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RESUMEN GENERAL

Hoy en dia, combatir a microorganismos fitopatdbgenos, no es una actividad
compleja. No obstante la amplia diversidad de compuestos que controlan las
poblaciones de la microbiota del suelo, suelen traer como consecuencias la baja
produccién en cultivos y la intemperizacién de suelos, debido a la naturaleza
quimica de los mismos.

Sin embargo la reciente incorporacion de extractos vegetales con compuestos
organicos activos, han trascendido notablemente en la industria por la gran
diversidad de aplicaciones en los diferentes mercados mundiales. Siendo tal
vez el de mayor importancia el sector agricola.

En el presente trabajo se aislaron de ambiente silvestre, 27 cepas bacterianas y
18 cepas fangicas de los estados de Jalisco, Michoacan, Puebla y Estado de
México. La caracterizacion morfolégica y molecular permitié identificar a
Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Penicillium citrinum y Rhizoctonia
solani.

A partir de bulbo de Lilium hibrido L/A “Indian summer”, que finalizaron un ciclo
de cultivo, se obtuvo extracto vegetal que fue fraccionado con base a principios
de polaridad, obteniendo tres extractos: EVP (extracto vegetal polar), EMP
(extracto medianamente polar) y ENP (extracto no polar), los cuales fueron
evaluados con antibiogramas, en los cuales el ENP presento la mayor inhibicién
en el crecimiento micelial del 23 % en Fusarium oxysporum y del 18 % en
Rhizoctonia solani. EI EMP presento la mayor inhibicién de crecimiento micelial
del 27.5 % en Penicillium citrinum. Ninguna fraccion del extracto vegetal logro la
inhibicion del crecimiento de Aspergillus niger.

La caracterizacion del extracto vegetal demostro la presencia de acido valérico
tridecil ester, dimetil benzaldehido, metil tridecanoato y acido octadecanoico
metil ester, compuestos responsables de la actividad bactericida, fungicida y
nematicida en extractos organicos de Allium sativum, Coriandrum sativum,
Eugenia caryophillata, Origanum vulgare y Rosmarinus officinalis.

Palabras clave: extractos vegetales, fitopatdégenos, fungicida, fungistatico
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GENERAL ABSTRACT

Today, combating phytopathogenic microorganisms is not a complex activity. In
spite of the wide diversity of compounds that control microbiota populations in
the soil, they often result in low crop production and soil weathering due to their
chemical nature.

However, the recent incorporation of plant extracts with organic compounds has
markedly changed the industry due to the great diversity of applications in the
different world markets, with perhaps the agricultural sector being the most
important.

In this study, 27 bacterial strains and 18 fungal strains were isolated from the
natural environment in the provinces of Jalisco, Michoacan, Puebla and Mexico
State. The molecular and morphological characterization allowed identifying
Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Penicillium citrinum and Rhizoctonia
solani.

From "Indian Summer" Lilium L/A hybrid bulbs, which ended a crop cycle, a
plant extract was obtained and fractionated on the basis of polarity principles,
obtaining three extracts: PPE (polar plant extract), MPE (moderately polar
extract) and NPE (non-polar extract), which were evaluated with antibiograms, in
which the NPE presented the highest inhibition of mycelial growth, attaining 23
% in Fusarium oxysporum and 18 % in Rhizoctonia solani. The MPE presented
the highest inhibition of mycelial growth in Penicillium citrinum, with 27.5 %. No
fraction of the plant extract achieved growth inhibition of Aspergillus niger.

The characterization of the plant extract showed the presence of valeric acid
tridecyl ester, dimethyl benzaldehyde, methyl tridecanoate and octadecanoic
acid methyl ester, compounds responsible for the bactericidal, fungicidal and
nematicidal activity in organic extracts of Allium sativum, Coriandrum sativum,
Eugenia caryophillata, Origanum vulgare and Rosmarinus officinalis.

Key words: plant extracts, phytopathogenic, fungicide, fungistatic.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

Se dice que es posible llevar a cabo cultivos de Lilium sp. en cualquier sustrato,
siempre y cuando mantengan una buena permeabilidad y una estructura
adecuada (Buschman, 2004). Sin embargo el no considerar al factor
microbiol6gico que interacciona tanto de manera simbidtica como antagonica
puede ser crucial para mantener un cultivo de Lilium y repercutir en los

rendimientos del mismo.

Combatir a microorganismos fitopatégenos hoy en dia no es una actividad
compleja. No obstante la amplia diversidad de compuestos que controlan las
poblaciones de la microbiota, suele ocasionar la baja produccion en cultivos, ya
que la constante incorporacion de estos agentes comunmente de naturaleza
quimica en los suelos, provocan dafios que posteriormente repercuten en la

economia del productor sin mencionar los posibles dafios a la salud publica.

Entre los microorganismos de mayor incidencia en Lilium sp. se encuentran en
primer lugar los hongos (F. oxysporum, P. ultimum, R. solani) seguidas por las
bacterias (E. carotovora) y los virus (LSV), es por ello que incursionar en el uso
de complejos vegetales con actividad fungicida nos permite ofrecer una opcién
en el control de hongos fitopatdgenos que sean compatibles con el cultivo o
incluso acoplarlos al metabolismo del mismo, ademas de mantener una
actividad de amplio espectro ante una diversidad microbiolégica (Mufioz,
Fernandez, 2000).

Los bulbos de Lilium sp. poseen una gran variedad de usos tradicionales

derivado de sus propiedades como astringente, analgésico, antiespasmadico,

ANYGIM SENYASE ITURBIDE ZUNIGA Pagina 1



antitumoral, fungicida, cicatrizante, diurético, estimulador de la fagocitosis entre
otros (Wang y Wu, 2014). Por esta razén la necesidad de conocer y explotar
sus propiedades como antagonico de hongos patdgenos de cultivos horticolas;
ademas de definir si la actividad pertenece a un compuesto o familia de
compuestos del complejo vegetal y evaluar el espectro de accion ante hongos

de mayor incidencia en cultivos basicos y ornamentales.

JUSTIFICACION

Debido al gasto econdmico que representa a los productores el mantener la
sanidad de los sustratos asi como de los bulbos de Lilium, Es la necesidad de
estandarizar una técnica de biocontrol basada en la reutilizacion de estos
bulbos, como medida a problemas fitopatégenos orientada principalmente a
hongos. Evitando su desecho al término del ciclo de produccion y aprovechar
los extractos organicos disponibles como control biolégico sobre Aspergillus

niger, Fusarium oxysporum, Penicillium sp. y Rhizoctonia solani.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad de los extractos vegetales de los bulbos de Lilium L/A
“Indian summer” como potencial biocontrol de hongos fitopatégenos durante el
crecimiento y desarrollo in vitro de Aspergillus niger, Fusarium oxysporum,

Penicillium janthinellum y Rhizoctonia solani.
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Objetivos especificos

1. Aislar e identificar morfolégica y molecularmente a Aspergillus niger,
Fusarium oxysporum, Penicillium janthinellum y Rhizoctonia solani
asociadas a enfermedades del bulbo de Lilium sp. en localidades de

produccion comercial
2. Estandarizar la técnica de obtencion del extracto vegetal de bulbos de
Lilium sp. que obtenga los mejores rendimientos sin disminuir la

actividad del complejo organico.

3. Caracterizar el extracto vegetal de bulbos de Lilium hibrido L/A “Indian

summer”.

4. Determinar en qué compuesto o familia de compuestos se localiza la

actividad antifangica del complejo vegetal.

HIPOTESIS

El extracto vegetal derivado de los bulbos de Lilium sp posee actividad

antimicética debido a la familia de compuestos organicos que lo integran.

ANYGIM SENYASE ITURBIDE ZUNIGA Pagina 3



CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

Generalidades de Lilium sp.

El género Lilium, retne a la mayoria de las plantas conocidas como azucenas o
lilis. Son herbaceas perennes originarias del hemisferio norte y presentan
bulbos compuestos por bracteas escamosas (Buschman, 2004). Este género ha
constituido desde hace muchos afios, un signo de nobleza, asi como la pureza
en la religion cristiana. Sin mencionar que es una de las plantas bulbosas mas

representadas en los cuadros de celebres pintores del renacimiento.

El cultivo de Lilium sp tiene distintas formas de flores, colores, tamafios vy
morfologia de bulbos. Casi una docena crecen en Europa, casi dos docenas en
Norte América y aproximadamente 50 a 60 especies son de Asia, solo L.
Martagon L. es distribuido por Asia y Europa. Cerca de 12 especies son
utilizadas para hacer algunas hibridaciones de cultivares asiaticos, tales como,
L. amabile Palib., L. bulbiferum L., L. concolor Salisb., L. dauricum Ker., L.
davidii Duch., L. x hollandicum Berg., L x maculatum Thunb., L. leichtlinii Hook.

f., L. pumilum D. y L. tigrinum Ker-Gawl (Garcia, 2002).

Clasificacion botanica y taxonomia

El Lilium sp. pertenece a la familia Liliaceae, al igual que importantes especies
gue se comercializan como flores de corte, tales como tulipanes, narcisos y
allium. Los cultivares mas difundidos pertenecen a estos grupos: hibridos de
Lilium longiflorum Thunb (las azucenas de flores blancas), los hibridos inter-
especificos tipo asiatico (de tallos erectos flores con formas y colores muy

variados), los hibridos tipo oriental (flores grandes, arométicas y muy coloridas)
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y los hibridos L/A, L/O y O/A (producto de hibridacion entre Lilium Longiflorum x
hibridos asiaticos, Lilium Longiflorum x hibridos orientales e hibridos orientales
X hibridos asiaticos) (Mc Rae,1998). El amplio surtido de variedades, con una
extensa gama de colores, la facilidad en la apertura de la flor y su duracion en

agua, le dan a esta flor un gran poder competitivo.

Taxonomia
Reino: Plantae
Subreino: Embriobyonta
Division: Magnoliophyta/Liliopsida
Clase: Liliopsida/Monocotiledonea
Orden: Liliales/Helobiales
Familia: Liliaceae

Género: Lilium

Morfologia

El bulbo carente de tunica esta conformado por hojas modificadas “las
escamas”, las cuales protegen a un meristemo apical que da origen a un tallo
folioso no ramificado de crecimiento definido. En el extremo caulinar se
desarrollan las flores, solitarias o en inflorescencia racimosas (Herreros, 1983).
El bulbo de la mayoria de los Lilium es de tipo escamoso, teniendo un plato o
placa basal donde se insertan las escamas, que contienen agua y sustancias de
reserva. Hay escamas internas y externas; las internas estan mas apretadas,

rodeando al brote nuevo.

En el plato basal, a lado del brote viejo, se forma la yema con el nuevo
meristemo; a su alrededor se forma un nuevo grupo de escamas. Las escamas
son sensibles a periodos largos de sequia (De Hertogh y Le Nard, 1993). De la

placa basal salen las raices, que tienen una funcién importante en la evolucién
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de las hormonas, por lo que se deben conservar incluso cuando se almacenan.
La mayoria de los bulbos forman raices adventicias o de tallo, que salen por
encima del bulbo y juegan un papel importante en la absorcion de agua y

nutrientes por la planta (Herreros, 1983).

El sistema radicular es abundante, tanto en especies orientales como asiaticas.
Las raices principales se localizan bajo la placa basal, también llamadas
“basales”, de caracteristica carnosa, con tonalidades marrones; tienen grosores
de 2 a 3 mm de diametro y longitudes de 15 a 20 cm. Las raices adventicias
aparecen en el tallo sobre el bulbo y permiten el desarrollo aéreo al
complementar la funcién de las raices basales (Bafion, 1993).

Las hojas pueden estar separadas o apifiadas, de dimensiones variables,
sésiles 0 minimamente pecioladas, el color es generalmente verde intenso. Las
flores llamadas también “campanas”, pueden ser erguidas o colgantes y tener
forma de estrella, trompeta o turbante, etc. La gama de colores es bastante
amplia: blanco, blanco-crema, amarillo, anaranjado, rosa, asi como algunas

combinaciones de estos en una misma flor (Herreros, 1983).

El fruto es una capsula trilocular con dehiscencia loculicida independiente y esta
provista de numerosas semillas, generalmente alrededor de 200; la semilla es
generalmente aplanada y alada.

Fenologia

Las etapas tipicas del ciclo de crecimiento para la produccion de flores de corte
de la especie Lilium L/A, propuestas por Correa (2003) comprende cuatro fases
gue son: 1) elongacion del tallo, 2) iniciacion floral, 3) desarrollo de la flor y 4)
senescencia. No obstante, en el ciclo natural del cultivo, se produce una
primera etapa correspondiente al receso invernal del bulbo que es necesaria

romper para inducir las cuatro fases anteriores.
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En la figura 1 se ilustra el nimero de semanas después de la plantacién de los
bulbos necesarios para iniciar las respectivas etapas de desarrollo en los
hibridos L/A (Longiflorum/Asiaticos). El perfil fenolégico que se muestra puede
presentar una variacion de dias de acuerdo a las diversas variedades o

cultivares gque se utilicen como especie asiatica en el hibrido.
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% »
CRECIMIENTO S
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| 3-4 semanas o ,"ﬂ. \
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l 7-8 semanas VISIBLE
Etapa Vegetativa de Crecimiento l 3-4 semanas
Periodo de Traslape Botones Florales en!
Crecimiento
2-3 semanas | Apertura del Primer
Boton Floral
| 1.5-2 semanas |
3-5
6-8 semanas L e J
13-16 semanas | Etapa Reproductiva del Crecimiento |

Figura 1 Fenologia tipica de especies ornamentales Lilium hibrido Longiflorum/Asidtico (L/A)
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Multiplicacion de Lilium sp.

El Lilium se puede multiplicar por semillas, sistema de importancia vital para la
obtencion de nuevas variedades, utilizando bulbos, bulbillos de las hojas,
bulbillos del tallo, escamas del bulbo y por tejidos 0 meristemos (Herreros,
1983).

Durante la cosecha de Lilium sp. la mayoria de los bulbos se encuentran
acompafnados de pequefios bulbillos cuyo namero es muy variable. Si los
bulbillos no son removidos, permaneceran adheridos al bulbo madre durante
varios afos. No obstante si son colocados en camas en viveros, poseen la
misma capacidad de crecimiento y desarrollo hasta lograr un calibre floral
adecuado de produccion (Reinoso, 2005). Cabe mencionar que para adaptar y
generar tecnologia de produccion eficiente de bulbos de Lilium sp. en México,
es necesario ajustar la tecnologia de produccion a campo de acuerdo a las
exigencias de los hibridos seleccionados, las técnicas empleadas en otros

paises, las condiciones agroecoldgicas, tecnologicas y econdémicas locales.

Multiplicacién por semilla

Representa varias dificultades, en especial en la germinacion. Hay especies
que se prestan mas que otras para este proceso. Aunque la flor puede auto-
fecundarse, es mejor efectuar una polinizacién cruzada. La germinacion de la
semilla se produce de diferentes maneras segun la especie de Lilium sp. de que
se trate. La temperatura optima es de 20 °C y el tiempo de duracién es muy
variable entre una especie y otra. Con la multiplicacion por semilla se obtienen
bulbos comerciales que pueden dar una floracion a partir de los dos afios
(Herreros, 1983).
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Multiplicacion por escamas

Esta técnica es utilizada desde hace mas de dos siglos en Japdén y
recientemente en Holanda y Alemania. Después de haber dado la flor, se
espera a que amarilleen las hojas o se seque el tallo. Posteriormente se extraen
los bulbos de la tierra y se someten a una depuracion, de la cual, las mejores
escamas son seleccionadas para la multiplicacion. Comunmente las escamas

externas del bulbo suelen ser las mas apropiadas (Herreros, 1983).

Factores de produccién
pH

Es importante mantener el pH en un nivel ligeramente acido para garantizar el
desarrollo de las raices y asegurar una correcta absorcion de los elementos
nutritivos. Asi por ejemplo, un pH demasiado bajo causa exceso de:
manganeso, hierro y aluminio entre otros mientras que un pH alto causa
insuficiencia del fosforo, hierro y manganeso. Se recomienda mantener un pH

de 6-7 para los hibridos asiaticos y 5.5 — 6.5 para los orientales.

Salinidad

El Lilium pertenece a los cultivos sensibles a la sal, por ello altos contenidos
salinos frenan la absorcion de agua de las raices y por consiguiente el
crecimiento y el tamafio del cultivo en general. El contenido de sal del suelo

depende de tres factores:

El contenido de sal del abono organico
El contenido de sal del agua de riego
El contenido en sal del nivel nutritivo del suelo el cual no debe superar el 1.5

mg/cm?, el contenido en cloro no puede superar 53.25 mg/L
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El contenido de sal del agua de riego contribuye al contenido total de sal en el
suelo y por lo tanto deber& ser bajo: 0.5 mS/cm o més bajo (C.1.B.F., s/afio). La
conductividad eléctrica no puede superar 1.5 mg/cm® y el cloro no puede
superar 1.5 mmol/L en caso de que hubiera un exceso de este, se recurre a

lavados de suelos.

Luz

La falta de luz puede provocar dos anomalias en la flor de Lilium sp.:

Aborto de las flores. Decoloracién en la base del boton floral que al final se

necrosa o no, pero cesa su desarrollo.

Abscision. Blanqueamiento del boton floral, seguido de un estrechamiento del

pedunculo que lo sustenta y posterior caida del mismo.

Un exceso de luz hace palidecer los colores y da lugar a tallos demasiado

cortos en cultivares de poco crecimiento.

Existen grandes diferencias entre las necesidades de luz de unos y otros
cultivares, siendo mas exigentes los pertenecientes al grupo speciosum y
seguidos por los del longiflorum y menos los de otros grupos. Entre los hibridos
asiaticos suelen ser mas exigentes los de ciclo de cultivo mas largo. El
momento critico de falta de luz es cuando comienzan a formarse los botones
florales. Una escasa iluminacion en esa época (fin de otofio, inicio de invierno),

puede originar en algunos cultivares la pérdida de floracion.

Humedad

El nivel correcto de humedad relativa (HR) para Lilium sp. es de 70 a 85 %. Es

importante evitar oscilaciones para evitar quemaduras de las hojas en cultivares
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sensibles. La ventilacion es fundamental para reducir la alta humedad relativa y
para el control de la humedad. Se debe evitar que la humedad relativa baje
demasiado rapido para evitar dafios en las hojas y ocasionar perdidas de

calidad. La humedad relativa alta favorece la presencia de enfermedades.

Cuando la humedad es demasiado elevada, no se debe ventilar el invernadero
bruscamente, ya que, se corre el riesgo de un desecamiento rapido, sobre los
organos de las plantas. Esto puede llevar a un empardecimiento de las hojas de

las plantas y a ligeras quemaduras de sus limbos.

Temperatura

Para obtener un producto floral de calidad es necesario conseguir una buena
formacién de raices. Esto se consigue con temperaturas ambientales de 12 a
13 °C durante el primer mes posterior a la plantacion, mantener o exponer a

temperaturas mas bajas alarga innecesariamente el periodo de crecimiento.

Durante el desarrollo del cultivo, en el caso de los hibridos asiaticos deben
mantenerse temperaturas promedio de 14 a 15 °C, para obtener la mejor
calidad se requiere que la temperatura oscile entre los 20 a 25 °C durante el dia
y de 8 a 10 °C durante la noche. Considerando que a temperaturas nocturnas
superiores de 15 a 20 °C se reduce la calidad de las flores, si las temperaturas
nocturnas son superiores a 20 °C, se afecta la calidad de la vara y temperaturas

muy bajas prolongan el cultivo.

Para los hibridos orientales, el manejo de temperaturas es mas delicado,
debiéndose lograr una temperatura constante de 15 a 17 °C, temperaturas por

debajo de los 15 °C pueden causar amarillamiento o caida de las hojas.
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Para Lilium longiflorum la temperatura 6ptima esta entre de 14 a 16 °C,
pudiendo alcanzar durante el dia los 20 a 22 °C, si la temperatura disminuye de

14 °C se observan grietas en los pétalos.

Nutricion

La produccién de plantas del genero Lilium sp. es importante dentro de la
industria de las flores de corte; sin embargo, se reportan pocos trabajos con
recomendaciones de fertilizacion, e inclusive en algunos de ellos se han

obtenido resultados contradictorios (Ortega-Blu, 2006).

Debido a la amplia variedad de los cultivares comerciales de Lilium sp., las
recomendaciones de fertilizacion deben de realizarse de forma especifica,
tomando en cuenta el cultivar y su estado fenoldgico, ya que se ha mencionado
que las plantas que se propagan por bulbo poseen poco requerimientos
nutrimentales; sin embargo Ohyama et al., (1988) indicaron que el nitrégeno
presente en bulbos de tulipdn (Tulipa gesneriana L.) no es suficiente para cubrir

el periodo de crecimiento y asegurar una buena produccion floral.

Especificamente para Lilium x “Navona”, se recomienda la aplicacion de N-P-K
durante la elongacion del tallo, mientras que para “Fangio” y “Miami” la

fertilizacion debe realizarse durante la iniciacion floral (Ortega-Blu, 2006).

La aplicacion de nutrientes es una de las lineas de investigacion que han
atraido recientemente la atencion para el desarrollo 6ptimo de la planta, mejorar
la calidad de corte y la vida en florero de diferentes especies ornamentales
incluyendo el Lilium (Ortega-Blu, 2006; Franco, 2007; Ayala, 2008).

El Calcio ha demostrado ser un auxiliar en el aumento de la vida post-cosecha

de productos horto-fruticolas. Su accion benéfica se relaciona con un
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incremento en la pared celular, via su entrecruzamiento con las pectinas,

mejorando con ello, la resistencia al maceramiento (Conway, 1988).

Simmonds y Cumming (1976) explican que el tratamiento que mayor atencion
ha recibido por parte de los investigadores de esta especie, ha sido el
hormonal. Los reguladores de crecimiento més utilizados han sido el &cido
naftalenacético (ANA), acido indolbutirico (IBA), acido indolacético (AlA), acido
succinico, cinetina. Algunos tratamientos cuando se aplican a escamas
procedentes de bulbos madre conservados en frio provocan la formaciéon de
bulbillos muy débiles ya que parece ser que ello determina menores exigencias
en auxinas exdgenas, sustancia que ha favorecido la formacién de bulbillos,

dependiendo del cultivar.

Sustratos

Bafion et al. (1993) mencionan que una vez separadas las escamas del bulbo
madre se establecen en un sustrato formado por una proporcion en volumen del
cincuenta por ciento de vermiculita y otro cincuenta por ciento de perlita, en una
relacion del sesenta por ciento de escamas y un cuarenta por ciento de

sustrato.

El medio de cultivo debe de tener una buena estructura y una permeabilidad
adecuada, por lo que debe ser suelo ligero, permeable, profundo (25-40 cm) y
desinfectado. Un sustrato areno arcilloso y complementado con materia
organica, asegura una buena retencibn de agua. Para reunir estas
caracteristicas es necesario elaborar el sustrato con dos partes de arena una

parte de arcilla y una parte de composta.

Mezclas de suelo franco, arena, peat moss, perlita, vermiculita, corteza y otros

materiales se pueden usar como sustrato para los bulbos, mezclados en varias
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cantidades por volumen. La mezcla estandar por volumen 1:1:1 de suelo, arena

y peat moss puede ser usada para todos los cultivos de bulbos.

Importancia econémica de Lilium sp.

Dentro de la floricultura comercial, las plantas bulbosas ocupan un lugar de gran
valor en paises en que esta rama de la horticultura se encuentra plenamente
desarrollada. La producciéon mundial de bulbos florales ocupa una superficie
total de mas de 31,000 ha y Holanda representa el 65 % de la produccion
mundial con 10,000 millones de bulbos aproximadamente, entre los cuales se

incluyen bulbos de tulipan, Lilium, Jacinto y narciso (Facchinetti, 2008).

A escala mundial la especie de flor bulbosa mas cultivada y comercializada es
el tulipan seguida del Lilium, narcisos, jacintos e iris. La produccion de flores de
Lilium a nivel mundial ha aumentado por un fuerte incremento en la demanda.
Su cultivo puede orientarse a la produccién de bulbos o la produccién de flores
de corte o de planta en maceta. El principal destino de los bulbos importados es
la produccion de flor cortada. En efecto la velocidad de expansion esta
condicionada por el precio de los bulbos importados que se puede considerar

alto debido principalmente al tipo de cambio vigente (Facchinetti, 2008).

Situacién mundial de Lilium sp.

El mercado mundial de flores de corte, luego de la caida experimentada en el
afio 2009 producto de la crisis mundial, muestras signos de recuperacion en el
afio 2010, al crecer sus exportaciones en 3.7 % (Traub, 2012). El comercio
internacional de flores llega a unos 35,000 millones de délares anuales, siendo
uno de los rubros mas dinamicos dentro de la economia mundial con una tasa
anual de crecimiento cercano al 6 %, apoyandose en los avances tecnoldgicos

en comunicaciones y transportes se estima que el consumo de flores continuara
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creciendo debido al aumento de la poblaciébn mundial y a la concentracion de

esta en ndcleos urbanos (Facchinetti, 2008).

El alto porcentaje en la reactivacion se explicaria por la recuperacion de los
principales paises importadores. Los diez paises mas importantes que
representan casi el ochenta por ciento del volumen mundial, aumentaron sus
importaciones fisicas en un promedio de 16.3 %, destacando la recuperacion de
Holanda, Bélgica, EE.UU y Japon que crecieron un 56.1 %, 36.1 %, 21.4 %, y
14.6 % respectivamente. Alemania, el principal pais importador que concentra
16 % de este mercado, crecio en solo 3.3 %. (Traub, 2012).

Situacién nacional de Lilium sp.

La produccion de bulbos florales esta limitada a pocos paises por causas
agroecologicas. Teniendo en cuenta los variados requerimientos de los
diferentes hibridos y la plasticidad de Lilium, su produccién es posible es
distintas condiciones agrocliméaticas. En este punto hay que destacar las
ventajas que presenta México con la gran variedad ambientes y condiciones
edafo-climaticas que, junto con la infraestructura existente propiciarian la

produccién comercial de bulbos de Lilium sp. (Facchinetti, 2008).

Por otra parte las posibilidades de México como productor floricola recaen en la
cercania al mercado norteamericano y la firma de tratados de libre comercio
como el TLCAN (Tratado de libre comercio de América del norte) en 1994 con
América del Norte y en julio del 2000 con la Union Europea. Actualmente las

exportaciones de flores y plantas de Lilium han quedado consolidadas.

Los principales estados productores de México son: Puebla, Estado de México
y Morelos; aportando respectivamente 48, 22 y 12 % de la produccion total de
Lilium sp. para flor de corte (CESAVEM 2011).
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Manejo post-cosecha

Colecta de bulbos de Lilium sp.

Los bulbos para comercializacion generalmente se cosechan a finales de
agosto a octubre en el hemisferio norte. Las temperaturas célidas estimulan la
formacion de raices basales lo que beneficia durante la extraccion de bulbos
para su trasplante a medida que maduran en el otofio, en este periodo, la parte
aérea puede 0 no haber muerto. Sin embargo, los bulbos se deben manejar con
cuidado para impedir lesiones y evitar desecacion. El valor comercial de los
bulbos depende de su calibre (circunferencia) y su peso en la época que se les
extrae del suelo, asi como de las condiciones de las raices y la ausencia de
enfermedades en el bulbo (Hartmann y Kester, 1988; Rees, 1992; De Hertogh y
Le Nard, 1993). Posteriormente se enfrian en un intervalo de 2 a 5 °C por 6 0
10 semanas, dependiendo de la variedad que se maneje, antes de ser forzados
en invernadero. Los efectos de las temperaturas bajas y su duracion se han
estudiado ampliamente en el Lilium “Pascua”, pero no en los Lilium asiaticos y
orientales (De Hertogh y Le Nard, 1993).

Por otra parte la cosecha de bulbos al culminar el ciclo de floracién no posee el
mismo seguimiento por parte de los productores de flor de corte, debido a que
el bulbo es considerado un desecho del cultivo por no tener la capacidad de
obtener una flor de calidad después del primer ciclo de cosecha (Auzaque,
2011) y son extraidos y apilados en cualquier area de forma indistinta
esperando su deshidratacion o en algunos casos como consecuencia de las
condiciones ambientales, la pudricion del tejido vascular, lo que posteriormente

se convierte en un vector de enfermedades para la misma zona de produccion.
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Almacenamiento de bulbos Lilium sp.

Generalizando, se dice que Lilium se almacenan por 6 a9 semanasde 1 a2 °C
y posteriormente son forzados en invernadero. Cuando el periodo de
vernalizacion es menor se tiene una disminucion del numero de botones florales
por tallo y si ademas se superan los niveles térmicos fijados, se produce un
acortamiento de la longitud del tallo, disminucion de botones florales por tallo,
alargamiento del ciclo de cultivo, etc. Sin embargo, si se requiere almacenar por
mas tiempo, la temperatura puede disminuirse de -1 °C a -2 °C, dependiendo

de la variedad y la época del afio.

Los bulbos de hibridos asiaticos se pueden almacenar hasta un afio sin
mayores problemas, a diferencia de los orientales, que resisten menos tiempo y
podrian presentar dafio en caso de un tiempo prolongado de almacenamiento.
Esto permite tener una disponibilidad de bulbos durante todo el afio (Mc Rae,
1998).

De Hertogh y Le Nard (1993) reportan que cuando el tiempo de
almacenamiento se incrementa, los dias de floracion disminuyen. Los bulbos de
L. longiflorum “Croft” almacenados a 2 °C por 4, 8, y 12 semanas florecen en
136, 116 y 106 dias, respectivamente. Aunque el almacenamiento en frio
reduce el numero de yemas florales y en este reporte se dice que la reduccién

del nimero de yemas aumenté de acuerdo al tiempo de almacenamiento.

Plagas y enfermedades de Lilium sp.

El género Lilium sp. es atacado por una amplia diversidad de patbgenos como
lo son: bacterias, hongos, virus entre otros organismos superiores provocando

un sin nimero de enfermedades que a continuacion se describen:
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Barion et al. (1993) destacan el ataque bacterioldgico de Erwinia carotovora que
provoca manchas translucidas en las escamas y posterior pudricion del bulbo

gue termina en la marchitez generalizada y muerte.

La podredumbre del pie puede estar asociada a Phytophthora parasitica o
Phytophthora nicottianae. Los dafios provocados se observan a nivel de cuello,

causando un decaimiento repentino por la obstruccion de los haces vasculares.

Los dafios por virus se caracterizan por producir distorsiones, manchas
jaspeadas a nivel foliar y crecimiento enanizante. Existen variedades de Lilium
sp. sensibles, resistentes e inmunes. Las resistentes pueden actuar como
portadoras y contaminar otras variedades sensibles. ElI LSV (Lily Simtomless
Virus) es particularmente importante por provocar manchas cloréticas en las
hojas, alargadas paralelamente a las quemaduras y posteriormente se vuelven

necraoticas.

Los pulgones son una plaga que causan dafos directos y son agentes vectores
de algunas virosis. Los ataques se localizan en la parte apical de la planta, en la
brotacibn mas tierna y junto al hampa floral. Los dafios producidos son
ocasionados principalmente al alimentarse los adultos succionando jugos
nutritivos de la planta se localizan tanto en las hojas inferiores como en botones
florales. Atagues importantes pueden provocar deformaciones foliares y en los

botones florales.

El acaro del bulbo (Rhizoglyphus echinopus-fum), es un pequefio acaro de 0.65
mm de largo y de color blanco amarillento, que desarrolla su actividad
parasitaria en el interior del bulbo e incluso puede afectar a las raices. Provoca
una serie de heridas por las que pueden penetrar posteriores enfermedades
criptogadmicas que aceleran la pudricion del bulbo y pérdida de la planta. Las

hojas de las plantas atacadas, amarillean para luego secarse por partes.

ANYGIM SENYASE ITURBIDE ZUNIGA Pagina 18



Hongos patdégenos de menor incidencia en Lilium sp.

Los hongos tienen habitats muy diversos; sin embargo la mayoria son terrestres
y habitan en el suelo, desempefian una actividad importante en la
mineralizacion del carbono organico. Cuando se compara a los hongos con las
bacterias, en general estos tienen requerimientos nutricionales muy simples,
pero su desarrollo es mas lento, por lo que requieren mayor tiempo de

incubacion para su cultivo.

En el aislamiento cultivo y cuenta de la mayoria de los hongos se aprovechan
ciertas caracteristicas especiales de ellos, como su tolerancia a pH &cido y su
preferencia por medios de cultivo con gran cantidad de azUcar facilmente
degradable. Ademas su resistencia a la penicilina y estreptomicina permite usar
estos antibioticos, los que al ser agregados al medio de cultivo disminuye la

incidencia de bacterias contaminantes.

Los hongos fitopatégenos son los que han recibido mayor atencién por la gran
variedad de especies y amplio rango de hospedantes asi como por su
crecimiento microscépico sobre la superficie de su huésped (Cafiedo y Ames,
2004.)

Botrytis P. Micheli ex Pers es un hongo de estructura anamoérfica de coloracion
grisacea cuyo anamorfo es Botryotinia whetzel el cual es un género cosmopolita
de actividad patdogena conocido por causar atizonamiento en varios
hospedantes cultivados en diversas regiones de México. Las plantas de Lilium
enfermas manifiestan sintomas necroticos representados por grandes manchas
en las hojas descendiendo por el tallo y también en los botones y las flores. En
condiciones de humedad elevada se observa sobre las lesiones la presencia de

un moho gris oscuro (Cabrera, 2005).
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Pythium ultimum produce una lesion al cuello que afecta el sistema radicular
adventicio. Las raices se vuelven café claro y de textura vidriosa, derivando de
una putrefaccion general que termina con el corte del tallo, dando muerte a la

planta.

Cylindrocarpon destructans y Cylindrocarpon radicicola producen pudricion de

escamas y en el interior del bulbo.

Hongos patogenos de mayor incidencia en Lilium sp.

Los hongos imperfectos. Principalmente hongos que no se ha observado un
ciclo sexual. Comprende una gran cantidad de especies de hongos (unas
15,000) en las que la reproduccion se realiza solamente por mecanismos
asexuales o para sexuales. Debido a que los Deuteromycetes aparentemente
carecen de una fase de reproduccion sexual, también llamada “perfecta”, por lo
general son denominados hongos imperfectos o técnicamente fungi imperfecti.
La subdivision deuteromycotina se encuentra dividida en tres clases,

Blastomycetes, Hyphomycetes y Coelomycetes.

La mayoria de los Deuteromycetes es terrestre aunque hay muchos acuaticos
tanto marinos como duceacuicolas. La mayor parte de ellos son saprofitos o
parasitos débiles de plantas. Pocos son parasitos de otros hongos y algunos
son destructores de nematodos. Para el hombre son de gran trascendencia las
actividades quimicas de estos hongos por su participacién en la producciéon
industrial de diversas sustancias incluyendo los antibioticos (Alexopoulos, 1996;
Herrera, 1998).

Los organismo pertenecientes al grupo deuteromycotina tipicamente forman un
micelio bien desarrollado, septado y ramificado, con los compartimentos o
células generalmente multinucleadas. Los septos de las hifas en la mayoria de

las especies son del tipo encontrado en los ascomicetes, con un poro central
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que permite el paso de nucleos y organelos citoplasmaticos de un
compartimiento a otro.

Los hongos de este grupo son Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Botrytis sp.,
Chrysonilia sp., Cladosporium sp., Curvularia sp., Fusarium oxysporum,
Penicillium sp., Scopulariopsis sp., Scytalidium dimidiatum, Trichoderma sp.,

Ulocladium sp.

Aspergillus niger

Aspergillus niger es un hongo que presenta colonias con pliegues, de micelio
blanco que cambia a amarillo suave. La produccion de conidios se observa por
la presencia en la superficie del micelio de puntos negros similares a la
pimienta, que pueden volverse tan densas con el tiempo. El reverso de la

colonia queda de color gamuza o crema.

Microscopicamente las hifas son tabicadas con conidioforos largos y lisos.
Vesiculas esféricas, da origen a grandes métuladas y fialides mas pequefias
desde las cuales se producen conidias negras que oscurecen la superficie de la
vesicula. Presentan vesiculas globosas de 50-100 um de diametro métula de
6.5-10 x 3-5 um, fidlides que van directamente sobre la vesicula o sobre la
medula de 7.0-9.5 x 3-4 um y conidias globosas o subglobosas de 3.5-5 um de
diametro (Koneman, 1996).

g .

B

Figura 2 Morfologia microscépica de Aspergillus niger
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Diversos cultivos bésicos poseen una microbiota particular de bacterias,
insectos y hongos que pueden causarles dafio. Entre ellos el género fungico
Aspergillus y, de este las especies A. flavus, A. niger y A. parasiticus son las
mas importantes, debido a la produccion de aflatoxinas que provocan gran
variedad toxicos en seres vivos expuestos al grano contaminado. Actualmente,
las regulaciones mexicanas establecen limites permisibles solo para aflatoxinas
en cereales y sus productos, excluyendo otras micotoxinas (Martinez et al.,
2013).

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum es un hongo que se presenta como saprofito en el suelo o
también como patégeno especializado, denominado forma especial (f. sp.),
segun la planta hospedante u hospedantes relacionadas que afecte. Es posible
distinguir patotipos o razas fisiologicas de una misma forma, cuando se
determina la variedad de la especie vegetal que ataca y aun en poblaciones
clénales al analizar caracteristicas moleculares. No obstante con referencia a la
especificidad como fitopatdbgenos, pruebas de patogenicidad realizadas en
condiciones de invernadero con el hongo causante del marchitamiento vascular
en tomate (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici) causo infecciones en plantas

de clavel y rdbano en un 20 % y 47 %, respectivamente.

En 1993 Gardini y colaboradores utilizando la cepa Fusarium oxysporum f. sp.
erythroxyli causo el 100 % de la marchitez vascular en plantas de coca y el 25
%y 12.5 % en achote y tomate. (Garcés de Granada, 2001).

Fusarium oxysporum f. sp. Lili y f. sp. narcisii es el agente causal de la
pudricion basal en bulbos. Los sintomas del ataque son podredumbre parda
oscura, que comienza en el disco basal para extenderse por toda la planta. La
parte externa presenta marchitez afectando incluso el boton floral, los cuales no

seran viables o tendran antesis antes de su fecha de floracion.
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Figura 3 Morfologia microscopica de Fusarium oxysporum

Penicillium janthinellum

El género Penicillium del latin penicillius (pincelito), fue publicado por primera
vez en la obra “Observationes in ordines plantarum naturales” en 1809. El
mismo hace referencia a la morfologia de la estructura conidibgena

caracteristica del género, que se asemeja a un pequefio pincel.

Figura 4 Morfologia microscépica de Penicillium janthinellum.

El género Penicilium es saprofito, ubicuo y oportunista. Con exigencia
nutricional baja; es capaz de desarrollarse casi en cualquier entorno (Pitt y
Hocking, 2009). ElI dafio a Lilium es provocado principalmente en
almacenamiento de bulbos debido a la produccién de enzimas extracelulares
como celulasas y hemicelulasas, referido como moho azul, pudricién blanda o
pudricion de almacén (Ellis, 2013). Al mismo tiempo de la pudricion, también se

producen metabolitos secundarios toxicos conocidos como micotoxinas que
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pueden tener efecto neurotdxico o nefrotdxico como la penitrem A, citrinina o

carcinégeno como el 4cido penicilico (Overy, 2005).

Durante el desarrollo de Lilium, Penicillium provoca infecciones a través de
heridas y sitios de ruptura; se encuentra presente en un 90 % de material
vegetal aparentemente sano. Dentro de los dafios que se conocen, esta la
pudricion de bulbos de flor o de vegetales (Overy, 2005; Hernandez-Anguiano,
2006). La interaccion de Penicilium-hombre, ha originado diversos efectos,
algunos benéficos como la produccién de antibiéticos o perjudiciales como el
dafio en cultivos y post-cosechas.

Entre otros auxiliares en la identificacién de especies del género Penicillium, se
encuentra el comportamiento cultural y micromorfolégico, lo cual ha sido el
criterio mas recurrente desde 1973 que se establecieron condiciones
estandarizadas como criterio taxondmico (Pitt y Hocking et al., 2009); también
se cuenta con la secuencia molecular, la cual se ha convertido en un método de
rutina para la identificacién de levaduras y hongos filamentosos (Aspergillus sp,
Fusarium sp y Penicillium sp), esto a cargo de la secuenciacion de la region ITS
del ADN ribosomal y con los genes constitutivos como la calmodulina, B-
tubulina y el factor de elongacién 1-a (Samson et al., 2004; Pitt y Hocking et al.,
2009).

Rhizoctonia solani

Este hongo produce su dafo a nivel de sustrato, su presencia en Lilium y en
varias especies bulbosas se distingue porque el brote apical presenta retraso en
la emergencia y las primeras hojas estan podridas, las cuales caeran dejando
cicatrices en el tallo. En el caso de una infeccién ligera los dafios se limitaran a
las hojas mas proximas al suelo y a las hojas verdes de la parte inferior de los
rebrotes. En estos casos las hojas presentaran unas manchas de un ligero color

marron, dando lugar a una especie de corrosion en las hojas sin demasiada
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importancia. Por lo que en casos de infeccion ligera las plantas pueden llegar a

florecer aunque bastante retrasadas y con una calidad mediocre.

En caso de que la infeccion sea mas grave la brotacion se hace con dificultad y
se suelen dafar la mayoria de las hojas. El aspecto de Lilium es similar a un
raquitismo como consecuencia de un desarrollo muy pobre de las raices, del
tallo y dando lugar todo ello a una floracién de mala calidad en la que muchas

ocasiones los botones florales llegan desecarse antes de abrir.

Figura 5 Morfologia microscdpica de Rhizoctonia solani

Proceso de infeccion de hongos en Lilium sp.

Ciertos hongos poseen caracteristicas muy especiales que les permiten
sobrevivir en forma parasitica sobre los insectos y plantas y en forma saprofita

material vegetal en descomposicion (Cafiedo y Ames, 2004).

En las enfermedades producidas por hongos (micosis) (Tanada y Kaya, 1993)

se pueden identificar tres fases durante esta.

1. Adhesién y germinacion de la espora en la cuticula de la planta o semilla

(hospedero):

El proceso de adhesion, dependiendo del hongo, puede ser un
fendmeno especifico o no especifico. Mientras que la germinacién

de las esporas es un proceso mediante el cual una espora emite
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uno o varios pequefos tubos germinativos que al crecer o
alargarse da origen a las hifas, este proceso depende de las
condiciones de humedad y temperatura ambiental. En menor
grado la luz condiciona el ambiente alimenticio. Las esporas que
germinan en la superficie del huésped forman un tubo germinativo
el cual funciona como una hifa de penetracion de la cuticula.
También puede producir una estructura llamada apresorio, la cual
ayuda a la adhesion de la espora. El éxito de la germinaciéon y la
penetracion no depende necesariamente del porcentaje de
germinacioén sino del tiempo de duracion de la germinacion, modo
de germinacion, agresividad del hongo, tipo de espora y

susceptibilidad del hospedante (Samson, 1988).

2. Penetracion dentro del tejido:

Esta penetracion por parte de la hifa es el resultado de la
degradacion enzimatica de la cuticula y la presibn mecéanica
ejercida por el tubo germinativo. Ademas depende de la cuticula,
grosor, esclerotizacion, presencia de sustancias nutricionales y
estado de desarrollo del huésped. La digestion de las capas
externas de los tejidos se produce mediante las enzimas
(proteasas, aminopeptidasas, lipasas, estereasas y quitinasas).
Cuando la hifa ha llegado a los tejidos se pueden producir
diferentes reacciones de defensa del huésped hacia un cuerpo
extrafio como la fagocitosis, encapsulaciéon celular y la formacion
de compuestos antimicrobianos como las lisozimas, aglutininas y
melanizacion. En este caso el hongo debe vencer el sistema
inmunoldgico del hospedante antes de entrar a la hemolinfa y

desarrollarse dentro del huésped.
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3. Desarrollo del hongo y posible muerte de hospedante:

Luego de que llega al tejido, el hongo puede evitar la defensa
inmune del hospedante produciendo células parecidas a levaduras
llamadas Dblastosporas, que se multiplican y dispersan
rapidamente, desarrollan protoplastos, elementos discretos
ameboides, sin pared celular que no son reconocidos por los
hemocitos del hospedante y produciendo micotoxinas. La
dispersion de estos en el hemocele depende de la especie del
hongo.

Las toxinas producidas juegan un papel muy importantes, la
muerte del hospedante es mas rapida debido a cantidades
considerables de toxinas, ya que se adiciona la toxemia a la
destruccion de los tejidos y a las deficiencias nutricionales.

Control y manejo de hongos patégenos de Lilium sp.

La implementacion de programas de control de enfermedades provocadas por
hongos fitopatdgenos en sistemas intensivos de produccion, es la solucién que
ha llevado a los agricultores, a intentar erradicar la poblaciébn de agentes
perjudiciales, logrando apenas reducir las altas tasas de crecimiento de
patégenos, Sin considerar las consecuencias en el medio ambiente. En temas
siguientes se describiran técnicas que han sido de apoyo en la agricultura tanto

en México como en paises subdesarrollados

Control cultural de patdgenos

En general los hongos producen decaimiento en los bulbos de Lilium en
almacén y aunque algunos son considerados como patogenos débiles, el
programa de manejo integrado recomienda evitar dafio mecanico y eliminacion

del material enfermo (Dreistadt, 2001). Otra alternativa es la rotacion de
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cultivos, alternando con aquellos que no son afectados por estos fitopatégenos,
por lo que se recomienda seguir el manejo que se da con Fusarium oxysporum
(Riaz, 2009); sin embargo se corre el riesgo de remplazar la produccién de flor
de Lilium, limitando la disponibilidad de terrenos para su produccién. Otro punto
a considerar es el almacenamiento que debe ser adecuado; la temperatura para
el bulbo en almacén se ajusta de acuerdo a la fecha de siembra programada; 2-
5 °C con la humedad relativa de 70-80 % si se requiere un periodo largo de
almacenamiento; sin embargo se reporta que bajo estas condiciones el ataque
por Penicillium aumenta (Chauhan y Saaltink, 1969). Para periodos cortos de

almacén, la temperatura ambiente es adecuada.

Control quimico de patoégenos

Un funguicida sintético comunmente utilizado es el “Procloraz’, que actua
inhibiendo la sintesis del ergosterol en ascomicetos, basidiomicetos y
deuteromicetes. Lado et al. (2011) menciona que en ambientes donde se han
aplicado continuamente, se ha observado poblaciones de patdgenos resistentes
a las dosis comerciales. Sin embargo no es el Unico agente quimico de amplio
espectro comercial, el imazalil, tiabendazol, benomilo y carbendazim son

opciones en la prevencién, tratamiento y control de micosis.

El benomilo y el tiabendazol son protectantes y curativos eficaces; mientras que
el imazalil y Procloraz inhibe la esporulacién, en cualquier caso se recomienda
el cuidado de las aplicaciones constantes pues las poblaciones patdégenos
tienden a crear resistencia a las dosis comerciales (Ram, 2004; Hao, 2010;
Lado, 2011).

Hao et al. (2010) reportaron que el control de la pudricibn ocasionada por
Penicillium se puede mejorar si el fungicida “Procloraz” se combina con
derivados naturales y que estos compuestos fueron mas efectivos que el

Procloraz solo. De los derivados naturales que mejor se conocen por sus
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efectos fungicidas y fungistéticos in vitro e in vivo, estan los obtenidos de hoja
de guayaba (Psidium guajava L.) y epazote (Chenopodium ambrosioides L.)
(Kumar, 2007; Bakkali, 2008; Dhiman, 2011) y que previamente ya han sido
utilizados en el control de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli que también

ocasiona pudricion en el cormo de gladiolo. (Gardufio-Pizafa, 2010).

Control bioldgico de patogenos

En los ultimos afios el uso de productos quimicos para el control de
enfermedades en plantas se ha intensificado, incrementando los costos de
produccion. Para reducir el uso de estos productos, la agricultura debe
establecer nuevas alternativas. Una de ellas es el uso de extractos vegetales,
que ha capturado el interés de productores e investigadores, presentando
resultados satisfactorios, tanto en laboratorio como en campo, con el fin de
determinar especies de plantas, que podrian utilizarse efectivamente para el
control de los diferentes hongos fitopatégenos en los cultivos de Lilium entre

otros.

Rosca-Casian et al. (2007) Comprobé la actividad antifungica in vitro del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de sabila (Aloe vera), al inhibir el
crecimiento micelial de hongos aislados de plantas ornamentales del genero
Iridaceae; los hongos aislados fueron: Botrytis gladiolorum, Fusarium
Oxysporum, Heterosporium pruneti y Penicillium gladioli; tres de los cuales se
conocen por dafios a plantas ornamentales y en conjunto en cultivos basicos.
Por otro lado Gomez et al. (2007) mencionaron la eficacia de extractos del arbol
Fagara monophylla, el cual gracias a sus componentes alcaloides vy
propiedades antibioticas mostraron actividad sobre Aspergillus terreus, A.
flavus, Penicillium digitatum, P. funicolosum, P. citrinum, Paecilomyces y
Candida albicans. Parvu et al. (2011) mostraron la actividad del extracto de ajo
(Allium senescens) contra Aspergillus niger, Botrytis cinerea, B. paeoniae,

Fusarium oxysporum f sp tulipae y Penicillium gladioli.
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El uso de extractos vegetales es mas factible en cultivos intensivos donde el
principal problema es ocasionado por hongos del suelo como Rhizoctonia sp.,
Fusarium sp., Sclerotium sp. y Penicillilum sp. causando la enfermedad
conocida como “Damping off”. Se conoce con este nombre a la incapacidad de
las semillas de germinar en el terreno y también a la muerte de plantulas en
post-emergencia debido a la accién patdogena de muchos microorganismos
(Fernandez Valiela, 1978).

También existe el control alternativo o control natural de acuerdo con Stoll
(1989), que consiste en la utilizacion de los medios que proporciona la
naturaleza para la proteccién de los cultivos conforme a lo mencionado por
Hernandez et al. (2007), las plantas producen sustancias con propiedades
antimicrobianas que pueden ser empleadas para controlar diferentes
enfermedades. La obtencion de los extractos vegetales y el estudio de sus
compuestos activos propician su empleo contra diferentes fitopatégenos, como

los causantes del “Damping off.”

Tratamientos Hidrotérmicos

El calor pre-almacenamiento es un método de post-cosecha no quimico
(Sharma y Tripathi, 2008), los tratamientos con calor afecta el comportamiento
de la sintesis de proteinas. Las nuevas proteinas sintetizadas se conocen como
“‘proteinas de choque térmico” y se generan tanto en el patdogeno como en el
hospedero. Estas proteinas producen un efecto de inhibicion- resistencia; y se
involucran tanto en la recuperacion del estrés por calor como en la termo-
resistencia. Cuando la temperatura de los tratamientos es moderada, se da la
oportunidad de crear resistencia en el patdgeno; por lo que el principio de los
tratamientos térmicos se basa en la idea de que el patdgeno es mas termo

sensible que el tejido del hospedero, de modo que se inhibe el crecimiento del
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patbgeno y se activa la resistencia natural del hospedero al aplicar

temperaturas altas (Sharma y tripathi, 2008).

La hidrotermia es una técnica comunmente utilizada en gedfitas (plantas de
crecimiento subterrdneo) como liatris (Liatris spicata), gladiolo (Gladiolus spp.),
narciso (Narcissus spp.), tulipan (Tulipa spp) y Jacinto (Hyacinthus spp.)
(Ramos-Garcia, 2009).

CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

En la siguiente seccion, se describe la metodologia asi como los
procedimientos analiticos llevados a cabo para poder cubrir los objetivos

particulares establecidos.

Localizacién del experimento

El experimento se desarroll6 en el periodo de enero del 2014 a febrero del 2016
en la Universidad Autonoma Chapingo, en los laboratorios destinados al area
de fisiologia vegetal de investigacion de posgrado localizados en el km 38.5
Carretera México-Texcoco, Chapingo, México, en coordenadas 19° 29°02.6” N,
98°53°07.4 W a una altitud media 2250 msnm.

Material vegetal

El material vegetal (especies ornamentales en maceta) seleccionado para el
aislamiento de microorganismos patdgenos fue elegido de diversos viveros del

Estado de México, Jalisco, Michoacan y Puebla (Cuadro 1).
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Cuadro 1 Localizacion de los puntos de muestreo

Estado Municipio Empresa

Estado de México Texcoco - Viveros de Antonio Segura

- Viveros forestales de mascota

Jalisco Mascota - Viveros y suministros de jardineria
Michoacan Morelia - UACh
- Mercado de flores
Puebla Atlixco - Flores y articulos de decoracion
Gonzélez

Los bulbos de Lilium sp utilizados durante las etapas de experimentacion para
la obtencién de los extractos vegetales pertenecieron a un Unico lote de
importacion de la empresa “Van den Bos Flowerbulbs B.V” provenientes de
Dijkweg 115, Honselersddijk, Holanda. El lote estuvo conformado por 300
piezas de bulbos calibre 14/16 del genero Lilium hibridos L/A

(longiflorum/asiatico) de la variedad “Indian summer”.

Material microbiologico

Las cepas de hongos seleccionadas fueron aisladas y/o donadas de diferentes
lugares, ambientes y condiciones. Aspergillus niger, Fusarium oxysporum,
Penicillium janthinellum, y Rhizoctonia solani, fueron proporcionadas por el
departamento de Parasitologia de la Universidad Autbnoma Chapingo. Las
cepas silvestres fueron aisladas de plantas con visible infeccion micotica de los

viveros mostrados en el cuadro 1.

Aislamiento e identificacion de hongos fitopatégenos silvestres

El aislamiento de hongos se realiz6 en especies ornamentales variadas, que

presentaron dafio aparente, ocasionado por infesta micética. En campana de
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flujo laminar, se tomé una muestra del tejido dafiado y en algunos casos con
pudricion y fue colocado en cajas Petri de vidrio con medio agar papa dextrosa
(PDA) incubandose durante 10 d a 28 °C a media luz. Las diversas colonias se
aislaron, resembraron y purificaron hasta obtener cultivos monosporicos y
axénicos. La conservacion de cepas fungicas se realizé con la técnica de cultivo
seriado (Mateos, 2002). Una vez obtenido el crecimiento micelial se
determinaron los patdégenos presentes con ayuda de claves de identificacion
(Barnett y Hunter, 1998). Las estructuras microscopicas del micelio aislado se
observaron al microscopio (Olympys CH20), las imagenes fueron tomadas con
una camara digital del 14.2 MPX (Samsung WB150F).

Las cepas obtenidas de los muestreos en viveros que mostraron presencia de
polvo y moho caracteristico de la sintomatologia de micosis, siguieron el
protocolo de Hernandez-Moreno et al. (2013); colocando el polvo provocado por
este tipo de pudricion en cajas Petri con medio agar papa dextrosa (PDA), se
incubaron durante 10 d a 28 °C en oscuridad total. Las diversas colonias se
aislaron, resembraron y purificaron hasta obtener cultivos monospoéricos, en
medio agar-agua por el método de dilucidon decimal seriada; se incubaron en
condiciones ambientales de laboratorio por 36 h algunas esporas germinadas
se transfirieron a caja Petri con PDA. La conservacion de cepas fangicas se

realizé con la técnica de silica-gel (Chang y Elander, 1986).

Caracterizacion de hongos fitopatégenos silvestres

Extraccion de ADN

Con base al protocolo propuesto por castellanos (2007). A partir de un
cuadrante de 5 x 5 mm de area, proveniente de un cultivo axénicos se

inocularon 50 mL de medio caldo papa dextrosa y se incubo 4 d a 28 °C.
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El micelio se recuper6 con papel filtro estéril (Papel Whatman®, Grado 1);
posteriormente el micelio se macero y trituro con nitrégeno liquido en un
mortero de porcelana. En tubos Eppendorf, se agregd 0.2 g del micelio
macerado (aproximadamente hasta la marca 150 pL) mas 700 uL de buffer de
extraccion con proteinasa K, se homogeneizé la mezcla mediante vortex e
incub6 a bafio Maria a 65 °C durante 1 h, durante este periodo se mezcld por

inversion manual cada 20 min.

Después de la incubacion se agreg6 0.5 volumenes de acetato de amonio 7.5 M
y se mezcld por inversion del tubo para ser incubado a temperatura ambiente
por 10 min. Finalizando la incubacién se centrifugd a temperatura ambiente a
12,000 rpm durante 10 min. Posteriormente se rescatd el sobrenadante
evitando contaminar con la interfase y trasladando la muestra a un nuevo tubo
Eppendorf de 1.5 mL; a continuacién se adiciond 1 volumen igual de una
solucion de cloroformo y alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugé a 12,000 rpm
durante 10 min a temperatura ambiente. Se rescat6 el sobrenadante y se colocé
en un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 mL, seguido de esto se agregd acetato de
sodio 3 M de pH 5.2 (1/10 del volumen del sobrenadante) y se homogeneiz6

manualmente por inversion.

Posteriormente se agregd isopropanol frio en una relacion 1:1 y se
homogeneiz6 suavemente por inversion del tubo manualmente. La muestra
obtenida se incub6 a -20 °C durante toda la noche, para posteriormente
centrifugar a 14,000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente, seguido de la
eliminacién del sobrenadante. A continuacion se lavo el pellet (pastilla) con 800
uL de etanol frio al 70 %, y se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 min. Se volvio
a eliminar el sobrenadante y se dejo secar el pellet a temperatura ambiente. Se
diluy6 el pellet en el buffer 1X TE afiadiendo 2 pL de RNAasa (1 mg/mL) y se

incub6 a 37 °C durante 1 h. Finalmente se almacen6 el ADN a -20 °C.
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La pureza del ADN obtenido, se verifico por electroforesis en un gel de agarosa
al 4 % tefiido con 3 pL de marcador molecular GelRed 10,000x (0.1ug/uL) y se
observd en un fotodocumentador molecular (UVP High Performance UV
Transiliminator, Modelo Digi doc it Darkroom). Se determind la concentracion de
ADN en el nanodrop (Thermo Scientific modelo NanoDrop Lite) para
posteriormente ajustarla a 50 ng/uL utilizando la formula C;V; = C,V,, como

parte de los requerimientos del laboratorio para cuantificacion y secuenciacion.

Analisis molecular

Una vez determinada la calidad 6ptima del ADN se realiz6 la secuenciacion del
mismo, para lo cual la reaccidon de PCR requiri6 una mezcla de reaccion

constituida por los componentes y volimenes mostrados en el cuadro 2.

Cuadro 2 Composicion de la mezcla de reaccion para PCR

Componente Volumen pL/reaccion

DNA (20ng) 4
dNTPs (1 mM) 5
Buffer 5X 5

MgClI2 (25 mM) 2.5
ITS5* (10 pM) 1
NL4** (10 pM) 1

Tag Poly 5u/pL 0.3
Agua grado HPLC 6.2

*Secuencia del primer ITS5 5 GGA AGG AGA AGT CGT AAC AAG G 3’
**Secuencia del primer NL4 5 GGT CCG TGT TTC AAGACG G ¥

Las condiciones de termociclaje fueron: un ciclo a 95 °C, por 4 min durante 35
ciclos [95 °C, 1 min; 57 °C, 1 min; 72 °C, 2 min] y un ciclo de extension final a
72 °C por 10 min. La limpieza de los fragmentos ITS amplificados se llevd a
cabo con las enzimas Sap y Exol. La secuencia se realiz6 con los primers
(iniciadores) internos ITS1 (5 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3) e ITS4 (5
TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3)).
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El andlisis de la secuencia se realiz6 con diferente software, siendo CHROMAS
PRO (http://technelysium.com.au/wp/chromaspro/) fue el programa que se
utilizé para limpiar el cromatograma y preparar la secuencia para el ensamble.
El programa MEGA ver 5.0 (http://www.megasoftware.net/download_form) se
utilizé6 para realizar las alineaciones y por udltimo el CLUSTAL OMEGA
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) se utiliz6 para realizar los

alineamientos multiples.

Analisis de patogenicidad

Se utilizaron 10 bulbos de Lilium sanos variedad “Indian summer” calibre 14/16,
ocho bulbos para los ensayos de patogenicidad por duplicado con cada cepa de
hongo y dos como tratamiento testigo. Se despojo a los bulbos de las escamas
deshidratas o que presentaron cualquier dafio fisico, se lavaron con solucién
jabonosa y enjuagaron con agua potable. Bajo condiciones estériles se
desinfectaron con solucion de hipoclorito de sodio al 1.5 % por 2 min, se
enjuagaron con agua destilada en dos ocasiones y se colocaron sobre papel
secante (Kuklinsky, 1993). Al secar los bulbos se colocaron en bolsas

herméticas con cierre dentado nuevas y desinfectadas.

Cada par de septos se inocularon con cultivo de Aspergillus niger, Fusarium
oxysporum, Penicillium janthinellum y Rhizoctonia solani de 10 d
respectivamente. Los septos inoculados se incubaron por 30 d a temperatura
ambiente. Los métodos de inoculacién fueron: “infiltracion de suspension de
esporas” en el caso de los géneros Penicillium y Aspergillus, segun la
metodologia propuesta por Gonzalez-Pérez (2011); la suspension se ajusto a
una concentracién de 10° esporas-mL™. Se infiltré6 un mL en el brote apical y 1
mL en la placa basal. Inoculacion con micelio en el caso de los géneros
Fusarium y Rhizoctonia; se basé en la metodologia propuesta por Cruz-Miranda
(2011), para lo cual se coloco micelio en una herida hecha de 3 mm de

didmetro, con un bisturi cerca del brote apical.
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Como tratamiento interno se adicioné la vernalizacion de 5 de los 10 septos (4
°C por 12 semanas) y como variables de respuesta del dafio externo se
consider6 la decoloracion del tejido hundimiento del color café y la presencia de
micelio en sus variantes de colores, realizando finalmente 10 tratamientos con 2

repeticiones, en un disefio experimental completamente al azar.

Obtencion del extracto vegetal

La obtencién del extracto vegetal crudo siguid tres protocolos propuestos por
diversos autores con la finalidad de estandarizar la técnica de obtencion de
extractos en bulbos de Lilium sp. para lograr la mayor obtencion de compuestos

organicos activos, durante la manipulacién tanto fisica como quimica.

Técnica 1

La seleccion de los bulbos siguié el protocolo antes expuesto por (Kuklinsky,
1993) para la seleccion y sanitacién de septos, posteriormente, se pesaron 150
g de bulbos fresco de Lilium hibrido L/A “Indian summer” que fueron licuados
por 2 min en un litro de agua destilada, se dej6é reposar por 60 min y
posteriormente se filtrd el sobrenadante primeramente con un pafio de algodén
y posteriormente con filtro de papel. El extracto obtenido se llevo a refrigeracion
a 4 °C hasta su utilizacion (Chavez, 2012).

Técnica 2

Los bulbos se limpiaron retirando impurezas, se desprendieron los septos mas
afectados por dafio fisico, se pesaron 150 g y se maceraron en un mortero con
50 mL de etanol al 100 % grado analitico, una vez lograda una masa
homogénea y sin presencia de sélidos, se colocé en un matraz por 60 min para
reposar y lograr la precipitacion del bagazo, posteriormente se extrajo el etanol

y se adicion6é 50 mL mas de etanol al 100 % y se dej6é reposar a un tiempo
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equivalente. A continuacion se extrajo el sobrenadante (etanol) y se confind a 4
°C

Técnica 3

Se pesaron 150 g de bulbos Lilium hibrido L/A “Indian summer”’, que no
presentaron marchitamiento, fisuras o deshidratacion, inmediatamente se
separaron los septos de la placa basal, los cuales fueron lavados en una
solucion jabonosa y enjuagados con agua potable. Posteriormente, se
desinfectaron con solucion de hipoclorito de sodio al 1.5 % por 2 min, a
continuacion se cortaron en trozos homogéneos, se expusieron a
deshidratacion a temperatura ambiente durante 4 d, evitando la luz directa. Al
finalizar este periodo se maceraron en mortero con 50 mL de etanol al 100 %

grado analitico y se continud con el protocolo “2” (Sarubbi, 2002).

Cromatografia en capa fina

Una vez obtenido el extracto vegetal crudo, se procedié al fraccionamiento de
este por afinidad en la polaridad de compuestos analizando por cromatografia
de capa fina (CCP) en el cual se emplearon placas de silica gel GF 254 de 0.25
mm de espesor y se corrieron en diferentes eluyente y concentraciones como lo

muestra el cuadro 3.

Cuadro 3 Mezclas de eluyentes utilizados en cromatografia de capa fina

Eluyente Proporcién

Hexano 100 % 1
Acetato de metilo 100 % 1
Acetato de metilo 50 % 1
Acetato de metilo 10 % 1
Etanol 100 % 1

Hexano 100 % - Acetato 100 % 11

Hexano 100 % - Acetato 100 % 8:2
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Obtencion del extracto vegetal no polar (EVNP)

En 30 mL de extracto vegetal crudo se adicion6 60 mL de hexano grado
analitico se agitdo en un vortex por 5 min, se extrajo el sobrenadante (hexano)
en el que interactian los compuestos no polares, y en rota vapor (Yamato
Rotary Evaporator RE601) se extrajo el hexano (68.7 °C — 1 atm) concentrando
el extracto vegetal no polar del extracto crudo conteniendo en su mayoria

acidos grasos, ceras, fosfolipidos, esfingolipidos etc.

Obtencidn del extracto medianamente polar (EMP)

En 30 mL de extracto vegetal crudo se adiciondé 60 mL de acetato de metilo se
agitdé en un vortex por 5 min y se extrajo el sobrenadante (acetato de metilo) en
el que interactian los compuestos medianamente polares, con ayuda del rota
vapor (56.3 °C — 1 atm) se concentrd el extracto vegetal medianamente polar

del extracto crudo, conteniendo en su mayoria alcaloides, flavonas etc.

Obtencion del extracto vegetal polar (EVP)

En 30 mL de extracto vegetal crudo se adicion6 60 mL de etanol 100 % grado
analitico se agité en vértex por 5 min y con ayuda del rota vapor se extrajo el
etanol (78.3 °C - 1 atm) y posteriormente el agua (100 °C — 1 atm)
concentrando el extracto vegetal polar del extracto crudo, conteniendo en su

mayoria azucares.

Caracterizacion del extracto vegetal

Se realiz6 en el laboratorio de nutricion de frutales del departamento de
Fitotecnia de la Universidad Autonoma Chapingo. En un equipo de
cromatografo de gases-masas (Perkin Elmer Instruments Turbo Mass Gold
Spectrometer Auto System XL Gas Chromatograph, USA), se utiliz6 la columna

capilar de silica-gel SP TM 2380. Se utilizé helio como gas portador a 1.5
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mL/min, después de la inyeccion de la muestra, la columna se mantuvo a una
temperatura inicial de 150 °C por 2 min, luego se incrementé 10°C/min hasta
alcanzar 250 °C manteniéndose asi por 8 min. La identificacion positiva de los
diferentes componentes se llevé a cabo mediante el andlisis de los tiempos de

retencion.

Bioensayos de inhibicién (Antibiogramas)

Para la realizacion de los antibiogramas, previamente se adicioné 30 mL del
extracto vegetal crudo con 100 mL de PDA para su esterilizacion,
posteriormente se distribuyd en cajas Petri (Araujo, 2008). Una vez solidificado
el medio de cultivo se procedié a inocular en el centro de cada placa, un
cuadrante de 5 x 5 mm con cultivo axénicos maduro el cual fue previamente
reactivado en medio liquido (caldo nutritivo) por 24 h y transferido a medio
sélido (PDA) por las 72 h siguientes, teniendo una cepa fungica con una carga

enzimatica activa capaz de realizar un crecimiento tipico.

Este procedimiento se efectud con 5 repeticiones para cada uno de los hongos
blanco, cada 24 h se realiz6 la medicion del halo de crecimiento micelial con
ayuda de una regla milimétrica (vernier), determinando el area del mismo y
expresando los resultados en cm?. Se clasifico el efecto inhibitorio de acuerdo al
radio del crecimiento micelial de los hongos en 6 rangos (cuadro 4), utilizando la

escala adaptada de Viveros y Castafio et al. (2006).

Cuadro 4 Escala de clasificacion del efecto inhibitorio de los extractos sobre el crecimiento micelial de los hongos
fitopatdgenos Rhizoctonia sp, Fusarium sp. Sclerotium sp. (Chdvez y Aquino, 2012).

RANGOS RADIO DE INHIBICION
(cm)
Alto >2.25
Medio 1.8-2.25
Bajo 1.1-1.7
Muy bajo 0.6-1
Bajo 0.2-0.5
Sin efecto <0.2
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Asimismo se observo la morfologia del mismo, esperando diferencias en la
coloracion y el desarrollo y crecimiento tipico del hongo a analizar.
Posteriormente se realizd la misma metodologia con el extracto vegetal no

polar, medianamente polar y polar.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANAVA), y
habiendo diferencias estadisticas, se llevd a cabo la comparacion de medias

por la test de Tukey con un nivel de significancia del 5 %.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion de hongos fitopatégenos silvestres

Las cepas fangicas donadas por el departamento de parasitologia de la
Universidad Autbnoma Chapingo (figura 6) caracterizadas previamente por el
laboratorio en resguardo, sirvieron como punto de partida en la caracterizacion

morfoldgica asociada a la descripcion de las claves de identificacion.

C)

Figura 6 Hongos donados por el departamento de parasitologia UACh a) Aspergillus niger, b) Fusarium oxysporum, c)
Penicillium janthinelum, d) Rhizoctonia solani.
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Posteriormente en marzo del 2014 se realizé el primer muestreo (cuadro 5) para
la recopilacion de cepas fungicas que presentaran una evidente infeccion
masiva en diversas especies ornamentales en estados de la republica mexicana
con mayor producciéon y demanda tanto nacional como internacional (INEGI,
2015).

Cuadro 5 Muestreo de microorganismos 2014

Lugar Plantas Hongos Bacterias
Estado de México 11 5 8
Jalisco 7 7 4
Michoacan 14 7 5
Puebla 6 4 3

Sin embargo las condiciones climaticas, geograficas e incluso culturales,
influyen en la microbiota natural del suelo destinado a la horticultura
ornamental. Por tal motivo se establecié un segundo muestreo denominandolo
“confirmatorio” el cual se llevé a cabo en marzo del 2015 (cuadro 6) en fechas
similares al muestreo original, con la finalidad de corroborar la presencia de las
especies fangicas en estas localidades y su periddica incidencia en variedades

ornamentales ampliamente reportadas y de interés comercial.

Cuadro 6 Muestreo confirmatorio 2015 recopilacion de microorganismos en estados de mayor produccion y demanda
nacional.

Lugar Plantas Hongos Bacterias
Estado de México 10 7 6
Jalisco 10 9 7
Michoacan 10 7 8
Puebla 10 6 8
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Como resultado de este estudio, se obtuvo un mayor nimero de cepas viables
cultivables, aumentando el catdlogo de hongos interno en un 26 % y de
bacterias en un 45 % incluyendo los géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium
y Rhizoctonia. Cabe mencionar, que en el muestreo confirmatorio se tomaron
muestras de suelo complementarias a las muestras de tejido vegetal afectado
para una mejor determinacion de la relaciébn de microorganismos simbiontes y
parasitos. Los microorganismos se encuentran actualmente en confinamiento
en el cepario de la Universidad Politécnica de Pachuca como retribucion al

apoyo concedido a la realizacion de este proyecto.

De las cepas obtenidas se seleccionaron los microrganismos que presentaron
morfologia macroscopica evidente de los géneros Aspergillus, Fusarium,
Penicillium y Rhizoctonia, formando las siguientes paletas representativas de

cada lugar de muestreo (figura 7, 8, 9y 10)

B

Figura 7 Hongos aislados del Estado de México (2014) a) Aspergillus niger b) Fusarium oxysporum c) Penicillium
janthinelum d) Rhizoctonia solani
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Figura 8 Hongos aislados del estado de Jalisco (2014) a) Aspergillus niger b) Fusarium oxysporum c) Penicillium
janthinelum d) Rhizoctonia solani

A B) S

Figura 9 Hongos aislados del estado de Michoacdn (2014) a) Aspergillus niger b) Fusarium oxysporum c) Penicillium
janthinelum d) Rhizoctonia solani

Figura 10 Hongos aislados del estado de Puebla (2014) a) Aspergillus niger b) Fusarium oxysporum c) Penicillium
janthinelum d) Rhizoctonia solani

Caracterizacion morfologica de hongos fitopatdgenos silvestres

Considerando la descripcion morfolégica macroscopica y microscopica de
Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Penicillium janthinelum y Rhizoctonia
solani, reportados en literatura, se procedio a la observacién e identificacion de
las cepas silvestre aislada que cumplia macroscopicamente con la morfologia
tipica de la especie, comprobando asi la estabilidad estructural y predecir la
presencia de patotipos.
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Descripcion morfolégica macroscopica de Aspergillus niger.

Las observaciones correspondieron a las caracteristicas sefialadas en las
claves de identificacién (Barnett y Hunter, 1998) corroborando un diametro de
50 mm en una semana, una topografia lisa y expansiva, una textura
pulverulenta, una coloracién verde azulada con un margen blanquecino y un
reverso color crema, en el cuadro 7 se describe las caracteristicas morfolégicas

visiblemente evidentes para la determinacion de la cepa Aspergillus niger.

Cuadro 7 Resultados morfolégicos macroscopicos de A. niger

Medio Descripcion

PDA Colonias al principio blancas y
posteriormente negras (72 h),
textura similar a la pimienta.

Agar
Sabouraud

Descripcion morfoldgica microscépica de Aspergillus niger.

Las observaciones coincidieron a las indicadas por las claves de identificacion
referente a las caracteristicas microscopicas de la cepa, definiendo conidiéforos
vesiculares, conidias pequeias y muy numerosas, masa de esporas en forma
de columna, conidioéforos cortos, vesiculas en forma de pera, sin presencia de
métulas, fidlides agrupadas con puntas hacia arriba cubriendo Unicamente los
2/3 partes de la vesicula, las conidias son redondas de 2.5-3.5 um de diametro
con una superficie ligeramente rugosa (Barnett y Hunter, 1998), en el cuadro 8
se describe las caracteristicas morfologicas microscopicas visiblemente

evidentes para la determinacion de la cepa Aspergillus niger.
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Cuadro 8 Resultados morfoldgicos microscdpicos de A. nige

Estructura Descripcion
Hifas Septadas hialinas
Conidiéforos  Pared lisa, hialinos, largos
Vesiculas  Globosa grande, subesférica
Fialides Bisériadas
Conidias  Globosa negras, subesféricas

Descripcion morfologica macroscépica de Fusarium oxysporum.

Los resultados coinciden con las claves de identificacion que describen un
crecimiento de 64 mm por semana en cultivo de PDA a 25 °C, un micelio aéreo
abundante y algodonoso, a veces afelpado y de color blanquecino con
tonalidades rosa violaceo y purpura, principalmente en el centro de la colonia y
una pigmentacion variable, con predominio de los colores rosa violaceo vy
purpura en el anverso de la placa, y azul grisaceo en el reverso de la misma
(Barnett y Hunter, 1998), en el cuadro 9 se describe las caracteristicas
morfolégicas macroscopicas visiblemente evidentes para la determinacién de la

cepa Fusarium oxysporum.

Cuadro 9 Resultados morfoldégicos macroscdépicos de F. oxysporum

Medio Descripcion
Colonias al principio blancas
PDA y posteriormente purpuras,

algodonosas o lanosas (96
h), produccion de pigmento

Agar Sabouraud o _
purpura difusible en el medio

Descripcion morfolégica microscdpica de Fusarium oxysporum.

Desde el punto de vista morfolégico las claves de identificacion especifican
conidioforos que surgieron lateralmente de las hifas en el micelio aéreo, simples

y ramificados; esporodoquios ausentes, células conidibgenas monolocales y
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subcilindricas; macroconidios hialinos, de semicurvos a casi rectos a curvados,
puntiagudos en sus extremos, con tres a cinco septos de 26.10-36.74 x 3 - 4.54
um y célula basal en forma de pie. Los microconidios hialinas en forma en
falsas cabezas y abundantes en forma oval eliptica, con uno o dos septos de
3.58- 4.06 x 2.06 - 3.02 um y clamidosporas de 6.6 - 10.19 um de tamano,
abundantes, esféricas, de paredes lisas, terminales e intercalares y dispuestas
individualmente o en pares a lo largo de la hifa (Barnett y Hunter, 1998), en el
cuadro 10 se describe las caracteristicas morfoldégicas microscopicas

visiblemente evidentes para la determinacién de la cepa Fusarium oxysporum.

Cuadro 10 Resultados morfoldgicos microscopicos de F. oxysporum

Estructura Descripcion
Hifas Hialinas ramificadas
Coniditforos Cortos, simples
Microconidias Elipsoidales a cilindricas
abundantes

Macroconidias ~ Abundantes, delgado con
una célula apical, ligeramente
curva

Descripcidn morfolégica macroscopica de Penicillium janthinellum

La morfologia tipica macroscopica de esta cepa termodimérfica presenta
colonias filamentosas, lisas con surcos radiales a 25 °C. Las colonias son
azuladas, gris, verdosas en el centro y blancas en la periferia. Presentan un
pigmento soluble negro rapidamente difusible al medio observado desde el
reverso es tipico de los cultivos maduros. A 37 °C las colonias de Penicillium
janthinellum son cremosas a levemente rosadas y con textura glabra y plegada
(Barnett y Hunter, 1998), en el cuadro 11 se describe las caracteristicas
morfolégicas macroscopicas visiblemente evidentes para la determinacién de la

cepa Penicillium janthinellum.
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Cuadro 11 Resultados morfoldgicos macroscopicos de P. janthinellum

Medio Descripcion
Colonias de color verde-gris
PDA planas aterciopeladas

fasciculadas con produccion
de exudados.

Agar Colonias color café, planas
Sabouraud aterciopeladas fasciculadas
con produccion de exudados.

Descripcion morfologica microscopica de Penicillium janthinellum.

Penicilium posee hifas septadas hialinas (1.5-5 um de diametro), con
conidiéforos simples o ramificados, métulas, fialides y conidias. Las conidias
(2.5-5 um de diametro) son redondas unicelulares y observadas como cadenas
no ramificadas en el extremo de las fidlides. En su fase filamentosa es
microscopicamente similar a otras especies de Penicillium. En su fase de
levadura presenta células globosas o alongadas con forma de cilindrica
alongada (3-5 um) que se multiplican por fision (Barnett y Hunter, 1998), en el
cuadro 12 se describe las caracteristicas morfolégicas microscopicas
visiblemente evidentes para la determinacibn de la cepa Penicillium

janthinellum.

Cuadro 12 Resultados morfoldgicos microscopicos de P. janthinellum

Estructura Descripcion
Hifas Septadas
Conidioforos Hialinos, largos hialinos,
ramificados
Métulas Ramificadas de constitucion
gruesa
Fialides Forma de botella con cuello
angosto agrupado
Conidias Globosas, lisas, hialinas,
esféricas
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Descripcion morfologica macroscépica de Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani es un hongo hidréfilo y termofilo muestra un crecimiento
micelial de color marrén a castafio algodonoso a 25 °C. Sin embargo a 30 °C la
coloraciéon se empardese pigmentando con mayor intensidad del centro a las
capas exteriores y a 37 °C el micelio toma una consistencia gelatinosa en las
hifas més alejadas del centro (Barnett y Hunter, 1998), en el cuadro 13 se
describe las caracteristicas morfolégicas macroscépicas visiblemente evidentes

para la determinacion de la cepa Rizoctonia solani.

Cuadro 13 Resultados morfoldgicos macroscopicos de R. solani

Medio Descripcion
Colonias de color café-pardo
planas al inicio y formacion
PDA de superficie algodonosa
aérea blanquecina
posteriormente, la
pigmentacion se vuelve mas

obscura.
Colonias color café claro con
Agar una tendencia a amarillo al /4
Sabouraud inicio, planas aterciopeladas
y con produccion de micelio ’

algodonoso al cubrir el &rea
determinada.

Descripcion morfolégica microscépica de Rhizoctonia solani.

Rhizoctonia solani produce esclerocios en una textura uniforme con redes
hifales, ramificacion cerca del septo central en la hifa vegetativa joven,
formacion de septos a una corta distancia del punto donde se originan las
ramas hifales, septos doliporos y células multinucleadas en la hifa vegetativa
joven (Barnett y Hunter, 1998), en el cuadro 14 se describe las caracteristicas
morfolégicas microscopicas visiblemente evidentes para la determinacion de la

cepa Rizoctonia solani.
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Cuadro 14 Resultados morfoldgicos microscopicos de R. solan

Estructura Descripcién ’ 4
Hifas Septadas, hialinas

esclerocio Superficie dura y resistente

conidias No presentes en fase

asexuada
Métulas Ramificadas de constitucion
gruesa
Fialides Forma de botella con cuello

angosto agrupado

Caracterizacion molecular de hongos fitopatogenos silvestres
Extraccion de ADN

Los resultados de la extraccion de ADN obtenidas se muestran en el cuadro 15,
en los cuales se describen con el sufijo numérico el lugar de aislamiento de la
especie del hongo a analizar. Designando como “1” a Texcoco, Edo de México,
“2” a Mascota, Jalisco, “3” a Morelia, Michoacan y “4” a Atlixco Puebla. Las
muestras que no presentan sufijo son las especies donadas por el

departamento de parasitologia de la UACh las cuales fueron secuenciadas por
el mismo.

Cuadro 15 Concentracion de ADN obtenida de las extracciones de micelio

Muestra  Cantidad Relacién Muestra Cantidad Relacion

(ng) 260/280 (ng) 260/280
Al 46.4 1.17 R3* 258.9* 1.91*
F1 14.7 1.82 P3 1246.4 1.24
R1 24.5 1.89 A4* 1750.4* 1.94*
P1 6.5 1.61 F4 77.5 1.58
A2 329.5 1.87 R4 240.9 1.63
F2* 90.5* 1.90* P4* 1265.3* 1.90*
R2 127.1 1.84 A 466.6 1.84
P2 527.8 1.67 F 132.1 1.78
A3 245.1 1.71 R 255.2 1.92
F3 86.2 1.85 P 633.9 1.89

A: Aspergillus niger, F: Fusarium oxysporum, P: Penicillium citrinum, R: Rhizoctonia solani.
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Las muestras sefialadas con asterisco, representan las cepas que presentaron
la mayor concentraciéon de ADN en base al protocolo definido por Castellanos et
al. (2007) siendo utilizadas para continuar con el protocolo de secuenciacion de
ADN.

Calidad del ADN

Se determind la calidad de las muestras de ADN seleccionadas en gel de
agarosa al 1.2 % el cual corri6é a un voltaje de 90 voltios. El resultado del gel se
muestra en la figura 11 en el cual se observan bandas nitidas denotando ADN

de alta calidad.

Figura 11 Calidad de ADN de las cepas de Aspergillus sp., Fusarium sp., Rhizoctonia sp. y Penicillium sp. en gel de
agarosa al 1.2 %

PCR-ITS

El producto de las amplificaciones con los iniciadores ITS1 e ITS4 de las cepas
de Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Penicilium janthinellum vy
Rhizoctonia solani se muestra a continuacion en los cuales se pueden observar

las bases difusas (basura) y que fueron sometidas a limpieza y secuenciacion.
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Aspergillus niger (Forward)
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Figura 12 Secuencia génica cruda de Aspergillus niger (forward)
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Aspergillus niger
(Reverse)
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Figura 13 Secuencia génica cruda de Aspergillus niger (reverse)
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Fusarium oxysporum
(Forward)
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Figura 14 Secuencia génica cruda de Fusarium oxysporum (forward)
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Fusarium oxysporum (Reverse)
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Figura 15 Secuencia génica cruda de Fusarium oxysporum (reverse)
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Rhizoctonia solani
(Forward)
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Figura 16 Secuencia génica cruda de Rhizoctonia solani (forward)
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Rhizoctonia solani (Reverse)
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Figura 17 Secuencia génica cruda de Rhizoctonia solani (reverse)
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Penicillium citrinum (Forward)
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Figura 18 Secuencia génica cruda de Penicillium citrinum (forward)
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Penicillium janthinellum (Reverse)
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Figura 19 Secuencia génica cruda de Penicillium citrinum (reverse)

Cotejo de las secuencias génicas

Las regiones intergénicas internas (ITS) de los genes ribosomales amplificados
por PCR, del aislamiento identificado morfologicamente como R. solani, tuvo

una talla de 700 pb que concuerda con la talla esperada para la especie. Las
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secuencias obtenidas tuvieron un 99 % de similitud con la region ITS, cuya

alineacion coincidid con R. solani JX050241.1

El aislamiento identificado morfologicamente como A. niger, tuvo una talla de
970 pb que concuerda con la talla esperada para la especie. La secuencia
obtenida tuvo un 98 % de similitud con la region ITS, cuya alineacion coincidio
con A. niger DQ207726.1

El aislamiento identificado morfologicamente como F. oxysporum tuvo una talla
de 1040 pb que concuerda con la talla esperada para la especie. La secuencia
obtenida tuvo un 99 % de similitud con la regio ITS, cuya alineacién coincidié
con F. oxysporum CM000589.1

El aislamiento identificado morfolégicamente como P. janthinellum tuvo una talla
de 930 pb que concuerdan con la talla esperada para la especie. Sin embargo
la secuencia obtenida tuvo un 99 % de similitud con la region ITS, cuya
alineacion coincidio con P. citrinum LKUP01000239.1.

La comparacion de las secuencias fue realizada con la base de datos en linea
Blast de NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi)

Analisis de Patogenicidad

Esta prueba confirm6 la capacidad de la cepa blanco para generar la
sintomatologia tipica de una micosis propia de cada género flngico en septos
de bulbos de Lilium hibridos L/A. Después de la infeccion inducida a 96 h se
observaron las primeras sefales de contaminacion sobre el tejido meristematica
del septo en forma de manchas amarillentas-pardas (Figura 20). Después de
las 144 h el area dafiada presentaba tejido degradado, sustrayendo de estas
zonas una alicuota para resembrar en medio soélido, confirmando la presencia

de Fusarium oxysporum de acuerdo a los postulados de Koch.
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Figura 20 Septo de Lilium L/A después de 96 h bajo infeccion inducida por cultivo axénico de Fusarium oxysporum
.Las flechas sefialan las afectaciones al tejido.

Obtencién del Extracto Vegetal

Del extracto obtenido se prosiguié a determinar la concentracion de los
compuestos presentes en el mismo, realizandolo bajo la técnica de densidad
Optica basada en el principio de turbidimetria por espectrofotdmetro (Jenway
6320D). Para determinar la cantidad de grupos se tomaron las siguientes
longitudes de onda para obtener la absorbancia y relacionarla a una

concentracion de acuerdo a las curvas de calibracion.

Cuadro 16 Longitudes de onda a las cuales se realizaron las lecturas en espectrofotometro para determinar la
concentracion de compuestos

COMPUESTOS A (nm)
Carbonhidratos 380
Acidos grasos 232-250-270

240-285
Flavonoides 300-550
315
Alcaloides 300-335-330

Las absorbancias obtenidas por espectrofotometria se muestran en el cuadro
17 en la cual podemos observar que las lecturas mas altas se obtuvieron al
aplicar la técnica 2. Esto se debe eventualmente a la inmersiébn de los
compuestos en el medio (agua destilada) e incluso la generacion de solidos
disueltos, suspendidos y sedimentables por la interaccion muestra-disolvente,

provocando mayor turbidez en el medio por compuestos trazas o degradados.
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En el caso de la técnica 3 la previa deshidratacion consiguio favorecer la
degradacion de acidos grasos y la volatilizacion de algunos compuestos fenoles
asi como promover la sintesis de intermediarios y/o la degradacién de ceras de

la cubierta que pudieran actuar como intermediarios acidos.

Cuadro 17 Absorbancias obtenidas de los extractos vegetales por las diferentes técnicas de obtencion

DO DO DO Do S
Técnica CHO  AG FLA ALC
1 0.812A 0.328A 0.359A 0.390 A
2 0.935A 0.742A 0570A 0.427A
3 0.871A 0522A 0.302A 0.486A

Cromatografia en capa fina (CCF)

El extracto vegetal crudo obtenido de la etapa anterior; fue analizado por CCF
para un fraccionamiento previo que facilitara el andlisis por cromatografia de
gases previendo posibles interferencias durante el procesamiento de muestras

y la capacidad de volatilizacién (derivatizacién) de la misma en la columna.

A) B) Q)

Figura 21 Cromatografia en capa de fina de a) Hexano 100%, b) Hexano 100 % Acetato 100 % (8:2), c.1) Acetato de
etilo 10 %, c.2) Acetato de etilo 50 % y c.3) Acetato de etilo 100 %
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De los resultados obtenidos podemos observar que el hexano (Figura 21.a)
desplazaba un grupo bien definido de compuestos identificAndolos en una sola
marca sobre la placa de silica-gel en el extremo superior denotando una
polaridad con efecto hidrofébico. En cuanto a la mezcla de eluyente de hexano
y acetato de etilo (Figura 21.b) se revelaron 4 marcas; coincidiendo la primer
marca en el extremo superior con la mostrada en la figura 21.a y denotando tres
marcas sin barridos que mostraban grupos definidos de compuestos de
polaridad media que coinciden con las bandas caracteristicas de flavonoides,

flavonas, isoflavonas, alcaloides entre otros.

Por esta razon se analizaron diferentes concentraciones de acetato de etilo
(Figura 21.c) probando al 10 %, 50 % y 100 % en el primer caso se observa una
sola banda en el extremo superior bien definida y sin barridos mientras que con
la solucion al 50 % se observan dos bandas la primera coincide con la obtenida
anteriormente y la segunda banda muestra un barrido desde la salida del
eluyente demostrando una gran familia de compuestos de polaridad y afinidad
intermedia. En el tercer caso con una solucién al 100 % solo se observa una
marca que también presenta barrido pero mas extenso que la anterior

revelando mas compuestos y una mayor afinidad entre ellos.

De esta manera se determina utilizar el hexano, el acetato de etilo y el etanol
grado analitico para obtener las fracciones polares medianamente polares y no

polares del extracto vegetal crudo.

Caracterizacion del Extracto Vegetal

En la figura 22 se muestra el cromatograma resultado del analisis del extracto
vegetal medianamente polar. En este estudio se encontré la presencia de acido
hexadecanoico metil éster (acido palmitico) y acido octadecadienoico 9,16 metil
éster (acido linoleico) conocido como omega 6, compuestos ampliamente

conocidos por su capacidad de capturar radicales libres causantes del estrés
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oxidativo y actividades antiinflamatorias, antialérgicas, antitromboticas,

antimicrobianas y antineoplasicas (Kuskoski, 2005).

La presencia de los compuestos fendlicos como el 2,4 difenol 1,1 dimetil etil y
1,3 dioxolano 2 heptanonitrilo a-metil 6-oxo- 2 fenil (precursor del timol e
intermediario del carvacrol y eugenol) sugieren la actividad bactericida de los
extractos vegetales, la cual es favorecida por la naturaleza acida de su grupo
hidroxilo el cual forma un puente hidrogeno con un sitio activo enzimatico.
Indicando asi que los extractos vegetales y aceites esenciales con fenol como
componente principal expresan el mas alto espectro de actividad en contra de
los microorganismos (Yagi, 2002; Kalemba and Kunicka, 2003; Peng-Quiao,

2008).
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Figura 22 Cromatograma resultado del extracto vegetal no polar (solvente hexano)
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Cuadro 18 Compuestos obtenidos del extracto vegetal de Lilium L/A “Indian summer” por tiempos de retencién

Tiempo de Compuesto Tiempo de Compuesto
retencion retencion
4,676 Valeric acid, 4-tridecyl 8.56 1,3-Dioxolane-2-
ester heptanenitrile, a-methyl-6-
0x0-2-phenyl-
6.978 Benzaldehyde, 3,4- 10.835 Phenol, 2,4-bis(1,1-
dimethyl- dimethylethyl)-
7.098 Bicyclo[3.1.1]hept-3-en-2- 13.118 Methyl 12-methyl-
one, 4,6,6-trimethyl- tridecanoate
7.218 Bicyclo[3.1.1]hept-3-en-2- 15.506 Hexadecanoic acid, methyl
one, 4,6,6-trimethyl- ester
7.716 2-Cyclohexen-1-one, 3- 18.201 16-Octadecenoic acid,
methyl-6-(1- methyl ester

methylethenyl)-, (S)-

La accién antimicrobiana de los componentes de los extractos vegetales se
debe al caracter lipofilico de su esqueleto de hidrocarbonos y principalmente al
caracter hidrofilico de sus grupos funcionales. La actividad de los componentes
de los extractos acuosos en orden decreciente va desde los fenoles > aldehidos

> cetonas > alcoholes > éteres > hidrocarbonos (Kalemba y Kunicka, 2003).

En el caso de las hojas, los tallos y las flores de la especie asiatica del genero
Lilium, se caracterizan por un efecto altamente antioxidante debido a su
contenido de acidos fendlicos y flavonoides. Estos tejidos tienen actividades
altamente antisépticas y antimicrobianas debido a su contenido de carvacrol,

timol, gama terpenos y paracimeno (Wogiatzi, 2009).

Bioensayos de inhibicién

En el cuadro 19 se presenta un resumen del analisis de varianza realizado a los
datos obtenidos de las diferentes horas de propagacion de los hongos en los

diversos medios adicionados con el extracto vegetal correspondiente.
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Cuadro 19 Andlisis de varianza simultaneo de A. niger, F. oxysporum, P. janthinellum y R. solani a diferentes tiempos

de crecimiento

VARIABLE CM Fc Pr>F Cv

PDA

48 0.0280 5.08 0.0363 10.5764
96 0.1862 8.84 0.0097 8.2192
144 0.7188 13.09 0.0035 10.2062
192 0.4882 43.3 0.0001 6.3046
240 1.2715 32.39 0.0003 8.2149
288 9.4996 9.11 0.009 19.4034
EVC

48 1.1350 6.39 0.0215 20.5370
96 2.1263 4.73 0.0425 15.4313
144 2.5787 16.59 0.0019 11.8119
192 4.6360 28.39 0.0004 13.2494
240 3.9970 63.23 0.00008  10.4477
288 4.3147 84.29 0.00010  10.0049
EVP

48 0.1792 46.62 0.0001 10.7477
96 2.1818 2.6 0.1382  16.0190+
144 3.0542 2.52 0.146 13.4567+
192 3.6663 7.31 0.0156 11.6029
240 6.9927 9.05 0.0092 13.4201
288 6.3784 15.58 0.0022 11.7474
EMP

48 0.2183 4.28 0.0527  37.6936+
96 0.3286 1.55 0.3037 13.62061+
144 0.8517 5.24 0.034Cm  12.9463
192 0.6853 38.41 0.0002 6.9591
240 1.5469 29.56 0.0004 7.6982
288 2.2378 24.92 0.0006 7.7981
ENP

48 0.2270 12.15 0.0043 15.2461
96 0.9744 6.33 0.0219 14.1861
144 0.7444 15.3 0.0023 9.0817
192 0.4015 63.61 0.00008 5.2392
240 2.4900 21.88 0.0009 10.3474
288 1.5282 63.45 0.000086  7.0598

CM: cuadrado medio; Fc: F calculada; CV: Coeficiente de Variacion; +: No Significativo; Pr<0.05
=; Pr=0.01; PDA: Agar Papa Dextrosa; EVC: Extracto Vegetal Crudo; EVP: Extracto Vegetal

Polar; EMP: Extracto Medianamente Polar; ENP: Extracto No Polar.
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Donde se observa que a las 48 h hubo efecto significativo para los tratamientos
PDA (agar papa dextrosa), EVC (extracto vegetal crudo), EVP (extracto vegetal
polar) y ENP (extracto no polar). Mientras que a las 96 h se presento efecto
significativo en PDA, EVC y ENP; asi mismo a las 144 h hubo efecto
significativo en PDA, EVC, EMP y ENP. Sin embargo a las 192 h, 240 hy 288 h

todos los tratamientos presentaron efectos significativos.

En la prueba de medias realizadas a los datos obtenidos (cuadro 20) se puede
observar que a las 48 h en medio adicionado con EMP no existen diferencias
significativas de crecimiento entre los tratamientos. En la variable ENP se
observa que el T (Fusarium) es estadisticamente diferente y superior a T
(Aspergillus), T (Penicillium) y T (Rhizoctonia) con 45 %, 55 % y 46 %
respectivamente. En cuanto a la variable EVP observamos que el T
(Aspergillus) es estadisticamente diferente y superior a T (Fusarium), T

(Penicillium) y T (Rhizoctonia) con 65 %, 54 % y 59 %, respectivamente.

Bajo condiciones 6ptimas en un crecimiento tipico como lo muestra la variable
PDA, el T (Aspergillus) es estadisticamente superior al T (Fusarium), T
(Penicillium) y T (Rhizoctonia) en un 24 %, mientras que entre los Ultimos tres

tratamientos no presentan diferencias significativas.

Cuadro 20 Comparacion de medias del efecto de los diversos Medios + Extracto utilizados a las 48 h de crecimiento
micelial.

TRATAMIENTO PDA EVC EVP EMP ENP
48H
ASPERGILLUS 1.9583A 52500AB  7.0850 A 1.1667 A 2.7083 B
FUSARIUM 1.5417 B 7.2083 A 2.5000 B 1.1250 A 4.9167 A
PENICILLIUM 1.5000 B 2.5417 B 3.2517 B 1.9583 A 2.2083 B
RHIZOCTONIA  1.3350 B 5.7500 A 2.9183 B 0.7083 A 2.6667 B
PDA: Agar Papa Dextrosa; EVC: Extracto Vegetal Crudo; EVP: Extracto Vegetal Polar; EMP:

Extracto Medianamente Polar; ENP: Extracto No Polar.

En la prueba de medias realizada a los datos obtenidos a las 96 h mostradas en

el cuadro 21, se muestra que en los medios adicionados con EVP y EMP no se
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presentaron diferencias significativas, existiendo una relacion estadistica. En el
caso del medio adicionado con ENP el T (Fusarium) es estadisticamente
superior al T (Aspergillus) y T (Rhizoctonia) en un 25 % y 26 %,
respectivamente, siendo el T (Penicillium) el que presento la diferencia
estadistica inferior. En cuanto al EVC el T (Fusarium) es estadisticamente
superior al T (Aspergillus) y T (Rhizoctonia) en un 31 % y 33 %,
respectivamente siendo el T (Penicillium) el que presento diferencia estadistica

inferior de 44 %.

En la variable PDA bajo condiciones 6ptimas y desarrollando crecimiento tipico
micelial, los T (Fusarium), T (Penicillium) y T (Rhizoctonia) son estadisticamente
superiores al T (Aspergillus) en 29 %.

Cuadro 21 Comparacion de medias del efecto de los diversos Medios + Extracto utilizados a las 96 h de crecimiento
micelial.

TRATAMIENTO PDA EVC EVP EMP ENP
96H
ASPERGILLUS 4.0833 B 8.625 AB 11.042 A 47500 A 6.9167 AB
FUSARIUM 5.7500 A 12.547 A 8.668 A 4.1667 A 9.1667 A
PENICILLIUM 5.4583 A 7.000 B 7.210 A 41250 A 5.0000 B
RHIZOCTONIA  5.7083 A 9.627 AB 9.963 A 3.7917 A  6.7500 AB
PDA: Agar Papa Dextrosa; EVC: Extracto Vegetal Crudo; EVP: Extracto Vegetal Polar; EMP:

Extracto Medianamente Polar; ENP: Extracto No Polar.

En la prueba de medias realizada a los datos obtenidos a las 144 h mostradas
en el cuadro 22, se observa que el extracto EVP no presento diferencias
estadisticas entre tratamientos. En el caso del extracto EMP el T (Penicillium)
es estadisticamente superior al T (Fusarium) y T (Rhizoctonia) con 30 %y 34 %
respectivamente. En cuanto al medio adicionado con ENP los T (Aspergillus), T
(Fusarium) y T(Rhizoctonia) presentaron diferencia significativa estadistica
superior al T (Penicillium) en 39 % (a<0.05).

En el ensayo utilizando EVC presento efecto de tratamiento siendo el T
(Fusarium) y el T (Rhizoctonia) los estadisticamente superiores a los T
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(Aspergillus) y T (Penicillium) en 42 % y 43 % respectivamente. En la variable
PDA, desarrollando el crecimiento tipico de las cepas los T (Fusarium), T
(Penicillium) y T (Rhizoctonia) son estadisticamente superiores a T (Aspergillus)
en 40 %.

Cuadro 22 Comparacion de medias del efecto de los diversos Medios + Extracto utilizados a las 144 h de crecimiento
micelial.

TRATAMIENTO PDA EVC EVP EMP ENP
144H
ASPERGILLUS 5.1250 B 9.625B 11.375A 7.2917AB 10.1250 A
FUSARIUM 8.6267 A 18.877 A 14.793 A 6.2640 B  11.9583 A
PENICILLIUM 10.3917 A 9.292 B 11.093 A 9.0000 A 6.0417 B
RHIZOCTONIA  9.0833 A 16.587 A 14.687 A 5.9583 B 9.8750 A
PDA: Agar Papa Dextrosa; EVC: Extracto Vegetal Crudo; EVP: Extracto Vegetal Polar; EMP:

Extracto Medianamente Polar; ENP: Extracto No Polar.

En la comparacion de medias realizadas a los datos obtenidos a las 192 h de
crecimiento micelial mostradas en el cuadro 23, el medio de cultivo adicionado
con EVC presentaron diferencia estadistica los T (Fusarium) y T (Rhizoctonia)
siendo estadisticamente superior al T (Aspergillus) y al T (Penicillium) en 61 %y
63%, respectivamente. En cuanto al medio adicionado con EVP el T (Fusarium),
T (Rhizoctonia) y T (Penicillium) son estadisticamente superiores a T
(Aspergillus) en 38 %. En el medio adicionado con EMP el T (Aspergillus) y T
(Penicillium) son estadisticamente superiores a los T (Fusarium) y T
(Rhizoctonia) en 39 % y 43 %. Utilizando el medio adicionado con ENP el T
(Fusarium) es estadisticamente superior al T (Aspergillus) y al T (Rhizoctonia)
en 16 %, mientras que el T (Penicillium) presenta diferencia estadistica inferior
a los tratamientos anteriores en 44 %. En el ensayo testigo presentando
crecimiento tipico micelial en medio PDA los T (Fusarium), T (Penicillium) y T
(Rhizoctonia) no presentaron diferencias estadisticas entre ellos y siendo

superior al T (Aspergillus) en 49 %.
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Cuadro 23 Comparacion de medias del efecto de los diversos Medios + Extracto utilizados a las 192 h de crecimiento
micelial.

TRATAMIENTO PDA EVC EVP EMP ENP
192H
ASPERGILLUS 6.0850B 9.043 B 11.333B 14.8750 A 12.4583B
FUSARIUM 11.9500 A 23.667 A 18.283 A 9.0417B  15.8333 A
PENICILLIUM  13.6267 A 8.667 B 16.210 AB 15.1667 A  6.9167C
RHIZOCTONIA 12.6667 A  23.627 A 20.183 A 8.5000B  13.1667 B
PDA: Agar Papa Dextrosa; EVC: Extracto Vegetal Crudo; EVP: Extracto Vegetal Polar; EMP:

Extracto Medianamente Polar; ENP: Extracto No Polar.

En la comparacion de medias realizadas a los datos obtenidos a las 240 h de
crecimiento fungico mostradas en el cuadro 24. El medio adicionado con EVC
presentaron efectos por tratamiento en el caso de T (Fusarium) y T
(Rhizoctonia) presentan diferencia estadistica superior a T (Aspergillus) y T

(Penicillium) en 67 % y 70 %, respectivamente.

En presencia del extracto EVP los tratamientos T (Fusarium), T (Penicillium) y T
(Rhizoctonia) no presentaron diferencia estadistica siendo superiores al T
(Aspergillus) en 42 %. Utilizando el medio adicionado con EMP el T (Penicillium)
es estadisticamente superior a T (Aspergillus) en 20 %, mientras que los T
(Fusarium) y T (Rhizoctonia) son los estadisticamente inferiores en 30 % y 34
%, respectivamente. En cuanto al medio adicionado con ENP los T
(Aspergillus), T (Fusarium) y T (Rhizoctonia) son estadisticamente similares y
superiores al T (Penicilium) en 56 %. En el ensayo testigo presentando
crecimiento tipico micelial en PDA los T (Fusarium), T (Penicillium) y T
(Rhizoctonia) son estadisticamente similares y superiores al T (Aspergillus) en
60 %.
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Cuadro 24 Comparacion de medias del efecto de los diversos Medios + Extracto utilizados a las 240 h de crecimiento
micelial.

TRATAMIENTO PDA EVC EVP EMP ENP
240H
ASPERGILLUS 6.5850 B 9.333B 11.475B 17.833 B 16.792 A
FUSARIUM 16,5100 A  28.167 A 20.117 A 12.500 C 19.583 A
PENICILLIUM  15.5600 A 8.500B 24.600 A 22.458 A 7.417B
RHIZOCTONIA 16.2500 A  30.543 A 22.627 A 11.833C 17.208 A
PDA: Agar Papa Dextrosa; EVC: Extracto Vegetal Crudo; EVP: Extracto Vegetal Polar; EMP:

Extracto Medianamente Polar; ENP Extracto No Polar.

En la comparacion de medias realizada los datos obtenidos a las 288 h de
crecimiento fungico mostradas en el cuadro 25, se puede observar que en
presencia de EVC los T (Fusarium) y T (Rhizoctonia) son estadisticamente
superiores al T (Aspergillus) y al T (Penicilium) en 71 % y 75 %

respectivamente.

En presencia del extracto EVP el T (Penicillium) presento diferencia estadistica
superior al T (Fusarium) y al T (Rhizoctonia) en 27 % y 17 %, respectivamente.
Mientras que el T (Aspergillus) presento la diferencia estadistica inferior en 45
%. Utilizando el medio adicionado con EMP el T (Penicillium) presento
diferencia estadistica superior al T (Aspergillus) en 21 %. Por otra parte los T
(Fusarium) y T (Rhizoctonia) son estadisticamente similares e inferiores al T

(Aspergillus) y T (Rhizoctonia) en 25 % y 31 %, respectivamente.

En cuanto al medio adicionado con ENP el T (Fusarium) es estadisticamente
diferente y superior al T (Aspergillus) y T (Rhizoctonia) en 18 % y 15 %.
Mientras que el T (Penicillium) presento diferencia estadisticamente inferior con
los demas tratamientos en 66 %. En el ensayo testigo presentando crecimiento
micelial tipico en medio PDA los T (Fusarium), T (Penicillium) y T (Rhizoctonia)

son similares estadisticamente y superiores al T (Aspergillus) en 69 %.
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Cuadro 25 Comparacion de medias del efecto de los diversos Medios + Extracto utilizados a las 288 h de crecimiento
micelial.

TRATAMIENTO PDA EVC EVP EMP ENP
288H
ASPERGILLUS 6.185 B 9.167 B 11.625C 20.733 B 19.375B
FUSARIUM 21.560 A 31.793 A 21.127B 15.458 C 23.667 A
PENICILLIUM 15.950 A 7.833 B 29.127 A 26.292 A 6.917 C
RHIZOCTONIA  19.843 A 34253 A 24.117AB 14.250C 20.083 B
PDA: Agar Papa Dextrosa; EVC: Extracto Vegetal Crudo; EVP: Extracto Vegetal Polar; EMP:

Extracto Medianamente Polar; ENP: Extracto No Polar.

Bakkali et al. (2008) menciona que la actividad antifingica de los aceites y
extractos naturales se debe gracias a su contenido de terpenos y terpenoides,
derivados fendlicos, componentes aromaticos y compuestos alifaticos que
afectan por citotoxicidad a la membrana celular y otros organelos como las
mitocondrias. (Kumar, 2007, Barrera-Necha, 2009, Tripti y Chittenden, 2010,
Combrinck, 2011).
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CONCLUSIONES

Se aislaron 46 microorganismos, de los cuales el 63 % de los mismos fueron
recurrentes confirmando la microbiota de suelos de puebla, Michoacan, Jalisco

y Estado de México.

Se identific6 molecularmente cepas silvestres de Aspergillus niger, Fusarium
oxysporum, Penicillium citrinum y Rhizoctonia solani, viables y cultivables con

patogenicidad para infestar tejido vegetal.

La mayor concentracion de compuestos de familias de grupos funcionales
diversos se obtuvo en el extracto vegetal acuoso, teniendo como disolvente

agua destilada

Del analisis fraccionado del extracto vegetal acuoso crudo; el ENP (extracto no
polar) presento la mayor inhibicion en el crecimiento micelial en F. oxysporum
del 23 % y 18 % en R. solani.

El EMP (extracto medianamente polar) presento la mayor inhibicion del
crecimiento micelial del 27.5 % en P. citrinum.
Ninguna fraccion del extracto vegetal acuoso inhibié o disminuyd el crecimiento

micelial de A. niger.

Se identificd en el extracto vegetal acuoso, acido valérico tridecil ester, dimetil
benzaldehido, metil tridecanoato y acido octadecanoico metil ester; compuestos

gue se les atribuye actividad antibiética.
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