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RESUMEN GENERAL 

Destilados y homeopáticos de Tagetes para su aprovechamiento en la 

horticultura 1 

Los compuestos bioactivos presentes en las plantas son eficaces para controlar 
enfermedades fungosas y se plantean como una alternativa a los fungicidas 
sintéticos. El objetivo fue evaluar aceite esencial, hidrolato y sustancias 
homeopáticas de especies de Tagetes contra fitopatógenos, in vitro e in vivo. 
Como la determinación del perfil transcriptómico de Botrytis cinerea en respuesta 
al efecto del hidrolato y de Tween 20. Los aceites esenciales y los hidrolatos, 
mostraron efecto antiesporulante, fungicida y fungistático in vitro en B. cinerea. 
Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum y Phytophthora capsici fueron menos 
susceptibles a los hidrolatos. El hidrolato de T. parryii fue efectivo como 
tratamiento preventivo en plantas de fresa en floración y fructificación. El aceite 
esencial de T. linifolia tuvo efecto protector en frutos de fresa con madurez 
comercial. Las sustancias homeopáticas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 60 y 200 CH) derivadas 
de T. remotiflora tuvieron un menor efecto sobre todos los fitopatógenos 
evaluados. En el análisis transcriptómico realizado con B. cinerea se encontraron 
1,662 DEG, de los cuales 1,314 fueron sub-expresados y 348 sobre-expresados 
debido al efecto del hidrolato. Con Tween 20 se identificaron 791 DEG, 456 sub-
expresados y 335 sobre-expresados. En el tratamiento homeopático no se 
encontraron DEG. Debido a la inhibición severa del hongo con el tratamiento 
aceite esencial no se pudo obtener RNA de suficiente cantidad y calidad para su 
secuenciación. El hidrolato y Tween 20 afectaron de manera distinta a B. cinerea. 
El hidrolato afectó a los aminoácidos, propanoato y metabolismo del azufre. 
Mientras que Tween 20 afectó a los ácidos grasos y el peroxisoma. Tanto los 
aceites esenciales como los hidrolatos tienen efectos diversos en los hongos, 
estos afectaron procesos diferentes.   
   
 

Palabras clave: Aceite esencial, hidrolato, enfermedad fungosa, inhibición, 
transcriptoma, Tween 20.  

 
Tesis de Doctorado en Ciencias, Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Autónoma 
Chapingo. 
Autor: Miguel Ángel Ruíz González. 
Director de tesis: Dr. Miguel Angel Serrato Cruz. 
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GENERAL ABSTRACT 

2Distillates and homeopathics of Tagetes for use in horticulture 
 

Bioactive compounds present in plants are effective in controlling fungal diseases 
and are proposed as an alternative to synthetic fungicides. The objective was to 
evaluate essential oil, hydrolate and homeopathic substances of Tagetes species 
against phytopathogens, in vitro and in vivo. As the determination of the 
transcriptomic profile of Botrytis cinerea in response to the effect of the hydrolate 
and Tween 20. The essential oils and hydrolates showed in vitro antisporulant, 
fungicidal and fungistatic effect on B. cinerea. Rhizoctonia solani, Fusarium 
oxysporum and Phytophthora capsici were less susceptible to hydrolates. T. 
parryii hydrolate was effective as a preventive treatment on flowering and fruiting 
strawberry plants. The essential oil of T. linifolia had a protective effect on 
commercially mature strawberry fruit. The homeopathic substances (1, 2, 3, 4, 5, 
6, 60 and 200 CH) derived from T. remotiflora had a lesser effect on all the 
phytopathogens evaluated. In the transcriptomic analysis performed with B. 
cinerea, 1,662 DEGs were found, of which 1,314 were down-regulated and 348 
up-regulated due to hydrolate effect. With Tween 20, 791 DEGs were identified, 
456 down-regulated and 335 up-regulated. No DEGs were found in the 
homeopathic treatment. Due to the severe inhibition of the fungus with the 
essential oil treatment it was not possible to obtain RNA of sufficient quantity and 
quality for sequencing. Hydrolate and Tween 20 affected B. cinerea differently. 
Amino acids, propionate and sulfur metabolism were affected by hydrolate. While 
Tween 20 affected fatty acids and peroxisome. Both essential oils and hydrolates 
have diverse effects on fungi as they affect different processes.  
 
 
 
Key words: Essential oil, hydrolate, fungal disease, inhibition, transcriptome, 
Tween. 
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1 CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN GENERAL 

Las plantas aromáticas tienen un aprovechamiento debido a que poseen 

metabolitos secundarios con actividad biológica (Pandita & Pandita, 2021). El 

recurso fitogenético Tagetes (Asteraceae) incluye especies aromáticas con 

abundantes compuestos químicos y con potencial para formular insumos contra 

patógenos de cultivos hortícolas (Serrato Cruz et al., 2014). Para extraer estos 

compuestos bioactivos el tejido fresco o seco se somete a un proceso de 

hidrodestilación (Akdağ & Öztürk, 2019), el producto principal de la 

hidrodestilación es el aceite esencial y un subproducto hidrolato (Jakubczyk et 

al., 2021). 

Aunque se ha demostrado que los extractos derivados de las plantas de Tagetes 

tienen actividad bactericida (Camacho-Campos et al., 2019), nematicida 

(Bhattacharyya, 2017), insecticida (López et al., 2011) y fungicida (López et al., 

2018), aún falta complementar la exploración fitoquímica del género y diversificar 

sus usos en la agricultura. Los estudios realizados con Tagetes principalmente 

han sido con aceites esenciales (López et al., 2018). Con respecto a hidrolatos, 

solo existen antecedentes sobre los compuestos químicos de T. minuta, T. 

mendocina y T. elliptica (Álvarez et al., 2022; Lima et al., 2009; Rajeswara et al., 

2006). Por ello, se requiere investigación sobre otras especies del género para 

explorar su potencial como insumos antifúngicos y de los aceites esenciales 

conformar una alternativa para sustituir a los fungicidas sintéticos en la 

agricultura, porque estos han generado preocupación sobre la salud humana y el 

ambiente (Wu et al., 2023).   

Por otra parte, los aceites esenciales son susceptibles a la luz, calor, pH y 

oxígeno, por ello, se requiere el uso de surfactantes para estabilizar sus 

características mediante emulsiones (Medeleanu et al., 2023). También, los
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surfactantes se usan para preparar suspensiones de esporas (Medeleanu et al., 

2023). Sin embargo, pueden tener un efecto sinérgico o adicional a los aceites 

esenciales (Hamzah et al., 2018; Lee et al., 2023). Por lo que se recomienda el 

uso de concentraciones bajas (< 0.3 %).   

Otra alternativa a los agroquímicos es la agrohomeopatía, la cual es un campo 

emergente, no obstante, con su enfoque sostenible se perfila como un área 

importante para desarrollar investigación y evaluar su eficacia en diferentes 

cultivos afectados por patógenos (Surekha & Maniprasad, 2023). Existen 

antecedentes prometedores sobre el uso de aceites esenciales de Eucalyptus 

citriodora y Cymbopogon citratus en su modalidad de homeopáticos contra 

Alternaria solani y Corynespora cassiicola (Batista et al., 2017). Considerando 

este antecedente y el efecto fungistático que tienen algunos aceites esenciales 

de especies de Tagetes (López et al., 2018), se propone la exploración de aceites 

esenciales de Tagetes en su modalidad de homeopáticos que hasta la fecha no 

se había estudiado. Es importante considerar que otros homeopáticos como el 

azufre, “nosode” de Sclerotinia sclerotiorum y calcárea carbónica, pueden inhibir 

de forma parcial a Sclerotinia sclerotiorum (Botelho & Ronzella, 2021). También 

Arnica montana y Thuja occidentalis preparadas homeopáticamente mejoran el 

crecimiento de leguminosas y reducen la incidencia de Rhizoctonia solani, 

Fusarium spp. y Macrophomina phaseolina (Hanif & Dawar, 2015).  

Aunque el efecto de sustancias homeopáticas se ha comprobado en algunos 

estudios (Meneses, 2017), aún falta investigar su efecto sobre otros hongos 

causantes de enfermedades y que afectan el rendimiento y calidad de los cultivos 

(Nazarov et al., 2020; Siraj et al., 2023). Para continuar con la evaluación de 

aceites esenciales, hidrolatos y de sustancias homeopáticas, en este estudio se 

investigó el efecto de insumos provenientes de especies de Tagetes contra 

Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Phytophthora capsici y Fusarium oxysporum, 

patógenos que causan enfermedades en varios cultivos a nivel mundial y que 

tienen un impacto importante en los rendimientos, en la calidad y en el desarrollo 

económico no solamente de la producción hortícola (An et al., 2023).  
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Otro aspecto importante por conocer es el mecanismo de acción de las 

sustancias homeopáticas (Khuda-Bukhsh, 1997). Desde el año 1997 se propuso 

la hipótesis: “los homeopáticos actúan mediante la regulación de la expresión 

génica” (Khuda-Bukhsh, 1997). Sin embargo, hasta la fecha no existe evidencia 

molecular suficiente y contundente relacionada con el mecanismo de su efecto. 

El estudio del transcriptoma de un organismo ofrece respuestas a este tipo de 

situaciones, se puede conocer el efecto a nivel de genes en respuesta a 

condiciones específicas (Blumenberg, 2019). Marotti et al. (2014) haciendo un 

análisis transcriptómico de coleóptilos de trigo cultivados a partir de semillas 

envenenadas con arsénico homeopático, comprobaron que sí existen efectos a 

nivel de genes. Considerando que los estudios con sustancias homeopáticas 

cada vez son más numerosos e incluyen a varios organismos (Khuda-Bukhsh & 

Pathak, 2008), es importante considerar estudios que involucren tecnologías 

avanzadas, como la secuenciación de nueva generación, que tiene precisión 

para conocer los perfiles de expresión génica (Blumenberg, 2019). La 

transcriptómica que se ha utilizado para comprender el efecto de aceites 

esenciales contra hongos (Jiang et al., 2021). Sin embargo, con relación al efecto 

de los hidrolatos y aceites esenciales homeopáticos contra hongos aún no 

existen antecedentes.   

1.1. Objetivos 

1.1.1. General 

Evaluar in vitro e in vivo aceites esenciales, hidrolatos y sustancias homeopáticas 

de especies de Tagetes contra fitopatógenos de importancia hortícola y explorar 

el efecto antifúngico sobre la expresión de genes en Botrytis cinerea.  

1.1.2. Específicos 

Caracterizar compuestos químicos en aceites esenciales e hidrolatos en 

especies de Tagetes. 
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Evaluar in vitro e in vivo el efecto de aceites esenciales, hidrolatos y aceites 

homeopáticos de Tagetes contra hongos asociados con enfermedades en 

plantas de fresa.  

Determinar la expresión de genes en B. cinerea en respuesta a la actividad 

antifúngica del hidrolato de T. remotiflora y de Tween 20.  
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2 CAPÍTULO II: REVISIÓN DE LITERATURA 

Alrededor de 5000 especies de plantas aromáticas y medicinales contienen 

compuestos químicos con actividad biológica (Pandita & Pandita, 2021). Esto 

ofrece una oportunidad para explorar y desarrollar nuevos productos antifúngicos 

para el manejo de enfermedades en las plantas y una alternativa a los fungicidas 

químicos (Şenkal, 2020). 

2.1 Enfermedades fungosas  

Los hongos causantes de enfermedades fungosas ocasionan pérdidas 

económicas, por ello, desde 1940 se utilizan fungicidas para proteger o remediar 

los daños causados a los cultivos (El-Baky & Amara, 2021). Las aplicaciones 

continuas de estos productos han generado resistencia en varios hongos, 

además, residuos tóxicos y contaminantes (El-Baky & Amara, 2021). 

Actualmente, son la principal estrategia en el manejo de las enfermedades de las 

plantas, aunque, el uso de compuestos naturales son prometedores para servir 

como nuevos fungicidas (Thind, 2021). 

2.1.1 Fitopatógenos de importancia económica  

Los patógenos fúngicos de las plantas se dividen en dos grupos principales: 

patógenos biotróficos y necrotróficos (Doehlemann et al., 2017). Dentro de los 

principales patógenos de plantas se incluye a Botrytis cinerea (necrótrofo), 

Fusarium oxysporum (biotrofo-hemibiotrófico) y Rhizoctonia solani (necrótrofo) 

(Dean et al., 2012). El oomiceto Phytophthora capsici (hemibiotrófico), también 

es de importancia mundial, daña cultivos importantes de solanáceas y 

cucurbitáceas (Reyes-Tena et al., 2020). 

Estos organismos pueden causar la pérdida total de los cultivos por pudriciones 

de la raíz, tizón del tallo y del follaje, pudrición del fruto, marchitamiento, daños 

postcosecha y muerte de la planta (Sanogo et al., 2023). Su control se vuelve un
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desafío constante debido a su capacidad para desarrollar estrategias de defensa 

que disminuyen o neutralizan el efecto de varios fungicidas (Khadiri et al., 2024).  

2.1.2 Control químico  

El carbamato de metil-benzimidazol, dicarboximidas, anilinopirimidinas, 

fenilpirroles, inhibidores externos de quinona e inhibidores de succinato 

deshidrogenasa son los principales fungicidas utilizados contra B. cinerea (Shao 

et al., 2021). Se ha comprobado que varios aislados de este patógeno son 

resistentes (Shao et al., 2021). 

El control químico de F. oxysporum se basa en bencimidazoles y clorotalonil 

(González-Oviedo et al., 2022). También con los fungicidas Saaf 75 WP 

(Carbendazim 12 % y Mancozeb 63 %) y Antracol 70 WP (Propineb 70 %) 

(Poromarto et al., 2023). Su eficacia es menor al 50 %, por ello, se realizan 

aplicaciones periódicas (3-5 días) y con ello la generación de resistencia del 

patógeno (Poromarto et al., 2023).  

R. solani se puede controlar con azoxistrobina, tifluzamida, tebuconazol y 

epoxiconazol (Wang et al., 2018). La misma situación ha previsto el desarrollo de 

nuevos fungicidas como el SYP-14288, un fungicida que funciona como un 

desacoplador de la fosforilación oxidativa y controla al menos 32 fitopatógenos 

(Cheng et al., 2023).  

P. capsici se controla de forma eficiente con Metalaxil-M y Acibenzolar-S-metil, 

aunque, la aplicación de Fosetil-Al y Fosfonato potásico han dejado de ser 

funcionales (Godínez-Paoli et al., 2020). La resistencia a los fungicidas aumenta 

su consumo y con ello una situación preocupante para el ambiente y el humano 

(Thind, 2021). 

2.1.3 Control con extractos de plantas  

Una alternativa para aprovechar los compuestos bioactivos de las plantas es 

someterlas a procesos de hidrodestilación (Kaur & Kaur, 2023). El producto 

principal es el aceite esencial y el subproducto llamado hidrolato que también 

contiene compuestos bioactivos (Kaur & Kaur, 2023). Tanto los aceites 
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esenciales como el hidrolato son efectivos en el control de algunos hongos de 

importancia económica (Ramírez et al., 2017). Los estudios con aceites 

esenciales son amplios, su efecto contra hongos se ha demostrado in vitro e in 

vivo (Bechir et al., 2023; Jahani et al., 2020). Se conocen alrededor de 3000 

aceites esenciales provenientes principalmente de las familias botánicas 

Asteraceae, Lamiaceae, Apiaceae, Annonaceae, Rutaceae, Burseraceae, 

Zingiberaceae, Poaceae, Myrtaceae, Illiciaceae, Lauraceae, Coriariaceae, 

Cupressaceae, Rosaceae, Euphorbiaceae y Piperaceae (Nazzaro et al., 2017). 

Los hidrolatos tienen menor aplicación contra fitopatógenos, su uso se centra 

principalmente como saborizantes en alimentos o bebidas (D’Amato et al., 2018).  

La diversidad de compuestos químicos presentes en los aceites esenciales e 

hidrolatos es garantía de efectos antifúngicos sobre hongos y oomicetos (Parikh 

et al., 2021). Además, su efecto multi sitio en las células fúngicas podría 

relacionarse con una menor posibilidad de generar resistencia (Mani-López et al., 

2021). 

A continuación, se menciona la importancia del género Tagetes (Asteraceae) 

desde el punto de vista de su aprovechamiento de aceites esenciales e hidrolatos 

como insumos antifúngicos.  

2.2 El género Tagetes  

El género incluye alrededor de 50-58 especies. En México se estima la presencia 

de 35 especies (60.3 % del total) dentro de las cuales, al menos 10 son 

endémicas. La mayoría son plantas aromáticas, herbáceas o arbustivas 

(Bolaños, 2022; Serrato Cruz et al., 2014).  

2.2.1 Aceites esenciales  

Los aceites esenciales de Tagetes contienen monoterpenos oxigenados, 

sesquiterpenos, terpenoides, fenilpropanoides, quetonas, aldehídos, esteres, 

alcoholes, diterpenos y compuestos fenólicos (Salehi et al., 2018). Alrededor de 

ocho especies se han evaluado contra 27 hongos asociados con daños en las 

plantas y pérdidas en la producción (Cuadro 1). De las especies con distribución 

en México solo se ha estudiado el efecto antifúngico del 22.8 % del total (35 
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especies). T. erecta, T. minuta y T. patula son las especies con más estudios, 

mientras que, de otras solo se ha descrito su perfil químico (Armas et al., 2012; 

Cruz et al., 2021).  

Cuadro 1. Estudios sobre actividad antifúngica de aceites esenciales con 
especies de Tagetes. 

Especie Hongos que inhibe Autores   

T. lemmonii B. cinerea (Larios-Palacios et al., 

2020) 

T. foetidissima, 

T. lucida, T. 

coronopifolia  

 

Monilinia fructicola, Sclerotium rolfsii 

(Barajas et al., 2011) 

T. filifolia Penicillium digitatum, Colletotrichum 

truncatum 

(Gadban et al., 2023; 

Romagnoli et al., 

2005) 

 

T. patula 

 

Monilia sp., Fusarium moniliforme, 

Pythium ultimum y Alternaria 

alternata 

(Ayub et al., 2017; 

Mares et al., 2004; 

Teodorescu et al., 

2009) 

 

T. lucida 

Aspergillus niger, Fusarium 

oxysporum, Penicillium janthinellum, 

Rhizoctonia solani, Fusarium 

sporotrichum 

(Céspedes et al., 

2006; López et al., 

2018) 

 

T. erecta 

Fusarium oxysporum f. sp. niveum, 

F. verticilloides, Pythium 

aphanidermatum, Colletotrichum 

gloeosporioides, Aspergillus 

fumigatus, Rhizopus stolonifera, 

Aspergillus brasiliensis 

(Ayub et al., 2017; Du 

et al., 2017; Crevelin 

et al., 2018; Jabar et 

al., 2020; Sanam et 

al., 2024) 

T. minuta  Sclerotinia sclerotiorum, F. solani, 

Sclerotium cepivorum, Aspergillus 

flavus, Penicillium oxalicum, P. 

minioluteum 

(Camiletti et al., 2014; 

Camiletti et al., 2016; 

Kumar et al., 2019; 

Saha et al., 2013) 

Fuente: elaboración propia 

2.2.1.1 Uso de surfactantes   

La característica volátil, hidrófoba y de fácil degradación de los aceites esenciales 

hacen que sea necesario el uso de surfactantes (Tween 20, Tween 60, Tween 

80, Tween 85, Span 20) para romper la tensión superficial del agua y así obtener 
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una emulsión (Lucia & Guzmán, 2021). Algunos surfactantes como el Tween 20 

inhibe a Aspergillus terreus en altas concentraciones (5 %). Por ello, se sugiere 

el uso de concentraciones menores al 0.5 % (Gómez-López et al., 2005). Tween 

20, Tween 80 y Breakthru afectan la germinación de conidios de Beauveria 

bassiana en altas concentraciones (1-5 %), mientras que a bajas concentraciones 

(0.5-0.1 %) estimula la germinación (Mwamburi et al., 2015). Incluso con la 

trietanolamina al 1.5 % se ha observado efecto a nivel de genes en Rhizopus 

oryzae (Wu et al., 2021). Estos antecedentes hacen que sea importante evaluar 

el efecto de Tween 20 sobre otros organismos.  

2.2.2 Hidrolatos  

Para el género Tagetes solo se habían estudiado tres especies (T. mendocina, 

T. minuta y T. elliptica), los estudios principalmente se basaron en la descripción 

del perfil químico de los hidrolatos; destacan clases de compuestos como los 

monoterpenos, alcoholes y esteres (Álvarez et al., 2022). Además, contienen 

abundantes compuestos oxigenados (Rajeswara et al., 2006). Solo el hidrolato 

de T. mendocina ha sido eficaz en el control de dermatofitos (Microsporum 

gypseum, Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes) (Lima et al., 

2009). Debido a que la información aún es escasa, es importante explorar el 

efecto antifúngico de hidrolatos de Tagetes.  

2.3 Agrohomeopatía  

Los principios de la homeopatía aplicada en plantas se han propuesto como 

alternativa al paradigma de uso de los fungicidas sintéticos; por lo tanto, algunos 

productos homeopáticos se proponen como posibles insumos para el control de 

enfermedades causadas por hongos (Meneses, 2017). La utilización de 

diluciones sucesivas y dosis bajas (centesimales) garantiza que las sustancias 

homeopáticas no sean contaminantes para el ambiente, tampoco para el 

humano, además, son más económicos (Meneses, 2017). Se ha demostrado que 

los productos homeopáticos causan cambios biológicos en las plantas e inciden 

de manera positiva en su desarrollo (Abasolo-Pacheco et al., 2020; Meneses, 

2017).  
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El efecto de productos homeopáticos contra hongos se ha estudiado con 

homeopáticos en dilución 30C de Arnica montana, Thuja occidentalis, azufre y 

silicea (Hanif & Dawar, 2015; Kumar et al., 2023). Estos inhiben el crecimiento 

micelial de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Ascochyta rabiei, Alternaria 

solani, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Septoria lycopersici y 

Phomopsis vexans (Hanif & Dawar, 2015; Kumar et al., 2023). El “nosode” 7 CH 

de B. cinerea y arsénico 6 CH también muestran inhibición sobre B. cinerea 

(Larios-Palacios et al., 2020). La germinación de Alternaria solani y Corynespora 

cassiicola se redujo con dinamizaciones 6 CH, 12 CH, 30 CH, 60 CH, 100 CH y 

200 CH derivadas de aceite esencial de Eucalyptus citriodora y Cymbopogon 

citratus (Batista et al., 2017). El aceite esencial de Psidium cattleyanum 7 CH y 

12 CH inhibieron a Penicillium sp. en semillas de frijol (Rocha et al., 2019).  

Aunque se avanza en la investigación sobre estas sustancias, el fundamento 

para explicar su mecanismo de acción aún no es preciso. Su efecto se atribuye 

a la existencia de nanopartículas del ingrediente activo (Chikramane et al., 2010; 

Mazón-Suástegui et al., 2019). La existencia de compuestos activos ya se ha 

comprobado en tinturas madre (preparación homeopática) de Calendula 

officinalis y Echinacea angustifolia (Palacios, 2013). 

Con el uso de microscopía electrónica de transmisión, difracción de electrones y 

análisis químico mediante espectroscopia de emisión atómica de plasma 

acoplado inductivamente se confirmó la existencia de nanopartículas en 

sustancias homeopáticas (Chikramane et al., 2010). También se demostró con 

resonancia magnética nuclear aplicada en muestras de Cuprum metallicum y 

Gelsemium sempervirens (Van Wassenhoven et al., 2020). Su efecto también se 

ha relacionado con el fenómeno de hormesis, porque las dosis bajas provocan 

efectos "favorables" y dosis altas provocan efectos "adversos" (Goitia & Sagredo, 

2012). Se ha propuesto la "memoria inmunológica" y la "memoria del agua" o la 

transmisión de información electromagnética del agua (Avello, 2009). La teoría 

cuántica intenta explicar la retención de información de los materiales activos 

originales en productos muy diluidos (Henry, 2017).  
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Por otra parte, el empleo de ciencias ómicas representan una oportunidad para 

comprender la complejidad de los sistemas biológicos (Vailati-Riboni et al., 2017; 

Reyes et al., 2024). Se han investigado todas las moléculas biológicas que están 

involucradas en la estructura, función y dinámica de una célula, tejido u 

organismo (Reyes et al., 2024; Vailati-Riboni et al., 2017). A continuación, se 

mencionan avances sobre en mecanismo de acción de sustancias homeopáticas 

mediante el uso de la transcriptómica.   

2.4 Transcriptómica  

Desde el año 1997 se ha propuesto la hipótesis que las sustancias homeopáticas 

actúan mediante la regulación de la expresión génica (Khuda-Bukhsh, 1997). El 

análisis del perfil transcriptómico de coleóptilos de trigo cultivados a partir de 

semillas envenenadas con arsénico respaldaron esta hipótesis (Marotti et al., 

2014).   

Aunque no se conoce el efecto de genes expresados en respuesta a un aceite 

esencial homeopático. Estudios transcriptómicos sobre hongos tratados con 

aceite esencial de Melaleuca alternifolia revelaron efectos a nivel de genes (Xu 

et al., 2017). Si en las sustancias homeopáticas existen nanopartículas del 

ingrediente activo (Chikramane et al., 2010; Mazón-Suástegui et al., 2019), se 

esperaría que los homeopáticos derivados de los aceites esenciales tengan 

efectos similares al aceite esencial, es decir, que inhiba las vías metabólicas 

primarias mediante la supresión del ciclo del ácido tricarboxílico (TCA) y el 

metabolismo de los ácidos grasos (Xu et al., 2017).  

Aún se requiere investigación para comprender el mecanismo de acción preciso 

de las sustancias homeopáticas, hasta la fecha es difícil sugerir si estas 

sustancias tienen alguna influencia sobre los genes (Khuda-Bukhsh, 2003).  
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3.1 Resumen 

 

Tagetes remotiflora Kunze es un recurso fitogenético de México con potencial en el 

control de enfermedades fungosas. El objetivo fue describir la composición del aceite 

esencial de T. remotiflora y evaluar destilados (aceite e hidrolato) y aceite esencial 

homeopático en el control de Botrytis cinerea in vitro. Por hidrodestilación de plantas en 

floración se obtuvo aceite esencial e hidrolato, el aceite esencial también se preparó en su 

modalidad homeopática; el aceite se analizó mediante la técnica GC-MS. Los tratamientos 

evaluados fueron: medio PDA (39 g L-1), fungicida Cabrio C (1 g L-1), Tween 20 (0.1 mL 

L-1), aceite esencial (0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 0.5, 1 y 2 %), hidrolato (25, 50, 75 y 100 

%)
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 y aceite esencial homeopático (1, 2, 3, 4, 5, 6, 60 y 200 CH). Los datos de porcentaje de 

inhibición y velocidad de crecimiento micelial fueron sometidos a un análisis de varianza 

y prueba de Tukey (p≤0.05) y mediante análisis probit se determinó concentración mínima 

inhibitoria 50 (DMI50) y 90 % (DMI90). Se identificaron 37 compuestos químicos, cuatro 

mayoritarios: trans-β-Ocimeno, 2-Careno, Ciclohexeno, 1-metil-4-(1-metiletilideno)- y 

5,7-Octadien-4-ona, 2,6-dimetil-, (E)-. Con el aceite esencial al 0.5 % se inhibió en 92 % 

el crecimiento micelial y con 1 y 2 % se inhibió en 100 %, al igual que el fungicida; con 

el aceite homeopático 6 CH la inhibición fue de 19.20 %; y, con hidrolato al 75 o 100 % 

la inhibición fue de 74 a 85 %. El análisis probit confirma los efectos biocidas del aceite 

esencial y fungistático del hidrolato contra B. cinerea.  

 

Palabras clave: Tagetes remotiflora, enfermedad fungosa, hidrolato, inhibición. 

 

Abstract 

 

Tagetes remotiflora Kunze is a phytogenetic resource from Mexico with potential in the 

control of fungal diseases. The objective was to describe the composition of the essential 

oil of T. remotiflora and to evaluate distillates (oil and hydrolate) and homeopathic 

essential oil in the control of Botrytis cinerea in vitro. By hydrodistillation of flowering 

plants, essential oil and hydrosol were obtained, the essential oil was also prepared in its 

homeopathic form; the oil was analyzed by GC-MS technique. The treatments evaluated 

were: PDA medium (39 g L-1), Cabrio C fungicide (1 g L-1), Tween 20 (0.1 mL L-1), 

essential oil (0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 0.5, 1 and 2 %), hydrosol (25, 50, 75 and 100 %) 



26 
 

and homeopathic essential oil (1, 2, 3, 4, 5, 6, 60 and 200 CH). Percent inhibition and 

mycelial growth rate data were subjected to analysis of variance and Tukey's test (p≤0.05) 

and through probit analysis the minimum inhibitory concentration 50 (DMI50) and 90 % 

(DMI90) was determined. 37 chemical compounds were detected, four major ones: trans-

β-Ocimene, 2-Carene, Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethylidene)- and 5,7-Octadien-

4-one, 2,6-dimethyl-, (E)-. With the 0.5 % essential oil mycelial growth was inhibited in 

92 % and with 1 and 2 % it was inhibited in 100 %, as well as the fungicide; with the 

homeopathic oil 6 CH the inhibition was 19.20 %; and, with hydrolate at 75 or 100 % the 

inhibition was 74 to 85 %. The probit analysis confirms the biocidal effects of the essential 

oil and the fungistatic effects of the hydrolat against B. cinerea.  

 

Keywords: Tagetes remotiflora, fungal disease, hydrolate, inhibition. 

 

3.2 Introducción 

 

Una de las vertientes para el aprovechamiento de plantas aromáticas en agricultura es 

someterlas a procesos de destilación para obtener los compuestos, la mayoría de ellos son 

metabolitos secundarios con actividad biológica. Durante la extracción de aceites 

esenciales por hidrodestilación se generan tres sustancias (aceite esencial, hidrolato y agua 

residual o infusión) con potencial de aprovechamiento como biocontroladores de plagas y 

enfermedades (Proto et al., 2022), aunque el aceite esencial es lo que más se utiliza.  
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En México, los recursos genéticos aromáticos son numerosos, sobresalen los relacionados 

con las familias botánicas Asteraceae, Burseraceae, Laurace, Fabaceae, Rubiaceae, 

Euphorbiaceae, Solanaceae, Lamiaceae y Verbenaceae; se estima que existen alrededor 

de 450 a 600 especies aromáticas (Calvo-Irabien, 2018). Asteraceae en México se 

compone de 3,113 especies (Villaseñor, 2018). Tagetes (Asteraceae) es un género con 

amplia distribución en México y es considerado un recurso natural alternativo para control 

de plagas y enfermedades (Serrato, 2014).  

 

La actividad antimicrobiana y antioxidante que posee el aceite esencial de Tagetes ya se 

ha estudiado (Salehi et al., 2018). Sin embargo, la investigación sobre su actividad 

antifúngica aún es limitada (Mutlu-Ingok et al., 2020). T. remotiflora es una herbácea 

anual con distribución regional en México, de condición ruderal (Serrato, 2014), con 

actividad antibacteriana (Rincón et al., 2012) y actualmente sin explorar su composición 

química ni sus propiedades contra hongos fitopatógenos.  

 

El hidrolato suele contener de 0.05 a 0.20 g L-1 de aceite esencial y otros compuestos 

(Jakubczyk et al., 2021), característica que le confiere propiedades antioxidantes 

(Jakubczyk et al., 2021), organolépticas, antimicrobiano, antifúngico, medicinal y en la 

industria alimenticia (Aćimović et al., 2020); sobre su uso en el control de enfermedades 

fungosas son pocos los estudios, sobresale la aplicación de hidrolatos de ajo (Allium 

sativum L.) y cebolla (Allium fistulosum L.) que inhiben el desarrollo de Botrytis alli Munn 

y Sclerotium cepivorum Berk. (Lozano et al., 2000); sin embargo, hasta ahora la 

exploración de hidrolatos de Tagetes contra hongos no se ha planteado 
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Hay plantas aromáticas con propiedades fungicida o fungistática, pero su bajo rendimiento 

de aceite esencial limita su viabilidad económica como ingrediente activo para control de 

hongos fitopatógenos. Por tal motivo, se contempla la exploración de aceites esenciales 

homeopáticos que, además de representar un insumo barato, de elaboración personal y sin 

efecto contaminante al ambiente o al humano (Toledo et al., 2011), es una vía coadyuvante 

para obtención de alimentos sanos, de aquí que resulte estratégico verificar su efecto 

biológico.  

 

La experimentación sobre homeopatía incluye pocos estudios sobre aceites esenciales 

homeopáticos contra hongos fitopatógenos (Larios-Palacios et al., 2020; Teixeira et al., 

2017). El aceite esencial en forma homeopática de Eucalyptus citriodora Hook. y 

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf controlan Alternaria solani Sorauer y Corynespora 

cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) (Oliveira et al., 2017) y el “nosode” de B. cinerea 

(elaborado homeopático a partir del propio hongo que causa la enfermedad) en la dilución 

7 CH y arsénico 6 CH inhiben de forma parcial el crecimiento micelial de B. cinerea in 

vitro (Larios-Palacios et al., 2020). 

 

Aunque los aceites esenciales de T. lemmonii A. Gray. (Larios-Palacios et al., 2020) y T. 

patula L. (Romagnoli et al., 2005) tienen efecto inhibitorio contra B. cinerea, todavía no 

se dispone de antecedentes sobre aceites esenciales homeopáticos de Tagetes en el modelo 

de B. cinerea, de ahí la importancia de generar información básica sobre T. remotiflora 

para su aprovechamiento como insumo orgánico contra B. cinerea, que ocasiona pérdidas 

económicas estimadas entre 10 a 100 mil millones de dólares, es difícil de controlar y de 

naturaleza adaptativa a entornos cambiantes; lamentablemente la aplicación de fungicidas 
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químicos para su control deriva en problemas de contaminación al ambiente y al humano 

(Boddy, 2016; Romanazzi y Feliziani, 2014).  

El objetivo del estudio fue describir la composición del aceite esencial de T. remotiflora 

y evaluar destilados (aceite e hidrolato) y aceite esencial homeopático en el control de B. 

cinerea in vitro. Se espera que algunos compuestos en el aceite esencial de T. remotiflora 

coincidan con otras especies de Tagetes, pero otros podrían resultar específicos, y que, 

tanto destilados y homeopáticos, tendrán efecto sobre el crecimiento micelial de B. 

cinerea. 

 

3.3 Materiales y métodos 

 

3.3.1 Muestro del material vegetal 

Durante el mes de octubre de 2021 se muestrearon ejemplares de T. remotiflora (3.25 kg 

en peso seco) en etapa de floración en el municipio de San Martín Itunyoso, Oaxaca (17º 

11’ 58.37’’ N/ 97º 52’ 40.13 O), esta especie se distribuye principalmente en áreas de 

transición climática, no hacia los climas templados frío o los cálidos. Los sitios 

muestreados fueron georreferenciados con un geoposicionador UTM Geo Map 3.1.7. La 

caracterización botánica y depósito de especímenes con número de registro 35880 se 

realizó en el Herbario-Hortorio-JES Jorge Espinosa Salas del Departamento de 

Preparatoria Agrícola de la Universidad Autónoma Chapingo, Estado de México. 
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3.3.2 Extracción de aceite esencial e hidrolato 

Se recolectaron plantas completas (raíz, tallo, hojas y flores) y fueron trituradas con tijeras 

de poda de 8", la extracción de aceite esencial e hidrolato se hizo mediante 

hidrodestilación (Rodríguez et al., 2012) durante 45 min en un destilador de cristal tipo 

italiano con capacidad de 6 kg. El hidrolato (600 mL) y aceite esencial (1.6 mL) se 

conservaron durante cinco meses en frascos de cristal hasta su uso.  

 

3.3.3 Identificación de compuestos químicos en aceite esencial 

En un frasco ámbar se agregó 1 mL de aceite esencial y se colocó una fibra de 

microextracción (PALsystem Ingenious Simple Handling) de fase sólida durante 1 min. 

Después, la muestra fue inyectada mediante el inyector del cromatógrafo de gases 

acoplado a un espectrómetro de masas (GC-MS) durante 45 min (Bicchi, 2000); se 

realizaron dos repeticiones. Para la caracterización química de la muestra, se empleó un 

cromatógrafo de gases acoplado a un espectrómetro de masas (GC-MS Agilent 

Technologies 7890 A GC System). Se utilizó una columna capilar GC column VF-5ms, 

de 30 x 0.25 (0.25). La temperatura del horno de la columna se inició en 60 °C por 2 min 

y posteriormente a 120 ºC durante 15 min y una temperatura final de 250 °C, se usó helio 

como gas acarreador a un flujo constante de 0.5 mL min-1. La identificación de los 

compuestos se hizo al comparar el tiempo de retención y el espectro de masas con la 

biblioteca espectral de masas del Instituto Nacional de Estándares y Tecnología (NIST). 
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3.3.4 Aislamiento de Botrytis cinerea 

Durante enero de 2022, en el municipio de Acaxochitlán, Hidalgo, se recolectaron 

muestras de flores de Rosa sp.  con síntomas de Botrytis cinerea. Las muestras se 

etiquetaron y colocaron en bolsas de polietileno. En cajas Petri con medio de cultivo PDA 

(BD Bioxon) se aisló el hongo al pasar fragmentos de 3-4 mm de pétalos de rosa 

previamente desinfestados con hipoclorito de sodio al 1 %, luego lavados tres veces con 

agua bidestilada y secados en papel filtro.  

 

Las cajas se dejaron a temperatura ambiente y cada 24 h se registró el crecimiento del 

hongo y transcurridos tres días, con un sacabocado estéril de 3.5 mm de diámetro se 

obtuvo un disco de PDA con micelio y se pasó a nuevo medio de cultivo PDA para 

purificar el hongo. Para corroborar la identidad del hongo, se hicieron pruebas de 

patogenicidad en frutos de fresa variedad “CP ZAMORANA” obtenidos de un 

invernadero del campo experimental Chapingo.  

 

Se eligieron frutos maduros e inmaduros; las muestras se sumergieron durante 1 min en 

hipoclorito de sodio al 1 %, enseguida se lavaron tres veces con agua bidestilada y secadas 

en papel filtro, después, en una caja Petri estéril se colocaron los frutos maduros e 

inmaduros por separado, se hicieron tres repeticiones. Los frutos se inocularon por 

contacto con un hisopo estéril que contenía micelio de siete días de edad. Como testigo se 

consideraron muestras solo desinfestadas. Las muestras se dejaron a temperatura ambiente 

hasta observar crecimiento del hongo (3 días). 
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3.3.5 Identificación de B. cinerea 

En un portaobjetos se agregó una gota de lactofenol, con una aguja de disección se hizo 

un raspado en las cajas Petri con crecimiento del hongo (colonia) para obtener micelio y 

se colocó en la gota de lactofenol, enseguida se cubrió con el cubreobjetos para observar 

al microscopio Olympus CX31 (40x). Para la identificación morfológica del hongo se 

observaron estructuras como: micelio gris y conidióforos largos y ramificados, cuyas 

células apicales redondeadas producen racimos de conidios ovoides, unicelulares, 

incoloros o de color gris (Brandhoff et al., 2017); se usaron claves de identificación del 

color de la colonia y la forma de los conidios, micelio y formación de esclerocios (Abata 

et al., 2016). También, se consultó el documento: Taxonomy and Identification in 

Ilustrated Genera of Imperfect Fungi (Barnett y Hunter, 1986).  

 

3.3.6 Preparación de tratamientos  

Para el bioensayo se empleó el método de agar envenenado que consistió en integrar al 

medio de cultivo las sustancias tratamiento (Balouiri et al., 2016). En matraces 

Erlenmeyer de 250 mL se prepararon 100 mL de medio PDA (39 g L-1) por cada 

tratamiento. Con aceite esencial de T. remotiflora, agua bidestilada y Tween 20 (0.1 %) 

se preparó una emulsión para obtener siete concentraciones (0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 0.5, 

1 y 2 %) de aceite esencial, hidrolato en cuatro concentraciones (100, 75, 50 y 25 %) 

preparado con agua bidestilada.  

 

Las sustancias homeopáticas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 60 y 200CH) las elaboró el Dr. Felipe de 

Jesús Ruíz Espinoza del Centro Regional Universitario del Anáhuac de la Universidad 

Autónoma Chapingo de acuerdo con el protocolo de Larios-Palacios et al.  (2020). El 
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fungicida fue Cabrio® C (BASF, 2023) (Boscalid 25.20 % + Pyraclostrobin 12.80 %) (1 

g L-1). Cabrio® C y Tween® 20 (Thermo Fisher Scientific, 2023) (0.1 L-1) se usaron como 

testigos de referencia; en el caso de Tween 20 (Tw20), en ensayos previos se observó 

efecto biológico y se quiso confirmar. PDA 39 g L-1 fue el testigo absoluto.   

 

De los aceites homeopáticos se agregó 1 gota en cada matraz y se hizo una sucusión 

durante 2 min. Los matraces con las sustancias tratamiento se esterilizaron durante 20 min 

en autoclave (AESA modelo CV 300) a 120 °C y se vertieron en cajas Petri de vidrio 

estériles de 90 mm. El medio de cultivo se dejó gelificar a temperatura ambiente por 24 h. 

Después, con un sacabocado estéril de 3.5 mm de diámetro se obtuvo un disco de PDA 

con el inóculo del micelio del hongo de siete días de edad y con una aguja de disección se 

colocó el disco invertido en el centro de la caja Petri. Las cajas Petri con las sustancias 

tratamiento e inóculo se incubaron en oscuridad a 18 ± 2 °C en estufa de cultivo.  

 

3.3.7 Diseño experimental  

El experimento se estableció en un diseño completamente al azar con ocho tratamientos 

homeopáticos y 14 más, resultado del aceite esencial, hidrolato, testigo, Tween 20 y 

fungicida comercial, cada uno con cinco repeticiones y un testigo absoluto, la unidad 

experimental fue una caja Petri con medio de cultivo PDA con los tratamientos a evaluar. 

 

3.3.8 Registro de datos  

Con un vernier digital se midió el crecimiento radial del hongo cada 24 h hasta que el 

testigo cubrió completamente la caja Petri con micelio (5 días). La velocidad de 
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crecimiento (VC) y porcentaje de inhibición (% I) se calcularon con las fórmulas que se 

muestran en el Cuadro 2: 

Cuadro 2. Fórmulas para calcular las variables evaluadas. 

Velocidad de crecimiento (VC)  Porcentaje de inhibición (% I) 

𝑉𝐶 =
𝐷𝑓 − 𝐷𝑖

𝑇𝑓 − 𝑇𝑖
  % 𝐼 =

𝐷1 − 𝐷2

𝐷1
 (100) 

Df: diámetro final de crecimiento (mm), Di: diámetro inicial de crecimiento (mm), Ti: 

tiempo inicial de crecimiento (días), Tf: tiempo final de crecimiento (días), D1: diámetro 

del crecimiento micelial del testigo (mm), D2: diámetro del crecimiento micelial del 

influenciado (mm). 

 

3.3.9 Análisis de datos  

Los datos registrados se sometieron a análisis de varianza y prueba de comparación de 

medias de Tukey (p≤0.05) mediante el software SAS OnDemand for Academics (SAS 

Institute Inc, 2024). El análisis se hizo por grupos de tratamientos: aceite, hidrolato al 

considerar la variable de porcentaje de inhibición y sustancias homeopáticas con las 

variables porcentaje de inhibición y velocidad de crecimiento. 

 

3.3.10 Análisis Probit 

Las estimaciones de regresión y la concentración que produjo inhibición (Dosis Mínima 

de Inhibición) del 50 (DMI50) y del 90 % (DMI90), se generaron mediante análisis probit 

en SAS OnDemand for Academics (SAS Institute Inc, 2023). La DMI permite conocer la 
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concentración de la sustancia-tratamiento con la que es posible inhibir, en porcentaje, al 

crecimiento del micelio.  

 

3.4 Resultados y discusión 

 

El tiempo de retención de compuestos con el equipo CG-EM fluctuó entre 8.38 y 36.05 

min, periodo en el que se detectaron 37 compuestos químicos, cuatro mayoritarios: trans-

β-Ocimeno (6.98 %), 2-Careno (4.98 %), Ciclohexeno, 1-metil-4-(1-metiletilideno)- (4.87 

%) y 5,7-Octadien-4-ona, 2,6-dimetil-, (E)- (4.22 %) (Figura 1). Los compuestos 

encontrados en el aceite de T. remotiflora, que por primera vez se identifican, 

especialmente el mayoritario trans-β-Ocimeno, se ha encontrado en otras especies de 

Tagetes (Xu et al., 2012), mientras que 2-Careno parece específico de esta especie (Figura 

1).  

 

Figura 1. Cromatograma que muestra los picos y tiempos de retención de compuestos 

identificados en muestras de aceite esencial de T. remotiflora. 
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La morfología de estructuras reproductivas permitió confirmar la identidad de B. cinerea, 

misma que se comprobó mediante pruebas de patogenicidad que mostraron crecimiento 

del hongo que es causante del moho gris en frutos de fresa (Brandhoff et al., 2017). Los 

aislados produjeron esclerocios con color negro, las colonias eran de color gris oscuro, 

micelio aéreo y conidios de forma ovalada.  

 

En la evaluación toxicológica se observó que, al reducir la concentración del aceite, la 

inhibición disminuyó (100 a 3.45 %) y aumentó la velocidad de crecimiento (0 a 10.13 

mm día-1) (Figura 2). El aceite esencial 1 y 2 % y el fungicida comercial (FC) inhibieron 

totalmente el crecimiento micelial (Figura 2) con diferencias estadísticas significativas 

(p<0.0001). La variabilidad de esporulación de B. cinerea puede explicarse por las 

complejas interacciones entre las condiciones climáticas y la carga de inóculo, la 

germinación de esporas y el crecimiento de hongos en el medio de cultivo (Fedele et al., 

2019) resultado que concuerda con otros obtenidos para el mismo hongo al aplicarse aceite 

de T. lemmonii en 1 % (Larios-Palacios et al., 2020) y T. patula en 1 % y 0.1 % 

(Romagnoli et al., 2005).  
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Figura 2. Efecto del aceite esencial de T. remotiflora en el crecimiento micelial de B. cinerea 

a los cinco días. FC: fungicida comercial, Tw20: Tween 20 0.1 %, 2: aceite esencial 2 %, 1: 

aceite esencial 1 %, 0.5: aceite esencial 0.5 %, 0.1: aceite esencial 0.1 %, 0.01: aceite esencial 

0.01 %, 0.001: aceite esencial 0.001 %, 0.0001: aceite esencial 0.0001 %. Medias con letras 

iguales en cada variable no son estadísticamente diferentes (Tukey, p≤0.05). 

 

Con las concentraciones 0.1, 0.01, 0.001 y 0.0001 % la inhibición del micelio fue mayor 

(24.05 a 3.45 %) que la registrada en el testigo (0 %); con 0.1 % de aceite, la velocidad de 

crecimiento fue de 8.84 mm día-1, menor que el testigo (11 mm día-1). Con aceite esencial 

de T. remotiflora también se reporta actividad inhibitoria en el crecimiento de bacterias 

como Dikeya dadantii y Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Rincón et al., 2012). 

Los aceites esenciales y sus componentes actúan sobre la membrana y el citoplasma, y en 

ciertas situaciones, alteran completamente la morfología de las células; su actividad podría 

ser causada por las propiedades de los terpenos/terpenoides (altamente lipofílicos y de 
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bajo peso molecular) que son capaces de alterar la membrana celular (inhiben síntesis de 

ergosterol), adelgazamiento, distorsión de la pared hifal, causar la muerte celular o inhibir 

la esporulación y germinación de hongos (Nazzaro et al., 2017).  

 

Las concentraciones de 0.5, 1 y 2 % no mostraron diferencias estadísticas en el 

crecimiento micelial (Figura 2), por ello, la concentración de 0.5 % (5 mL L-1) resulta 

prometedora desde el punto de vista económico, al ser una concentración menor se puede 

preparar un mayor volumen porque solo se requieren 5 mL L-1, mientras que con la 

concentración de 1 y 2 % se requieren 10 y 20 mL L-1, respectivamente, por lo que 

convendría implementar evaluaciones in vivo. Sin duda, aislar cada compuesto 

mayoritario y evaluar su efecto biológico individual será una próxima tarea, como también 

lo será la evaluación experimental de diferentes concentraciones del surfactante, debido a  

su efecto inhibitorio sobre el crecimiento micelial y deberá discriminarse su interacción 

con el aceite esencial. 

 

Con hidrolato al 75 (H75) y 100 % (H100), el porcentaje de inhibición fue 74 y 85 % y la 

velocidad de crecimiento de 5 y 3.54 mm dia-1, respectivamente. Al reducir la 

concentración, la inhibición en el crecimiento micelial también se redujo, como el caso de 

hidrolato 25 % (H25) que inhibió 30 %, esta misma tendencia siguió la velocidad de 

crecimiento micelial (Figura 3). Algunos estudios sobre hidrolatos de varias especies 

vegetales en la actividad antifúngica in vitro e in situ destacan efectos biológicos 

atribuibles a su composición química y a las cantidades muy pequeñas de aceites 

esenciales que permanecen dispersas (Jakubczyk et al., 2021).  
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Figura 3. Efecto del hidrolato de T. remotiflora en el crecimiento micelial de B. cinerea a los 

cinco días. FC: fungicida comercial, H25: hidrolato 25 %, H50: hidrolato 50 %, H75: 

hidrolato 75 %, H100: hidrolato 100 %. Medias con letras iguales en cada variable no son 

estadísticamente diferentes (Tukey, p≤0.05). 

Los componentes activos del hidrolato pueden difundirse mejor en el medio acuoso 

alrededor de los microorganismos y su actividad aumenta en comparación con los aceites 

esenciales que necesitan solubilización inicial en un disolvente orgánico antes de su 

introducción en el medio acuoso (Karampoula et al., 2016); esta situación refuerza la 

necesidad de explorar el papel del surfactante en bioensayos con aceite esencial que, para 

disolver en agua, requiere de ese insumo. 

 

El efecto inhibitorio del hidrolato de T. remotiflora en el crecimiento del micelio de B. 

cinerea coincide con otros estudios en los que se han utilizado hidrolatos de diferentes 

especies como Origanum vulgare L., Tradescantia spathacea Sw. y Zingiber officinale 

Roscoe que inhiben en 50 % el desarrollo in vitro de Moniliophthora roreri H.C. Evans 
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et al. (Ramírez et al., 2011) y de Allium sativum y Allium fistulosum que inhiben a Botrytis 

alli y Sclerotium cepivorum (Lozano et al., 2000).  

 

El efecto inhibitorio del 74 a 85 % en B. cinerea (Figura 3) conforma la primera evidencia 

sobre hidrolatos de Tagetes como sustancia fungistática, por lo tanto, en la perspectiva de 

su evaluación in vivo, es necesaria la descripción del perfil químico mediante 

cromatografía líquida. En general, los hidrolatos poco se han explorado en su composición 

(Jakubczyk et al., 2021). 

 

El tratamiento testigo con el surfactante Tween 20 (Tw20), usado solamente para la 

preparación de los tratamientos de aceite esencial, propició inhibición del crecimiento 

micelial (32 %) con respecto al testigo (0 %) y de efecto parecido al producido con aceite 

esencial en 0.0001 a 0.5 % (Figura 2) y al hidrolato 25 % (Figura 3). 

 

Con el análisis probit (Cuadro 3), valores de DMI bajos correspondieron al aceite esencial 

(0.16 y 0.51 %), mientras que valores altos al hidrolato (41 y 127 %); es decir, se 

detectaron tendencias de inhibición parcial o completa del crecimiento micelial al aplicar 

destilados de T. remotiflora, se destaca que con dosis de 0.51 % de aceite se puede inhibir 

90 % del crecimiento del micelio de B. cinerea, un resultado promisorio para establecer 

evaluaciones in vivo. 
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Cuadro 3. Dosis mínimas de inhibición para B. cinerea, estimadas por análisis probit a los 

cinco días de crecimiento.  

Destilados   Dosis 

DMI 50 (%) DMI 90 (%) 

Aceite esencial  0.16 0.51 

Hidrolato  41.15 127.51 

DMI: dosis mínima inhibitoria 

 

Con aceite esencial homeopático 6 CH, se logró inhibir el crecimiento micelial de B. 

cinerea con significancia estadística (p<0.0001). A medida que la dilución aumentó, no 

se observó un comportamiento definido en el crecimiento del micelio; por ejemplo, 1 CH 

(baja dilución), 4 CH (baja dilución), 60 CH (dilución media) y 200 CH (alta dilución) 

inhibieron 12.93, 3.8, 6.94 y 5.72 %, respectivamente (Figura 4). El efecto biológico de 

sustancias homeopáticas se ha observado con azufre homeopático 100 CH (Vargas et al., 

2016), Arnica montana Hook y Thuja occidentalis L. 30 CH (Hanif y Dawar, 2017), 

calcárea carbónica 1000 CH (Dos Reis y Ottoni, 2021) y “nosode” de Sclerotinia 

sclerotiorum (Lib.) de Bary 24 CH (Rissato et al., 2016), los cuales inhiben desde 40 hasta 

90 % el crecimiento micelial y producción de esclerocios en: S. sclerotiorum, 

Phytophthora colocasiae Racib., Alternaria solani, Aspergillus niger Tiegh., Fusarium 

spp., Rhizoctonia solani Kühn y Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.  
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Figura 4. Efecto de aceite esencial homeopático de T. remotiflora en el crecimiento 

micelial de B. cinerea a los cinco días. CH: escala de dilución centesimal 

Hahnemanniana. Medias con letras iguales en cada variable no son estadísticamente 

diferentes (Tukey, p≤0.05). 

 

En B. cinerea únicamente se ha evaluado “nosode” de B. cinerea 7 CH y arsénico 6 CH, 

inhibitorios en 31.2 y 11.8 %, respectivamente (Larios-Palacios et al., 2020); dentro de 

esos porcentajes de inhibición se ubicó la respuesta de inhibición (19.20 %) derivada del 

uso de aceite homeopático 6 CH de T. remotiflora (Figura 4). El efecto de las sustancias 

homeopáticas se debe a que con el proceso de dilución y sucusión se generan 

nanopartículas (del material de origen, en este caso, del aceite esencial) con mayor 

actividad biológica que con macromoléculas (Rajendran, 2017).  
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Es decir, durante este proceso (dilución-sucusión) el solvente puede ser modificado en su 

estructura física por la presencia, dilución y sucusión de los diferentes solutos, aún cuando 

estos hayan desaparecido en las progresivas diluciones (Montfort, 2019) y esa 

transferencia y aplicación de información que se vincula a las moléculas del solvente es 

la que mantiene el efecto o mecanismo de acción (Liu et al., 1996).  

 

La evaluación del aceite esencial homeopático de T. remotiflora en el modelo de B. 

cinerea es el primero con plantas de Tagetes y se suma a los escasos trabajos sobre aceites 

esenciales homeopáticos de especies vegetales aromáticas contra hongos fitopatógenos. 

La necesidad de reducir el uso de agroquímicos en la agricultura de México ha 

incrementado el interés por la posible aplicación de extractos vegetales, aceites esenciales 

y sustancias homeopáticas en el control de fitopatógenos, de ahí que la atención al estudio 

y aprovechamiento de las especies aromáticas del país, como en el caso de Tagetes, podría 

ser fuente de soluciones promisorias, por lo que la evaluación in vivo de los resultados de 

este trabajo es necesaria, misma que está en proceso. 

 

3.5 Conclusiones 

 

El aceite de T. remotiflora contiene 37 compuestos químicos, cuatro de ellos mayoritarios. 

En función de la concentración, tanto del aceite esencial del taxón como de su hidrolato, 

es posible inhibir parcial o completamente el crecimiento micelial y esporulación de B. 

cinerea; el análisis probit confirma los efectos biocidas del aceite esencial y fungistático 

del hidrolato contra B. cinerea. El aceite esencial homeopático tiene efecto fungistático 
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menor. La evaluación in vivo de los destilados de T. remotiflora y del aceite esencial 

homeopático es importante para confirmar su efectividad como insumos de biocontrol 

contra B. cinerea y el mecanismo de acción de estas sustancias requiere investigación para 

comprender su efecto a nivel molecular.   
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4 CAPÍTULO IV: Composición química de hidrolatos de Tagetes y evaluación in 

vitro e in vivo contra hongos asociados a enfermedades en fresa (Fragaria x 

ananassa) 

 

Miguel Angel Ruiz-Gonzalez1, Miguel Ángel Serrato-Cruz1*, Ernestina Valadez-

Moctezuma1, Roney Solano-Vidal1, Universidad Autónoma Chapingo. km 38.5 Carretera 

México-Texcoco. 56230, Chapingo, Estado de México.  
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4.1 Resumen  

 

Objetivo / Antecedentes. Las plantas aromáticas contienen compuestos químicos con 

potencial para formular productos antifúngicos. El objetivo de esta investigación fue 

caracterizar la composición química en hidrolatos de especies de Tagetes y evaluar su 

efecto in vitro e in vivo contra hongos asociados a enfermedades en fresa.  

Materiales y métodos. Los hidrolatos de T. coronopifolia, T. minuta, T. parryi y T. 

terniflora fueron analizados mediante cromatografía de gases acoplado a detector 

selectivo de masas. Se evaluaron in vitro hidrolatos al 100, 75, 50 y 25 % y fungicidas 

comerciales Promyl contra Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y 

Ridomil Gold contra Phytophthora capsici. En la evaluación in vivo las plantas de fresa 

se asperjaron con hidrolatos y 24 h después fueron inoculadas con suspensión de esporas 

1 x 106. Los datos se analizaron mediante análisis de varianza y pruebas de medias de 

Tukey (p ≤ 0.05).  

Resultados. Los monoterpenos fueron los compuestos mayoritarios en las cuatro 

especies. El hidrolato de T. parryi in vitro inhibió totalmente el crecimiento de B. cinerea 

y fue efectivo como tratamiento preventivo en la evaluación in vivo. F. oxysporum, P. 

capsici y R. solani fueron menos susceptibles a todos los hidrolatos. 
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Conclusión. El hidrolato de T. parryi se puede aplicar como preventivo contra B. cinerea 

en plantas de fresa.  

 

Palabras clave: Enfermedades fungosas, Fragaria, inhibición, antifúngico 

 

4.2 INTRODUCCIÓN 

 
En México, la superficie sembrada de fresa (Fragaria x ananassa) en el año 2018 

fue de 13,562 ha y en 2022 se redujo a 7,872 ha (SIAP, 2022), esta disminución se debe a 

problemas fitosanitarios que afectan su producción, asociados con diferentes especies de 

hongos, entre ellos Fusarium oxysporum, Rhizoctonia spp. (Golzar et al., 2007), 

Phytophthora spp. (Serret-López et al., 2016) y Botrytis cinerea (Boddy, 2016), esta 

situación repercute en pérdidas de hasta 50 % de la producción (Bárcenas-Santana et al., 

2019). Para el control de estos hongos, se ha recurrido principalmente al uso de 

agroquímicos, sin embargo, el uso y dosis inadecuadas de estos ha generado efectos 

negativos en el ambiente y en el humano, también los hongos han desarrollado resistencia 

a fungicidas, aún así, su uso se intensifica y se han vuelto indispensables para la seguridad 

alimentaria mundial (Zubrod et al., 2019). Esta situación ha motivado a investigadores y 

productores a explorar alternativas, como los extractos de plantas o compuestos derivados 

de las mismas que se han utilizado con éxito en el control de hongos fitopatógenos. Los 

extractos vegetales tienen la ventaja de contener más de un compuesto antifúngico, por lo 

que el desarrollo de resistencia del patógeno es menos probable si los diferentes 

compuestos afectan a un proceso metabólico diferente (Shuping y Eloff, 2017). Es 

importante considerar que en los extractos el rendimiento y la composición química es 

variable y depende de las condiciones climáticas, el sitio de cultivo y el tiempo de cosecha 

(Santos-Gomes et al., 2001; Bhat et al., 2016). Además, debido a su naturaleza volátil y a 

la termolabilidad de sus componentes, son muy susceptibles a la degradación (Odak et al., 

2018). Por lo anterior, el conocimiento científico previo de los recursos naturales o de las 

condiciones de manejo, tanto en campo como en almacenamiento, resulta indispensable 

para el aprovechamiento sustentable local de plantas y su transformación a insumos de 
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biocontrol de hongos fitopatógenos como una vía de sustitución de pesticidas en sistemas 

de producción agrícola.     

Tagetes (Asteraceae) es un recurso vegetal que en México está representado por 35 

especies aproximadamente, varias con potencial en el control de hongos (Serrato, 2014), 

los extractos acuosos de algunas especies de Tagetes se han evaluado mostrando 

resultados promisorios, por ejemplo, T. erecta o cempasúchil es efectivo en el control de 

Fusarium oxysporum (Wang et al., 2022) y Rhizoctonia solani (Espejo et al., 2010), en 

tanto que in vitro, el aceite esencial de T. lemmoni o rudilla inhibe totalmente el 

crecimiento micelial de B. cinerea (Larios-Palacios et al., 2020). Durante el proceso de 

hidrodestilación de plantas aromáticas se obtiene un extracto acuoso conocido como 

hidrosol, agua aromática, hidroflorato o hidrolato, su obtención es rápida, barata y se 

caracteriza por contener aceite esencial en concentraciones bajas (< 1 mL L-1), además de 

algunos componentes de aceite polares, oxigenados e hidrófilos que forman enlaces de 

hidrógeno con el agua (Tisserand y Young 2014; Labadie et al., 2016; Taglienti et al., 

2022). Los hidrolatos se utilizan en perfumería, cosmética, como saborizantes de 

alimentos, aromaterapia y terapias tradicionales (Rajeswara, 2013). Los estudios sobre el 

efecto biológico de los hidrolatos aún son limitados en comparación con los realizados 

con aceites esenciales (Yann-Olivier et al., 2018). En el área agrícola, se han usado con 

éxito hidrolatos de Ocimum basilicum, Cuminum cyminum, Echinophora tenuifolia, 

Daucus carota subsp. sativus, Rosmarinus officinalis y Satureja hortensis para controlar 

algunos hongos fitopatógenos como Alternaria citri, Alternaria mali, Botrytis cinerea, 

Fusarium oxysporum f. sp tulipae, Penicillium expansum y Rhizoctonia solani (Boyraz y 

Özcan, 2005; Boyraz y Özcan, 2006; Zatla et al., 2017). Por mucho tiempo, a los 

hidrolatos se les ha definido como productos de desecho de la hidrodestilación, pero en la 

actualidad se empiezan a utilizar como una alternativa para controlar hongos 

fitopatógenos. Por ello, la exploración y evaluación de otras especies aromáticas en el 

control de hongos de alta incidencia en cultivos como la fresa es indispensable. 

Considerando que Tagetes es un recurso natural abundante en México y, por lo tanto, 

fuente potencial de hidrolato como insumo para el biocontrol de hongos fitopatógenos, el 

objetivo de esta investigación fue caracterizar la composición química en hidrolatos de 
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especies de Tagetes y evaluar su efecto in vitro e in vivo contra hongos asociados a 

enfermedades en fresa.  

 

4.3 MATERIALES Y MÉTODOS   

 

Muestreo vegetal. En el campo experimental de la Universidad Autónoma Chapingo 

(19.491733, -98.873179), en el mes de mayo de 2022 bajo condiciones de invernadero se 

cultivaron plantas de Tagetes: T. coronopifolia, T. minuta, T. parryi y T. terniflora, las 

cuales en etapa de floración fueron recolectadas en el mes de octubre y con tijeras de poda 

se cortaron en segmentos de 2 cm aproximadamente. La cantidad de 4 kg de una mezcla 

de flores (25 %), hojas (35 %) y tallos (40 %) se introdujo en matraz de destilador tipo 

italiano y posteriormente se agregaron 2 L de agua potable, se encendió el termostato 

(135±5 °C) y durante 40 min se hizo la hidrodestilación (Uddin et al., 2023). Se obtuvieron 

400 mL kg-1 de hidrolato fresco, se depositó en frascos de plástico y se conservó a una 

temperatura de 4 °C hasta su uso. Tres especímenes de cada especie fueron ingresados al 

Herbario Jorge Espinoza Salas de la Preparatoria Agrícola, Universidad Autónoma 

Chapingo con números de registro 36282, 36280, 33299 y 36281, respectivamente.  

 

Identificación de compuestos químicos. Los hidrolatos se analizaron en un 

Cromatógrafo de Gases (CG) Agilent 7890B acoplado a Detector Selectivo de Masas 

(MSD) Agilent 5977A (CRO-E-003) y equipado con una columna DB-WAX Ultra Inert 

60 m x 250 μm x 0.25 μm. La rampa de temperatura fue 40 °C por 1 min hasta 240 °C a 

una velocidad de 9 °C min-1. Se utilizó helio como gas acarreador a un flujo de 1 mL min-

1 durante los 24 min que duró la corrida. Los hidrolatos se filtraron en un microfiltro de 

PTFE de 45 μm, enseguida, se disolvieron 100 μL de la muestra en 400 μL de 

diclorometano grado HPLC, el extracto se concentró hasta un volumen de 1 mL y se 

inyectó 1 μL al cromatógrafo de gases en modo splitless. Los compuestos se identificaron 

con base en los patrones de fragmentación de los espectros de masas, los cuales se 

compararon con los espectros de masas depositados en la base de datos del NIST 14 

(National Institute of Standards and Technology) y la base de datos de fragancias Flavor 
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(Agilent Technologies). Se realizó la determinación de los índices de retención de Kovats 

con alcanos C7-C40 (Sigma-Aldrich). Los índices de retención de Kovats experimentales 

se compararon con los índices de Kovats de la literatura 

(NIST:webbok.nist.gov/chemistry/) considerando que el índice de Kovats experimental 

coincidiera (± 50 unidades) con el de la literatura para la identificación correcta del 

compuesto. La abundancia relativa de cada compuesto se estimó con base en el área de 

los picos.   

 

Procedencia de los hongos. Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici y Rhizoctonia 

solani fueron aislados a partir muestras de chile manzano (Capsicum pubescens) 

recolectadas en una plantación de chile manzano ubicado en el campo experimental 

agrícola Chapingo y Botrytis cinerea se aisló a partir de muestras de flores de rosa silvestre 

(Rosa sp.) recolectadas en el municipio de Acaxochitlán, Hidalgo. El tejido vegetal fue 

desinfestado con hipoclorito de sodio al 1 % y lavado tres veces con agua bidestilada, 

después, en medio de cultivo Agar Dextrosa y Papa (PDA) (BD Bioxon) se colocaron 

fragmentos de 5 mm del tejido vegetal para aislar los hongos y el oomiceto se aisló en 

medio de cultivo que contenía 20 g de harina de maíz, 18 g de agar-agar, 0.8 mL de 

pimaricina, 0.02 g de rifamicina y 0.25 g L-1 de ampicilina diluida en agua destilada. Las 

cajas Petri se dejaron a temperatura ambiente y fueron monitoreadas cada 24 h hasta 

observar crecimiento micelial. A las 72 h, se observó crecimiento y se transfirió inoculo a 

nuevo medio de cultivo para obtener cultivos puros. Después, F. oxysporum, R. solani y 

el oomiceto P. capsici fueron identificados mediante su morfología (Nelson et al., 1983; 

Gutiérrez et al., 2006; Leslie y Summerell, 2006; Plancarte et al., 2017). B. cinerea 

también se identificó mediante su morfología y con pruebas de patogenicidad en frutos de 

fresa (Barnett and Hunter, 1986; Terrones-Salgado et al., 2019); además, se hizo 

extracción de ADN con método SDS (Dodecil Sulfato Sódico), después se hizo 

amplificación en PCR utilizando iniciadores NL4 y ITS5HP (Raja et al., 2017), el 

programa térmico se fijó a 94 °C durante 5 min, seguido de 35 ciclos a 94 – 56 – 72 °C 

durante 1 – 1 – 2.3 s, respectivamente y una extensión final a 72 °C durante 10 min. Los 

productos amplificados de las reacciones de PCR fueron separados por electroforesis 

utilizando geles de agarosa al 1.2 %. Los fragmentos amplificados y purificados se 
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enviaron a Macrogen para la secuenciación. Las secuencias en formato FASTA se 

compararon con la base de datos BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), con lo 

cual se corroboró la identidad del patógeno y el número de acceso en GenBank para B. 

cinerea es PP401673.1. Para la identificación molecular de los otros organismos, la 

extracción de ADN se hizo con el método CTAB (Weising et al., 2005) con 

modificaciones, el micelio se obtuvo de cajas Petri con crecimiento de F. oxysporum, P. 

capsici y R. solani y se colocó en morteros, se agregó nitrógeno líquido y el micelio se 

maceró con pistilo estéril. En tubos Eppendorf de 2 mL se agregó 1 mL de CTAB 2 % + 

0.2 % β-mercaptoetanol y se agregó el micelio macerado, se agitó por inmersión, se incubó 

a 55 °C en termoblok durante 20 min con agitación cada 5 min. Posteriormente, los tubos 

se centrifugaron durante 5 min a 12,000 x g, con micropipetas se transfirió el sobrenadante 

a un nuevo tubo y se agregaron 1.2 volumen de isopropanol al 100 %, se agitó por 

inmersión y se llevaron a centrifugar durante 10 min a 12,000 x g, se descartó el 

sobrenadante y se hizo un lavado con etanol al 70 %, los tubos con el ADN precipitado se 

centrifugaron durante 10 min a 12,000 x g y al final se decantó el etanol, los tubos se 

colocaron invertidos sobre papel absorbente hasta que el pellet se secó, finalmente a cada 

tubo se le adicionaron 50 µL de TE y se mantuvieron a -20 durante 24 h. La concentración 

de ADN se determinó en un espectrofotómetro a 260 nm en un Nanodrop V3.5.2 

(Coleman Technologies Inc. For Nanodrop Technologies). Las reacciones de PCR se 

llevaron a cabo en un volumen final de 25 µL, se usaron iniciadores NL4-ITS5SHP, ITS4-

ITS5HP, ITS1-NL4, ITS1-ITS4B para amplificar la región ITS, los iniciadores NMSI-

NMS2 para amplificar la subunidad pequeña del ribosoma y los iniciadores EF1-EF2 para 

amplificar el gen TEF (Raja et al., 2017; Deng et al., 2022). Las condiciones de PCR para 

la región ITS y subunidad pequeña del ribosoma fueron las siguientes: un primer ciclo de 

pre-desnaturalización a 95 °C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalización a 

95 °C durante 1 min, alineamiento a 58 °C durante 45 segundos y extensión a 72 °C 

durante 1 min y finalmente con una extensión a 72 °C durante 10 min. Las condiciones de 

PCR para TEF fueron: un primer ciclo de pre-desnaturalización a 95 °C durante 5 min, 

seguido de 35 ciclos de desnaturalización a 95 °C durante 1 min, alineamiento a 55 °C 

durante 45 s y extensión a 72 °C durante 1.5 min y finalmente con una extensión a 72 °C 

durante 10 min. El producto de amplificación por PCR se visualizó en electroforesis, se 
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preparó un gel de agarosa al 1.2 % con buffer TAE 1x, corrido a 100 volts durante 1 h, 

para el revelado de bandas, el gel se tiñó con bromuro de etidio durante 15 min, después 

se visualizó con software Qwanty One (BioRad). El tamaño de las bandas se estimó 

tomando como referencia los marcadores de peso molecular 1 kb (Invitrogen) que fueron 

colocadas en los extremos. Los productos amplificados se conservaron a 4 °C para su 

análisis. Los fragmentos amplificados y purificados se enviaron a Macrogen para la 

secuenciación. Las secuencias en formato FASTA se compararon con la base de datos 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), con lo cual se corroboró la identidad de 

los patógenos, después se hizo el registro en la base datos del GenBank. El número de 

registro para cada hongo es: F. oxysporum (PP729638.1), R. solani (PP713022.1) y P. 

capsici (PP922286.1). 

 

Evaluación in vitro. Se preparó medio PDA mezclado con hidrolato en cuatro 

concentraciones (100, 75, 50 y 25 % v/v) por cada especie, las concentraciones del 

hidrolato se prepararon mediante diluciones con agua bidestilada y se obtuvieron 16 

tratamientos de hidrolato y el testigo con PDA. Como testigos de referencia se usaron 

fungicidas comerciales de la Distribuidora Técnica Industrial, S. A. de C. V. y Syngenta 

Agro, S.A de C.V. distribuidos en Artículos Entomológicos S. A. de C. V. Texcoco.  

Promyl (Benomilo: Metil 1-(butilcarbamoil) bencimidazol-2-il-carbamato) se usó para 

Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum (Vega-López y Granados-

Montero, 2023) y Ridomil Gold (N-(metoxiacetil)-N-(2,6-xilil)-D-alaninato de metilo) 

para Phytophthora capsici (Pons-Hernández et al., 2020). De cada fungicida se usó 1.5 g 

L-1. Después de preparar el medio de cultivo, en el centro de cada caja Petri que contenía 

el medio de cultivo combinado con hidrolato se colocó un disco (3.5 mm) con micelio de 

cada hongo (colonias de 10 días de edad) y después se incubaron en condiciones de 

oscuridad con las siguientes temperaturas: B. cinerea a 20 °C, P. capsici a 27 °C, F. 

oxysporum y R. solani a 30 °C. Cada 24 h se midió el crecimiento radial con un vernier 

digital. 

 

Evaluación in vivo. Solo los tratamientos que tuvieron el mayor efecto de inhibición en 

condiciones in vitro se retomaron para su evaluación in vivo. La evaluación se hizo en un 
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invernadero y se usaron plantas de fresa var. “FESTIVAL” provenientes de Zamora, 

Michoacán de cinco meses de edad en fase de floración mantenidas en maceta con tezontle 

rojo; la fertilización se hizo con solución Steiner al 100 % con riegos semanales y con 

aplicación semanal de fertilizante foliar PEKA® (1 mL L-1) (Producto elaborado por 

Química Sagal y distribuido en Agroquímicos Texcoco S.A. de C. V.). Cuando las plantas 

estaban en fructificación, se seleccionaron cuatro frutos maduros a los que se les hizo solo 

una perforación de 0.2 cm de profundidad con aguja de disección esterilizada con alcohol 

y a cada planta se le asperjaron 20 mL de hidrolato con atomizador, 24 h después de la 

aplicación de hidrolatos se inocularon las plantas con una suspensión de esporas 1 x 106 

de F. oxysporum y B. cinerea preparada con agua bidestilada y 1 mL L-1 de Tween 20, la 

aplicación de las esporas se hizo con atomizador, P. capsici y R. solani se inocularon 

mediante micelio. Las plantas inoculadas se cubrieron con una bolsa de polietileno durante 

48 h para mantener la humedad, posteriormente, las hojas, frutos maduros, frutos 

inmaduros y flores fueron monitoreadas cada 24 h hasta las 72 h para la detección de 

síntomas causados por los patógenos (B. cinerea, F. oxysporum, P. capsici y R. solani).  

 

Diseño experimental y análisis de datos. El experimento in vitro se analizó bajo un 

Diseño Completamente al Azar (DCA) con cinco repeticiones cada uno, una caja Petri fue 

una unidad experimental. Con los datos del crecimiento radial se calculó el porcentaje de 

inhibición (Kagezi et al., 2015). El experimento in vivo se hizo con un DCA, se usaron 

cuatro macetas por tratamiento, una maceta fue considerada una unidad experimental, con 

los datos registrados sobre los frutos y flores enfermos y no enfermos se estimó la 

incidencia de la enfermedad (Macías et al., 2016). Los datos se sometieron a un análisis 

de varianza y pruebas de medias de Tukey (p ≤ 0.05) en Software académico SAS. 

  

4.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 

Compuestos químicos. En el hidrolato de T. parryi se identificaron 14 compuestos, en T. 

minuta 13, en T. coronopifolia 11 y un total de 9 en T. terniflora (Figura 5). En el hidrolato 

de T. parryi, los compuestos mayoritarios fueron el 3-Hexen-1-ol (25.5 %), 

isopiperitanona (14.9 %), 1,3-Di-terc-butilbenceno (6.1 %) y α-terpineol (5.9 %) (Cuadro 
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4). Al realizar una comparación con compuestos encontrados en aceite esencial de la 

misma especie, Díaz-Cedillo y Serrato-Cruz (2011) identificaron siete compuestos 

principales: canfeno, 3, 6, 6-trimetil2-norpinanol, anisol, 4-isopropil-1-metil-2-

ciclohexenol, cineol, eugenol y α-terpineol y González-Velasco et al. (2022) registraron 

21 compuestos, entre ellos, verbenona, dihidrotagetona, tagetona, eugenol y α-terpineol, 

la mayoría de estos compuestos son monoterpenos y sesquiterpenos. En el hidrolato de T. 

parryi únicamente el α-terpineol y la dihidrotagetona fueron similares a lo reportado en 

aceite esencial, por lo que gran parte de los compuestos resultaron diferentes de lo 

consignado para el aceite esencial. 

En el hidrolato de T. coronopifolia se encontró dihidrotagetona (53.9 %), cis-

tagetona (11.9 %), (Z)-tagetenona (9.7 %) y trans-tagetona (5.9 %) (Cuadro 4); ningún 

compuesto encontrado en la muestra de hidrolato coincidió con lo reportado para el aceite 

esencial por Díaz-Cedillo et al. (2013): (1S) -6,6-dimetil-2-metilen-biciclo [3.1.1] heptan-

3-ona, verbenona, 2-oxo-decanoato de metilo y crisantenona.  

En hidrolato de T. terniflora la dihidrotagetona (45 %), eucaliptol (13.2 %), trans-

3-Hexen-1-ol (10.8 %) y cis-tagetona (4.5 %) (Cuadro 4) fueron los mayoritarios. Solo el 

compuesto cis-tagetona fue común en el aceite esencial e hidrolato analizado (Lizarraga 

et al., 2017). 
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Figura 5. Cromatogramas de hidrolatos de Tagetes parryi (Tp), T. terniflora (Tt), T. 

coronopifolia, (Tc) y T. minuta (Tm), donde se observan los picos de los compuestos 

identificados. 

Cuadro 4. Abundancia relativa (%) e índices de Kovats (IK) ± desviación estándar de 

compuestos químicos encontrados en hidrolatos de Tagetes coronopifolia, T. minuta, T. 

parryi y T. terniflora analizados por GC/MSD. 

 T. parryi % IK  T. coronopifolia % IK 
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° 3-Hexen-1-ol, 

(E)- 

25.5 1370 ± 

18.5 

+ Dihidrotagetona 53.9 1319 ± 

3.3 

+ Isopiperitenona 14.9 1833 ± 

41.9 

+ Cis-tagetona 11.9 1500 ± 

23.1 

- 1,3-Di-terc-

butilbenceno 

6.1 1426 ± 

9.5  

+ (Z)-tagetenona 9.7 1704 ± 

9.5 

+ α-terpineol 5.9 1700 ± 

14.8 

+ Trans-tagetona 5.9 1522 ± 

8.2 

+ (Z)-tagetenona 4.5 1704 ± 

24.4 

* 10,11-

tetradecadianoato de 

metilo 

1.6 1663 ± 

19.8 

+ Cis-tagetona 3.2 1517 ± 

10.7 

* Cariofileno  1.2 1585 ± 

33.5 

* 10,11-

tetradecadianoato 

de metilo 

2.3 1663 ± 

19.8 

+ 2-(3-metil-2-

ciclopens-1-il)-2-

metilpropionaldehído 

0.8 1442 ± 

31.5 

+ Dihidrotagetona 2.2 1319 ± 

1.3 

* β-bisaboleno 0.7 1715 ± 

21.7 

+ Terpinen-4-ol 1.9 1619 ± 

6.4 

+ Estragol  0.6 1676 ± 

12.3 

´ Benceno, 1-etil-

2-metil- 

1.7 1254 ± 

9.1 

+ Isopiperitenona 0.6 1833 ± 

41.5 

+ Eucaliptol 1.5 1199 ± 

23.5 

+ Ipsenona 0.3 1444 ± 

5.4 

 3-Hexen-1-ol, 

propanoato, (Z)- 

1.1 1380 ± 

24.3 

    

° 2-ciclohexeno-1-

ona 

1 1424 ± 

36.8 

    

* Isospathulenol 0.4 2186 ± 0     

 T. terniflora  % IK  T. minuta  % IK 

+ Dihidrotagetona 45 1319 ± 

3.7 

° 3-Hexen-1-ol, (E)- 16.4 1394 ± 

0.28 

+ Eucaliptol 13.2 1212 ± 

14.6 

´ Benceno, 1,3-bis(1,1-

dimetiletil)- 

14.6 1436 ± 

2.26 

° 3-Hexen-1-ol, 

(E)- 

10.8 1394 ± 

0.5 

+ Cis-tagetona 10.1 1517 ± 

10.81 

+ Cis-tagetona 4.5 1517 ± 

10.6 

+ Dihidrotagetona 5.6 1319 ± 

1.2 

+ α-Terpineol 3.1 1680 ± 

28.7 

° 2 - Clorociclohexanol 4.7 1659 ± 

24.25 

+ Trans-tagetona 2.2 1501 ± 

6.2 

+ Trans-tagetenona 4.3 1726 ± 

8.2 

+ Terpinen-4-ol 2.2 1606 ± 

15.4 

+ Isopiperitenona 2.8 1833 ± 41 

° Alcohol 

feniletílico 

0.5 1923 ± 

15.8 

* 10,11-

tetradecadianoato de 

metilo 

2.5 1663 ± 

19.8 
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° 2-ciclohexeno-1-

ona 

0.5 1412 ± 

45.4 

 1-Pentanona, 1-(2-

furanil)- 

1.3 1747 ± 

10.5 

    - p-xileno 1.2 1142 ± 

11.1 

    + α-terpineol 1 1697 ± 

16.4 

    + Terpinen-4-ol 1 1635 ± 

4.8 

    ´ Etilbenceno 0.3 1146 ± 

2.9 

+: monoterpenos, *sesquiterpenos, -: compuestos fenólicos, °: alcoholes, ´: compuesto de 

benceno 

En el hidrolato de T. minuta el compuesto mayoritario fue el 3-Hexen-1-ol (16.4 %), 

benceno, 1,3-bis(1,1-dimetiletil)- (14.6 %), cis-tagetona (10.1 %) y dihidrotagetona (5.6 

%) (Cuadro 4). Solo la dihidrotagetona fue común con lo que reportan Karimian et al. 

(2014) para esta especie cuyo aceite esencial contiene compuestos como: dihidrotagetona, 

E-ocimeno, tagetona, cis-β-ocimeno, Z-ocimeno, limoneno y epoxiocimeno. 

Los compuestos 3-Hexen-1-ol, (E)-, dihidrotagetona y cis-tagetona fueron comunes 

en los hidrolatos de las especies de Tagetes en estudio (Cuadro 4), mientras que, al 

comparar la composición química de los hidrolatos con la de aceites esenciales, estos no 

coinciden en compuestos ni en abundancia, por lo que la composición química de 

hidrolatos y aceites esenciales siempre es diferente, cuantitativa y cualitativamente 

(D’Amato et al., 2018). En otros estudios se ha encontrado que tanto en hidrolatos como 

en los aceites esenciales los monoterpenos y los monoterpenos oxigenados son 

abundantes, pero no se encuentran los mismos compuestos (Vuko et al., 2021). Inouye et 

al. (2008) compararon 43 hidrolatos con aceites esenciales obtenidos de mismo proceso 

de destilación al vapor y encontraron que 18 de los 43 hidrolatos analizados mostraron un 

componente mayoritario diferente al del aceite.  

Los aceites esenciales de Tagetes son ricos en monoterpenos, además de cantidades 

bajas de sesquiterpenos y compuestos oxigenados (Salehi et al., 2018). En este estudio, 

los compuestos mayoritarios en las cuatro especies pertenecen a monoterpenos y en menor 

cantidad a sesquiterpenos, compuestos fenólicos y algunos alcoholes (Cuadro 4). Aunque 

ya se tenía información sobre la composición de hidrolatos de dos especies de América 
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del Sur (Rajeswara et al., 2006; Lima et al., 2009), la identificación de los compuestos en 

hidrolatos de las cuatro especies de Tagetes de México constituyen otro antecedente 

importante para avanzar en el conocimiento fitoquímico del género. 

Evaluación in vitro. Los tratamientos evaluados mostraron efectos inhibitorios 

significativos sobre B. cinerea (p < 0.0001), F. oxysporum (p < 0.0053), P. capsici (p < 

0.0001) y R. solani (p < 0.0001) (Cuadro 5). El hidrolato al 100 % de T. parryi inhibió el 

crecimiento micelial de B. cinerea en 71.3 %, sin diferencia estadística respecto al efecto 

producido por el fungicida comercial, incluso, diluciones de este hidrolato en 50 y 75 % 

mostraron diferencias estadísticas con el testigo; mientras que, con hidrolato al 100 % o 

diluido de las otras especies de Tagetes, la inhibición del micelio fue menor a 40 %, en la 

mayoría, sin diferencia estadística respecto del testigo (Cuadro 5). En P. capsici, el 

hidrolato de T. coronopifolia al 75 y al 100 % fue efectivo para inhibir totalmente el 

crecimiento micelial, al igual que el fungicida; con hidrolatos de T. minuta, T. parryi y T. 

terniflora en diluciones de 50 y 75 % la inhibición de P. capsici fue significativa (p < 

0.0001) con respecto al testigo, pero no respecto al fungicida. Ninguna concentración de 

los hidrolatos evaluados mostró un efecto fungistático contra F. oxysporum y R. solani. 

Los hidrolatos de T. minuta, T. parryi y T. terniflora inhibieron estos hongos en 26.6 %, 

en el caso de T. coronopifolia al 100 %, se inhibió a F. oxysporum y R. solani en 25 y 34.4 

%, respectivamente (Cuadro 4). El efecto inhibitorio de los aceites esenciales e hidrolatos 

es debido a los monoterpenos, sesquiterpenos y compuestos fenólicos (Hu et al., 2019; 

Hill, 2022). Los monoterpenos son pequeños y pasan entre las moléculas grasas que 

forman la membrana celular y afectan funciones dentro de la célula, mientras que los 

sesquiterpenos no son tan pequeños para pasar por la membrana celular, pero tienen 

formas únicas que les permiten adherirse a los espacios de estructuras proteínicas 

tridimensionales y afectan la actividad proteínica (Hill, 2022). Hu et al. (2019) mencionan 

que los compuestos fenólicos pueden interferir con las membranas, las paredes celulares 

y la acción de las enzimas. En el hidrolato de T. parryi se encontró una mayor diversidad 

de grupos de compuestos, entre estos se encontró el compuesto fenólico 1,3-Di-terc-

butilbenceno (Cuadro 3). Al respecto, Zatla et al. (2017) mencionan que los compuestos 

fenólicos de Daucus carota subsp. sativus tienen actividad antifúngica contra B. cinerea. 

Belabbés et al. (2017) atribuyen el efecto antifúngico contra Penicillium expansum a los 
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sesquiterpenos oxigenados encontrados en el hidrolato de Calendula arvensis. En T. 

parryi, T. coronopifolia y en T. minuta se encontró el sesquiterpeno 11-tetradecadianoato 

de metilo con una abundancia relativa entre 1.6 y 2.5 % (Cuadro 3) y el efecto inhibitorio 

de estos hidrolatos fue mayor (Cuadro 5) a lo observado con T. terniflora, que no contenía 

este compuesto. También, los aceites con abundancia de monoterpenos inhiben el 

crecimiento de hongos (Stević et al., 2014), lo que permite resaltar que los hidrolatos de 

Tagetes analizados tienen abundantes monoterpenos (Cuadro 4). Aunque el efecto 

antifúngico se atribuye a los compuestos mayoritarios, es el efecto sinérgico de todos los 

compuestos los que causan los efectos antifúngicos y también algunos compuestos son 

más activos que otros (Dhifi et al., 2016). 

 

Cuadro 5. Porcentaje de inhibición in vitro de micelio de hongos después de la aplicación 

de hidrolatos de especies de Tagetes. 

Tratamientos Inhibición (%) del micelio de los hongos 

B. cinerea P. capsici F. oxysporum R. solani 

TO 0 ± 0 e 0 ± 0 f 0± 0 c 0 ± 0 c 

FC 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 

H100C 40 ± 28.8 
bcde 

100 ± 0 a 25 ± 15.5 b 34.4 ± 22.2 b 

H100M 35 ± 21.6 
bcde 

54.3 ± 2.5 b 21 ± 4.5 bc 20 ± 11.7 bc 

H100P 71.3 ± 9.7 ab 55.3 ± 3 b 23 ± 4 b 26.6 ± 6.8 bc 

H100T 25.3 ± 15 cde 57 ± 13.1 b 16.6 ± 2 bc 20 ± 2.6 bc 

H75C 22.6 ± 23.5 
cde 

100 ± 0 a 16.6 ± 3.5 bc 32.6 ± 13.2 bc 

H75M 34 ± 7.9 bcde 43.3 ± 9 bc 18.6 ± 7.6 bc 15.6 ± 6 bc 

H75P 54.6 ± 18.9 
bc 

38.3 ± 10.4 bcd 12.3 ± 7 bc 17 ± 13.5 bc 

H75T 14 ± 17.8 cde 38.3 ± 3 bcd 11.3 ± 10.5 bc 20 ± 11.5 bc 

H50C 22.6 ± 2.3 cde 61.6 ± 20.4 b 9.1 ± 9.4 bc 19.6 ± 10.4 bc 

H50M 25 ± 4.5 cde 27 ± 3.6 cde 16 ± 7.9 bc 10.6 ± 8.8 bc 

H50P 54 ± 10.5 bcd 28.3 ± 8.5 cde 10.6 ± 6.5 bc 14.3 ± 7.5 bc 

H50T 10.3 ± 24.2 
de 

17 ± 11.7 def 6.3 ± 7.57 bc 10 ± 12.6 bc 

H25C 4.6 ± 5.6 e 10.3 ± 11.6 ef 1 ± 1 c 11.6 ± 18 bc 

H25M 3.6 ± 6.3 e 16 ± 5 def 10.6 ± 7.5 bc 10 ± 10.7 bc 

H25P 33.3 ± 7 bcde 13 ± 3 ef 9.3 ± 3 bc 13 ± 4.5 bc 

H25T 0 ± 0 e 4.6 ± 8 ef 4 ± 4 bc 8.4 ± 0 bc 
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Valor p 0.0001 0.0001 0.0053 0.0001 

CV 33 14 21 30 

DMS 41 23 39  30 

TO: Testigo, FC: Fungicida comercial, H: Hidrolato, 100, 75, 50 y 25: Concentración (%) 

de hidrolato usada, C: T. coronopifolia, M: T. minuta, P: T. parryi, T: T. terniflora, CV: 

Coeficiente de variación, DMS: Diferencia mínima significativa, Medias con letras 

diferentes entre las columnas son estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05). Los valores 

promedio ± desviación estándar. 

Evaluación in vivo. Los tratamientos con hidrolatos al 100 % de las cuatro especies de 

Tagetes mostraron la mayor inhibición in vitro (Cuadro 5), por ello, se retomaron para su 

evaluación in vivo. Las plantas de fresa no mostraron efecto fitotóxico debido a la 

aplicación de los hidrolatos de Tagetes, lo cual da buena expectativa para futuras 

evaluaciones en otras especies vegetales. Las plantas testigo inoculadas con B. cinerea 

presentaron síntomas de la enfermedad, tanto en frutos como en flores. Por otro lado, las 

plantas inoculadas con F. oxysporum, P. capsici y R. solani no mostraron síntomas de 

enfermedad en las flores, pero sí en el fruto perforado (Figura 6). Los frutos de fresa son 

muy perecederos, además, si el fruto presenta algún daño mecánico o lesión facilita la 

infección por patógenos (Ángel-García et al., 2018); la falta de incidencia de la 

enfermedad en flores posiblemente esté relacionada con la ausencia de lesión y porque 

estos hongos afectan principalmente las raíces, la corona y frutos (Koike y Gordon, 2015; 

Awad, 2016; Barboza et al., 2016).  

El hidrolato de T. parryi fue efectivo como tratamiento preventivo contra B. cinerea, 

debido a que los frutos perforados (Figura 6A) y las flores (Figura 6B) no presentaron 

incidencia del hongo, por tal motivo, este hidrolato, representa un insumo alternativo a los 

fungicidas químicos que tienen efectos negativos en el ambiente y han inducido resistencia 

en este hongo (Leroux, 2004). Zatla et al. (2017) evaluaron el efecto del hidrolato de 

Daucus carota subsp. sativus en frutos de fresa y este fue efectivo como tratamiento 

preventivo al inhibir totalmente a B. cinerea hasta el quinto día, estos autores atribuyen el 

efecto a la abundancia de compuestos fenólicos. Por ello, el efecto observado con el 

hidrolato de T. parryi también puede atribuirse al compuesto fenólico 1,3-Di-terc-

butilbenceno en conjunto con los otros monoterpenos mayoritarios y sesquiterpenos 
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encontrados en el hidrolato (Cuadro 4). Por otra parte, con la aplicación del hidrolato de 

T. terniflora en los frutos (Figura 6A) no se observaron síntomas de la enfermedad, pero 

las flores sí se infectaron y con el hidrolato de T. minuta se observó un efecto contrario, 

las flores no se infectaron y los frutos sí fueron infectados por el hongo (Figura 6B); con 

este resultado se contempla que una aplicación conjunta de estos hidrolatos podría ser 

efectiva contra este hongo. El hidrolato de T. coronopifolia no funcionó como tratamiento 

preventivo. 

 

Figura 6. Incidencia de B. cinerea, R. solani, F. oxysporum y P. capsici en frutos (A) y 

flores (B) de fresa a los tres días posteriores a su inoculación en plantas testigo (TO) y 

sometidas a tratamientos con hidrolatos al 100 % de Tagetes coronopifolia (H100C), T. 

minuta (H100M), T. parryi (H100P) y T. terniflora (H100T). 
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4.5 CONCLUSIONES  

 

Los hidrolatos de las especies de Tagetes ensayadas contienen entre 46 y 72 % de 

monoterpenos y en menor cantidad algunos alcoholes (0-33 %), sesquiterpenos (0-27 %) 

y compuestos fenólicos (0-8 %). Aunque en la evaluación in vitro se observó efecto 

fungistático con algunos hidrolatos, este efecto no se mantuvo en la aplicación in vivo, 

solo la aplicación del hidrolato de T. parryi es efectivo como tratamiento preventivo contra 

B. cinerea en plantas de fresa en floración y fructificación 
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5.1 Resumen 

 

El ambiente influye en la composición química del aceite esencial de las plantas 

y también con su efecto biológico. El propósito del estudio fue: describir el perfil 

químico del aceite esencial de Tagetes lucida y evaluar el efecto biológico in vitro 

contra B. cinerea. El estudio se realizó en Texcoco, México durante octubre de 

2021. Por hidrodestilación se obtuvo aceite esencial de plantas en floración; la 

identificación de compuestos químicos se realizó mediante la técnica GC-MS. 

Para el bioensayo in vitro se empleó el método de agar envenenado y micelio de 

B. cinerea de tres días de crecimiento. Se evaluaron doce tratamientos: aceite 

esencial 0.1, 0.5, 1 y 2 %, Tween 20 al 0.1, 0.3, 0.5, 0.8, 1 y 2 %, fungicida 

comercial y testigo absoluto (solo con agua bidestilada estéril). Cada 24 h se 

midió crecimiento radial del hongo con un vernier digital y se estimó la velocidad 

de crecimiento y la inhibición del crecimiento micelial. Se identificaron treinta y un 

compuestos químicos, (1S)-(-)-β-Pineno (36.4 %), 1, 3, 5, 7-Ciclooctatetraeno 

(12.7 %), Eucaliptol (10.6 %) y o-Cimeno (6.1 %). Con las concentraciones de 

0.1, 0.5, 1 y 2 % se inhibió el crecimiento micelial y la esporulación de B. cinerea. 

El fungicida comercial y la concentración del 2 % inhibieron totalmente el 

crecimiento del hongo. Tween 20 también inhibió el crecimiento micelial. La CL50 

fue de 0.06 % y la CL95 fue de 1.69 %. La abundancia de terpenos en el aceite 

esencial de T. lucida mostró efecto fungicida contra B. cinerea. El surfactante 

tuvo efectos menores.  

Palabras clave: Tagetes lucida, B. cinerea, aceite esencial.  
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Abstract 

 

 

The environment influences the chemical composition of plant essential oil and 

also its biological effect. The purpose of the study was: to describe the chemical 

profile of the essential oil of Tagetes lucida and to evaluate the in vitro biological 

effect against B. cinerea. The study was conducted in Texcoco, Mexico during 

October 2021. Essential oil was obtained by hydrodistillation from flowering 

plants; the identification of chemical compounds was performed by GC-MS 

technique. For the in vitro bioassay, the method of poisoned agar and mycelium 

of B. cinerea of three days of growth was used. Twelve treatments were 

evaluated: essential oil 0.1, 0.5, 1 and 2 %, Tween 20 at 0.1, 0.3, 0.5, 0.8, 1 and 

2 %, commercial fungicide and absolute control (only with sterile distilled water). 

Every 24 h, radial growth of the fungus was measured with a digital vernier and 

growth rate and mycelial growth inhibition were estimated. Thirty-one chemical 

compounds were identified, (1S)-(-)-β-Pinene (36.4 %), 1, 3, 5, 7-

Cyclooctatetraene (12.7 %), Eucalyptol (10.6 %) and o-Cymene (6.1 %). At the 

concentrations of 0.1, 0.5, 1 and 2 %, mycelial growth and sporulation of B. 

cinerea were inhibited. The commercial fungicide and the 2 % concentration 

totally inhibited fungal growth. Tween 20 also inhibited mycelial growth. The LC50 

was 0.06 % and the LC95 was 1.69 %. The abundance of terpenes in the essential 

oil of T. lucida showed fungicidal effect against B. cinerea. The surfactant had 

minor effects. 

Key words: Tagetes lucida, B. cinerea, essential oil. 
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5.2 Introducción 

 

 

Yiahutli, pericón o hierba de Santa María (Tagetes lucida Cav.) es una planta con 

distribución en zonas templadas y transicionales, en altitudes de 1,400 a 2,800 m 

s. n. m. (Serrato, 2014), crece en vegetación de pino, encino, pino-encino y 

bosque latifoliado (Turner, 1996). Su altura es de 40 cm hasta 1.8 m, su floración 

inicia a mediados de agosto hasta octubre (Serrato, 2014).  

El actual conocimiento tradicional sobre T. lucida revela diversos usos: como 

relajante en situaciones de cáncer, limpieza de heridas por cesárea, remedio 

contra picadura de alacrán y de serpiente, para disminuir dolor reumático, 

controlar garrapatas en aves, suavizar el efecto de la resaca, aromatizar ropa 

lavada, eliminar huevos de piojos y de pulgas, elaborar alcohol de caña con sabor 

de anís y saborizante de varios alimentos (Serrato, 2014). Tiene efecto biocida 

contra patógenos que afectan a humanos (Céspedes et al., 2006; Torres-

Martínez et al., 2022) y otros efectos biológicos contra nematodos (Omer et al., 

2015) y algunos hongos fitopatógenos (López et al., 2018). 

Todos estos efectos se atribuyen a los compuestos químicos que contiene T. 

lucida tales como: terpenoides, cumarinas y flavonoides (Gutiérrez et al., 2018). 

En el aceite esencial se han detectado alrededor de 40 a 44 metabolitos 

secundarios, de la clase de monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanoides 

(Regalado et al., 2011; Zarate-Escobedo et al., 2018), lo que significa una amplia 

variabilidad en tipos y cantidad de moléculas. En el aceite esencial de T. lucida 

la abundancia de monoterpenos y fenilpropanoides se relaciona con la 

variabilidad climática y del suelo (Zárate-Escobedo et al., 2018). 

En los estudios realizados con aceite esencial de T. lucida contra hongos se 

usaron poblaciones vegetales de climas templado frío y semifrío (Céspedes et 

al., 2006; Barajas et al., 2011; López et al., 2018) en las que los fenilpropanoides 
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(anetol y estragol) son componentes mayoritarios y los responsables de efectos 

biológicos contra hongos. 

El aceite de T. lucida que tiene esa procedencia inhibe el crecimiento micelial, la 

esporulación y formación de esclerocios en Sclerotium rolfsii y Monilinia fructicola 

(Barajas et al., 2011). También, inhibe el crecimiento micelial de Aspergillus niger, 

Fusarium oxysporum, Penicillium janthinellum y Rhizoctonia solani (López et al., 

2018). En el clima cálido los metabolitos secundarios en el aceite esencial 

corresponden mayoritariamente a terpenos (Zárate-Escobedo et al., 2018). Por 

ello, la evaluación del efecto biológico del aceite esencial de esta especie crecida 

en clima templado cálido es importante.  

La variación en la composición química de aceites esenciales depende de 

diversos factores, entre ellos, genéticos, así como ambientales (Acero-Godoy et 

al., 2019). Por lo tanto, los estudios toxicológicos con el aceite de T. lucida deben 

considerar las características del hábitat en el que se desarrollan las poblaciones 

de esta especie en forma natural. 

La evaluación de terpenos de T. lucida en el crecimiento fúngico complementará 

la información disponible sobre los efectos fúngicos de los fenilpropanoides que 

contiene la misma especie crecida en ambientes templados de subtipos fríos. La 

distribución de las poblaciones naturales de T. lucida en pisos altitudinales 

(Serrato, 2014), asociados con temperaturas que son contrastantes, representa 

una rica diversidad ambiental para T. lucida y también de biomoléculas.  

Aunque varios aceites esenciales se han evaluado contra B. cinerea (Tančinová 

et al., 2022), el aceite esencial de T. lucida aún no se ha evaluado contra este 

hongo. El propósito de este trabajo fue describir el perfil químico del aceite 

esencial de T. lucida y evaluar el efecto biológico in vitro contra B. cinerea. Se 

espera que la composición del aceite esencial sea específica y que este aceite 

tenga efecto biológico contra el hongo fitopatógeno referido. 
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5.3 Materiales y métodos 

 

 

5.3.1 Material biológico 

En octubre de 2021 se recolectaron muestras de Tagetes lucida Cav. en etapa 

de floración (tallos, flores y hojas) en el municipio de Pilcaya, Cacahuamilpa, 

Guerrero (18°40'42.6"N 99°32'31.3"W), a 1,479 m de altitud y en clima templado 

con lluvias en verano (Cw1) (Köppen, 1948). El corte de tallos florales se hizo a 

10 cm encima del suelo para evitar la pérdida de plantas en su hábitat, esta planta 

es perenne y vuelva a retoñar. Especímenes de estas muestras se depositaron 

en el Herbario-Hortorio-JES "Jorge Espinosa Salas" del Departamento de 

Preparatoria Agrícola de la Universidad Autónoma Chapingo, Estado de México 

(registro 35872). 

5.3.2 Extracción de aceite esencial 

En un destilador de cristal tipo italiano, con capacidad de 6 kg, se agregaron 2 L 

de agua potable, después, 2 kg de plantas frescas se metieron al matraz de balón 

previamente trituradas con tijera de poda; por un periodo de 45 min se hizo 

extracción de aceite esencial por hidrodestilación (Rodríguez et al., 2012). El 

aceite esencial se conservó en frascos de vidrio ámbar en refrigeración hasta su 

uso; se obtuvo 1.6 mL de aceite esencial por kilogramo de peso seco de tejido 

vegetal. 

  

5.3.3 Identificación de compuestos químicos 

Con la técnica de microextracción en fase sólida (Zhao et al., 2022) se analizaron 

las muestras de aceite esencial; para ello, en un frasco ámbar se agregaron 5 µL 

de aceite esencial y se colocó una fibra de microextracción (PALsystem 
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Ingenious Simple Handling) de fase sólida durante 1 min; después, la muestra 

fue inyectada en un cromatógrafo de gases acoplado a un espectrómetro de 

masas (GC-MS Agilent Technologies 7890 A GC System); se realizaron dos 

repeticiones y se utilizó una columna capilar GC column VF-5ms, de 30 × 0.25 

(0.25). 

La temperatura del horno de la columna se inició en 60 °C; posteriormente, a 120 

°C durante 15 min y temperatura final de 230 °C. El incremento de la temperatura 

fue de 15 °C min-1, se usó helio como gas acarreador a un flujo constante de 0.5 

mL min-1. La identificación de los compuestos se hizo al comparar el tiempo de 

retención y el espectro de masas con la biblioteca espectral NIST y corroborado 

con índices de Kovats y R match mayor a 800. Como referencias en el cálculo de 

los índices de Kovats se usaron n-alcanos.  

5.3.4 Bioensayo in vitro 

La evaluación se hizo en medio de cultivo Agar Dextrosa y Papa (PDA 39 g L-1) 

con el método de agar envenenado (Dikshit y Husain, 1984); se preparó una 

emulsión con 100 mL de agua bidestilada, 100 µL de Tween 20 y aceite esencial 

de T. lucida para obtener cuatro concentraciones (0.1, 0.5, 1 y 2 % v/v). Por 

separado se prepararon seis concentraciones con Tween 20 (0.1, 0.3, 0.5, 0.8, 1 

y 2 % v/v) y se usó un fungicida comercial (1 g L-1): Cabrio C (Boscalid 25.2 % + 

Pyraclostrobin 12.8 %). 

La esterilizaron fue durante 20 min en autoclave a 120 °C. Después, el medio 

PDA se vertió en cajas Petri de vidrio estériles de 90 mm. Transcurridas 24 h, se 

inoculó B. cinerea obtenido del Laboratorio de Resistencia Genética de la 

Universidad Autónoma Chapingo (UACh). La cepa de B. cinerea utilizada cuenta 

con identificación molecular con indicadores NL4 e ITS5HP (Toju et al, 2012) y 

registro GenBank PP401673.1.  
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5.3.5 Diseño experimental y análisis de datos 

El experimento se estableció con un diseño completamente al azar (DCA) con 12 

tratamientos: cuatro concentraciones de aceite esencial, seis concentraciones de 

Tween 20, 1 g L-1 de fungicida Cabrio C (Boscalid 25.2 % + Pyraclostrobin 12.8 

%) y un testigo; cada tratamiento con cinco repeticiones. Con un vernier digital 

se midió el crecimiento radial del hongo cada 24 h durante cinco días. Se 

evaluaron velocidad de crecimiento (VC) (Sinclair y Cantero, 1989) y la inhibición 

del crecimiento micelial (%I) (Kagezi et al., 2015). 

En un microscopio estereoscópico se observó si se presentaba esporulación 

desde el quinto hasta el octavo día después de la siembra del hongo. Se utilizó 

una escala de medición nominal. Los datos se analizaron con pruebas de medias 

de Tukey (p≤ 0.05) mediante el software académico SAS (SAS Institute Inc, 

2023). Con los resultados de las concentraciones de aceite esencial evaluada in 

vitro se determinaron las concentraciones Probit (CL50 y CL95) en software 

académico SAS (Finney, 1971; Castillo, 2007; SAS Institute Inc, 2023). 

 

 

5.4 Resultados y discusión 

 

 

5.4.1 Compuestos químicos 

En el aceite esencial se identificaron treinta y un compuestos, cuatro de ellos 

mayoritarios: (1S)-(-)-β-Pineno (36.4 %), 1, 3, 5, 7-Ciclooctatetraeno (12.7 %), 

Eucaliptol (10.6 %) y o-Cimeno (6.1 %) (Cuadro 6); de todos los compuestos, los 

sesquiterpenos representaron el 40 %, monoterpenos 30 %, otros terpenos 3 % 

y el resto correspondieron a alcoholes menos abundantes. Compuestos como 
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estragol, anetol, metil eugenol (Bicchi et al., 1997), β-ocimeno, β-cubebeno, β-

mirceno, germacreno, cariofileno, nerolidol (Regalado et al., 2011) y acetato de 

geranilo (Zarate-Escobedo et al., 2018) se han reportado como compuestos 

mayoritarios en T. lucida, lo cual significa que los metabolitos secundarios que 

resultaron mayoritarios en la población Pilcaya (Cuadro 6), distintos de los 

reportados previamente en otros estudios (Cuadro 7), amplían el conocimiento 

de la fitoquímica de esta especie. 

 

Cuadro 6. Abundancia relativa (%) de compuestos químicos en aceite 

esencial de Tagetes lucida, mediante Cromatografía de 

Gases/Espectrometría de Masas (GC/MS) e índice de Kovats (IK). 

Compuesto % IK Compuesto % IK 

(1S)-(-)-β-Pineno 
36.

4 
961 

2-Furanmetanol, 

5-eteniltetrahidro-

α,α,5-trimetil-, cis- 

0.4 
107

0 

1,3,5,7-ciclooctatetraeno 
12.

7 
880 

5-Hepten-2-one, 

6-metil- 
0.4 958 

Eucaliptol 
10.

6 

103

2 

Ácido acético, 

éster hexílico 
0.4 

101

0 

o-Cimeno 6.1 
102

4 
δ-EIemeno 0.4 

136

1 
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(-)-β-Bourboneno 2.4 
139

0 
Ciclosativeno 0.4 

137

9 

Cubenol 2.1 
165

1 

Ciclotrisiloxano, 

hexametil- 
0.4 825 

Ciclohexeno, 1-metil-4-(1-

metiletenil)-, (S)- 
1.7 

102

9 

2-

furancarboxaldehí

do, 5-metil- 

0.2 913 

4-Hexen-1-ol, (4E)-, acetato 1.6 
100

3 
α-Amorfeno 0.1 

145

3 

trans-β-Ocimeno 1.5 
104

4 
α-Muuroleno 0.1 

150

4 

α-acorenol 1.3 
159

8 

1,3,5-

cicloheptatrieno 
0.1 771 

(1S)-2,6,6-Trimetilbiciclo [3.1.1]hept-

2-eno 
1.2 931 

3-Penten-2-ona, 

4-metil- 
0.1 778 

Dihydroedulan II (cis) 1.1 
119

3 

Trans-

calameneno 
0.1 

153

7 

Isovalerato de n-amilo 0.8 
110

3 
Gleenol 0.1 

163

0 
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Óxido de cariofileno 0.7 
159

8 
γ-Muuroleno 

0.0

9 

152

2 

Ciclotetrasiloxano, octametil- 0.7 
100

4 
Aromandendreno 

0.0

5 

143

9 

2-Butenal, 3-metil- 0.5 748    

 

Cuadro 7. Compuestos químicos mayoritarios encontrados en el aceite 

esencial de T. lucida evaluada por Zarate-Escobedo et al. (2018) 

Compuesto Abundancia relativa (%) 

β-Ocimeno 24.0 

Acetato de geraniol 19.2 

Nerolidol 12.5 

β-Cubebeno 7.3 

Cariofileno 6.7 

1,3,6,10-Dodecatetraeno,3,7,11-trimetil-, (E,E)- 4.3 

Verbenona, (L)- 3.5 
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Óxido de cariofileno 2.6 

β-pineno-(1S)-(-) 1.1 

 

Al comparar los compuestos encontrados en la población de estudio (Cuadro 6), 

denominada Pilcaya (1,479 m s. n. m.), con los encontrados por Zarate-Escobedo 

et al. (2018) en la localidad denominada El Mogote-Pilcaya (1,493 m s. n. m.), 

ambos puntos cercanos, los compuestos mayoritarios en el aceite esencial de 

ambas poblaciones no coinciden (Cuadro 7). El compuesto (-)-β-pineno que, en 

Pilcaya presentó 36.4 % de abundancia (Cuadro 6) en el Mogote-Pilcaya la 

abundancia fue 1.1 % (Cuadro 7) (Zarate-Escobedo et al., 2018). 

El sitio Pilcaya es más cálido, posiblemente en 2 °C y de menor altitud (1,479 m 

s. n. m.), respecto del sitio El Mogote-Pilcaya. En otras especies se ha registrado 

que la temperatura, régimen hídrico y otros factores influyen la síntesis de 

metabolitos secundarios (Karalija et al., 2022; Valkovszki et al., 2023). El 

resultado es valioso para seleccionar áreas de recolección y de posible cultivo, 

debido a la importancia que pueden tener los cambios en la temperatura y altitud 

en el tipo y cantidad de compuestos químicos.  

5.4.2 Bioensayo in vitro 

En cuanto al efecto biocida del aceite esencial, se encontró que, con 1 y 2 % se 

inhibió el crecimiento micelial de B. cinerea con diferencias estadísticas con 

respecto a la concentración de 0.1 % (Cuadro 8) y no hubo esporulación del 

hongo. Por ello, la concentración de 1 % es adecuada para verificar si el efecto 

observado a nivel in vitro también se podría reproducir a nivel in vivo con el debido 

cuidado de no conllevar efectos de fitotoxicidad. 
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Cuadro 8. Valores de medias de las variables porcentaje de inhibición y 

velocidad de crecimiento. 

Tratamientos Inhibición (%) Velocidad de crecimiento (mm) 

Testigo absoluto 0.00 e 10.54 a 

FC 100.00 a 0.00 e 

TL2 100.00 a 0.00 e 

TL1 94.00 ab 2.83 d 

TL0.5 72.46 bc 4.90 cd 

TL0.1 66.15 c 6.33 bc 

Tween 20 (2 %) 24.02 d 6.51 bc 

Tween 20 (1 %) 21.65 de 6.58 bc 

Tween 20 (0.8 %) 15.14 de 6.76 bc 

Tween 20 (0.5 %) 14.74 de 6.86 bc 

Tween 20 (0.3 %) 12.68 de 7.20 bc 

Tween 20 (0.1 %) 5.15 de 8.03 ab 
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CV 18.28 20.40 

DMS 23.72 2.69 

Medias con letras iguales no son estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05), CV: 

Coeficiente de variación, DMS: Diferencia mínima significativa, *: nivel de 

significancia (p 0.05), TL2: Aceite esencial 2 %, TL 1: Aceite esencial 1 %, TL 

0.5: Aceite esencial 0.5 %, TL 0.1: Aceite esencial 0.1 %, FC: Fungicida comercial 

Cabrio C. 

 

El aceite esencial de T. lucida también inhibe a Penicillium notatum, Fusarium 

moniliforme, Fusarium sporotrichum, Trichophyton mentagrophytes (Céspedes et 

al., 2006), Sclerotium rolfsii y Monilinia fructicola (Barajas et al., 2011), Aspergillus 

niger, Fusarium oxysporum, Penicillium janthinellum y Rhizoctonia solani (López 

et al., 2018). En el presente trabajo por primera vez se presentan resultados 

contra B. cinerea (Cuadro 8). Se destaca el efecto biológico del aceite de T. lucida 

al 1 %, estadísticamente iguala al fungicida comercial y con ello, se abren 

posibilidades técnico-económicas para analizar un posible aprovechamiento del 

mencionado recurso natural. 

El efecto inhibitorio ocasionado por el aceite esencial contra hongos se debe a 

que causan daños en la membrana citoplasmática, interrumpen varias capas de 

polisacáridos, ácidos grasos y fosfolípidos (Helal et al., 2006; Rammanee y 

Hongpattarakere, 2011). También, dañan las hifas, vacuolaciones, fuga de 

protoplastos o destrucción mitocondrial (Rasooli et al., 2006). Soylu et al. (2010) 

revelan alteraciones morfológicas en las hifas de B. cinerea causadas por la 

aplicación de aceites esenciales de Origanum syriacum, Lavandula stoechas y 

Rosmarinus officinalis.  
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El tratamiento con Tween 20 (2 %) mostró inhibición de 24.02 % (Figura 7) con 

una velocidad de crecimiento del micelio de 6.51 mm d-1, mientras que con la 

menor concentración (0.1 %) la inhibición fue de 5.15 % y la velocidad de 

crecimiento se incrementó a 8.03 mm d-1 (Cuadro 8); las concentraciones 0.1, 

0.5, 0.8 y 1 % que se probaron del surfactante, no fueron estadísticamente 

diferentes al testigo. 

Aparentemente, el efecto de Tween es antifúngico dependiente y podría estar 

relacionado con la solubilidad del antifúngico en el medio utilizado, por ello, es 

importante estandarizar la concentración de surfactante para su uso en la 

preparación del inóculo o al hacer la emulsión con la finalidad de asegurar 

resultados confiables (Gómez-López et al., 2005), se ha observado que Tween 

20 (0.1 %) inhibe la germinación de conidios de Beauveria bassiana en un 20 % 

(Mwamburi et al., 2015). En el presente experimento, el uso de Tween 20 al 0.1 

% prácticamente no tuvo efecto inhibitorio. Sin embargo, las concentraciones 

mayores (>0.1 %) si inhibieron a B. cinerea.  

En los tratamientos con aceite esencial y con fungicida comercial, no hubo 

esporulación de B. cinerea (Figura 7), mientras que, en el testigo y el tratamiento 

con Tween 20 hubo esporulación hasta el octavo día, lo que refuerza la actividad 

biológica que tiene el aceite de T. lucida que se evaluó. 
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Figura 7. Crecimiento micelial de B. cinerea a los cinco días en cajas Petri 

con los tratamientos. A: Testigo, B: Fungicida comercial, C: Aceite 

esencial 2 %, D: Aceite esencial 1 %, E: Aceite esencial 0.5 %, F: Aceite 

esencial 0.1 %, G: Tween 20 2 %, H: Tween 20 1 %, I: Tween 20 0.8 %, J: 

Tween 20 0.5 %, K: Tween 20 0.3 %, L: Tween 20 0.1 %. 

 

Con la aplicación in vitro de aceites esenciales de Thymus vulgaris, Origanum 

vulgare, Origanum dictamus y Origanum majorana también se disminuyó la 

producción y germinación de conidios en Penicillium digitatum (Daferera et al., 

2000). El efecto antiesporulante en Aspergillus fumigatus se relacionó con la 

actividad inhibidora de la respiración debido al efecto de los aceites esenciales 

(Inouye et al., 1998)  

Las concentraciones Probit del aceite esencial de T. lucida proveniente de 

Pilcaya, fueron de 0.06 % (v/v) para CL50 y de 1.69 % (v/v) para CL95 (Cuadro 9), 

referencias que permiten sugerir que el aceite de T. lucida es una sustancia 

vegetal candidata para el biocontrol de B. cinerea. En perspectiva se contempla 

la evaluación in vivo del mejor tratamiento considerando la referencia del análisis 

Probit, así como verificar el efecto biológico de cada compuesto mayoritario. 

 

Cuadro 9. Concentraciones letales (CL) y límites de confiabilidad 

obtenidos con el aceite esencial de T. lucida evaluado en B. cinerea. 

Aceite esencial (v/v) Concentraciones letales Límites de confiabilidad (95 %) 

T. lucida 

CL50 0.06 0.02704-0.09868 

CL95 1.69 1.07514-3.55460 
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Las poblaciones naturales de T. lucida en Pilcaya, Cacahuamilpa, Guerrero, son 

abundantes y constituyen un recurso natural promisorio para su aprovechamiento 

sustentable a nivel de las comunidades propietarias de esas tierras, sobre todo 

si la exploración sobre efectos biológicos se amplía a plagas insectiles, diversos 

hongos fitopatógenos, ácaros, bacterias y otros organismos de importancia en 

medicina humana y veterinaria, arrojará resultados favorables. 

Desde luego, conviene evaluar la viabilidad financiera del proceso de destilación 

del aceite para tener un panorama real del potencial de aprovechamiento del 

recurso fitogenético en cuestión. Hay que considerar que el rendimiento de 1.6 

mL se obtiene de 1 kg de tejido seco, entonces para lograr la obtención de 1 L 

de aceite se ocuparía 625 kg de tejido seco, lo que equivaldría aproximadamente 

a un volumen de 5 t de planta fresca, un escenario que orienta a reflexionar sobre 

posible manejo agroecológico de las poblaciones nativas o llevarlas a cultivo 

convencional. 

 

 

5.5 Conclusiones 

 

 

El aceite esencial de T. lucida contiene treinta y un compuestos químicos. Los 

compuestos mayoritarios son terpenos y su abundancia se asocia con el clima 

templado cálido de donde proviene el material vegetal. El aceite esencial 

evaluado tiene efecto fungicida in vitro contra B. cinerea y validado con la 

evaluación Probit. Tween 20 inhibe el crecimiento de forma parcial, entonces, la 

cantidad de surfactante para disolver el aceite debe ajustarse.  
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6.1 RESUMEN  

Los aceites esenciales son eficaces para controlar patógenos, además, son reconocidos 
como seguros. El objetivo fue caracterizar los compuestos químicos en el aceite esencial de T. 
linifolia y evaluar su efecto in vitro y en postcosecha de frutos de fresa contra B. cinerea. El aceite 
esencial se analizó mediante cromatografía de gases-masas. Se evaluaron in vitro seis 
concentraciones de aceite (1, 0.5, 0.1, 0.01, 0.001 y 0.0001 %), un control y fungicida Cabrio C 
contra B. cinerea. Mediante análisis Probit se estimó la concentración letal CL90 y CL50. 
Posteriormente, CL90, CL50, Tween 80 al 0.01 % y un control se evaluaron en la germinación in 
vitro de conidios. CL90 y CL50 fueron retomados para su evaluación en frutos de fresa. En el 
aceite esencial se identificaron veinticinco compuestos químicos. Las concentraciones de 1 y 0.5 
% inhibieron a B. cinerea sin diferencias estadísticas con respecto al fungicida comercial. Tween 
80 promovió la germinación de conidios (89 %) y con la concentración letal CL90 (1.6 %) no hubo 
germinación. Los frutos tratados con CL90 mostraron menor incidencia y severidad. El aceite 
esencial tuvo efecto fungistático contra B. cinerea y efecto protector en los frutos de fresa. 

PALABRAS CLAVE:  

Tagetes linifolia, moho gris, incidencia, severidad. 

mailto:ejemplo@correoinstitucional.com
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ABSTRACT  

Essential oils are effective in controlling pathogens and are recognized as safe. The objective 
was to characterize the chemical compounds in essential oil of T. linifolia and to evaluate their 
effect in vitro and in postharvest strawberry fruits against B. cinerea. The essential oil was 
analyzed by gas-mass chromatography. Six concentrations of oil (1, 0.5, 0.1, 0.1, 0.01, 0.001 and 
0.0001 %), a control and Cabrio C fungicide were evaluated in vitro against B. cinerea. The lethal 
concentration LC90 and LC50 were estimated by Probit analysis. Subsequently, LC90, LC50, 
Tween 80 0.01 % and a control were evaluated in the in vitro germination of conidia. LC90 and 
LC50 were retaken for evaluation on strawberry fruits. Twenty-five chemical compounds were 
identified in the essential oil. Concentrations of 1 and 0.5 % inhibited B. cinerea without statistical 
differences with respect to the commercial fungicide. Tween 80 promoted conidial germination (89 
%) and with the lethal concentration LC90 (1.6 %) there was no germination. Fruit treated with 
LC90 showed lower incidence and severity. The essential oil had a fungistatic effect against B. 
cinerea and a protective effect on strawberry fruits.  

KEY WORDS: 

Tagetes linifolia, gray mold, incidence, severity. 

6.2 Introducción 

Los hongos tienen un amplio grupo de plantas hospederas, infectan cultivos de importancia 
en la agricultura (Fillinger & Elad, 2016). B. cinerea, afecta aproximadamente a 1,400 especies 
de plantas, causa la enfermedad del moho gris y esto repercute en pérdidas económicas (Elad et 
al., 2016). La fresa (Fragaria × ananassa) es un cultivo de importancia mundial, sus frutos son 
fuente de vitaminas y diversos compuestos bioactivos (Padmanabhan et al., 2016). Sin embargo, 
son muy susceptibles a daños mecánicos, deshidratación, pudriciones en campo, 
almacenamiento, transporte y comercialización (Petrasch et al., 2019). El moho gris es de las 
enfermedades más severas en el manejo postcosecha. Las estrategias actuales de control contra 
este y otros patógenos incluyen fungicidas sintéticos, pero tienen efectos secundarios en el 
humano y el ambiente (Anderson et al., 2004; Zubrod et al., 2019).  

 
Por lo anterior, se han buscado otras alternativas que sean eficaces, los aceites esenciales 

de plantas se han propuesto como una opción para minimizar el uso de estos productos sintéticos. 
Varios aceites esenciales han mostrado actividad antifúngica tanto in vitro como in vivo contra 
diferentes especies de hongos fitopatógenos (Abdi-Moghadam et al., 2023). Debido a su alta 
volatilidad, naturaleza efímera y porque son biodegradables (Falleh et al., 2020) poseen el estatus 
GRAS por la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) (Jackson-Davis et al., 2023). 
Por ello, se usan como conservantes de frutas, estos ralentizan o inhiben el crecimiento de 
hongos (Freche et al., 2022).  

 
Los aceites esenciales de especies del género Tagetes (T. lemmonii y T. patula) han 

mostrado potencial antifúngico in vitro contra B. cinerea (Romagnoli et al., 2005; Larios-Palacios 
et al., 2020). Sus abundantes compuestos químicos, en su mayoría monoterpenos, 
sesquiterpenos y fenilpropanoides (Salehi et al., 2018; Serrato, 2014) son los responsables de 
disminuir el crecimiento micelial y la esporulación en algunos hongos (Achimón et al., 2021). 

 
Aunque se dispone de información sobre los usos de varias especies de Tagetes en la 

industria cosmética y alimenticia, en medicina tradicional, como bactericida y plaguicida 
(Cornelius & Wycliffe, 2016; Salehi et al., 2018; Serrato et al., 2014). Las propiedades biológicas 
de algunas de ellas aún se desconocen, tal es el caso de Tagetes linifolia Seaton, de distribución 
regional en México (Turner, 1996). Es una planta perenne arbustiva de 20-40 cm de alto (Turner, 
1996) y de la cual hasta ahora no se dispone información sobre su composición química ni de 
sus efectos biológicos y posibles usos (Serrato et al., 2014). Por ello, el objetivo fue caracterizar 
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los compuestos químicos en el aceite esencial de T. linifolia y evaluar su efecto in vitro y en 
postcosecha de frutos de fresa contra B. cinerea. 

6.3 Material y Métodos 

6.3.1 Extracción y análisis químico del aceite esencial  

En Tezontepec, Puebla, México (19.505131, -97.503948) en el mes de octubre de 2022 se 
recolectaron plantas en floración de T. linifolia. El tejido fresco conformado por flores tallos y hojas 
se trituró y una muestra de 4 kg fue sometida a hidrodestilación en un destilador tipo italiano, se 
obtuvo un rendimiento de 0.87 mL kg-1. El aceite esencial se vertió en frascos de vidrio ámbar y 
se conservaron en refrigeración (4 °C). Tres muestras herborizadas se depositaron en el 
“Herbario-Hortorio JES” de la Universidad Autónoma Chapingo (voucher 35885).  

 
El análisis químico del aceite esencial se hizo en el Laboratorio de Productos Naturales de 

Preparatoria Agrícola Chapingo con la técnica de microextracción en fase sólida (SPME) de fibra 
recubierta (Xu & Ouyang, 2018). La fibra fue expuesta a la fase de vapor de la muestra (1 µL) e 
inyectada en un cromatógrafo de gases acoplado a un espectrómetro de masas de trampa de 
iones (GC-MS Agilent Technologies 7890 Agilent 240, Agilent Technologies). Se utilizó una 
columna capilar GC column VF-5ms, de 30 x 0.25 (0.25). La temperatura del inyector se mantuvo 
a 250 °C, con un modo de inyección split/splitless (1:20), se utilizó una columna VF-5 MS (30 m 
x 250 μm x 0.25 μm) con gas acarreador de helio y flujo de 0.5 mL min-1 y una presión de 0.5 atm. 
El horno trabajó con una rampa de calentamiento de 70°C a 120 °C, con velocidad de 2 °C min-1 
y de 120 °C a 230 °C a 15 °C min-1 de 0.5 mL min-1. La muestra se analizó por duplicado.  

 
La identificación de los compuestos químicos se hizo al comparar el tiempo de retención y el 

espectro de masas con la biblioteca espectral de masas del Instituto Nacional de Estándares y 
Tecnología (NIST) y se confirmó mediante el cálculo del índice de Kovats comparado con la 
literatura (NIST: https://webbook.nist.gov/chemistry/). Se usaron n-alcanos (C8-C20) para 
calcular dicho índice y una variación de ±40 unidades para identificar los compuestos. La 
abundancia relativa de cada compuesto se estimó con base en el área de los picos. 

6.3.2 Evaluación in vitro  

El experimento se realizó en el Laboratorio de Resistencia Genética en la Universidad 
Autónoma Chapingo. B. cinerea (registro: PP401673.1) se reactivó en medio de cultivo Agar de 
Dextrosa y Papa (PDA) con incubación en estufa de cultivo en condiciones de oscuridad a 18 ± 
2 °C durante cinco días. 

 
Mediante diluciones, se prepararon emulsiones con Tween 80 (0.01 %), agua bidestilada y 

aceite esencial en seis concentraciones (1, 0.5, 0.1, 0.01, 0.001 y 0.0001 %), el control fue medio 
PDA esterilizado en autoclave (120 °C durante 15 min) y el fungicida Cabrio C (1 g L-1) se usó 
como referencia. La actividad antifúngica se evaluó con la técnica de placa envenenada 
(Erhonyota et al., 2023). A partir de una colonia de cuatro días de crecimiento se obtuvo un disco 
de 3.5 mm con micelio y se colocó en el centro de las cajas Petri. Las condiciones de incubación 
fueron las mismas. Durante cinco días y cada 24 h se midió el crecimiento micelial con un vernier 
digital. Con los datos obtenidos se estimó la inhibición del crecimiento micelial (Fokkema, 1973). 
Al finalizar la evaluación in vitro se determinó la concentración letal CL50 y CL90 mediante análisis 
Probit en el programa académico SAS (Castillo, 2007). 

6.3.3 Evaluación de concentraciones Probit en conidios 

Las concentraciones CL50 y CL90 se evaluaron sobre conidios de B. cinerea. En un tubo 
Falcon de 50 mL se agregaron 100 mL de agua bidestilada estéril y 10 µL de Tween 80. A partir 
de una colonia de doce días de crecimiento y con esporulación se hizo un raspado para obtener 
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conidios de B. cinerea. El tubo se agitó en vórtex durante 10 s y el conteo de conidios se hizo por 
triplicado en cámara de Neubauer. Se obtuvo una suspensión de conidios 5x105.  

 
En medio PDA combinado con aceite esencial se prepararon los siguientes tratamientos: a) 

PDA+CL50, b) PDA+CL90, c) PDA+Tween 80 al 0.01 % y d) control con solo PDA. Previo al 
vaciado del medio de PDA, en el centro de cada caja Petri se agregaron 2 µL de la suspensión 
(100 conidios) y después se vació el medio PDA a temperatura ambiente. Las cajas se movieron 
con movimientos circulares para distribuir los conidios en el medio de cultivo y se incubaron en 
las condiciones anteriormente descritas. Cada 24 h se hizo el conteo de conidios germinados, 
hasta las 96 h. 

6.3.4 Evaluación de concentraciones Probit en frutos  

Se cosecharon frutos en madurez comercial de plantas de fresa var. “FESTIVAL” y se 
desinfestaron con hipoclorito de sodio a 50 ppm durante 3 min. Los frutos se enjuagaron con agua 
bidestilada estéril y se colocaron en papel absorbente. Se evaluaron tratamientos con frutos 
inoculados y no inoculados. Los frutos fueron sumergidos durante 15 s en la emulsión de aceite 
esencial CL50 y CL90 preparada con Tween 80 (0.01 %) y agua bidestilada estéril.  

 
En contenedores de plástico transparente tipo bisagra fueron colocados cinco frutos y 

transcurridas 6 h, solo los frutos del tratamiento con inoculación fueron inoculados mediante 
aspersión con 10 mL de una suspensión de conidios (1 x 106) de B. cinerea. Los contenedores 
se refrigeraron a 4 °C y se evaluó el desarrollo de pudrición en los frutos mediante un análisis de 
incidencia (Ecuación 1) a los cinco, diez y quince días después de la inoculación. Transcurridos 
quince días, se registró el crecimiento superficial de micelio para estimar la severidad (Ecuación 
2) (McKinney, 1923). Se utilizó la escala de Romanazzi et al. (2013): 0) fruto sano; 1) 1-20 % de 
la superficie del fruto infectada; 2) 21-40 % de la superficie del fruto infectada; 3) 41-60 % de la 
superficie del fruto infectada; 4) 61-80 % de la superficie del fruto infectada; 5) más del 80 % de 
la superficie del fruto infectada. Se utilizaron como control frutos sin inoculación y frutos con 
inoculación, sin aplicación de aceites esenciales. 

 
Ecuación 1: estimación de incidencia en frutos  
  

 Incidencia =
Número de frutos enfermos

Número total de frutos
∗ 100   

 
Ecuación 2: estimación de severidad en frutos con escala 0-5  
 

 Severidad =
∑(nixi)

NZ
∗ 100     

 
xi: puntuación de la escala de gravedad 
ni: número de frutos con escala xi 
N: número total de frutos observados 
Z: puntuación más alta.   

6.3.5 Análisis de datos  

En los experimentos se utilizó un Diseño Completamente al Azar. Los tratamientos in vitro 
con medio PDA tuvieron cinco repeticiones. En la evaluación sobre frutos se hicieron tres 
repeticiones con cinco frutos en cada repetición. Las variables inhibición, porcentaje de 
germinación, incidencia y severidad fueron analizadas en software académico SAS mediante 
análisis de varianza y pruebas de comparación múltiple de Tukey (p<0.05). 
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6.4 Resultados y Discusión 

6.4.1 Compuestos químicos del aceite esencial  

Se identificaron 25 compuestos químicos en el aceite esencial de T. linifolia, el 40 % fueron 
terpenoides, 32 % monoterpenos,12 % sesquiterpenos y algunos ésteres (8 %), cetonas (4 %) y 
alcoholes (4 %) (Cuadro 10), lo cual coincide con Salehi et al. (2018) quienes mencionan que los 
aceites esenciales de Tagetes son ricos en monoterpenos y cantidades bajas de sesquiterpenos. 
Los compuestos mayoritarios fueron: 1,5-heptadien-4-ol, 3,3,6-trimetil- (34.99 %), (E)-Tagetona 
(13.47 %) y β-Pineno (3.24 %). El primer compuesto mayoritario se reporta por primera vez en 
Tagetes, mientras que los demás compuestos son comunes en el género (Salehi et al., 2018). 
Los compuestos presentes en el aceite de T. linifolia podrían tener efectos relevantes y de uso 
diversificado. 

Cuadro 10. Chemical compounds and relative abundance (RA) in T. linifolia essential oil. 

 Compound RA KIC  Compound RA KIC 

* 1,5-Heptadien-4-ol, 3,3,6-

trimethyl 

34.99 1068 ± 12.8 - 3-Carene 0.15 1005 ± 3.2 

* (E)-Tagetone 13.47 1136 ±11.86 * β-Linalool 0.12 1081 ± 

14.3 

- β-Pinene 3.24 970 ± 12.4 = 6-Methyl-5-hepten-

2-one 

0.09 958 ± 17 

- trans-β-Ocimene 2.55 1034 ± 0.1 * 2-Isopropylidene-

5-methylhex-4-

enal 

0.09 1151 ± 9.5 

= 1-Pentanol, 5-

cyclopropylidene- 

2.54 1085 ± 22.1 * Bicyclo[3.1.1]hepta

n-3-one, 2,6,6-

trimethyl-, 

(1α,2α,5α)- 

0.08 1151 ± 

36.7 

- α-Thujene 1.54 968 ± 24.9 / Cariofileno 0.07 1424 ± 1.8 

- Camphene 0.70 943 ± 4.6 * Elsholtzia ketone 0.06 1167 ± 

23.9 

- o-Cimene 0.60 1025 ± 0.1 / α-Bergamotene 0.05 1407 ± 

15.6 

* Verbenone, (L)- 0.56 1191 ± 34.7 - α-Pinene 0.05 931 ± 4.9 

- Limonene 0.52 1014 ± 10.8 + cis-3-Hexenyl 

acetate 

0.04 983 ± 15 

- β-Sabinene 0.31 964 ± 2.7 * endo-Borneol 0.04 1148 ± 

18.2 

+ Sorbic acid vinyl ester 0.30 990 ± 33.4 / (-)-β-Bourbonene 0.01 1408 ± 

12.2 

* 3,6-Dimethyl-2,3,3a,4,5,7a-

hexahydrobenzofuran 

0.20 1178 ± 31.4     
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IKC: Kovats index calculated ± standard deviation, C10H16 (-): monoterpenes, C15H24 (/): 

sesquiterpenes, (=): ketones, (+): esters, terpenoids (*): terpenes that undergo biochemical modifications 

through enzymes that add oxygen molecules and move or remove methyl groups.      

6.4.2 Evaluación in vitro   

Las concentraciones de 0.5 y 1 inhibieron el crecimiento micelial en 83 y 86 %, 

respectivamente, y no hubo diferencias estadísticas con respecto al fungicida comercial 

(Figura 1). Aún con las bajas diluciones (0.01 y 0.001 %) la inhibición fue de 19 y 28 % con 

diferencias estadísticas con respecto al control (Figura 8). El efecto inhibitorio sobre B. 

cinerea ya se ha observado en otras especies de Tagetes (Romagnoli et al., 2005; Larios-

Palacios et al., 2020) y su efecto se atribuye principalmente a los monoterpenos de una 

manera dependiente de la concentración usada (García et al., 2008). Romagnoli et al. (2005) 

evaluaron el aceite esencial de T. patula contra B. cinerea y a las 6 h observaron afectación 

en las hifas, el citoplasma y en las mitocondrias. Esto sucede porque los aceites esenciales 

se absorben en la superficie lipofílica del micelio (Kıran et al., 2016). Romagnoli et al. (2005) 

también evaluaron dos estándares puros de piperitenona y piperitona sin observar inhibición 

sobre el hongo, entonces, la sinergia de compuestos en el aceite esencial repercute en la 

inhibición.  

 

En el aceite esencial de T. linifolia se identificaron los compuestos α-pineno, 

sabineno, limoneno, linalool, (E)-tagetona y endo-borneol (Cuadro 10), lo cual coincide con 

lo reportado en T. patula (Romagnoli et al., 2005). Por ello, el efecto de inhibición también 

se atribuye a estos compuestos y al compuesto mayoritario β-pineno, que tuvo una 

abundancia relativa de 3.24 % (Cuadro 10). Se ha evidenciado que este compuesto tiene 

actividad antifúngica contra Fusarium circinatum y Fusarium temperatum (Slinski et al., 

2015), actúa a través de la interferencia con la pared celular (Andrade et al., 2019). 

 

 

Figure 8. Inhibition of mycelial growth of B. cinerea with the essential oil of T. linifolia. 
Means with equal letters are not statistically different (Tukey < 0.05). TO: control, FC: 
commercial fungicide Cabrio C, concentration of essential oil used (v/v): 1, 0.5, 0.1, 0.01, 
0.001, 0.0001. 
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6.4.3 Análisis Probit 

Con el análisis Probit se obtuvieron las concentraciones letales del 50 % (CL50) y 

90 % (CL90), para CL50 fue de 0.04 % (v/v) y para CL90 de 1.6 % (v/v) (Cuadro 11). Estas 

concentraciones fueron retomadas para su evaluación sobre la germinación de conidios y 

su evaluación en frutos. 

 

Cuadro 11. Lethal concentrations LC50 and LC90 of the essential oil of T. linifolia obtained 
by Probit analysis. 

Essential oil (v/v) LC50 LC90 p-value 

T. linifolia  0.04 % 1.6 % <0.0001 

CL50: lethal concentration causing 50 % mortality, CL90: lethal concentration 

causing 90 % mortality, p-value: represents the heterogeneity in the analyzed 

population. 

6.4.4 Evaluación de concentraciones Probit en conidios 

Con CL90 (1.6 %) se inhibió totalmente la germinación de conidios con diferencias 

estadísticas con respecto al control mientras que, con CL50 (0.04 %) la germinación fue del 

17 % a las 96 h (Figura 9). En otros estudios, se han evaluado aceites esenciales de 

Trachyspermum ammi (2 μl mL-1) y Ocimum selloi (1000 ppm) y han inhibido totalmente la 

germinación de conidios en Aspergillus niger, Colletotrichum gloeosporioides y 

Moniliophthora perniciosa (Costa et al., 2015; Gemeda et al., 2014). Los compuestos 

limoneno, sabineno, α-pineno, mirceno, octanal, γ-terpineno, β-ocimeno, linalool, decanal, 

cariofileno y nootkatone, presentes en cascara de toronja, inhiben la germinación de conidios 

en B. cinerea (Droby et al., 2008) y los compuestos α-pineno, cariofileno y limoneno también 

se encontraron en el aceite esencial de T. linifolia (Cuadro 10).   

 

Por otra parte, el surfactante Tween 80 promovió la germinación de conidios (89 %) 

incluso más que en el control (79 %). Sin embargo, cuando se usó para preparar la emulsión 

con el aceite esencial (CL50 y CL90) parece no tener efecto, se observó una fuerte inhibición 

sobre la germinación (Figura 9). Aunque el uso de surfactantes (Tween 20 y Tween 80) se 

usa para liberar los conidios de los conidióforos, este puede interferir en la germinación de 

algunos hongos, en Pyrenophora triticirepentis Tween 20 al 0.02 % retrasó la germinación, 

sin embargo, en dos horas, todos los conidios germinaron totalmente (Jacques et al., 2021). 

Mwamburi et al. (2015) observaron que Tween 80 inhibe la germinación de Beauveria 

bassiana a una concentración del 0.5 y 1 %, pero estimula la germinación a concentraciones 

de 0.1 %. Tu et al. (2014) observaron que las células de Aureobasidium pullulans parecían 

estar más sueltas y grandes después de la aplicación de Tween 80 al 0.02 %. Debido a los 

efectos observados con Tween 80, se sugiere estandarizar las concentraciones y hacer su 

evaluación con hongos benéficos, su efecto de favorecer la germinación de conidios podría 

tener ventajas. 
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Figure 9. Germination of B. cinerea conidia on PDA medium with lethal concentration LC50, 
Tween 80 (TW80) and control (TO). The treatment with lethal concentration LC90 is not 
included since there was no germination of conidia. 

6.4.5 Evaluación de concentraciones Probit en frutos 

La incidencia del moho gris causado por B. cinerea fue menor en los frutos no 

inoculados y tratados con la concentración letal CL90, mientras que, en los frutos con 

inoculación la incidencia fue mayor (Cuadro 12). Durante cinco días de refrigeración, los 

frutos tratados con CL90 no mostraron incidencia del patógeno y a los quince días mostraron 

incidencia del 50 % (Cuadro 12), la superficie del fruto infectada fue de 1-20 % (Figura 10), 

a diferencia de los tratamientos control inoculado y no inoculado, que mostraron la mayor 

incidencia a partir del día cinco hasta el día quince. Además, la severidad fue mayor (Cuadro 

12), la superficie del fruto infectada fue entre 61 y 81 % (Figura 10), aspecto que hace al 

fruto no apto para consumo. Los frutos tratados con la concentración media letal (CL50 y 

CL50I) mostraron incidencia menor al control a los cinco días, pero la severidad hace que 

sean ineficaces como conservantes de frutos de fresa (Cuadro 12 y Figura 10). El efecto 

protector contra B. cinerea en frutos de fresa ya se ha demostrado con aceites esenciales 

de Aloysia citriodora, Cymbopogon winterianus, Lippia alba, Ocimum americanum, 

Citrus×limon y Cinnamomum cassia (Fontana et al., 2021; Freche et al., 2023). Los 

resultados de este estudio permiten proponer el aceite esencial de T. linifolia como un 

insumo para contrarrestar efectos negativos causados por B. cinerea. 

 

Cuadro 12. Incidence and severity of B. cinerea in strawberry fruits treated with essential 
oil LC90 and LC50 and refrigerated for 15 days. 

Treatments  Incidence Severity 

5 d 10 d 15 d  15 d 

TO not inoculated 13.3 ± 11.5 ab 46.6 ± 11.5 ab 80 ± 20 a 3.8 ± 0.8 a 

TO inoculated 40 ± 20 a 53.3 ± 11.5 a 90 ± 11.5 a 4.8 ± 0.4 a 

a

a

a

b b b

a

a a

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

24 48 72 96

G
e
rm

in
a
ti
o
n
 (

%
)

Time (h)

TO

LC50

TW80



105 
 

LC90 0 ± 0 b 6.6 ± 11.5 c 50 ± 20 a 1 ± 0.7 c 

LC90I 6.6 ± 11.5 b 13.3 ± 11.5 bc 73.3 ± 23 a 1.8 ± 0.4 bc 

LC50 6.6 ± 11.5 b 40 ± 20 abc 73.3 ± 11.5 a 3 ± 1.8 ab 

LC50I 0 ± 0 b 46.6 ± 11.5 ab 93.3 ± 11.5 a 4.8 ± 0.4 a 

p-value 0.0509 0.0040 0.1762 <.0001 

DMS 31.6 36 51.2 1.9 

TO: control, LC: lethal concentration, I: inoculated, severity: damage scale 0-5 

 

Figure 10. Protective effect of T. linifolia essential oil fifteen days after incubation on 
inoculated and non-inoculated fruits. LC50 and LC90: Probit concentrations, TO: control, 
I: inoculated fruits. 

En este estudio, el tratamiento CL90 de T. linifolia resultó efectivo para controlar la 
enfermedad en postcosecha hasta los cinco días (Cuadro 12 y Figura 10), un antecedente 
importante para explorar su aplicación en fase de vapor (Tančinová et al., 2022) o preparar 
biopelículas activas a base de polisacáridos cargadas de aceites esenciales para la conservación 
de alimentos (Khan et al., 2023). Aún falta estandarizar concentraciones óptimas, porque los 
aceites esenciales pueden causar efectos organolépticos negativos cuando se agregan en altas 
concentraciones (Hyldgaard et al., 2012), sin embargo, es una alternativa efectiva y segura para 
el humano (Taghavi et al., 2018). 

6.5 Conclusiones 

El aceite esencial de T. linifolia contiene abundantes monoterpenos, terpenoides y 
sesquiterpenos. El aceite esencial es funcional como conservante de frutos de fresa en etapa de 
maduración comercial, inhibe la germinación de conidios y detiene el crecimiento micelial del 
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hongo. El aceite esencial de T. linifolia podría aplicarse en otros frutos con problemas asociados 
con B. cinerea. 

Contribución de los autores 

MARG y MASC diseñaron, realizaron la investigación y redacción del escrito; EVM y RSV 
facilitaron acceso a materiales de laboratorio, el material vegetal, apoyaron en la realización de 
experimentos y metodología; RMGT y MARG analizaron las muestras en el equipo de 
cromatografía y la identificación de compuestos químicos. Todos los autores revisaron y 
aprobaron el escrito.  

Financiamiento 

Esta investigación fue financiada con fondos propios 

Agradecimientos 

Se agradece el apoyo del Laboratorio de Naturales ubicado en preparatoria agrícola 
Chapingo.  

Conflicto de interés 

Los autores declaran no tener conflicto de interés 

6.6 Referencias 

Abdi-Moghadam, Z., Mazaheri, Y., Rezagholizade-Shirvan, A., Mahmoudzadeh, 
M., Sarafraz, M., Mohtashami, M., Shokri, S., Ghasemi, A., Nickfar, F., 
Darroudi, M., Hossieni, H., Hadian, Z., Shamloo, E., & Rezaei, Z. (2023). 
The significance of essential oils and their antifungal properties in the food 
industry: A systematic review. Heliyon, 9(11), Article e21386. 
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2023.e21386  

Achimón, F., Brito, V. D., Pizzolitto, R. P., Sánchez, A. R., Gómez, E. A., & 
Zygadlo, J. A. (2021). Chemical composition and antifungal properties of 
commercial essential oils against the maize phytopathogenic fungus 
Fusarium verticillioides. Revista Argentina de Microbiología, 53(4), 292-
303. https://doi.org/10.1016/j.ram.2020.12.001  

Anderson, B. D., Sarkar, A., Thompson, J. F., & Singh, R. P. (2004). Commercial-
scale forced-air cooling of packaged strawberries. Transactions of the 
ASAE, 47(1), 183-190. https://doi.org/10.13031/2013.15846  

Andrade, A. C., Rosalen, P. L., Freires, I. A., Scotti, M. T., De Aquino, S. G., & De 
Castro, R. D. (2019). Antifungal activity, mode of action, docking prediction 
and anti-biofilm effects of (+)-β-pinene enantiomers against Candida spp. 
Current Topics in Medicinal Chemistry, 18(29), 2481-2490. 
https://doi.org/10.2174/1568026618666181115103104  

Castillo Márquez. L. E. (2007). Introducción al SAS para Windows. Universidad 
Autónoma Chapingo. 3 edición. 295 p. 

https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2023.e21386
https://doi.org/10.1016/j.ram.2020.12.001
https://doi.org/10.13031/2013.15846
https://doi.org/10.2174/1568026618666181115103104


107 
 

Cornelius, W. W., & Wycliffe, W. (2016). Tagetes (Tagetes minuta) oils. Essential 
Oils in Food Preservation, Flavor and Safety, 791-802. 
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-416641-7.00090-0  

Costa, L. C. B., Pinto, J. E. B. P., Bertolucci, S. K. V., Costa, J. C. D. B., Alves, P. 
B., & Niculau, E. D. S. (2015). In vitro antifungal activity of Ocimum selloi 
essential oil and methylchavicol against phytopathogenic fungi. Revista 
Ciência Agronômica, 46(2), 428.435. https://doi.org/10.5935/1806-
6690.20150023  

Droby, S., Eick, A., Macarisin, D., Cohen, L., Rafael, G., Stange, R., McColum, 
G., Dudai, N., Ahmed, N., Wisniewski, M., & Shapira, R. (2008). Role of 
citrus volatiles in host recognition, germination and growth of Penicillium 
digitatum and Penicillium italicum. Postharvest Biology and Technology, 
49(3), 386-396. https://doi.org/10.1016/j.postharvbio.2008.01.016  

Elad, Y., Pertot, I., Cotes Prado, A. M., & Stewart, A. (2016). Plant Hosts of 
Botrytis spp. In: Botrytis–the fungus, the pathogen and its management in 
agricultural systems. Fillinger, S., & Elad, Y. (pp. 413-486). Cham: Springer 
International Publishing. https://doi.org/10.1007/978-3-319-23371-0_20  

Erhonyota, C., Edo, G. I., & Onoharigho, F. O. (2023). Comparison of poison plate 
and agar well diffusion method determining the antifungal activity of protein 
fractions. Acta Ecologica Sinica, 43(4), 684-689. 
https://doi.org/10.1016/j.chnaes.2022.08.006  

Falleh, H., Jemaa, M. B., Saada, M., & Ksouri, R. (2020). Essential oils: A 
promising eco-friendly food preservative. Food Chemistry, 330, Article 
127268. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2020.127268  

Fillinger, S., & Elad, Y. (2016). Botrytis-the fungus, the pathogen and its 
management in agricultural systems. En Springer eBooks. 
https://doi.org/10.1007/978-3-319-23371-0  

Fokkema, N. J. (1973). The role of saprophytic fungi in antagonism against 
Dreschlera sorokiniana (Helminthosporium sativum) on agar plates and rye 
leaves with pollen. Physiological Plant Pathology, 3(2),195-202. 
https://doi.org/10.1016/0048-4059(73)90082-9  

Fontana, D. C., Neto, D. D., Pretto, M. M., Mariotto, A. B., Caron, B. O., 
Kulczynski, S. M., & Schmidt, D. (2021). Using essential oils to control 
diseases in strawberries and peaches. International Journal of Food 
Microbiology, 338, Article 108980. 
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2020.108980  

Freche, E., Gieng, J., Pignotti, G. A., Ibrahim, S. A., & Feng, X. (2022). 
Applications of lemon or cinnamon essential oils in strawberry fruit 
preservation: A review. Journal of Food Processing and Preservation, 
46(9). https://doi.org/10.1111/jfpp.16526  

https://doi.org/10.1016/b978-0-12-416641-7.00090-0
https://doi.org/10.5935/1806-6690.20150023
https://doi.org/10.5935/1806-6690.20150023
https://doi.org/10.1016/j.postharvbio.2008.01.016
https://doi.org/10.1007/978-3-319-23371-0_20
https://doi.org/10.1016/j.chnaes.2022.08.006
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2020.127268
https://doi.org/10.1007/978-3-319-23371-0
https://doi.org/10.1016/0048-4059(73)90082-9
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2020.108980
https://doi.org/10.1111/jfpp.16526


108 
 

Freche, E., Gieng, J., Pignotti, G. A., Ibrahim, S. A., Tran, H. T., Ahn, D. U., & 
Feng, X. (2023). Effects of lemon or cinnamon essential oil vapor on 
physicochemical properties of strawberries during storage. Han-
guksikpumjeojang-yutonghakoeji, 30(4), 549-561. 
https://doi.org/10.11002/kjfp.2023.30.4.549  

García, R. E., Alves, E. S., Santos, M. P., Aquije, G. M. V., Fernandes, A. A. R., 
Santos, R. B. D., Ventura, J. A., & Fernandes, P. M. B. (2008). 
Antimicrobial activity and potential use of monoterpenes as tropical fruits 
preservatives. Brazilian Journal of Microbiology, 39(1), 163-168. 
https://doi.org/10.1590/s1517-83822008000100032  

Gemeda, N., Woldeamanuel, Y., Asrat, D., & Debella, A. (2014). Effect of 
essential oils on Aspergillus spore germination, growth and mycotoxin 
production: a potential source of botanical food preservative. Asian Pacific 
Journal of Tropical Biomedicine, 4(Supl 1), S373-S381. 
https://doi.org/10.12980/apjtb.4.2014c857  

Hyldgaard, M., Mygind, T., & Meyer, R. L. (2012). Essential oils in food 
preservation: mode of action, synergies, and interactions with food matrix 
components. Frontiers in Microbiology, 3, Article 12. 
https://doi.org/10.3389/fmicb.2012.00012  

Jackson-Davis, A., White, S., Kassama, L. S., Coleman, S., Shaw, A., Mendonça, 
A. F., Cooper, B., Thomas-Popo, E., Gordon, K. W., & London, L. (2023). 
A review of regulatory standards and advances in essential oils as 
antimicrobials in foods. Journal of Food Protection, 86(2), Article 100025. 
https://doi.org/10.1016/j.jfp.2022.100025  

Jacques, S., Lenzo, L., Stevens, K. et al. An optimized sporulation method for the 
wheat fungal pathogen Pyrenophora tritici-repentis. Plant Methods 17, 52 
(2021). https://doi.org/10.1186/s13007-021-00751-4  

Jacques, S., Lenzo, L., Stevens, K., Stevens, K., Lawrence, J., & Tan, K. C. 
(2021). An optimized sporulation method for the wheat fungal pathogen 
Pyrenophora tritici-repentis. Plant Methods, 17(52), 4-12. 
https://doi.org/10.1186/s13007-021-00751-4  

Khan, S., Abdo, A. A. A., Shu, Y., Zhang, Z., & Liang, T. (2023). The extraction 
and impact of essential oils on bioactive films and food preservation, with 
emphasis on antioxidant and antibacterial activities a review. Foods, 
12(22), Article 4169. https://doi.org/10.3390/foods12224169  

Kıran, S., Kujur, A., & Prakash, B. (2016). Assessment of preservative potential 
of Cinnamomum zeylanicum Blume essential oil against food borne molds, 
aflatoxin B1 synthesis, its functional properties and mode of action. 
Innovative Food Science and Emerging Technologies, 37, 184-191. 
https://doi.org/10.1016/j.ifset.2016.08.018  

https://doi.org/10.11002/kjfp.2023.30.4.549
https://doi.org/10.1590/s1517-83822008000100032
https://doi.org/10.12980/apjtb.4.2014c857
https://doi.org/10.3389/fmicb.2012.00012
https://doi.org/10.1016/j.jfp.2022.100025
https://doi.org/10.1186/s13007-021-00751-4
https://doi.org/10.1186/s13007-021-00751-4
https://doi.org/10.3390/foods12224169
https://doi.org/10.1016/j.ifset.2016.08.018


109 
 

Larios-Palacios, O. E., López-Vázquez, E. Y., Rodríguez, A. C., Ruíz-Espinoza, 
F. J., Solano-Vidal, R., & Serrato-Cruz, M. A. (2020). Evaluación in vitro de 
métodos contra Botrytis cinerea. Revista Mexicana de Ciencias Agrícolas, 
11(3), 593-606. https://doi.org/10.29312/remexca.v11i3.2077  

McKinney, H. H. (1923). Influence of soil temperature and moisture on infection 
of wheat seedling by Helminthosporium sativum. Journal Agricultural 
Research, 26, 195-217. 
https://eurekamag.com/research/013/404/013404640.php?srsltid=AfmBO
oro6bjNi4Y4u-fwwzS0faGgRaBlzcP-EFreUWaqKnKBee2VGS6I 

Mwamburi, L. A., Laing, M., & Miller, R. (2015). Effect of surfactants and 
temperature on germination and vegetative growth of Beauveria bassiana. 
Brazilian Journal of Microbiology, 46(1), 67-74. 
https://doi.org/10.1590/s1517-838246120131077  

Padmanabhan, P., Mizran, A., Sullivan, J. A., & Paliyath, G. (2016). Strawberries. 
En Elsevier eBooks (pp. 193-198). https://doi.org/10.1016/b978-0-12-
384947-2.00667-x  

Petrasch, S., Knapp, S. J., Van Kan, J., & Blanco-Ulate, B. (2019). Grey mould of 
strawberry, a devastating disease caused by the ubiquitous necrotrophic 
fungal pathogen Botrytis cinerea. Molecular Plant Pathology, 20(6), 877-
892. https://doi.org/10.1111/mpp.12794  

Romagnoli, C., Bruni, R., Andreotti, E., Rai, M. K., Vicentini, C. B., & Mares, D. 
(2005). Chemical characterization and antifungal activity of essential oil of 
capitula from wild Indian Tagetes patula L. Protoplasma, 225(1-2), 57-65. 
https://doi.org/10.1007/s00709-005-0084-8  

Romanazzi, G., Feliziani, E., Santini, M., & Landi, L. (2013). Effectiveness of 
postharvest treatment with chitosan and other resistance inducers in the 
control of storage decay of strawberry. Postharvest Biology and 
Technology, 75, 24-27. https://doi.org/10.1016/j.postharvbio.2012.07.007  

Salehi, B., Valussi, M., Morais-Braga, M. F. B., Carneiro, J. N. P., Leal, A. L. A. 
B., Coutinho, H. D. M., Vitalini, S., Kręgiel, D., Antolak, H., Sharifi‐Rad, M., 
Silva, N. C. C., Yousaf, Z., Martorell, M., Iriti, M., Carradori, S., & Sharifi‐
Rad, J. (2018). Tagetes spp. essential oils and other extracts: chemical 
characterization and biological activity. Molecules, 23(11), Article 2847. 
https://doi.org/10.3390/molecules23112847  

Serrato, C. M. A. 2014. El recurso genético cempoalxóchitl (Tagetes spp.) de 
México (Diagnóstico). Chapingo, Estado de México. 
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/225091/El_recurso_gen
_tico_del_cempoalxochitl__tagetes_spp__de_mexico__diagnostico_.pdf 

Serrato, C. M. A., Bautista, R. F., & Monroy, S. A. S. (2014). Guía para conocer 
el Germoplasma Mexicano de Cempoalxóchitl (Tagetes spp.). México.  

https://doi.org/10.29312/remexca.v11i3.2077
https://doi.org/10.1590/s1517-838246120131077
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-384947-2.00667-x
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-384947-2.00667-x
https://doi.org/10.1111/mpp.12794
https://doi.org/10.1007/s00709-005-0084-8
https://doi.org/10.1016/j.postharvbio.2012.07.007
https://doi.org/10.3390/molecules23112847


110 
 

https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/225099/Guia_para_cono
cer_el_germoplasma_mexicano_de_cempoalxochitl__tagetes_spp_.pdf 

Slinski, S., Negre-Zakharov, F., & Gordon, T. R. (2015). The effect of resin and 
monoterpenes on spore germination and growth in Fusarium circinatum. 
Phytopathology, 105(1), 119-125. https://doi.org/10.1094/phyto-02-14-
0027-r 

Taghavi, T., Kim, C., & Rahemi, A. (2018). Role of natural volatiles and essential 
oils in extending shelf life and controlling postharvest microorganisms of 
small fruits. Microorganisms, 6(4), Article 104. 
https://doi.org/10.3390/microorganisms6040104  

Tančinová, D., Mašková, Z., Mendelová, A., Foltinová, D., Barboráková, Z., & 
Medo, J. (2022). Antifungal activities of essential oils in vapor phase 
against Botrytis cinerea and their potential to control postharvest 
strawberry gray mold. Foods, 11(19), Article 2945. 
https://doi.org/10.3390/foods11192945  

Tu, G., Wang, Y., Ji, Y., & Zou, X. (2014). The effect of Tween 80 on the polymalic 
acid and pullulan production by Aureobasidium pullulans CCTCC 
M2012223. World Journal of Microbiology & Biotechnology, 31(1), 219-
226. https://doi.org/10.1007/s11274-014-1779-9  

Turner, B. L. (1996). The comps of Mexico: A systematic account of the family 
Asteraceae. Cornell University. 
https://books.google.com.mx/books/about/The_Comps_of_Mexico_Taget
eae_and_Anthemi.html?id=6gZHAAAAYAAJ&redir_esc=y 

Xu, J., & Ouyang, G. (2018). Extraction: Solid-Phase microextraction. En Elsevier 
eBooks. https://doi.org/10.1016/b978-0-12-409547-2.14552-4  

Zubrod, J. P., Bundschuh, M., Arts, G., Brühl, C. A., Imfeld, G., Knäbel, A., 
Payraudeau, S., Rasmussen, J. J., Rohr, J. R., Scharmüller, A., Smalling, 
K. L., Stehle, S., Schulz, R., & Schäfer, R. B. (2019). Fungicides: an 
overlooked pesticide class?. Environmental Science & Technology, 53(7), 
3347-3365. https://doi.org/10.1021/acs.est.8b04392  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

https://doi.org/10.1094/phyto-02-14-0027-r
https://doi.org/10.1094/phyto-02-14-0027-r
https://doi.org/10.3390/microorganisms6040104
https://doi.org/10.3390/foods11192945
https://doi.org/10.1007/s11274-014-1779-9
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-409547-2.14552-4
https://doi.org/10.1021/acs.est.8b04392


111 
 

7 CAPÍTULO VII: Perfil transcriptómico de Botrytis cinerea en respuesta 

a la actividad antifúngica del hidrolato de Tagetes remotiflora 

 

7.1 Resumen 

Los aceites esenciales, los hidrolatos y algunas sustancias homeopáticas 

derivadas de aceites esenciales son alternativas de control de hongos patógenos. 

El efecto molecular de varios aceites esenciales aún se desconoce y sobre el 

efecto de hidrolatos y sustancias homeopáticas no existe investigación. El 

objetivo fue evaluar in vitro el efecto del aceite esencial, hidrolato, y aceite 

homeopático provenientes de Tagetes remotiflora y Tween 20 contra B. cinerea; 

así como determinar la expresión de genes de B. cinerea debido al efecto del 

hidrolato y de Tween 20. Se evaluó el efecto de inhibición in vitro de estos 

insumos en medios de cultivo. El aceite esencial y el hidrolato fueron los 

tratamientos más efectivos para detener el crecimiento de B. cinerea, mientras 

que el Tween 20 y el aceite homeopático tuvieron un menor efecto. Se utilizó 

RNA-seq para identificar genes diferencialmente expresados (DEG) en respuesta 

a los tratamientos evaluados in vitro. En respuesta al hidrolato, se encontraron 

1,662 DEG, 1,314 sub-expresados y 348 sobre-expresados. Con Tween 20 se 

encontraron 791 DEG, 456 sub-expresados y 335 sobre-expresados. Con el 

aceite esencial homeopático no se encontraron DEG. La alta inhibición del aceite 

esencial sobre el hongo no permitió su secuenciación al no obtener RNA de 

suficiente cantidad y calidad. El hidrolato afectó rutas relacionadas con los 

aminoácidos y carbohidratos; mientras que Tween 20 afectó el peroxisoma y 

metabolismo de ácidos grasos. La evaluación in vitro y el análisis transcriptómico 

confirmaron que el aceite esencial y el hidrolato de T. remotiflora tienen potencial 

de aplicación contra B. cinerea, sin desmerecer la importancia del surfactante.
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Palabras clave: aceite esencial, aceite homeopático, análisis transcriptómico, 

inhibición, moho gris, Tween 20. 

 

7.2 Introducción  

La enfermedad del “moho gris”, causada por Botrytis cinerea (Ascomycota-

Sclerotiniaceae), afecta diferentes cultivos y es el segundo patógeno fúngico de 

importancia científica y económica (Dean et al., 2012). Su genoma completo fue 

secuenciado durante 2016, estimado en alrededor de 42,630,066 nucleótidos 

ensamblados (Van Kan et al.,  

2016). Este hongo infecta a más de 400 especies de plantas económicamente 

importantes, como las hortalizas, frutas, árboles y flores (Kuroyanagi et al., 2022). 

En cultivos de importancia mundial como la fresa (Fragaria × ananassa Duch.), 

el moho gris causa pérdidas de frutos hasta del 40 % (Cano et al., 2023). Por ello, 

el desarrollo de fungicidas ha sido necesario, sin embargo, los productos de 

origen químico son una preocupación global por sus efectos tóxicos sobre el 

humano y el ambiente (Gikas et al., 2022). Las aplicaciones continuas de 

productos químicos han generado resistencia en B. cinerea lo que provoca el 

aumento de la dosis aplicada y el desarrollo de químicos más potentes y agravan 

aún más los efectos negativos contra el ambiente y la salud humana (Shao et al., 

2020).  

Algunas alternativas actuales de control promueven el uso de productos 

naturales de origen vegetal y agentes de biocontrol (Haq et al., 2024), de los 

cuales los aceites esenciales e hidrolatos han surgido como alternativa biológica 

por su actividad protectora y preventiva contra B. cinerea (Zatla et al., 2017). 

Tanto los aceites esenciales como los hidrolatos son alternativas seguras y 

ecológicas (Almeida et al., 2024). Además, varios aceites esenciales son 

reconocidos como seguros por la Administración de Alimentos y Medicamentos 

(FDA) (Jackson-Davis et al., 2022). Por otra parte, los hidrolatos tienen usos en 

el sector alimentario debido a sus propiedades antimicrobianas o antioxidantes, 

aspecto que sugiere que son también insumos seguros (Shafie et al., 2022).  
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El género Tagetes (Asteraceae) incluye varias especies que se han estudiado 

por su actividad biológica contra hongos (Salehi et al., 2018). Únicamente, los 

aceites esenciales de Tagetes lemmonii y T. patula han inhibido in vitro de forma 

parcial o total a B. cinerea (Larios-Palacios et al., 2020; Şesan et al., 2015). 

Recientemente, los hidrolatos de T. coronopifolia, T. terniflora, T. minuta y T. 

parryi inhibieron a este hongo in vitro (Ruíz-González et al., 2024a).  

Los efectos de inhibición observados sobre B. cinerea y en otros hongos se 

relaciona con el mecanismo de acción asociado con la diversidad de compuestos 

químicos presentes en los aceites esenciales (Nazzaro et al., 2017). 

Recientemente, se han empleado las ciencias ómicas (genómica, 

transcriptómica, proteómica y metabolómica) para comprender el efecto que 

tienen estos compuestos en las células fúngicas (Dai & Shen, 2022). 

Particularmente, la transcriptómica es de utilidad para investigar genes 

relacionados con la patogénesis y respuesta a estímulos (Hazra et al., 2023). Por 

ejemplo, mediante análisis transcriptómicos, se ha investigado el cambio en la 

expresión de genes en respuesta a las aplicaciones de aceites esenciales contra 

hongos (Chen et al., 2022; Yuan et al., 2024). También, se ha mostrado el efecto 

que pueden tener los aceites esenciales sobre rutas específicas de los hongos, 

por ejemplo, causan daños en la biosíntesis de metabolitos secundarios, el 

metabolismo de aminoácidos, metabolismo energético, carbohidratos, 

membranas, ribosoma, pared celular, transporte, lípidos y el procesamiento de la 

información genética (Hu et al., 2021; Li et al., 2020).  

Aunque existen antecedentes de los análisis transcriptómicos sobre el efecto de 

los aceites esenciales contra hongos, para los hidrolatos aún no se genera 

información. Solo se sabe que sus efectos se podrían atribuir a la presencia de 

hidrocarburos, alcoholes, cetonas, aldehídos, ésteres, ácidos o a los compuestos 

fenólicos (Hu et al., 2019; Shen et al., 2017).  

Por otra parte, la homeopatía aplicada en plantas se plantea como otra alternativa 

para combatir y controlar enfermedades causadas por hongos (Moreno, 2017). 

Por ejemplo, se ha logrado inhibir la germinación de Alternaria solani y 
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Corynespora cassiicola tratadas con aceites esenciales homeopáticos 6, 12, 30, 

60, 100 y 200 CH derivados de Eucalyptus citriodora, Cymbopogon citratus 

(Oliveira et al., 2017). También se ha podido inhibir de forma parcial a B. cinerea 

con el nosode 7 CH y arsénico 6 CH (Larios-Palacios et al., 2020).  

Sobre el mecanismo de acción de las sustancias homeopáticas, se ha confirmado 

que funcionan a través de la regulación de la expresión de genes (De et al., 2012). 

Las altas diluciones podrían afectar algunos niveles sutiles y tempranos de 

transducción de señales o expresión genética (Bellavite & Betti, 2021).  

Los tensioactivos (Tween 20, Tween 40, Tween 80) generalmente se usan para 

preparar emulsiones con aceites esenciales (Gorjian et al., 2022). Sin embargo, 

se ha encontrado que tienen efectos de inhibición o son estimulantes del 

crecimiento de Beauveria bassiana y Cordyceps sinensis (Liu & Wu, 2012; 

Mwamburi et al., 2015).  

Aunque se ha realizado investigación para el control de patógenos mediante la 

aplicación de sustancias homeopáticas, existe poca información sobre los 

mecanismos moleculares y los metabolismos afectados por los homeopáticos, 

así como del efecto de los hidrolatos.  Por ello, el objetivo del estudio fue evaluar 

in vitro el efecto del aceite esencial, hidrolato, y aceite homeopático provenientes 

de T. remotiflora y Tween 20 contra B. cinerea; así como determinar el perfil 

transcriptómico de B. cinerea en respuesta a la actividad antifúngica de las 

sustancias evaluadas 

7.3 Materiales y métodos   

7.3.1 Pruebas de inhibición in vitro contra B. cinerea 

7.3.1.1 Evaluación en medio PDA 

Se utilizó una cepa de B. cinerea resguardada en el Laboratorio de Resistencia 

Genética de la Universidad Autónoma Chapingo (registro PP401673.1). En medio 

de cultivo PDA (BD Bioxon®) se reactivó el hongo y se incubó en condiciones de 

oscuridad a 20±2 °C durante cinco días. En cinco matraces Erlenmeyer, se 

prepararon 100 mL de medio PDA y se esterilizó a 120 °C durante 15 min 

(Autoclave FelisaR, México). El medio PDA se dejó enfriar a temperatura 
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ambiente (17 °C). Se agregaron las sustancias tratamiento (v:v): aceite esencial 

(AE) de T. remotiflora (500 µL), 100 mL de hidrolato (H), 100 µL de Tween 20 

(TW), 40 µL de aceite esencial homeopático (AH) y un tratamiento se usó como 

testigo (TO).  

A partir de una colonia de B. cinerea de cinco días de crecimiento, se obtuvo 

inóculo y se trasfirió al centro de las cajas Petri. La incubación fue como se indicó 

anteriormente. Para estimar el porcentaje de inhibición, se midió el crecimiento 

radial con vernier digital cada 24 h (Fokkema, 1973). Cada tratamiento tuvo cinco 

repeticiones. Se usó un diseño completamente al azar. El análisis de varianza se 

realizó en SAS® OnDemand for Academics (SAS OnDemand for Academics, 

2024). 

7.3.1.2 Evaluación en medio líquida NYDA 

Se preparó medio agar nutriente levadura-glucosa (NYDA) con 1.2 g caldo 

nutritivo, 0.75 g extracto de levadura, 1.5 g de glucosa y 150 mL agua bidestilada. 

En tubos Falcon de 50 mL, se agregaron 10 mL de medio esterilizado y después 

las sustancias tratamiento (AE, H, AH y TW). El tratamiento testigoconsistió en 

medio NYDA solo. En el tratamiento hidrolato no se utilizó agua bidestilada. Los 

tubos se inocularon a partir de una suspensión 1x104 esporas µL-1. Se aplicaron 

tres repeticiones por cada tratamiento. Los tubos inoculados se incubaron a 20±2 

°C y agitación constante a 100 rpm en un orbit shaker (ORBIT, Labline 

instruments) durante 96 h. Cada 24 h se estimó el crecimiento del hongo 

mediante cambios en la densidad óptica con un espectrofotómetro ND-1000 v3.5 

(NanoDrop Technologies, Inc. USA). 

7.3.2 Extracción de ARN  

Se utilizaron cultivos de 48 h para la extracción de ARN, el cultivo se recuperó 

con centrifugación en frío a 3 800 rpm durante 17 min (eppendorfR 5810R, 

Germany). Se utilizó kit TRIzol™ Reagent (Invitrogen) para la extracción. La 

calidad y cantidad del ARN se determinó con el RNA Pico Sensitivity Reagent Kit 

y el LabChipGX Touch PE (PerkinElmer, EE.UU.). Se sintetizaron 24 bibliotecas 

con TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit. En un bioanalizador Agilent 
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2100 con chip DNA 1000 se analizó la distribución del tamaño de los fragmentos 

enriquecidos por PCR. La secuenciación de 101 pb de lecturas de extremos 

emparejados se realizó en Macrogen (Seúl, Corea del Sur) con NovaSeq6000 

(Illumina, EE.UU.). Los archivos de las secuencias se registraron en el National 

Center for Biotechnology Information, con los números de acceso: BioProject 

PRJNA1143533 (SRR30421781-SRR30421792). 

7.3.3  Secuenciación, mapeo y anotación   

El análisis bioinformático se llevó a cabo en Galaxy Europa 

(https://usegalaxy.eu//). Se usaron las herramientas FastQC (v0.74+galaxy0) 

para crear un informe de calidad de las lecturas. Se utilizó Trimmomatic 

(v0.39+galaxy2) con los parámetros Slidingwindow:5:25, Avgqual:30 y Minlen:60 

para mejorar la calidad de las lecturas mediante el recorte y filtrado. El mapeo se 

llevó a cabo con la herramienta RNA STAR (v2.7.11a+galaxy0) para asignar las 

lecturas recortadas al genoma de referencia de Botrytis cinerea B05.10. obtenido 

de https://genome.ucsc.edu/index.html. La herramienta featureCounts 

(v2.0.3+galaxy2) se usó para el conteo de lecturas por gen. La herramienta 

Limma-Voom v3.58.1+galaxy0 se utilizó para determinar los genes 

diferencialmente expresados de las comparaciones hidrolato vs. testigo, aceite 

homeopático vs. testigo y Tween 20 vs. testigo. Para la extracción de los DEG se 

utilizó un |logFC|>1 y valor p ajustado <0.05. La herramienta heatmap2 

(v3.1.3.1+galaxy0) se usó para visualizar los datos. 

7.3.4 Análisis de ontología génica (GO) y rutas KEGG 

Para el enriquecimiento de los DEG en las rutas KEGG, se utilizó KOBAS 3.0 (Bu 

et al., 2021). En el análisis GO, se empleó g:Profiler (Kolberg et al., 2023). En 

ambos programas se utilizó significance threshold: Benjamini-Hochberg 

FDR=0.05 y el genoma de referencia B. cinerea B05.10.  

https://usegalaxy.org.au/
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7.4 Resultados  

7.4.1 Pruebas de inhibición in vitro contra B. cinerea 

7.4.1.1 Evaluación en medio PDA 

Los resultados de inhibición con los tratamientos aceite esencial, hidrolato, aceite 

homeopático, Tween 20 y testigose reportaron a los 5 días. El aceite esencial 

inhibió el crecimiento micelial en un 91 % y el hidrolato en 86 % (p < 0.05). La 

inhibición de Tween 20 fue de 28 % (p < 0.05). El aceite esencial homeopático 

inhibió el crecimiento del hongo en 19 %, pero sin diferencias estadísticas 

comparado con el testigo. El aceite esencial y el hidrolato inhibieron el 

crecimiento micelial cuatro veces más que el aceite esencial homeopático y tres 

veces más que el Tween 20 (Figura 11).  

 

Figura 11. Inhibición del crecimiento micelial de Botrytis cinerea a los cinco días 
debido al efecto de los tratamientos aceite esencial 0.5 % (AE), hidrolato 100 
% (H), aceite homeopático 6 CH (AH), Tween 20 0.1 % (TW) en comparación 
con el testigo (TO). Medias ± desviación estándar (n=5) con diferentes letras 
son estadísticamente diferentes (p < 0.05). 

7.4.1.2 Evaluación en medio líquida NYDA 

El crecimiento micelial observado en el medio liquido NYDA fue similar a la del 

medio PDA. El aceite esencial provocó el menor crecimiento de B. cinerea en los 

tiempos de evaluación 24 y 48 h (p < 0.05), mientras que, el hidrolato redujo el 

crecimiento del hongo en ambos tiempos, aunque las diferencias solo fueron 

significativas a las 24 h. El crecimiento micelial en los tratamientos aceite 
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homeopático y Tween 20 fue menor al del testigo, pero no hubo diferencias 

estadísticas significativas (p < 0.05) (Figura 12).    

 

Figura 12. Crecimiento de Botrytis cinerea en medio líquido NYDA con los 
tratamientos de aceite esencial 0.5 % (AE), hidrolato 100 % (H), aceite 
homeopático 6 CH (AH) y Tween 20 0.1 % (TW) en comparación con el 
testigo (TO). Medias ± desviación estándar (n=5) con diferentes letras son 
estadísticamente diferentes (p < 0.05). 

7.4.2  Secuenciación y mapeo  

Se secuenciaron los RNA totales de los tratamientos hidrolato, aceite 

homeopático, Tween 20 y el testigo. Debido a la inhibición severa del hongo con 

el tratamiento aceite esencial (Figuras 11 y 12), no se pudo obtener RNA de 

suficiente cantidad y calidad para su secuenciación. El número total de las 

lecturas de las doce librerías fue de 293,555,820 y varió de 20,435,149 (TW3) a 

31,220,838 (H2) con un promedio de 24,462,985 lecturas (Cuadro suplementario 

1). Después del control de calidad, se conservaron 261,319,701 lecturas limpias, 

un máximo de 27,696,340 (H2) y un mínimo de 18,294,462 (TW3), con un 

promedio de 21,776,641 lecturas. Alrededor del 89 % de lecturas se conservaron 

(Cuadro suplementario 1).  

El número total de lecturas limpias mapeadas sobre el genoma de referencia 

Botrytis cinerea B05.10. fue de 252,138,043 que representó 96.5 % del total de 

las lecturas limpias; y este porcentaje varió de 95 (H3) a 98.4 % (TO2). 
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Igualmente, el porcentaje de las lecturas mapeadas de manera única osciló entre 

94.8 % (H3) y 98.1 % (TO2) (Cuadro suplementario 2). 

7.4.3 Expresión diferencial de genes   

El método Limma-Voom se utilizó para extraer los DEG (|logFC|>1 y p ajustado 

<0.05) de las comparaciones entre los tres tratamientos y el testigo. El gráfico 

MDS mostró que los tres primeros ejes recopilaron la mayor parte de la variación 

de expresión de genes (86 %). El primer eje recogió el mayor porcentaje de la 

variación (58 %) y sobre el cual se separó el tratamiento hidrolato de los otros 

tres tratamientos, mientras que, sobre el eje 2 (23 %), se separó el tratamiento 

Tween 20 de los demás tratamientos (Figura 13). El tratamiento aceite 

homeopático no se diferenció del testigo (Figura 13).    

 

Figura 13. Gráfico MDS que muestra la variación de expresión de genes de 
Botrytis cinerea obtenida a partir de los datos RNA-seq a las 48 h en 
respuesta a los tratamientos hidrolato 100 % (H1, H2, H3), aceite 
homeopático 6 CH (AH1, AH2, AH3), Tween 20 0.1 % (TW1, TW2, TW3) 
y el testigo (TO1, TO2, TO3).  

En la comparación hidrolato vs. testigo, se identificaron 1,662 DEG (|logFC|>1 y 

p ajustado <0.05), de los cuales 1,314 fueron sub-expresados y 348 sobre-

expresados. En la comparación Tween 20 vs. testigo, se encontraron 791 DEG, 
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de los cuales 456 fueron sub-expresados y 335 sobre-expresados. Sin embargo, 

en la comparación aceite esencial homeopático vs. testigo no se encontraron 

DEG (|logFC|>1 y p ajustado <0.05) (Figura 14). Un total de 469 DEG fueron 

comunes entre el tratamiento hidrolato y el tratamiento Tween 20. Mientras que 

1,193 y 322 DEG fueron únicos en el tratamiento hidrolato y Tween 20, 

respectivamente (Figura suplementaria 1). 

 

Figura 14. Número de genes diferencialmente expresados (DEG; |logFC|>1 y 

valor p ajustado <0.05) en Botrytis cinerea debido al efecto del hidrolato y 

Tween 20 en comparación con el testigo. 

7.4.4 Anotación de los genes diferencialmente expresados  

7.4.4.1 Enriquecimiento de las rutas KEGG 

Los 1,662 DEG extraídos de la comparación hidrolato vs. testigo permitieron el 

enriquecimiento de 3 rutas KEGG (p < 0.05), a saber: “degradación de valina, 

leucina e isoleucina”, “metabolismo del propanoato” y “metabolismo del azufre”. 

Para la ruta: “degradación de valina, leucina e isoleucina”, se encontraron trece 

genes, de los cuales solo el gen BCIN_01g09170 se sobre-expresó debido al 

hidrolato, mientras que, los genes BCIN_13g03020, BCIN_01g03020, 

BCIN_08g05100, BCIN_04g04810, BCIN_02g07690, BCIN_11g04250, 

BCIN_07g02750, BCIN_08g05050, BCIN_08g05040, BCIN_13g01430, 

BCIN_03g05840 y BCIN_02g06840 se sub-expresaron (Figura 15A). En la ruta 

“metabolismo de propanoato”, se encontraron nueve genes (BCIN_13g03020, 

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

Testigo vs. Hydrolate Testigo vs. Tween 20

N
u
m

b
er

 o
f 

D
E

G

Comparaciones

Up-regulated Down-regulated



121 
 

BCIN_15g05660, BCIN_01g03020, BCIN_11g04250, BCIN_03g05840, Bcpdh1, 

BCIN_04g03150, BCIN_13g01430, BCIN_07g03110), todos fueron sub-

expresados debido al hidrolato (Figura 15B). En la ruta: “metabolismo del azufre”, 

se encontraron siete genes, de los cuales seis fueron sobre-expresados (Bcmet5, 

Bcmet3, BCIN_15g02880, Bcmet10, Bcmet16, Bcsox1) debido al hidrolato, en 

tanto que y el gen BCIN_12g05950 fue sub-expresado (Figura 15C).  

 

Figura 15. Mapas de calor del perfil de expresión de los genes relacionados con 
las rutas KEGG enriquecidas en Botrytis cinerea en respuesta al hidrolato 
100 % (H1, H2, H3) en comparación con el testigo (TO1, TO2, TO3). A: 
degradación de valina, leucina e isoleucina, B: metabolismo del 
propanoato, C: metabolismo del azufre. Los mapas de calor fueron 
construidos con base en la puntuación Z. El color rojo indica genes sobre-
expresados y el color azul indica genes sub-expresados, la intensidad de 
los colores representa el nivel de expresión. 

Los 791 DEG extraídos de la comparación Tween 20 vs. testigo permitieron el 

enriquecimiento de cinco rutas KEGG (p < 0.05): “peroxisoma”, “degradación de 

ácidos grasos”, “metabolismo de ácidos grasos”, “biosíntesis de ácidos grasos 

insaturados” y “metabolismo del glioxilato y del dicarboxilato”. Para la ruta: 

“biosíntesis de ácidos grasos insaturados”, los cuatro genes identificados 

(BCIN_14g02030, BCIN_03g03940, BCIN_04g06330, BCIN_13g00280) fueron 

sobre-expresados (Figura 16A). Para la ruta: “metabolismo de ácidos grasos”, se 

encontraron siete genes (BCIN_14g02030, BCIN_03g03940, Bcfaa2, 

BCIN_04g06330, BCIN_16g03180, BCIN_11g01810, BCIN_13g00280), todos se 

sobre-expresaron debido al tratamiento Tween 20 (Figura 16B). Para la ruta: 

“degradación de ácidos grasos”, se encontraron siete DEG; los genes 

BCIN_02g04910, BCIN_14g02030, Bcfaa2, BCIN_16g03900, BCIN_16g03180 y 
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BCIN_03g03940 se sobre-expresaron debido a Tween 20, mientras que el gen 

BCIN_01g02880 se sub-expresó (Figura 16C).  

 

Figura 16. Mapas de calor del perfil de expresión de los genes relacionados con 
las rutas KEGG enriquecidas en Botrytis cinerea en respuesta a Tween 20 
(TW1, TW2, TW3) en comparación con el testigo (TO1, TO2, TO3). A: 
biosíntesis de ácidos grasos insaturados, B: metabolismo de ácidos 
grasos, C: degradación de ácidos grasos. Los mapas de calor fueron 
construidos con base en la puntuación Z. El color rojo indica genes sobre-
expresados y el color azul indica genes sub-expresados, la intensidad de 
los colores representa el nivel de expresión. 

Para la ruta: “metabolismo del glioxilato y del dicarboxilato”, se encontraron cinco 

genes, de los cuales dos (BCIN_09g01320 y BCIN_09g06110) se sobre-

expresaron y tres (Bccat7, Bccat5 y Bcfdh1) se sub-expresaron debido al efecto 

de Tween 20 (Figura 17A). Para la ruta: “peroxisoma”, se encontraron 19 genes, 

17 de ellos (BCIN_05g06540, BCIN_14g02960, BCIN_14g02030, 

BCIN_03g03940, Bcpex11, Bcsps19, Bcfaa2, BCIN_04g06330, 

BCIN_15g01560, BCIN_16g03900, Bcpex6, Bcpxa1, BCIN_07g03000, 

BCIN_04g03710, Bcpex13, Bcpex10, Bcpex14) se sobre-expresaron con Tween 

20 y solo dos genes (Bccat7, Bccat5) se sub-expresaron (Figura 17B).  
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Figura 17. Mapas de calor del perfil de expresión de los genes relacionados con 
las rutas KEGG enriquecidas en Botrytis cinerea en respuesta a Tween 20 
(TW1, TW2, TW3) en comparación con el testigo (TO1, TO2, TO3). A: 
metabolismo del glioxilato y dicarboxilato, B: peroxisoma. Los mapas de 
calor fueron construidos con base en la puntuación Z. El color rojo indica 
genes sobre-expresados y el color azul indica genes sub-expresados, la 
intensidad de los colores representa el nivel de expresión. 

7.4.4.2 Análisis de ontología de genes  

Los 1,662 DEG de la comparación hidrolato vs. testigo permitieron el 

enriquecimiento de 62 términos GO (p < 0.05). Para la categoría “función 

molecular” (FM), se enriquecieron 33 términos GO, los tres más significativos 

fueron “actividad oxireductasa”, “actividad catalítica” y “actividad 

monooxigenasa”. Para la categoría “proceso biológico” (PB), se enriquecieron 27 

términos GO, los tres más significativos fueron el “transporte transmembrana”, 

“proceso metabólico de carbohidratos” y “proceso catabólico de carbohidratos”. 

Además, se enriquecieron otros términos relacionados con los carbohidratos 

como el “proceso catabólico de polisacáridos”, “proceso metabólico de 

polisacáridos” y “proceso metabólico de la maltosa”. Para la categoría 

“componente celular” (CC), se enriquecieron dos términos GO, estos fueron la 

“membrana” y “región extracelular” (Cuadro suplementario 3).  

En la comparación Tween 20 vs. testigo, los 791 DEG permitieron el 

enriquecimiento de 77 términos GO. Para la categoría FM, se enriquecieron 23 

términos GO, los tres más significativos fueron “actividad oxireductasa”, 
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“actividad catalítica” y “unión de hemo”. Para la categoría PB, 47 términos GO 

fueron enriquecidos, los más significativos fueron: “proceso metabólico de ácidos 

grasos”, “transporte de membrana peroxisomal” y “organización del peroxisoma”. 

También, se enriquecieron otros términos relacionados con “beta oxidación de 

ácidos grasos”, “oxidación de ácidos grasos”, “proceso catabólico de ácidos 

grasos” y “transporte de ácidos grasos”. Para la categoría CC, se enriquecieron 

siete términos GO, los tres más significativos fueron los “Microcuerpos”, 

“peroxisoma” y “membrana” (Cuadro suplementario 4).      

Cabe mencionar que varios términos GO enriquecidos estuvieron relacionados 

con las rutas KEGG enriquecidas. Específicamente, los términos GO 

relacionados con el metabolismo y transporte de carbohidratos en la comparación 

hidrolato vs. testigo y los términos GO relacionados con metabolismo de ácidos 

grasos en la comparación Tween 20 vs. testigo. Además, se enriquecieron 

términos GO relacionados con la desintoxicación debido a los dos tratamientos 

hidrolato y Tween 20 que fueron “respuesta a sustancias tóxicas”, “respuesta 

celular a sustancias tóxicas”, “desintoxicación”, “desintoxicación celular” y 

“desintoxicación oxidativa celular” (Cuadros suplementario 2 y 3). Para la 

comparación hidrolato vs. testigo, se encontraron 13 DEG en estos cuatro 

términos GO, excepto en el término “desintoxicación oxidativa celular” donde se 

identificaron 12 genes (Figura 18A). Para el tratamiento Tween 20, se 

encontraron los mismos nueve DEG en los cinco términos GO relacionados con 

la desintoxicación (Figura 18B). Los genes Bccat6, Bcprd4, Bcprx9, Bcglr2, 

Bcgst8, Bcprx2 y Bcprd10 fueron identificados únicamente en el tratamiento 

hidrolato y los genes Bccat2, Bcgst12, Bccat5 y Bcprd11 fueron encontrados 

únicamente en el tratamiento Tween 20. Mientras que los genes Bccat7, BccatA, 

BcppoA90, Bcprd3 y Bcccp2 fueron comunes en ambos tratamientos (Figura 18 

A y B). En cuanto a su expresión, los genes Bccat6, Bcccp2, Bcprd3 y Bcprx2 

fueron sobre-expresados y los genes Bccat7, Bcprd4, Bcprx9, BcppoA90, 

BccatA, Bcglr2, Bcgst8, Bcprd10 resultaron sub-expresados en la comparación 

hidrolato vs. testigo. En la comparación Tween 20 vs. testigo, los genes Bccat2, 

Bcccp2, Bcprd3 y Bcgst12 fueron sobre-expresados y los genes Bccat5, Bccat7, 
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BccatA, BcppoA90, Bcprd11 fueron sub-expresados. En ambos tratamientos: 

hidrolato y Tween 20, los genes Bccat7, BcppoA90 y BccatA fueron sub-

expresados mientras que el gen Bcccp2 fue sobre-expresado (Figura 18 A y B).    

 

Figura 18. Mapas de calor del perfil de expresión de los genes relacionados con 
la “desintoxicación oxidativa celular” en Botrytis cinerea en respuesta al 
hidrolato (H1, H2, H3) y a Tween 20 (TW1, TW2, TW3) en comparación 
con el testigo (TO1, TO2, TO3). Los mapas de calor fueron construidos 
con base en la puntuación Z. El color rojo indica genes sobre-expresados 
y el color azul indica genes sub-expresados, la intensidad de los colores 
representa el nivel de expresión. 

7.5 Discusión  

Los aceites esenciales, los hidrolatos y algunas sustancias homeopáticas son 

insumos antifúngicos alternativos a los fungicidas químicos. Los aceites 

esenciales tienen usos más diversos, aunque, los hidrolatos y las sustancias 

homeopáticas aún se exploran para diversificar sus usos para controlar hongos. 

Aunque ya se ha estudiado el efecto de los aceites sobre los hongos mediante 

transcriptómica, no se ha encontrado información sobre el efecto de hidrolatos y 

de sustancias homeopáticas derivadas de aceites esenciales.  

7.5.1.1 Inhibición in vitro de B. cinerea 

En este experimento, se estudió a Tagetes remotiflora, una especie con 

abundantes compuestos químicos (Ruíz-González et al., 2024b-no publicado). 

De los tratamientos evaluados, aceite esencial, hidrolato, aceite homeopático y 
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Tween 20, el aceite esencial 0.5 % de T. remotiflora fue el más efectivo para 

controlar el crecimiento de B. cinerea en condiciones in vitro, lo cual coincide con 

resultados observados con los aceites de T. tenuifolia (2 µL) y T. lemmonii (1 %) 

(Christova et al., 2024; Larios-Palacios et al., 2020). En este estudio, el hidrolato 

al 100 % de T. remotiflora también redujo notablemente el crecimiento de B. 

cinerea. Asimismo, hidrolatos obtenidos de especies de Tagetes (T. 

coronopifolia, T. minuta, T. parryi y T. terniflora) así como hidrolatos de Daucus 

carota también inhibieron el crecimiento del hongo (Ruíz-González et al., 2024a; 

Zatla et al., 2017).  

Las cantidad, diversidad y abundancia de los compuestos presentes en los 

aceites y en los hidrolatos afectan de manera distinta los procesos de inhibición 

de hongos y bacterias (D’Amato et al., 2018; Nazzaro et al., 2017). El efecto 

inhibidor del aceite esencial se puede atribuir a los compuestos mayoritarios 

(trans-β-ocimeno, 2-careno, ciclohexeno, 1-metil-4-(1-metiletilideno)- y 5,7-

octadien-4-ona, 2,6-dimetil-, (E)-) del aceite esencial de T. remotiflora (Ruíz-

González et al., 2024b-no publicado). Los hidrolatos contienen trazas de aceites 

esenciales (D’Amato et al., 2018), por ello, se encuentran algunos compuestos 

comunes con los aceites esenciales, sin embargo, la abundancia es diferente y 

esto podría influir en la inhibición de los hongos (Ruíz-González et al., 2024a). 

En el presente estudio, Tween 20 a 0.1 % redujo a un 28 % el crecimiento de B. 

cinerea. El efecto inhibidor de Tween 20 ya se ha observado en Beauveria 

bassiana (Mwamburi et al., 2015). Sin embargo, Rhizopus oryzae no se inhibió 

con una alta concentración (1.5 %) de Tween 20 (Wu et al., 2021). Esto indicó 

que los surfactantes no inhiben a todos los hongos, incluso pueden estimular el 

crecimiento y la germinación de conidios de Beauveria bassiana (Mwamburi et 

al., 2015). También, el tipo de surfactante influye en la respuesta de inhibición de 

los hongos (Li et al., 2016). Por ello, se recomienda el uso de bajas 

concentraciones (<0.2 %) o estandarizar concentraciones de acuerdo con el 

organismo.  
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El tratamiento de aceite homeopático 6 CH de T. remotiflora tuvo la menor 

inhibición (19 %) contra B. cinerea. Resultados diferentes se han mencionado en 

otros estudios; los homeopáticos 6 CH de Eucalyptus citriodora y Cymbopogon 

citratus inhibieron la germinación de conidios de Alternaria solani y Corynespora 

cassiicola de 26 a 34 % (Oliveira et al., 2017). También, los aceites homeopáticos 

de Psidium cattleyanum (7 CH y 12 CH) redujeron la incidencia de Aspergillus 

flavus y Penicillium sp. en semillas de frijol (Rocha et al., 2019). Por ello, la 

evaluación de otras dinamizaciones (>6 CH) de T. remotiflora podrían aumentar 

la inhibición de B. cinerea. 

7.5.1.2 Perfil transcriptómico de B. cinerea en respuesta al hidrolato y 

Tween 20 

Para evaluar el efecto de los tratamientos hidrolato y Tween 20 a nivel molecular, 

se compararon los perfiles de expresión génica obtenidos de los datos RNA-seq 

a las 48 h. La cantidad de las secuencias limpias obtenidas en B. cinerea fue de 

18,294,462 a 27,696,340 (promedio de 21,776,641, 89 % del total) y fue similar 

a la reportada por Li et al. (2020) donde obtuvieron de 22,130,161 a 31,530,791 

de lecturas (promedio de 24,950,141) a partir de cultivos de B. cinerea in vitro de 

72 h tratados con aceite esencial de Melaleuca alternifolia (Li et al., 2020). 

Similarmente, Haile et al. (2020) obtuvieron de 18,245,810 a 55,880,939 lecturas 

(promedio de 27,363,951) en muestras de frutos de Vitis vinifera inoculados con 

B. cinerea y recolectados después de cuatro semanas. Las variaciones entre las 

lecturas RNA-Seq, podría deberse a la cepa del hongo utilizada, al tiempo de 

muestreo, condiciones experimentales, estrategias de secuenciación y flujo de 

análisis bioinformático. Los resultados se relacionan directamente con el diseño, 

la ejecución y el análisis del experimento (Bruning et al., 2015).  

En cuanto al mapeo realizado en este estudio, alrededor del 96.4 % de las 

lecturas limpias fueron mapeadas sobre el genoma de referencia Botrytis cinerea 

B05.10. En otros estudios, el mapeo sobre el mismo genoma ha sido de 67 a 78 

% (Haile et al., 2020), mientras que Srivastava et al. (2020) mencionaron que el 

mapeo fue de 97 % en muestras obtenidas de Solanum lycopersicum infectado 
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por B. cinerea. Los datos de secuenciación y el mapeo obtenidos en este estudio 

indicaron la idoneidad de esta información para análisis posteriores. 

En los DEG extraídos del hidrolato, se encontraron 1,662 DEG, de estos, 1,314 

sub-expresados y 348 sobre-expresados. Li et al. (2020), en cultivos de B. 

cinerea tratados con aceite de Melaleuca alternifolia, identificaron 280 DEG, de 

los cuales 173 fueron sobre-expresados y 107 sub-expresados. Debido al efecto 

del aceite de Perilla frutescens contra Aspergillus flavus, se identificaron 5,914 

DEG, 3,025 fueron sobre-expresados y 2,889 sub-expresados (Hu et al., 2021). 

En Alternaria alternata, se hallaron 1,334 DEG, 621 sobre-expresados y 713 sub-

expresados en respuesta al citral (Wang et al., 2019). En Sclerotinia sclerotiorum 

tratado con aceite esencial de Anethum graveolens se identificaron 3,793 DEG, 

de los cuales 2,334 estaban sobre-expresados y 1,459 sub-expresados (Chen et 

al., 2022). Además de los factores experimentales y de análisis mencionados 

anteriormente, otro de los factores que podría influir en las diferencias entre los 

DEG es la diversidad de compuestos presentes en los aceites esenciales 

evaluados. Por ejemplo, el aceite de Melaleuca alternifolia contiene dos 

compuestos mayoritarios (1,8-cineol y terpinen-4-ol) (Li et al., 2020). Mientras 

que, el de Perilla frutescens contiene al menos 13 compuestos (Zeng et al., 2024) 

y en el trabajo de Wang et al. (2019) se utilizó solo un compuesto (citral).  El 

aceite de semilla de eneldo contiene 26 compuestos (Chen et al., 2022). El aceite 

esencial de T. remotiflora evaluado en este estudio contiene 31 compuestos 

químicos (Ruíz-González et al., 2024b-no publicado).  

Con respecto al efecto de Tween 20, se encontraron 791 DEG, 456 fueron sub-

expresados y 335 sobre-expresados. En Rhizopus oryzae se identificaron 2,935 

DEG, 1,094 sobre-expresados y 1,841 sub-expresados debido al efecto de la 

Trietanolamina (Wu et al., 2021). Los surfactantes pueden influir en la superficie 

de los hongos mediante el proceso de adsorción y cambiar sus características 

fisicoquímicas (Hamzah et al., 2018). Además, cada surfactante puede tener 

efectos diferentes en diferentes especies de hongos (Li et al., 2016). 
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7.5.1.3 Enriquecimiento de rutas KEGG debido al hidrolato  

Los DEG debido al hidrolato permitieron el enriquecimiento de las rutas 

relacionados con el metabolismo de aminoácidos y carbohidratos. 

Específicamente, se activaron las rutas: “degradación de valina, leucina e 

isoleucina”, “metabolismo del azufre” y “metabolismo del propanoato”. El 

“metabolismo del azufre” también fue enriquecido con el aceite de Melaleuca 

alternifolia en B. cinerea (Li et al., 2020). En Aspergillus flavus, las rutas: 

“degradación de valina, leucina e isoleucina” y “metabolismo del azufre” se 

enriquecieron debido al aceite de Perilla frutescens (Hu et al., 2021). Las rutas: 

“degradación de valina, leucina e isoleucina” y “metabolismo del azufre” se 

enriquecieron debido al citral en Alternaria alternata (Wang et al., 2019).  

Para la ruta: “degradación de valina, leucina e isoleucina”, hubo 12 genes sub-

expresados debido al hidrolato. Los genes sub-expresados BCIN_13g03020, 

BCIN_01g03020, BCIN_08g05040, BCIN_08g05050, BCIN_13g01430, 

BCIN_11g04250 y el gen sobre-expresado BCIN_01g09170 afectaron el proceso 

catabólico de aminoácidos de cadena ramificada (valina, leucina e isoleucina). 

Estos aminoácidos son componentes importantes de las proteínas y precursores 

de los metabolitos secundarios de los hongos (Steyer y Todd, 2023). Los genes 

BCIN_08g05100, BCIN_07g02750, BCIN_04g04810, BCIN_02g07690 y 

BCIN_03g05840 estuvieron involucrados en la inhibición de la beta-oxidación de 

ácidos grasos (3-metilbut-2-enoil-CoA). Este proceso (β-oxidación de ácidos 

grasos) es necesario para el desarrollo celular (Zhang et al., 2023). Los genes 

BCIN_07g02750 y BCIN_02g06840 inhibieron la síntesis de acetoacetil-CoA, un 

intermediario metabólico importante para la síntesis de ergosterol que es un 

componente de las membranas y es clave en la actividad contra los antifúngicos 

(Zhang et al., 2020).  

La inhibición de la ruta “metabolismo de propanoato” se debió a la sub-expresión 

de nueve genes. Los genes BCIN_13g03020, BCIN_01g03020, BCIN_13g01430 

y BCIN_11g04250 inhibieron la síntesis del propionil-CoA, mientras que el gen 

BCIN_04g03150 inhibió la síntesis del propanoato. Se ha reportado que el 
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bloqueo de la utilización del propionil-CoA o del propionato está relacionado con 

la inhibición de los hongos (Maerker et al., 2005). Los genes BCIN_01g03020 y 

BCIN_03g05840 inhibieron el acetil-CoA, una molécula esencial del metabolismo 

y su alta producción es un indicador del buen estado metabólico del organismo 

(Shi y Tu, 2015). Los genes Bcpdh1 y BCIN_07g03110 influyeron en la síntesis 

del metilisocitrato y propionil-CoA. Zhu et al. (2023) mencionan que la 

acumulación de intermediarios como el propionil-CoA y el metilisocitrato, que 

inhiben el complejo piruvato deshidrogenasa y la succinil-CoA sintetasa en el 

metabolismo primario, repercute en la inhibición de los hongos filamentosos.  

En la ruta del “metabolismo del azufre”, se encontraron seis genes sobre-

expresados y un gen sub-expresado debido al hidrolato. El único gen sub-

expresado (BCIN_12g05950) estuvo involucrado en la oxidación de sulfuros 

mediante la quinona: oxidorreductasa. La afectación de este proceso podría 

generar la acumulación de sulfuro de hidrógeno que suele ser tóxico en el 

organismo (Landry et al., 2020). Los genes sobre-expresados, Bcmet5, Bcmet3 

y BCIN_15g02880 participan en la biosíntesis de aminoácidos como la cisteína, 

este aminoácido azufrado forma parte de las proteínas y es precursor de varios 

metabolitos (Brzywczy et al., 2007). Los genes Bcmet3, Bcmet5 y Bcmet16 

participan en la asimilación de sulfatos. Este proceso es esencial ya que la 

asimilación del sulfato es requerida para su incorporación a la cisteína y 

homocisteína (Traynor et al., 2019). Los genes Bcmet10 (actividad sulfito 

reductasa) y Bcsox1 (actividad oxidorreductasa) son importantes para la 

oxidación de sulfito a sulfato (Simon & Kroneck, 2013) y en la degradación o 

desintoxicación de contaminantes a través de la oxidación (Singh et al., 2021). 

La sobre-expresión de genes observada en B. cinerea podría deberse a que la 

disponibilidad del azufre es esencial para la defensa contra el estrés oxidativo y 

participa en varios procesos metabólicos en los hongos (Traynor et al., 2019). 

7.5.1.4 Enriquecimiento de rutas KEGG debido a Tween 20  

Los DEG en respuesta a Tween 20 enriquecieron cuatro rutas relacionadas con 

peroxisoma y ácidos grasos (“peroxisoma”, “degradación de ácidos grasos”, 
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“metabolismo de ácidos grasos”, “biosíntesis de ácidos grasos insaturados”) y 

una ruta de carbohidratos (“metabolismo del glioxilato y del dicarboxilato”). Con 

la aplicación de Trietanolamina, Wu et al. (2021) no encontraron las mismas rutas 

enriquecidas, sin embargo, reportaron la ruta “metabolismo de lípidos” que es 

afín al metabolismo de ácidos grasos. En este estudio, la mayoría de los genes 

encontrados en la ruta “peroxisoma” fueron sobre-expresados (BCIN_04g03710, 

BCIN_14g02030, BCIN_04g06330, BCIN_03g03940, Bcpxa1, Bcsps19, 

BCIN_14g02960, Bcfaa2, BCIN_16g03900) y actúan en la oxidación de ácidos 

grasos. Como se mencionó anteriormente, la β-oxidación de ácidos grasos es 

esencial para poder utilizar el acetil-CoA como fuente de carbono y energía para 

el crecimiento (Zhang et al., 2023). Los genes Bcpex6, BCIN_05g06540, 

Bcpex10, Bcpex13, Bcpex14 y Bcpex11 influyeron en las proteínas de membrana 

(PEX2, PEX6, PEX10, PEX11, PEX13, PEX14). Estas proteínas (peroxinas) son 

de importancia en el ensamblaje de la membrana y en la importación de proteínas 

de la matriz (Kato, 2019). Mientras que los dos genes sub-expresados (Bccat7 y 

Bccat5) son de respuesta al peróxido de hidrógeno. La sub-expresión de estos 

genes podría afectar compuestos celulares en el hongo (Qin et al., 2011).  

La afectación del peroxisoma repercutió en la síntesis, oxidación y degradación 

de ácidos grasos (Zhang et al., 2023). Además, los peroxisomas son parte de las 

membranas de los hongos (Cassilly et al., 2016), necesarios para sostener la 

formación de cuerpos fructíferos, la maduración y germinación de esporas 

sexuales (Peraza-Reyes & Berteaux-Lecellier, 2013). En los hongos 

filamentosos, incluido B. cinerea, los peroxisomas son clave para la producción 

de metabolitos secundarios necesarios para su desarrollo y la patogénesis (Van 

Der Klei & Veenhuis, 2013).  

En las rutas enriquecidas y relacionadas con ácidos grasos, en su mayoría fueron 

genes sobre-expresados involucrados en la β-oxidación de ácidos grasos, por 

ejemplo, en la ruta de la “degradación de ácidos grasos” se sobre-expresaron los 

genes BCIN_02g04910 y BCIN_16g03900. También, los genes BCIN_14g02030 

y BCIN_03g03940 que permiten la β-oxidación de ácidos grasos fueron sobre-
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expresados en las tres rutas (“degradación de ácidos grasos”, “metabolismo de 

ácidos grasos”, “biosíntesis de ácidos grasos insaturados”). Los genes Bcfaa2 y 

BCIN_16g03180 (“degradación de ácidos grasos”, “metabolismo de ácidos 

grasos”) actúan en la biosíntesis de ácidos grasos (The UniProt Consortium, 

2022). Asimismo, los genes BCIN_04g06330 y BCIN_13g00280, comunes en las 

rutas del “metabolismo de ácidos grasos” y “biosíntesis de ácidos grasos 

insaturados”, se relacionaron con β-oxidación y ácidos grasos omega 6. Estos 

son constituyentes estructurales, forman parte de los lípidos y son compuestos 

de señalización en varias vías (Guimarães & Venâncio, 2022). 

En cuanto a la ruta de “metabolismo del glioxilato y del dicarboxilato”, los genes 

sub-expresados Bccat7 y Bccat5 actúan en respuesta al peróxido de hidrogeno 

y el gen Bcfdh1 (sub-expresado) cataliza la oxidación dependiente de NAD del 

formiato a dióxido de carbono, que tiene un papel en la desintoxicación de 

formiato exógeno en organismos no metilotrofos (The UniProt Consortium, 2022). 

El gen BCIN_09g01320 (sobre-expresado) habilita la actividad de la enzima 

isocitrato liasa y el gen BCIN_09g06110 permite la actividad de la malato sintasa. 

Isocitrato liasa es una enzima del ciclo del glioxilato que convierte el isocitrato en 

succinato durante la derivación del glioxalato, lo que ayuda al crecimiento del 

organismo (Mishra et al., 2017), mientras que la malato sintasa es importante en 

la patogenicidad y virulencia de varios hongos (Zhao et al., 2013). El ciclo del 

glioxilato puede actuar en la defensa contra el estrés en las células fúngicas y en 

la patogénesis (Zeng et al., 2022). Además, Candida glabrata puede utilizar este 

ciclo como una vía metabólica alternativa del carbono (Chew et al., 2019). 

7.5.1.5 Enriquecimiento de categorías GO debido al hidrolato y Tween 20   

Como se describió anteriormente, el hidrolato y Tween 20 afectaron de manera 

distinta a B. cinerea. Para cada tratamiento, se enriquecieron varios términos GO 

relacionados con las rutas KEGG enriquecidas. La anotación funcional de los 

DEG del tratamiento hidrolato permitieron el enriquecimiento de 62 términos GO. 

Para la categoría “función molecular” (FM) se enriquecieron 33 términos GO, 27 

para “proceso biológico” (PB) y 2 para “componente celular” (CC). En otra 
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investigación, donde se aplicaron aceites esenciales en B. cinerea se 

enriquecieron 42 términos GO, 15 para FM, 18 en PB y 13 en CC (Li et al., 2020). 

En otros hongos (Alternaria alternata, Sclerotinia sclerotiorum y Aspergillus 

flavus) tratados con aceites esenciales, se han enriquecido 40 términos GO, 12 

para FM, 25 en PB y 3 en CC (Wang et al., 2019). Chen et al. (2022) mencionan 

el enriquecimiento de 56 términos GO, 19 para FM, 19 en PB y 18 en CC.  

Mientras que, Hu et al. (2021) indicaron el enriquecimiento de 34 términos GO, 

en cada categoría GO se enriquecieron 10 términos GO. Algunos términos GO 

enriquecidos en esta investigación fueron también enriquecidos en algunos 

estudios mencionados anteriormente. Por ejemplo, en la categoría FM se 

enriqueció la ruta “actividad catalítica” (Li et al., 2020; Wang et al., 2019) y 

“actividad oxireductasa” (Wang et al., 2019; Chen et al., 2022). Para la categoría 

PB también se afectan los términos GO “transporte transmembrana” (Chen et al., 

2022), “proceso metabólico de carbohidratos” (Chen et al., 2022), “proceso 

catabólico de polisacáridos” y “proceso catabólico de carbohidratos” (Wang et al., 

2019). Para la categoría CC, se enriquecieron las categorías “región extracelular” 

y “membrana” (Li et al., 2020).   

Los DEG de Tween 20 enriquecieron 77 términos GO, de estos, 23 términos GO 

se enriquecieron para la categoría FM, 47 en PB y siete para la categoría CC. En 

respuesta a la Trietanolamina contra R. oryzae hubo enriquecimiento de 20 

términos GO, de los cuales seis se enriquecieron para la categoría FM, seis en 

PB y ocho para la categoría CC (Wu et al., 2021). Ambos tratamientos (Tween 

20 y trietanolamina) afectaron términos GO de “actividad catalítica” y 

“membrana”. Aunque Tween 20 afectó más procesos (77) en B. cinerea, esto 

podría deberse a que Tween 20 disuelve los lípidos de las membranas celulares 

y las hace permeables (Jamur & Oliver, 2009). Mientras que la Trietanolamina, 

además de su uso como surfactante, también es regulador de pH (Musiał & Kubis, 

2004) y se ha comprobado que el pH es un factor determinante en el crecimiento 

de los hongos (Sasaki et al., 2005; Wang et al., 2018).  
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En ambos tratamientos (hidrolato y Tween 20), varios términos GO afines a la 

desintoxicación fueron enriquecidos. Todos los términos GO enriquecidos 

(“respuesta a sustancias tóxicas”, “respuesta celular a sustancias tóxicas”, 

“desintoxicación”, “desintoxicación celular” y “desintoxicación oxidativa celular”) 

se activan cuando el organismo está en contacto con sustancias toxicas, por ello, 

desencadenan un proceso de transporte para alejar la sustancia tóxica fuera de 

áreas sensibles o para reducir o eliminar la toxicidad de los radicales superóxido 

o peróxido de hidrógeno (Embl-Ebi, 2024). En este estudio, debido al hidrolato, 

los genes que permiten la actividad peroxidasa y catalasa fueron sub-expresados 

(Bcprd10, BcppoA90, Bcprd4, Bcprx9 y Bccat7) y también hubo genes sobre-

expresados (Bcprd3, Bcccp2 y Bccat6). Estas enzimas son oxidorreductasas que 

actúan frente a las especies reactivas de oxígeno presentes dentro de las células 

(Poljovka et al., 2023). El gen Bcprx2, sobre-expresado en B. cinerea, permite la 

actividad de la tiorredoxina peroxidasa y se ha demostrado que la tiorredoxina 

peroxidasa es útil para la desintoxicación (Mir et al., 2015). Asimismo, las 

enzimas glutatión transferasa y glutatión reductasa son fundamentales para la 

desintoxicación y eliminación de radicales libres (Allocati et al., 2018). En el 

presente estudio, los genes Bcgst8 (glutatión transferasa) y Bcglr2 (glutatión 

reductasa) fueron sub-expresados debido al hidrolato. También el gen BccatA, 

que cataliza la degradación del peróxido de hidrógeno, fue sub-expresado. En 

respuesta al Tween 20, también genes de actividad peroxidasa fueron sub-

expresados (Bcprd11 y BcppoA90) y sobre- expresados (Bcprd3 y Bcccp2). 

Asimismo, hubo un gen sub-expresado (Bccat7) y otro sobre-expresado 

(Bcprd3), ambos de actividad catalasa. Al igual que en el tratamiento hidrolato, 

los genes que ayudan en la degradación del peróxido de hidrógeno fueron sub-

expresados (BccatA y Bccat5). La mayoría de los organismos ejercen dos 

mecanismos para la desintoxicación; el primero es el uso de vacuolas (Li et al., 

2023) y el segundo se basa en modificaciones químicas (inactivación, hidrolisis, 

oxidación o conjugación) (Priyanka & Dwivedi, 2023). Por ejemplo, Beauveria 

bassiana utiliza vesículas únicas para dirigir a los compuestos tóxicos hacia 

vacuolas desintoxicantes (Li et al., 2023). Otros hongos, realizan la 
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desintoxicación directa de compuestos tóxicos a través de la catálisis y 

modificación enzimática (Westrick et al., 2021). 

Los resultados obtenidos, mostraron que los hidrolatos son insumos con 

potencial de aprovechamiento contra B. cinerea, su evaluación in vivo será la 

siguiente etapa para confirmar su efectividad y fomentar su aplicación en plantas 

afectadas por el moho gris. El mismo surfactante puede ajustarse para inhibir al 

hongo o podría utilizarse como coadyuvante adherente en la aplicación del 

hidrolato.  

7.6 Conclusiones  

En condiciones de laboratorio, el hidrolato y el aceite esencial de T. remotiflora 

son más efectivos para controlar a B. cinerea que el Tween 20 y el aceite 

homeopático. A nivel molecular, B. cinerea presenta una respuesta génica 

diferente frente al hidrolato y Tween 20. El hidrolato detuvo el crecimiento micelial 

de B. cinerea mediante la afectación de rutas relacionadas con los aminoácidos 

y carbohidratos. Mientras que Tween 20 afectó el peroxisoma y metabolismo de 

ácidos grasos. Aunque el hidrolato y Tween 20 afectaron funciones relacionadas 

con la desintoxicación, el perfil génico fue distinto para cada tratamiento. El 

hidrolato podría utilizarse como insumo antifúngico seguro contra B. cinerea una 

vez que se verifique su efecto in vivo.   
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8 CAPÍTULO VIII: DISCUSIÓN GENERAL 

La reducción del crecimiento micelial en respuesta al aceite esencial e hidrolatos 

de las plantas de Tagetes estudiadas, que fueron pocas en relación con las 

disponibles en México, sugiere la exploración de otras especies de Tagetes. Los 

compuestos químicos encontrados en las especies evaluadas fueron 

mayormente monoterpenos que afectan la viabilidad de los conidios, la 

membrana plasmática, la membrana mitocondrial y el aumento de especies 

reactivas de oxígeno (Martínez et al., 2022; Pedroso et al., 2024; Zeng et al., 

2022).  

Considerando que el uso de fungicidas químicos en los próximos años se 

incrementará (Thind, 2021), el intercambio de conocimientos directamente con 

productores podría ser una opción para alternar aplicaciones de insumos 

derivados de plantas y evitaría la generación de resistencia en más organismos 

(Olita et al., 2024), porque las mutaciones en diferentes genes diana o 

mutaciones asociadas con la sobreexpresión de transportadores de eflujo han 

causado resistencia en varios hongos (Reis et al., 2021; Sofianos et al., 2023).  

Aunque el aceite esencial inhibió notablemente a los fitopatógenos, una limitante 

son los bajos rendimientos de este insumo (0.87 mL kg-1 hasta 1.6 mL kg-1). Por 

el contrario, el volumen de hidrolato obtenido es superior, en una hidrodestilación 

de 45 min con 1 kg de tejido fresco se obtuvo alrededor de 600-800 mL de 

hidrolato. Esto ofrece una oportunidad para hacer más rentable su extracción y 

aplicación, puesto que, todo el material sometido a hidrodestilación puede tener 

un uso. Una vertiente importante será someter estas plantas a manejo 

agronómico, con la finalidad de no disminuir las poblaciones naturales de este 

recurso vegetal. Esto ayudará en la conservación de las especies y también 

podría mejorar el rendimiento y calidad del aceite esencial (Kumar et al., 2021).
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La situación de los bajos rendimientos ha sido una limitante para la elaboración 

de insumos antifúngicos para su distribución, hasta la fecha, son pocos los 

productos derivados de plantas con distribución y alcance para los productores. 

Comúnmente se pueden encontrar extractos de Neem, de canela, chile, ajo, 

cebolla, uno de Tagetes y otros (AGRODAV, 2024). La aplicación de estos 

extractos, así como de distintos aceites esenciales son principalmente 

antibacterianos e insecticidas (Catani et al., 2022). Los estudios de aceites 

esenciales de Tagetes contra hongos, solo se han realizado in vitro (Larios-

Palacios et al., 2020).  

Los antecedentes con los aceites esenciales e hidrolatos indican que estos 

insumos son una alternativa que podría repercutir favorablemente en la 

producción agrícola y en la calidad de los productos, además, su aplicación no 

tiene efectos tóxicos ni contaminantes (Zulu et al., 2023). Sin embargo, su uso 

en la agricultura convencional aún no se garantiza. Esto indica que su uso podría 

ser local y en la agricultura orgánica (Rawat, 2021). También, su aplicación 

abarca otras áreas como la medicina y la industria alimentaria (Pezantes-

Orellana et al., 2024). El efecto protector que mostró el aceite esencial de T. 

linifolia en los frutos de fresa es importante para explorar futuras aplicaciones en 

la conservación de otros alimentos, aunque los aditivos sintéticos son el principal 

método para extender la vida útil de los alimentos, la creciente preocupación 

debido a los efectos secundarios causados por los insumos sintéticos ha 

promovido la utilización de aceites esenciales (Inobeme & Adetunji, 2024).  

No obstante, que los aceites esenciales homeopáticos de T. remotiflora 

mostraron baja inhibición en B. cinerea, son sustancias de bajo costo y de fácil 

preparación, por lo que convendrá su exploración con otras especies; además, 

son insumos seguros para los agricultores y sin repercusiones al ambiente (Di 

Lorenzo et al., 2021). Aún es un campo emergente, por lo que las futuras 

investigaciones serán útiles para demostrar su efectividad en la agricultura 

(Meneses, 2017).   
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Con el análisis transcriptómico realizado con B. cinerea se confirmó que el aceite 

esencial causó daños severos en el material genético del hongo. Mientras que, 

el hidrolato afectó rutas relacionadas con la síntesis de aminoácidos y 

carbohidratos. Las vías metabólicas son objetivos importantes para el desarrollo 

de nuevos insumos antifúngicos, por ejemplo, el metabolismo del azufre (Amich, 

2022), el metabolismo de los nutrientes (Chen et al., 2020), el metabolismo de la 

trehalosa, los aminoácidos y las proteínas mitocondriales (Parente-Rocha et al., 

2017). También, se buscan nuevos insumos que puedan interferir con las 

bombas de eflujo y las proteínas de choque térmico 90 (Ivanov et al., 2022). 
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9 CAPÍTULO IX: CONCLUSIONES GENERALES 

Los aceites esenciales de las especies de Tagetes consideradas fueron efectivos 

para inhibir in vitro el crecimiento micelial, la esporulación y germinación de 

conidios de B. cinerea.  

Los aceites esenciales se pueden aplicar en frutos con problemas asociados con 

B. cinerea. 

El hidrolato de T. parry fue efectivo como tratamiento preventivo contra B. cinerea 

en plantas de fresa.    

El aceite esencial homeopático no fue efectivo para el control de los hongos 

evaluados.  

En análisis transcriptómico confirmó los efectos a nivel de genes y reveló que el 

hidrolato y Tween 20 afectan rutas específicas.  

Aunque los aceites esenciales de las especies evaluadas fueron funcionales 

contra algunos hongos, un aspecto que limitaría su uso son los bajos 

rendimientos del aceite esencial. De las especies evaluadas (T. lucida, T. 

remotiflora y T. linifolia) se requerirían entre 500-650 kg de tejido seco para 

obtener al menos 1 L de aceite esencial, aspecto que no favorece el 

aprovechamiento de las poblaciones vegetales en su hábitat. Por ello, lo 

conveniente sería establecer estas especies en cultivo convencional para su 

aprovechamiento sustentable.   

El rendimiento del hidrolato es superior, de los mismos 500-650 kg de tejido seco 

de estas especies (T. lucida, T. remotiflora y T. linifolia) se obtendrían de 300 a 

390 L de hidrolato. Un aspecto importante para la continuidad del 

aprovechamiento de este insumo, los futuros estudios deberían extenderse a 

otros organismos patógenos o buscar futuras aplicaciones en otras áreas.
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Varias especies de Tagetes son herbáceas o perennes, por lo que será otro 

aspecto importante para considerar al momento del aprovechamiento de estas 

especies.  

En ambos casos, sería conveniente evaluar la viabilidad financiera del proceso 

de hidrodestilación, porque durante este proceso se utiliza consumo de energía 

eléctrica o material de combustión (“leña”).  

Estas situaciones permiten sugerir que los aceites esenciales y los hidrolatos 

tendrían una aplicación local.  

Tanto los aceites esenciales como los hidrolatos no tienen efectos nocivos en la 

salud del humano y tampoco son contaminantes. Situación que permite orientar 

nueva investigación con la finalidad de buscar alternativas para obtener una 

mayor producción de aceite en la planta. 
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10 CAPÍTULO X: MATERIAL SUPLEMENTARIO 

 

Figura suplementaria 1. DEG comunes y únicos en los tratamientos hidrolato y 
Tween 20.  

Cuadro suplementario 1. Total de lecturas de entrada y lecturas limpias después 
del control de calidad y mapeo sobre el genoma de referencia. 

Tratamientos Lecturas de entrada  Lecturas limpias  

H1 (Hidrolato) 31220838 27667808 

H2 31056992 27696340 

H3 22392936 19991928 

AH1 (Aceite homeopático)  22670309 20166204 

AH2 21550509 19353032 

AH3 24723667 22117959 

TW1 (Tween 20) 26279979 23381475 

TW2 26124443 23090161 

TW3 20435149 18294462 

TO1 (Testigo) 20829474 18596383 

TO2 23631075 21137838 

TO3 22640449 19826111 

Datos de mapeo 

Tratamientos Mapeados de forma única  % Mapeados en múltiples loci  % 

H1 26472879 95.7 64840 0.2 

H2 26569354 95.9 63464 0.2 

H3 18953353 94.8 45638 0.2 

AH1 19428387 96.3 51916 0.3 

AH2 18630831 96.3 47127 0.2 

AH3 21223881 96 59097 0.3 

TW1 22409824 95.8 56939 0.2 
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TW2 22406381 97 55860 0.2 

TW3 17650695 96.5 46765 0.2 

TO1 18153922 97.6 47871 0.3 

TO2 20743642 98.1 54747 0.3 

TO3 18834316 95 54388 0.3 

Fuente: elaboración propia  

Cuadro suplementario 2. Rutas KEGG y términos GO enriquecidos debido al 
hidrolato.  

Rutas KEGG enriquecidas  

Nombre ID 
Total 

(genes) Valor p ID genes 

Valine, leucine 
and isoleucine 
degradation 

bfu
002
80 13 0.001 

BCIN_13g03020, BCIN_01g03020, 
BCIN_08g05100, BCIN_04g04810, 
BCIN_02g07690, BCIN_11g04250, 
BCIN_07g02750, BCIN_08g05050, 
BCIN_01g09170, BCIN_08g05040, 
BCIN_13g01430, BCIN_03g05840, 
BCIN_02g06840 

Propanoate 
metabolism 

bfu
006
40 9 0.005 

BCIN_13g03020, BCIN_15g05660, 
BCIN_01g03020, BCIN_11g04250, 
BCIN_03g05840, BCIN_09g01930, 
BCIN_04g03150, BCIN_13g01430, 
BCIN_07g03110 

Sulfur metabolism 

bfu
009
20 7 0.014 

BCIN_12g03740, BCIN_12g05950, 
BCIN_01g04340, BCIN_15g02880, 
BCIN_13g03450, BCIN_01g04230, 
BCIN_07g04460 

Glyoxylate and 
dicarboxylate 
metabolism 

bfu
006
30 8 0.052 

BCIN_16g04640, BCIN_09g06110, 
BCIN_09g04400, BCIN_06g05360, 
BCIN_04g01320, BCIN_09g01320, 
BCIN_09g00660, BCIN_05g06430 

Término GO enriquecido: Función molecular 

Nombre  ID Valor p 
Genes 
(total) ID genes 

Oxidoreductase 
activity 

GO:0016
491 

1.56E-
33 260 

BCIN_07g00010, 
BCIN_08g04910, 
BCIN_12g02050, 
BCIN_16g03870, 
BCIN_04g02250 

Catalytic activity 
GO:0003
824 

1.44E-
17 615 

BCIN_07g00010, 
BCIN_08g04910, 
BCIN_02g03630, 
BCIN_13g00710, 
BCIN_12g06460 

Monooxygenase 
activity 

GO:0004
497 

9.76E-
09 58 

BCIN_02g01260, 
BCIN_12g04970, 
BCIN_02g00460, 
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BCIN_08g05200, 
BCIN_05g07090 

Transporter activity 
GO:0005
215 

0.0002
27643 129 

BCIN_03g08920, 
BCIN_02g03630, 
BCIN_13g00710, 
BCIN_07g02220, 
BCIN_13g02720 

Término GO enriquecido: Proceso biológico 

Nombre  ID Valor p 
Genes 
(total) ID genes 

Transmembrane 
transport 

GO:0055
085 

6.23E-
12 133 

BCIN_03g08920, 
BCIN_02g03630, 
BCIN_13g00710, 
BCIN_07g02220, 
BCIN_13g02720 

Carbohydrate 
metabolic process 

GO:0005
975 

4.02E-
11 84 

BCIN_05g01520, 
BCIN_14g00480, 
BCIN_03g02970, 
BCIN_09g02070, 
BCIN_05g08240 

Carbohydrate 
catabolic process 

GO:0016
052 

1.60E-
08 43 

BCIN_14g00480, 
BCIN_09g02070, 
BCIN_06g04840, 
BCIN_14g01690, 
BCIN_15g05260, 
BCIN_14g05510 

Polysaccharide 
catabolic process 

GO:0000
272 

8.11E-
08 34 

BCIN_14g00480, 
BCIN_06g04840, 
BCIN_14g01690, 
BCIN_14g05510, 
BCIN_04g00030, 
BCIN_03g03830 

Cellular response to 
toxic substance 

GO:0097
237 

0.0205
243 13 

BCIN_14g01030, 
BCIN_09g04400, 
BCIN_05g04580, 
BCIN_05g00590, 
BCIN_10g01030, 
BCIN_07g05810 

Cellular 
detoxification 

GO:1990
748 

0.0205
243 13 

BCIN_14g01030, 
BCIN_09g04400, 
BCIN_05g04580, 
BCIN_05g00590 

Response to toxic 
substance 

GO:0009
636 

0.0256
514 13 

BCIN_14g01030, 
BCIN_09g04400, 
BCIN_05g04580, 
BCIN_05g00590, 
BCIN_10g01030, 
BCIN_07g05810 

Cellular oxidant 
detoxification 

GO:0098
869 

0.0256
514 12 

BCIN_09g04400, 
BCIN_05g04580, 
BCIN_05g00590, 
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BCIN_10g01030, 
BCIN_07g05810, 
BCIN_04g05000 

Detoxification 
GO:0098
754 

0.0256
514 13 

BCIN_14g01030, 
BCIN_09g04400, 
BCIN_05g04580, 
BCIN_05g00590 

Término GO enriquecido: Componente celular 

Nombre  ID Valor p 
Genes 
(total) ID genes 

Membrane 
GO:0016
020 

1.03E-
34 448 

BCIN_03g08920, 
BCIN_10g04970, 
BCIN_02g03630, 
BCIN_13g00710, 
BCIN_04g06040 

Extracellular region 
GO:0005
576 

4.60E-
07 38 

BCIN_01g05020, 
BCIN_15g03150, 
BCIN_05g08240, 
BCIN_14g05390, 
BCIN_14g01690, 
BCIN_15g04670 

Fuente: elaboración propia  

Cuadro suplementario 3. Rutas KEGG y términos GO enriquecidos debido al 
Tween 20.  

Rutas KEGG enriquecidas 

Nombre ID 
Total 

(genes) Valor p ID genes 

Peroxisome bfu04146 19 4.16E-09 

BCIN_05g06540, 
BCIN_14g02960, 
BCIN_14g02030, 
BCIN_03g03940, 
BCIN_13g02740, 
BCIN_09g04400, 
BCIN_01g07920 

Fatty acid 
degradation bfu00071 7 

0.000520
382 

BCIN_02g04910, 
BCIN_14g02030, 
BCIN_01g02880, 
BCIN_04g00760  

Fatty acid 
metabolism bfu01212 7 

0.005515
121 

BCIN_14g02030, 
BCIN_03g03940, 
BCIN_04g00760, 
BCIN_04g06330 

Biosynthesis of 
unsaturated 
fatty acids bfu01040 4 

0.015562
22 

BCIN_14g02030, 
BCIN_03g03940, 
BCIN_04g06330, 
BCIN_13g00280 
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Glyoxylate and 
dicarboxylate 
metabolism bfu00630 5 

0.042868
613 

BCIN_09g04400, 
BCIN_09g01320, 
BCIN_09g06110, 
BCIN_03g01920, 
BCIN_16g04640 

Fatty acid 
biosynthesis bfu00061 2 

0.172880
489 

BCIN_11g01810, 
BCIN_04g00760 

Carbon 
metabolism bfu01200 8 

0.232534
463 

BCIN_05g03750, 
BCIN_16g04640, 
BCIN_14g02030 

Valine, leucine 
and isoleucine 
degradation bfu00280 3 

0.346337
835 

BCIN_16g03180, 
BCIN_02g06840, 
BCIN_03g03940 

Pyruvate 
metabolism bfu00620 2 

0.515332
489 

BCIN_09g06110, 
BCIN_16g03120 

Sulfur 
metabolism bfu00920 1 

0.647847
172 BCIN_12g05950 

Propanoate 
metabolism bfu00640 1 

0.728781
022 BCIN_14g02030 

Término GO enriquecido: Función molecular 

Nombre ID Valor p 
Genes 
(total) ID genes 

Oxidoreductase 
activity 

GO:001649
1 

2.59E-
22 142 

BCIN_03g04860, 
BCIN_02g05870, 
BCIN_15g05110, 
BCIN_07g04130, 
BCIN_01g11030, 
BCIN_08g00010     

Catalytic 
activity 

GO:000382
4 

4.47E-
10 304 

BCIN_03g04860, 
BCIN_03g03940, 
BCIN_02g05870, 
BCIN_15g05110, 
BCIN_07g04130 

Heme binding 

GO:002003
7 

2.14302
E-06 33 

BCIN_08g00010, 
BCIN_11g06450, 
BCIN_07g05810, 
BCIN_01g11010, 
BCIN_14g01530, 
BCIN_01g11020 

Monooxygenas
e activity 

GO:000449
7 

9.38115
E-05 30 

BCIN_03g04860, 
BCIN_15g05110, 
BCIN_08g00010, 
BCIN_01g11010, 
BCIN_02g00460, 
BCIN_12g06380, 
BCIN_14g04970 

Peroxidase 
activity 

GO:000460
1 

0.00411
9768 9 

BCIN_11g06450, 
BCIN_07g05810, 
BCIN_10g02270, 
BCIN_03g01920 

Término GO enriquecido: Proceso biológico  
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Nombre ID Valor p 
Genes 
(total) ID genes 

Fatty acid 
metabolic 
process 

GO:000663
1 

9.4071E
-06 15 

BCIN_07g04130, 
BCIN_01g11030, 
BCIN_14g02030, 
BCIN_01g07920, 
BCIN_01g00060, 
BCIN_14g01290 

Peroxisomal 
membrane 
transport 

GO:001591
9 

1.2704E
-05 7 

BCIN_04g00760, 
BCIN_04g02410, 
BCIN_11g00350, 
BCIN_05g05280 

Peroxisome 
organization 

GO:000703
1 

1.2704E
-05 10 

BCIN_13g02740, 
BCIN_10g03590, 
BCIN_04g02410, 
BCIN_11g00350 

Peroxisomal 
transport 

GO:004357
4 

1.2704E
-05 7 

BCIN_04g00760, 
BCIN_04g02410, 
BCIN_11g00350, 
BCIN_05g05280 

Fatty acid beta-
oxidation 

GO:000663
5 

2.7882E
-05 5 

BCIN_07g04130, 
BCIN_14g02030, 
BCIN_10g03590, 
BCIN_14g02960, 
BCIN_04g00760 

Transmembran
e transport 

GO:005508
5 

2.7882E
-05 62 

BCIN_10g03590, 
BCIN_16g03420, 
BCIN_14g04480, 
BCIN_04g00760, 
BCIN_04g05130, 
BCIN_15g05620 

Fatty acid 
oxidation 

GO:001939
5 

2.7882E
-05 5 

BCIN_07g04130, 
BCIN_14g02030, 
BCIN_10g03590, 
BCIN_14g02960, 
BCIN_04g00760 

Lipid oxidation 
GO:003444
0 

0.00053
466 5 

BCIN_07g04130, 
BCIN_14g02030, 
BCIN_10g03590, 
BCIN_14g02960, 
BCIN_04g00760 

Cellular oxidant 
detoxification 

GO:009886
9 

0.00270
128 9 

BCIN_11g06450, 
BCIN_07g05810, 
BCIN_10g02270, 
BCIN_03g01920, 
BCIN_09g04400, 
BCIN_06g01180 

Cellular 
response to 
toxic substance 

GO:009723
7 

0.00441
853 9 

BCIN_11g06450, 
BCIN_07g05810, 
BCIN_10g02270, 
BCIN_03g01920 
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Cellular 
detoxification 

GO:199074
8 

0.00441
853 9 

BCIN_11g06450, 
BCIN_07g05810, 
BCIN_10g02270, 
BCIN_03g01920 

Detoxification 
GO:009875
4 

0.00578
269 9 

BCIN_11g06450, 
BCIN_07g05810, 
BCIN_10g02270, 
BCIN_03g01920 

Response to 
toxic substance 

GO:000963
6 

0.00578
269 9 

BCIN_11g06450, 
BCIN_07g05810, 
BCIN_10g02270, 
BCIN_03g01920 

Lipid 
modification 

GO:003025
8 

0.02231
847 6 

BCIN_07g04130, 
BCIN_14g02030, 
BCIN_10g03590, 
BCIN_14g02960, 
BCIN_04g00760, 
BCIN_05g05750 

Término GO enriquecido: Componente celular 

Nombre ID Valor p 
Genes 
(total) ID genes 

Microbody GO:0042579 
3.60E-

11 18 

BCIN_07g04130, 
BCIN_13g02740, 
BCIN_14g02030, 
BCIN_10g03590, 
BCIN_14g02960 

Peroxisome GO:0005777 
3.60E-

11 18 

BCIN_07g04130, 
BCIN_13g02740, 
BCIN_14g02030, 
BCIN_10g03590, 
BCIN_14g02960 

Membrane GO:0016020 
2.89E-

09 193 

BCIN_03g03940, 
BCIN_13g02740, 
BCIN_08g00010, 
BCIN_10g03590, 
BCIN_01g10250, 
BCIN_16g03420  

Microbody 
membrane GO:0031903 

7.408E
-06 9 

BCIN_13g02740, 
BCIN_10g03590, 
BCIN_04g02410, 
BCIN_11g00350, 
BCIN_05g05280 

Peroxisomal 
membrane GO:0005778 

7.408E
-06 9 

BCIN_13g02740, 
BCIN_10g03590, 
BCIN_04g02410, 
BCIN_11g00350, 
BCIN_05g05280 

Nucleolus GO:0005730 
0.0005

978 21 

BCIN_05g05740, 
BCIN_03g07720, 
BCIN_11g04150, 
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BCIN_11g01570, 
BCIN_05g07440 

Preribosome GO:0030684 
0.0053

976 11 

BCIN_05g05740, 
BCIN_11g04150, 
BCIN_01g09800, 
BCIN_04g01690, 
BCIN_01g05400 

Fuente: elaboración propia  

Nota: para descargar la información en archivo de Excel puede acceder al 

siguiente link: 

https://drive.google.com/drive/folders/132ofm0lkkFF86EglEfYMRAPrbSeR_GI3?

usp=drive_link  

https://drive.google.com/drive/folders/132ofm0lkkFF86EglEfYMRAPrbSeR_GI3?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/132ofm0lkkFF86EglEfYMRAPrbSeR_GI3?usp=drive_link

