde el epicarpo
con células epidérmicas se encontraban deshidratadas y necrosadas al igual que el
mesocarpo en color café; y en el endocarpo se pueden ver lo l6culos en pudricion,

mientras la parte sana empieza a colapsar y deshidratar (Figura 1B).

Figura 1. Frutos de arandano necrosados. A) fruto de arandano maduro, con 20 mm de diametro,
necrosado en la parte basal. B) corte transversal del fruto, donde el epicarpo (ep) esta
deshidratado y necrosado al igual que el mesocarpo (me), mientras el endocarpo (ed)

se aprecian los l6culos (L) necrosados con un estado de pudricién avanzada.
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Hongos aislados
De los frutos con sintomas de necrosis y pudricion se obtuvieron en total 50 aislados
fungosos, el 100% de ellos presentaron caracteristicas culturales y estructuras fungosas

correspondientes al género Botrytis.

Pruebas de patogenicidad

A 8 dias después de la inoculacion (ddi), los frutos mostraron hundimiento del sitio
inoculado; a los 10 dias se desarroll6 abundante micelio con produccién de esporas. A
los 12 dias se observo deshidratacion del fruto adquiriendo una consistencia arrugada. A

partir de los frutos sintomaticos, se re-aisl6é a Botrytis sp.

Identificacién morfométricay molecular

La colonia de Botrytis sp. presentd crecimiento micelial concéntrico, de consistencia
afelpada y color café claro (Figura 2A). Después de 15 dias, el micelio se torné color café
oscuro. Los aislados mas viejos formaron una gran cantidad de esclerocios negros de
forma irregular, con un diametro de 1.5 a 2.5 mm. Conidi6foros de color café, largos,
originados irregularmente, septados, con pared lisa y en el 4pice con racimos de conidios
(Figuras 2B y 2C). Conidios amerosporas, ovoides, lisos, hialinos de 5.8 a 9.8 x 8.8 a
14.6 um largo/ancho (promedio 8.3 x 11.3 um) (Figura 2D). Las caracteristicas
morfométricas coincidieron a las descritas por Ellis (1971) y Crous et al. (2009) para

Botrytis cinerea. La caracterizacion molecular confirmé la especie del hongo.
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Fig.2.  Caracteres de un aislado de Botritis cinerea obtenido a partir de frutos de arandano con
sintomas de pudricion y necrosis. A) Colonia de 10 dias de edad cultivada en medio de
cultivo PDA; B) conidiéforo largo y septado; C) Apice ramificado de un conidiéforo con

racimos de conidios; D) Conidios hialinos.

De acuerdo a los estudio etiologicos hechos en el patosistema arandano-B. cinerea,
especificamente solo se han reportado de diferentes partes vegetales del arandano como
flores, hojas, ramas tiernas y viejas, tallos viejos (Smith,1998; Vasquez et al. 2007), en
donde mencionan caracteristicas morfolégicas que son propias del patégeno Botrytis
cinerea, mas no en fruto. También esta el estudio de Rivera et al. (2013) quienes sefialan
gue es una enfermedad importante en cultivo de arandano, sobre todo en fruto sin
embargo solo da a conocer su comportamiento del patbgeno mas no sus caracteristicas
morfologicas y moleculares. Recientemente estudios hechos por Saito et al. (2014)
menciona a dos especies hermanas de Botrytis cinerea, mismas que son encontradas en
frutos de arandano, pero de acuerdo a los caracteres morfoldgicos no fueron capaz de
diferenciar entre ambos grupos, pues ambos presentaban las sintomatologias iguales,
sin embargo demostraron que dicho hongo si es patégeno. El estudio mas relacionado a
nuestra investigacion fue el de Kwon et al. (2011) donde daban a conocer por primera
vez a Botrytis cinerea, como patdgeno en la poscosecha de frutos arandano variedad
‘Northland’ (V. corymbosum); en dicha investigacion proporcionan la descripcion

detallada del hongo, basada en caracteristicas morfologicas y datos moleculares; asi
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como la forma en que aparece la enfermedad en los frutos antes de ser cortados. Este
altimo estudio con nuestra investigacion presentan similitudes como: todas las
caracteristicas morfolégicas y moleculares son de Botrytis cinerea; es el primer reporte
de dicho hongo como patégeno del fruto de arandano variedad “Biloxi” (V. corymbosum
L.), pertenecientes ambas a la misma familia a nivel nacional de México, pues no hay

reportes con respecto a dicho patégeno.

Histopatologia

Inoculacion de frutos. Los frutos con herida permanecieron asintomaticos hasta las 96
h; después de este tiempo, se observé hundimiento en la zona inoculada y fue hasta las
144 h cuando se observo crecimiento micelial de B. cinerea con abundante esporulacion

en esta zona. En la Figura 3A, se muestran los frutos de arandano inoculados con B.

cinerea a las 192 h después de la inoculacion, asi como micelio de B. cinerea en el fruto
Figura 3B.

Figura 3. Frutos de ardndano var. biloxi inoculados con Botrytis cinerea. A) Frutos cubiertos de
micelio (mc) a las 192 h después de la inoculacién. B) Corte transversal de un fruto de
ardndano con invasion micelial de B. cinerea (Bc) interior y exterior.

Descripcion de los cambios a nivel celular. En los cortes histolégicos de los frutos
muestreados a la hora cero, se observo una delgada capa de cera, abajo se encontrd
una sola capa de células epidermales conteniendo polifenoles; en este caso las células
conservaron su forma rectangular y no se observé dafio en la pared celular (Figura 4A);
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también hubo presencia de estomas. Debajo de la epidermis se encontraron una o dos
capas de células de la hipodermis; estas células tendieron a ser de forma rectangular, de
mayor tamafo que las células de la epidermis. Las células de la hipodermis se observaron

con polifenoles pero sin dafios en la pared celular (Figura 4A).

Posteriormente se observaron las células del parénquima que fueron de forma irregular
con tendencia a ser circulares, permanecieron sin polifenoles, también sin dafio de la
pared celular (Figura 4A). En la zona de la hipodermis se notaron paquetes vasculares
gue conservaron su forma y sin cambios en la pared celular. En estos cortes no se

observo penetracion de micelio de Botrytis cinerea inter o intracelular.

En los cortes de los frutos muestreados a 4 dias después de la inoculacion ya no se
observo la capa de cera y las células de la epidermis se observaron desorganizadas, es
decir, las células ya no se mantuvieron unidas, sin embargo conservaron su forma
rectangular y conservaron sus polifenoles. Entre las células de esta capa se observaron
pequefios fragmentos de hifas de color café, con septos transversales semejantes a B.
cinerea. Las células hipodermales y del parénquima se desorganizaron y perdieron su
forma y se observaron polifenoles al interior; aunque en estas capas no se presento
evidencias de micelio. Quiza por esta lisis de las células es que el fruto se observa con

marchitez (Figura 4B).

En los cortes de los frutos muestreados a 8 dias después de la inoculacién no se observo
la capa de cera y las células de la epidermis se observaron desorganizadas y con lisis
por lo que los polifenoles no se mantuvieron dentro. Las células hipodermales y del
parénquima también se desorganizaron, hubo lisis y perdieron su forma, en todas estas
células hubo presencia de polifenoles en el interior; ademas se hicieron presentes células
esclereidas quiza como un mecanismo de defensa fisica contra el patdgeno. Entre las
células del parénquima se observaron fragmentos de micelio semejante a B. cinerea.
Toda la desorganizacion, lisis y muerte de células de los diferentes estratos que
conforman el cuerpo del fruto del ardndano hacen que éste presente marchitez y

finalmente pudricion.
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Figura 4.

Cortes histolégicos de frutos de ardndano inoculados con Botrytis cinerea. A) Corte
histoldgico longitudinal de un fruto de arandano a las cero horas después de la inoculacion
mostrando evidencias de una capa cerosa (cr) y células epidermales (ce) conteniendo
polifenoles (pf); asi como células de hipodermis (ch) y del parénquima (cp). Las células
conservaron su organizacion y su forma. B) Corte de un fruto a las 96 h después de la
inoculacién; existe desorganizacion de las células en todos los estratos y se nota
presencia e introduccidn de hifas al interior de las células (mc). C y D) Corte de un fruto a
las 96 h después de la inoculacion; se observé desorganizacion vy lisis de las células en
todos los estratos; ademas hubo presencia de células esclereidas (escl).
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Existen una cantidad suficiente de informacién sobre el cultivo, uso, propiedades
medicinales y patdgenos que atacan a Vaccinium corymbosum. Particularmente, se han
reportado una serie de enfermedades fungosas, bacterianas y virosas en el cultivo
(Polashock et al., 2009; Schilder et al., 2011, Lui et al., 2014; Norman and Bocsanczy,
2018) donde se describe la sintomatologia inducida por los patégenos, pero no se
documentan los cambios celulares que ellos provocan. Los estudios sobre el proceso de
la patogénesis en el sistema arandano-Botrytis cinerea no se habia documentado
previamente; realmente son escasos los estudios que se han realizado en materia de
histologia del fruto; los trabajos referentes mas recientes es el de La Rosa et al. (2017),
quienes estudiaron la morfologia interna e histologia del fruto de arAndano para entender
la baja germinacion de semillas y el de Konarska (2015) quien compar6 la anatomia de
frutos en tres estados de madurez de dos variedades de arandano (Earliblue y Patriot)
para documentar esas diferencias morfolégicas que dan al fruto atributos de calidad y
duracion en la vida de anaquel. En los dos trabajos citados, los autores evidencian la
morfologia y estructura celular interna de los frutos de ardndano pero no evidencian
cambios celulares por la actividad de organismos patdgenos. En el presente proyecto se
exhibio la estructura interna del fruto poniendo énfasis en los dafios celulares, como son
desorganizacion celular, lisis, presencia de polifenoles y esclereidas, como resultado del
ataque de Botrytis cinerea, un patégeno capaz de inducir muerte en la planta completa
de V. corymbosum.

CONCLUSION

Con base al estudio se puede concluir que Botrytis cinerea es el principal agente causal
en la necrosis ardndano que ocasionan dafios importantes en la produccién en San Pedro
Nexicho, Oaxaca. A nivel nacional es el primer reporte de este patégeno en el arandano
(Vaccinium corymbosum L), var. biloxi, ya que no hay ningun reporte respecto a la

necrosis del fruto en el pais, solo se ha reportado a nivel internacional.

En el estudio histopatologico se pudo apreciar si hay dafios a nivel celular en el fruto de
arandano (V. corymbosum), como resultado de la invasion y ataque de Botrytis cinerea,
siendo también el primer estudio donde se presentan cambios celulares por la actividad

del organismo patdgeno estudiado.
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CAPITULO 3. EFECTIVIDAD BIOLOGICA DE ACEITES ESENCIALES EN EL
CRECIMIENTO IN VITRO DE Botrytis cinerea, PATOGENO DE FRUTOS DE ARANDANO
EN OAXACA

RESUMEN

En San Pedro Nexicho, Oaxaca, la incidencia de la pudricion de frutos de arandano (Vaccinium
corymbosum L.), inducida por Botrytis cinerea, se ha incrementado considerablemente. En
este estudio, se evalué la efectividad biolégica de 5 dosis (100, 200, 300, 400 y 500 pL.Lt) de
los aceites esenciales de orégano (Origanum vulgare); romero (Rosmarinus officinalis); pirul
(Schinus molle); aguacatillo (Persea americana); eucalipto (Eucalyptus); tomillo (Thymus
vulgaris); poleo (Clinopodium macrostemum); té limén (Cymbopogon citratus); bejuco de ajo
(Pseudocalymma alliaceum) y de clavo (Syzygium aromaticum), sobre el desarrollo in vitro de
B. cinerea. En el afio 2017 se prepar6 medio de cultivo papa-dextrosa-agar (2%), mezclado
con aceite esencial y polisorbato 20 (0.1%), se sembré individualmente, un disco micelial (3 =
0.4 cm) de la cepa de B. cinerea. La efectividad bioldgica, se estim6 a los 10 dias mediante el
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial del hongo. El aceite esencial de bejuco de ajo
inhibio el desarrollo micelial de B. cinerea en un 100% en todas las dosis; el aceite de clavo a
partir de una dosis de 200 pL.LL. El aceite de té limén y poleo inhibieron el crecimiento del
hongo en 73% a partir de una dosis de 500 pL.L; el aceite de tomillo desde 400 uL.L* inhibio
en 66% el crecimiento micelial. En este estudio se evidencié la efectividad biologica antifiingica
de los aceites esenciales del bejuco de ajo y clavo en las diferentes dosis sobre B. cinerea,

inhibiendo el crecimiento y desarrollo del patégeno.

Palabras clave: Botrytis cinerea; Clinopodium macrostemum; Cymbopogon citratus;

Pseudocalymma alliaceum; Syzygium aromaticum; Thymus vulgaris; Vaccinium corymbosum.

49



CHAPTER 3: BIOLOGICAL EFECTIVENESS OF ESSENTIAL OILS ON THE IN VITRO
GROWTH OF Botrytis cinerea, PATHOGEN OF BLUEBERRY FRUITS IN OAXACA.

ABSTRACT

In San Pedro Nexicho, Oaxaca, the incidence of the rotting process of blueberry fruits
(Vaccinium corymbosum L.), induced by Botrytis cinerea, has increased considerably. In this
study, the biological effectiveness of 5 doses (100, 200, 300, 400 y 500 pL.L?) of the essential
oils was evaluated, extracted from: oregano (Origanum vulgare); Rosemary (Rosmarinus
officinalis); Peppertree (Schinus molle); avocado (Persea americana); eucalyptus (Eucalyptus);
thyme (Thymus vulgaris); Poleo (Clinopodium macrostemum); lemongrass (Cymbopogon
citratus); garlic vine (Pseudocalymma alliaceum) and clove (Syzygium aromaticum), on the in
vitro growth of B. cinerea. In 2017, potato-dextrose-agar (2%) culture medium was prepared,
mixed with essential oil and polysorbate 20 (0.1%), a mycelial disk (@ = 0.4 cm) of the B. cinerea
strain was individually grown. The biological effectiveness was estimated after 10 days by
measuring the percentage of inhibition of mycelial growth of the fungus. The essential oil of
garlic vine inhibited the mycelial growth of B.cinerea by 100% in all the doses; the clove oil as
of a dose of 200 uL.L. The Lemongrass and Poleo oils inhibited the fungus growth by 73% as
of a dose of 500 yL.Lt. The thyme oil as of a dose of 400 yL.Ltinhibited the mycelial growth
by 66%. In this study, the biological antifungal effectiveness of the essential oils of the garlic
vine and the clove was proven on the different doses on the B. cinerea, inhibiting the growth

and development of the pathogen.

Key words: Vaccinium corymbosum; Botrytis cinerea; Pseudocalymma alliaceum; Syzygium

aromaticum; Cymbopogon citratus; Clinopodium macrostemum and Thymus vulgaris.
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INTRODUCCION

Los aceites esenciales (AE) son mezclas de moléculas organicas volatiles sintetizadas como
metabolitos secundarios; estos se componen de alcoholes, acetonas, cetonas, éteres,
aldehidos, taninos, esteroles, terpenoides, fenoles, etc., se producen y almacenan en los
canales secretores de las plantas (Bruneton, 2001). Los AE se pueden obtener de
aproximadamente 50 familias de plantas, destacando la familia Asteraceae, Fabaceae,

Brassicaceae, Lauraceae, Myrtaceae y Labiatae (Celis et al., 2009; Soylu et al., 2010).

Los AE tienen uso potencial en la industria cosmética, farmacéutica, alimenticia (Bakkali et al.,
2008; Wang et al., 2010) y agricola; en esta ultima, los AE han demostrado propiedad
nematicida, insecticida y fungicidas (Macedo et al., 2010; Granados-Echegoyen et al., 2014;
Aguilar-Gonzalez et al., 2015). Al respecto, podemos citar la actividad antifingica del extracto
de Pseudocalymma alliaceum en agua, metanol, cloroformo y éter de petréleo contra
Colletotrichum gloeosporioides y Botryodiplodia theobromae en el cultivo de mango (Aswini et
al., 2009). El aceite esencial de Syzygium aromaticum ha mostrado capacidad para inhibir el
crecimiento de Botrytis cinerea en fresa (Aguilar-Gonzalez et al., 2015); mientras que el aceite
de Clinopodium macrostemum ha mostrado efectividad para inhibir el crecimiento de
Aspergillus niger y Fusarium oxysporum en el cultivo de jitomate (Villa-Ruano et al., 2015). La
actividad antifingica del AE de Thymus vulgaris se atribuye a compuestos especificos como
el timol, p-cimeno, carvacrol y y-terpipeno; los cuales inhiben el crecimiento de Fusarium

oxysporum (Shyamapada-Mandal and Manisha-DebMandal, 2016).

Estudios previos han demostrado la susceptibilidad de B. cinérea a diversos AE; entre ellos
Cymbopogon martini, Thymus zygis, Cinnamomum zeylanicum y Eugenia caryophyllata; los
cuales mostraron actividad esporicida sobre el hongo (Wilson et al., 1997); Chenopodium
ambrosioides, Eucalyptus citriodora, Eupatorium cannabinum (Tripathi et al., 2008); Syzygium
aromaticum y Brassica negra, inhibieron completamente el crecimiento de B. cinerea (Aguilar-
Gonzalez et al., 2015). En este contexto, el objetivo de esta investigacion fue determinar la
efectividad bioldgica de 5 dosis (100, 200, 300, 400 y 500 uL.L?) de los aceites esenciales de
10 especies vegetales para inhibir el crecimiento in vitro de B. cinerea, agente causal de la

pudricion de frutos de arandanos en San Pedro Nexicho, Oaxaca.
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MATERIALES Y METODOS

Aceites esenciales. Los AE se obtuvieron de las hojas de orégano (Origanum vulgare);
romero (Rosmarinus officinalis); pirul (Schinus molle); aguacatillo (Persea americana);
eucalipto (Eucalyptus); tomillo (Thymus vulgaris); poleo (Clinopodium macrostemum); té limén
(Cymbopogon citratus); bejuco de ajo (Pseudocalymma alliaceum) y de los frutos de clavo
(Syzygium aromaticum); todos ellos recolectados durante 2017 en diferentes partes del estado
de Oaxaca. El material vegetal se seco a la sombra durante 20 dias y posteriormente se

pulverizé en un molino mecénico.

La extraccion de los AE se hizo mediante la técnica de hidrodestilacion asistida por
microondas. En un aparato de tipo Clevenger (MODELO Y ORIGEN) se colocaron 500 g de
material vegetal pulverizado durante 3 h agregandole aguay después se someti6 a calor, para
lo cual se utilizd un horno de microondas con una salida de frecuencia de 2450 MHz, en ciclos
de 15 min. La capa de AE se separo de la fase acuosa usando un embudo de decantacion y
el aceite esencial resultante se secO usando sulfato de sodio anhidro (Na2SOa). Los AE se

preservaron en frascos de color &mbar refrigerados a 4 °C.

Preparacién del inoculo. En este estudio se utilizé6 un aislado puro de B. cinerea con
capacidad patogénica en frutos de arandano. El hongo se cultivd sobre medio de cultivo PDA
(2%) durante 8 dias a 25+1°C y luz natural.

Bioensayos. En esta fase experimental, se evaluaron las siguientes dosis de cada uno de los
10 AE experimentales: 100, 200, 300, 400 y 500 pL.L* de PDA. Se prepard medio de cultivo
PDA (2%) y cuando alcanzé una temperatura de 30°C se le agreg6 la dosis correspondiente
del aceite y se le adicioné polisorbato 20 a razén de 0.1%. El tratamiento testigo fue PDA +
polisorbato 20 sin AE. El medio de cultivo se vacié en cajas de Petri de 8.0 cm de diametro y
se dejo solidificar durante 24 h. Posteriormente, en cada caja se sembré un disco micelial (&
=0.4 cm) de la cepa de B. cinerea. Las cajas se incubaron a 25+1°C y luz natural hasta finalizar

el experimento. Se establecieron 60 tratamientos, resultantes de la interaccion de 6 dosis (O,
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100, 200, 300, 400 y 500 pL.L') y 10 aceites esenciales; cada tratamiento tuvo 5 repeticiones
(Cuadro 1).

La efectividad biologica de los tratamientos se determiné a través del pardmetro de porcentaje

de inhibicién del crecimiento micelial del hongo de acuerdo a la siguiente ecuacion:

ICM =

{CMT —CMA} <100

Donde: ICM: Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial del hongo; CMT: Crecimiento
radial del micelio (cm) del hongo en el tratamiento testigo; CMA: Crecimiento radial del micelio

(cm) del hongo en el tratamiento con aceite esencial

De acuerdo al porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial del hongo en cada tratamiento,
éstos se agruparon en una escala de porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del micelio
de B. cinerea, construida de 6 niveles; donde nivel 1 = [100-80] % de inhibicion (PI); nivel 2 =
(80-60] % de PI; nivel 3 = (60-40] % de PI; nivel 4 = (40-20] % de PI; nivel 5 = (20-10] % de PI;
nivel 6 < 10 % de PI (Figura 2 y Cuadro 1)

Andlisis estadistico. Los bioensayos se establecieron bajo un disefio completamente
aleatorizado con arreglo factorial (6x10, dosis-aceites), utilizando como unidad experimental
el cultivo de caja Petri; el ICM se transformé a Log(x) para el cumplimiento de los supuestos
del analisis de varianza. Se realiz6 analisis de varianza y comparacion de medias (Tukey, 0.05)

usando el programa SAS System v.9.4 (SAS Institute Inc, 2016).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Bioensayos de efectividad biologica. Los aceites y dosis evaluados mostraron alta significancia
(p < 0.01) en los datos transformados (valores de F: 78.6 y 200.7, respectivamente), al igual
gue la interaccion aceitexdosis (F = 5.6). Por otro lado, se destaca el aceite esencial de bejuco
de ajo (A10) que mostré la media mayor inhibicién (83.72 %), seguido del clavo (69.38%),
guienes mostraron la mayor heterogeneidad (Figura 1A). La mejor dosis fue la de 500 uL para
el experimento y la menor efecto fue la de 100 uL en la media del porcentaje de 22.63% (Figura
1B).

El AE de bejuco de ajo (Pseudocalymma alliaceum) a partir de una dosis de 100 pL.L* inhibi6

en 100% el crecimiento micelial de B. cinerea (Figuras 2A y 4). Mientras que el aceite de clavo

(Syzygium aromaticum) lo hizo a partir de una dosis de 200 puL.L? (Figuras 2Ay 5).
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Figura 1.  Porcentaje de inhibicion (INH) de aceites esenciales (A) y dosis (B). Medias con la misma letra no
tienen diferencia estadistica significativa (Tukey, a = 0.05). Las lineas verticales sobre las barras
indican la desviacién estandar. Ajo (A10), clavo (Al), tomillo (A7); poleo (A9); té limoén (A6),
orégano (A5), aguacatillo (A8), pirul (A3), eucalipto (A2), romero (A4).

Por otro lado también se puede apreciar de manera representativa a los 10 aceites y el testigo
como van inhibiendo de manera gradual a botrytis cinerea a los 10 dias de crecimiento en la

dosis de 500 pL (Figura 3).
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Cuadro 1. Inhibicién del crecimiento radial del micelio de Botrytis cinerea.

Aceite Dosis Tratamiento Aceite Dosis Tratamiento
Bejuco 1000 T56 Aguacatillo 200+5.07 T45
Bejuco 200+0 T57 Eucalipto 500+8.96 T12
Bejuco 5000 T60 Pirul 400+£1.02 T17
Bejuco 30040 T57 Poleo 100+6.39 T50
Bejuco 40010 T59 Aguacatillo 500+4.46 T48
Clavo 4000 T5 Eucalipto 400+3.12 T11
Clavo 2000 T3 Romero 500+4.90 T24
Clavo 5000 T6 Orégano 100+40.09 T26
Clavo 300+0 T4 Clavo 100+9.14 T2
Te limoén 500£17.35 T36 Eucalipto 200+5.62 T9
Poleo 500+12.97 T54 Pirul 200+4.08 T15
Poleo 400+3.24 T53 Eucalipto 300+5.21 T10
Tomillo 400+2.40 T41 Romero 100£2.40 T20
Tomillo 500+1.25 T42 Aguacatillo 100+3.17 T44
Tomillo 300+3.09 T40 Eucalipto 100+3.31 T8
Tomillo 200£1.71 T39 Romero 300+£1.92 T22
Poleo 300+4.40 T52 Romero 400+1.76 T23
Té limon 400+10.49 T35 Pirul 100+4.71 T14
Poleo 200+4.16 T51 Romero 200+3.60 T21
Té limon 300+£10.19 T34 te limoén 100+6.46 T32
Té limon 200+12.12 T33 Tomillo 0+£3.04 T37
Aguacatillo 400+6.34 T47 Poleo 0+2.10 T49
Pirul 500+1.89 T18 te limoén 0+£3.04 T31
Tomillo 100+1.27 T38 Orégano 0+2.68 T25
Orégano 500+2.07 T30 Romero 0+2.56 T19
Orégano 400+3.32 T29 Clavo 0+2.19 T1
Pirul 30048.21 T16 Bejuco 0+2.97 T55
Aguacatillo 300+7.12 T46 Aguacatillo 0£3.04 T43
Orégano 300+4.58 T28 Eucalipto 0+1.25 T7
Orégano 200+6.12 T27 Pirul 0+2.10 T13

Los valores incluyen + la desviacion estandar.
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El té limén, a partir de una dosis de 500 uL.L?, inhibié en 73.7% el crecimiento micelial del
hongo (Figuras 2B y 6); El poleo fue de 67.7% a partir de 400 uL.L* (Cuadrol, Figuras 2By 7).
El aceite de tomillo fue el tercero en inhibir un 56% de crecimiento micelial (Figura 1A) con una
dosis de 200 pL.L*(Figuras 2C y 8); mientras que para en las dosis menores el porcentaje de

inhibicion fue menor a 46% (Cuadro 1, Figuras 2C y D).

Los porcentajes menores de inhibiciéon se presentaron en: aceite de aguacatillo (400 pL.L?),
pirul (500 pL.Lt), orégano (100 pL.L?), eucalipto (500 pL.Lt) y romero (300 pL.L?t) fue de 27.7,
24.7, 23.7, 19.5 y 15.8%; respectivamente (Cuadro 1, Figuras 2E y F).
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100, 200, 300, 400 y 500 pL.L1) de los aceites esenciales de

10 especies vegetales sobre el crecimiento in vitro de Botrytis cinérea, agrupados de acuerdo a la

“escala de porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del micelio de B. cinerea”. A) nivel 1 = 100-
80 %; B) nivel 2 = 79.9-60 %,; C) nivel 3 = 59.9-40; D) nivel 4 = 39.9-20 %; E) nivel 5 = 19.9-10 %; F)

nivel 6 = 9.9-0%.

Figura 3. Botrytis cinerea / aceite esencial de: A)
testigo; B) orégano; C) romero; D) pirul; E)
aguacatillo; F) eucalipto; G) tomillo; H) poleo; 1)
te limon; J) clavo; K) bejuco de ajo.
Dosis de 500 pL.L-* Dds: 10 dias

Figura 4. Botrytis cinerea / aceite esencial
de bejuco de ajo (Pseudocalymma
alliaceum).

Dosis (uL. L%): A) 100, B) 200, C) 300, D)
400, E) 500, F) testigo. Dds. 10 dias
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Figura 5. Botrytis cinerea / aceite esencial Figura 6. Botrytis cinerea / aceite esencial

de clavo (Syzygium aromaticum). de tg limén (Cymbopogon citratus).
Dosis (uL. LY): A) 100, B) 200, C) 300, D) Dosis (WL. L): A) 100, B) 200, C) 300, D)
400, E) 500, F) testigo. Dds. 10 dias. 400, E) 500, F) testigo. Dds. 10 dias.

Figura 7. Botrytis cinerea / aceite esencial Figura 8. Botrytis cinerea / aceite esencial

de p_oleo (Clinopodium macrostemum). de tomillo (Thymus vulgaris)
Dosis (uL. L): A) 100, B) 200, C) 300, D) Dosis (uL. L%): A) 100, B) 200, C) 300, D)
400, E) 500, F) testigo. Dds. 10 dias. 400, E) 500, F) testigo. Dds. 10 dias.

El bejuco de ajo (Adenocalymma alliaceum o Pseudocalymma alliaceum) es una planta de la
gue poco se ha documentado sobre su actividad antifingica. En un estudio previo, se demostrd
gue el extracto de esta planta en agua, metanol, cloroformo y éter de petréleo tiene actividad
esporicida en cepas de Colletotrichum gloeosporioides aislados del cultivo de mango (Aswini
et al., 2009). Asi mismo, Granados-Echegoyen et al. (2015) reportaron que el aceite esencial

también posee propiedad larvicida en poblaciones del mosquito Culex quinquefasciatus.
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En este mismo estudio se hizo la caracterizacion quimica de Pseudocalymma alliaceum
indicando que sus componentes principales son disulfuro de dialilo, sulfito de dialilo y
Trisulfuro, di-2-propenilo. Nuestros resultados mostraron que el aceite esencial del bejuco de
ajo también tiene excelente propiedad fungicida in vitro y que puede ser considerada como
una alternativa con potencial para el manejo de fitopatégenos.

Por otro lado, el AE del clavo ha mostrado efectividad contra Alternaria alternata, Aspergillus
flavus, Curvularia lunata y Fusarium oxysporum; esta accion se atribuye a dos de sus
componentes, el eugenol y el geraniol (Kishore et al., 2007). Aguilar-Gonzalez et al. (2015)
sefialaron que el AE del clavo tiene efecto inhibitorio en el crecimiento de Botrytis cinerea e
indicaron que se debe principalmente a la accion del eugenol que se encuentra hasta en 75,4%
en el AE. Tanzeela Nisar et al. (2017) consignaron que el aceite de clavo tiene potencial para
incorporarse a la pectina de citricos y generar peliculas o recubrimientos comestibles
antimicrobianos para diversas aplicaciones alimentarias. En este contexto, y de acuerdo a
nuestros resultados, podemos indicar que el eugenol también tiene propiedad fungicida sobre

cepas de B. cinerea aislado de frutos de arandano.

Diferentes extractos de té limon han mostrado excelentes propiedades antimicrobianas dado
por los componentes quimicos como son taninos, esteroles, terpenoides, fenoles, cetonas,
flavonoides, entre otros (Lawal et al., 2017). En otro estudio Ajayi et al. (2016b) sefialan que
en la composicion quimica del AE sobresalen compuestos quimicos mas especificos
antifangicos como el Citral seguido de 2-isopropenil-5-metilhex-4-enal, p-cimeno y 2-thujene.
Sin embargo, en nuestro estudio encontramos que este AE tuvo una efectividad biol6gica
contra B.cinerea al 70% en la dosis de mayor y menor en un 50% cuando se aplicaron hasta
400 pL.L?; lo cual indica que podria ser un alternativa mas para seguir aplicando en otros

patdgenos para ver su efectividad, ya que no todos los fitopatégenos reaccionan igual.

En términos generales, observamos que el AE de poleo y tomillo son dos compuestos con alto
potencial para el manejo de B. cinerea. El primero de ellos contiene compuestos con efecto
antimicrobiano, tal es el caso de los monoterpenos oxigenados de tipo metano como la
mentonona (34%) y el oxido de piperitona (30%), los cuales inhiben a Clavibacter
michiganensis, Pseudomonas syringae y Fusarium oxysporum (Villa-Ruano et al., 2015;

Dunki¢ et al., 2017). Mientras que el segundo, contienen timol, p-cimeno, carvacrol y y-
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terpipeno con importante propiedad antibacteriana, antifingica y antioxidante (Shyamapada
Mandal and Manisha DebMandal, 2016; Abdulrahman et al., 2017). Eguchi et al. (2016)
consignaron que, de manera individual, la molécula de p-cimeno ejerce accion fungicida sobre
Botrytis cinerea. En tanto que Kolsum Divband et al. (2017) encontraron que el timol y el p-

cimeno actian contra cepas de Fusarium oxysporum.

Derivado de esta investigacion, podemos decir que todos los aceites evaluados en este estudio
presentaron actividad antifingica; aunque la mayoria de los tratamientos inhibieron el
crecimiento radial del micelio del fitopatégeno por abajo del 50%. La capacidad fungicida se
debi6 probablemente a las accion de moléculas especificas presentes en los AE; tal es el caso
de B-ciclodextrina en orégano con capacidad para actuar contra B. cinerea (Munhuweyi et al.,
2017); o de los componentes a-pynene, alcanfor, 1, 8 cienole y B-cariofileno encontrados en
las plantas de romero (Pereira et al., 2017); Thiago et al. (2018) menciona como principales
compuestos con 1,8 cineol (76,93%), B-pineno (11,49%) y a-pineno (7,15%) en eucalipto y en
tanto Tripathi et al., (2008) lo menciona como fungitoxica absoluta en Botrytis cinerea. En piral
se encontraron compuestos en su mayoria a- y B-pineno, a-cadinol (Gomes et al., 2013);
mientras tanto Lépez et al., (2014) lo menciona como excelente insecticida en contra de la
mosca Haematobia irritans L. mas no como fungicida. El aceite de aguacatillo (Persea
americana) es un excelente larvicida debido a moléculas como el estragol, sabineno y 1R-a-

pineno (Granados-Echegoyen et al., 2015); pero su actividad antifingica no esta reportada.

CONCLUSION

La efectividad bioldgica del aceite esencial (AE) del bejuco de ajo (Pseudocalymma alliaceum)
y del clavo (Syzygium aromaticum) contra B. cinerea, patdgeno de los frutos de arandano, fue
altamente significante ya que inhibieron en 100% el crecimiento radial del micelio del
fitopatogéno a partir de una dosis de 100 y 200 uL.L?, respectivamente. Los AE de tomillo,
poleo y té limoén que inhibieron el crecimiento micelial del hongo por arriba del 50% cuando se
aplicaron dosis de 200, 400 y 500 uL.L%, respectivamente. Los AE son una excelente
alternativa para el control in vitro de B. cinerea en el cultivo de arandano establecido en el

estado de Oaxaca.
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ANEXOS

Anexo: A

CULTIVO MONOSPORICO

Cultivo monosporico a partir de una colonia

Componentes: tubos eppendorf, hematocimetro, cajas de Petri con cultivo papa dextrosa agar
(PDA) (BD Bioxon® Becton Dickinson de México), agua destilada esteril.

Procedimiento: De una caja petri con el hongo se toma un disco micelial (& = 0.4 cm) de la
cepa de B. cinerea, el cual se coloco en un tubo eppendorf con 10 ml de agua destilada, se
agito ligeramente para la separacion de esporas. Se cargo el hematocimetro, se colocé 1 ml
de la solucién para el conteo de esporas. Posteriormente se hacen diluciones hasta llegar a la
adecuada del inoculo. Se sembraron 100 pl de la concentracién del inoculo de en una caja
petri con PDA el cual se distribuyé de manera uniforme en toda la caja dentro del cAmara de
siembra. Se incubo a 25 °C por 48 horas hasta la formacion de la colonia o espora para asi
cortarla con una jeringa de insulina y transferirla a otra caja Petri con PDA limpia donde queda

completamente una solo espora del hongo de esta manera queda purificado el hongo.

Anexo: B

PRESERVACION EN ACEITE MINERAL

Componentes: tubos de ensayo, lanceta de siembra, medio de cultivo papa dextrosa agar
(PDA) (BD Bioxon® Becton Dickinson de México), aceite mineral esterilizado.

Procedimiento: se llenan a mitad los tubos de ensayo de medio de PDA y se deja solidificar de
manera inclinada, para la siembra se flamea la lanceta y se toma un fragmento de micelio el
cual se coloca en la parte media del tubo, luego se tapa con algodon y se incuba a 27°C por 8
dias. Cuando el hongo esta esporulando se agrega el aceite mineral hasta cubrir por completo
el hongo y se tapa con algodén, para concluir se sella parafilm y se guarda en lugar oscuro a
27°C.
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Anexo: C

MICRO CULTIVO

Compontes: cajas de Petri de vidrio; portaobjetos; cubreobjetos; aros de plastico; papel
absorbente; pinzas de diseccién; lanceta de siembra; agua destilada (todo el material es
esterilizado). Azul de metileno, parafilm.

Procedimiento: en la caja Petri de vidrio se introduce el papel absorbente y sobre él se pone el
aro de plastico, luego se coloca el portaobjetos sobre el aro de plastico. Se recorta un cubo de
medio de cultivo y se coloca sobre el portaobjetos; se toma un fragmento del micelio y se
inocula en los cuatro lados del cubo del medio de cultivo; se coloca el cubreobjetos sobre el
cubo de cultivo inoculado, posteriormente se agrego el agua destilada estéril en la caja Petri
para después cerrarla y sellarla con parafilm e incubar por 7 dias a temperatura de 25°C+ con
la luz del dia.

Observacion: se coloca una gota de azul de metileno sobre un portabjetos limpio, se flamean
las pinzas y se retira el cubreobjetos de la caja Petri donde se inoculo el cubo de PDA y se
pone el portaobjetos dejando unos instantes para que actué el azul de metileno. Se observa
en el microscopio para localizar las estructuras caracteristicas del hongo (conidi6foros,

esporangios,...)
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