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RESUMEN

En los Gltimos afios en la agricultura ha existido una creciente necesidad de disminuir y sustituir
el uso de quimicos sintéticos por la aplicacion de extractos vegetales y aceites esenciales en los
cultivos para el control de fitopatdgenos estos son productos autorizados en Agricultura Ecolégica
y poseen un amplio potencial de empleo en sanidad vegetal. Se caracterizan principalmente por
ser productos de baja toxicidad para los vertebrados, no dan lugar al desarrollo de resistencias, se
degradan con rapidez y son amigables con el ambiente. Estos productos son de gran importancia
por su efecto en el control de plagas y enfermedades de las plantas, debido a sus compuestos que
les confieren diversas propiedades de interés agroindustrial. Por lo que se plante6 como objetivo
general para este trabajo evaluar el efecto repelente, antiviral y fungicida del aceite esencial y
extracto acuoso del orégano cultivado (Lippia palmeri W.) sobre mosquita blanca (Bemisia tabaci
G.), el virus del enrollamiento de la hoja de la calabaza y los hongos patdégenos (Thenatephorus
sp. y Fusarium oxisporum Schltdl.). La actividad antifingica se realiz6 mediante el método de
difusion en agar sobre los hongos fitopatdgenos Fusarium oxysporum y Thanatephorus sp. Se
determiné el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de las concentraciones de aceite
esencial 0, 100, 150, 200, 250 y 300 puL/mL y del extracto acuoso 0, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25 y 0.30
g, el cual fue evaluado mediante un analisis de varianza (ANOVA) y posterior comparacion de
medias de Tukey (p < 0.05). El aceite esencial y el carvacrol de L. palmeri W. lograron inhibir al
100 % el crecimiento de Fusarium oxysporum, a diferencia de Thanatephorus sp. que obtuvo entre
90 y 100 %. El extracto acuoso inhibi6 segun la dosis aplicada a F. oxysporum entre el 20 y 100
% y para Thenatephorus sp. fue de 10 a 100 %. En este trabajo se establecio un bioensayo donde
se probaron 2 diferentes dosis de aceite esencial y extracto acuoso del orégano, Lippia palmeri W.
en cultivo de calabaza; la repelencia se midié por el promedio de insectos posados en plantas
tratadas. El aceite esencial en concentraciones de 40 y 60% presentd en promedio de 7 a 11
mosquitas blancas por planta, el extracto acuoso obtuvo un promedio de repelencia entre 10 y 15;
el analisis de variancia mostro diferencias significativas entre los tratamientos del extracto acuoso
y la cipermetrina utilizada como control positivo, mientras que para el aceite esencial no se

encontraron diferencias.



ABSTRACT

In recent years in agriculture there has been a growing need to reduce and replace the use of
synthetic chemicals by the application of plant extracts and essential oils in crops for the control
of phytopathogens. These are authorized products in Organic Agriculture and have great potential.
employment in plant health. They are characterized mainly by being products of low toxicity for
vertebrates, they do not give rise to the development of resistance, they degrade quickly and are
friendly to the environment. These products are of great importance for their effect on the control
of pests and plant diseases, due to their compounds that give them various properties of agro-
industrial interest. Therefore, the general objective of this work was established to evaluate the
repellent, antiviral and fungicidal effect of the essential oil and aqueous extract of cultivated
oregano (Lippia palmeri W.) on whiteflies (Bemisia tabaci G.), the SLCV virus and fungi.
pathogens (Thenatephorus sp. and Fusarium oxysporum Schltdl.). The antifungal activity was
carried out using the agar diffusion method on the phytopathogenic fungi Fusarium oxysporum
and Thanatephorus sp. The percentage of mycelial growth inhibition of the essential oil
concentrations 0, 100, 150, 200, 250 and 300 pL/mL and the aqueous extract 0, 0.10, 0.15, 0.20,
0.25 and 0.30 g was determined, which was evaluated through an analysis of variance (ANOVA)
and subsequent comparison of Tukey means (p <0.05). The essential oil and carvacrol from Lippia
palmeri W. managed to inhibit 100 % the growth of Fusarium oxysporum unlike Thanatephorus
sp. who got between 90 and 100%. Depending on the dose applied, the aqueous extract inhibited
F. oxysporum between 20 and 100% and Thenatephorus sp. It was from 10 to 100%. In this
research, a bioassay was established to teste the efficay of essential oil and aqueous extracts of
oregano (Lippia palmeri W.) native to Mexico., as a repellent against whiteflies. Repellency was
measured by the average number of adult whiteflies perched on treated zucchini squash plants.
The essential oil in concentrations of 40 and 60% presented an average of 7 to 11 whiteflies per
plant, while the aqueous extract showed an average repellency between 10 and 15 whiteflies per
plant. Statistical significant differences were observed between the aqueous extract treatment and

the positive control cypermethrin, while no differences were found for the essential oil treatments.

Vi
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INTRODUCCION

Los aceites esenciales (AE) son conocidos por ser mezclas complejas de liquidos altamente
volatiles, que se evaporan al interactuar con el aire (Bello, 1999). Se obtienen de distintas partes
de las plantas como flores, yemas, semillas, hojas, ramas, corteza, hierbas, madera, frutos y
raices (Burt, 2007). Su composicion quimica es de entre 50 y 300 compuestos los cuales
pertenecen a los terpenos, monoterpenos y sesquiterpenos, también se componen de sustancias
azufradas y nitrogenadas (Acevedo et al., 2007). Se clasifican como resultado de los metabolitos
secundarios de las plantas, como lo son ciertos alcaloides, flavonoides, taninos y saponinas
(Madsen y Bertelsen, 1995; Bandoni et al., 2009).

La constitucion quimica de los AE puede cambiar segln su entorno, el origen de la planta
y la técnica que se usé para su extraccion (Combariza et al., 1994). El importe monetario de los
aceites esenciales y su uso en la industria estan vinculados a sus compuestos quimicos y la
accion bioldgica que estos puedan llegar a tener (Stashenko et al., 2010). Los aceites esenciales
tienen un amplio campo de aplicaciones en diversas ramas de la industria de perfumes,
aromatizantes, cosméticos, alimentos y la industria farmacéutica (Guenther, 1995; Stashenko y
Combariza, 1995; Bandoni, 2000; Xuang y Dinh, 2005).

La mosca blanca Bemisia tabaci, es una de las plagas en plantas mas importante
mundialmente; se ha encontrado en gran parte de los paises ubicados en los tropicos y afecta a
maés de 600 especies de plantas, ya sea en cultivos o en estado silvestre (Mound y Halsey 1978;
Greathead 1986; Secker et al, 1998). Este insecto se caracteriza por su habito alimenticio el cual
es polifago y causa estragos al alimentarse, como el declive de la planta por la obtencion de
nutrientes (Hilje, 2003; Cardona, 1997); deficiencias fisioldgicas, como por ejemplo el cultivo
de tomate se ve afectado en la madurez irregular mientras que las cucurbitaceas presentan el
plateado de la hoja, ambos producidos por el biotipo B de B. tabaci; secrecién de sustancias
azucaradas que promueven el crecimiento de hongos saprofitos sobre las plantas, entre ellos el
mas comun que es la fumagina; por Gltimo, es importante mencionar que se han demostrado
casos en que los Begomovirus provenientes de malezas pueden ser transmitidos a especies

cultivadas a través del vector mosca blanca (Bemisia tabaci biotipo B) (Morales y Anderson,



2001). Begomovirus (Familia: Geminiviridae) es un género de virus encontrados en America y
estan divididos por dos grandes linajes: Begomovirus tipicos, representados principalmente en
México por el virus de la vena amarilla del pimiento huasteco (Pepper Huastec Yellow Vein,
PHYVV)y, por otra parte, se encuentra el clado de los virus del enrollamiento de la hoja de la
calabaza (Squash Leaf Curl Virus, SLCV), los dos se han identificado en cultivos y en malezas
(Cuéllar y Morales 2006; Reveles-Torres et al., 2019).

El uso de agroquimicos es la manera mas comun de controlar poblaciones de B. tabaci
en América Latina (Murillo-Cuevas et al., 2019). Los plaguicidas aplicados son usualmente
compuestos que ya no son efectivos, generando en la mosca blanca un aumento de resistencia a
estos productos (Mufiz-Reyes et al., 2016). En diferentes paises se ha destacado que B. tabaci
ha generado resistencia a agroquimicos organofosforados, carbamatos y piretroides, el exceso
de estos conlleva a contaminacion ambiental e imposicion selectiva a insecticidas, por lo que se
ha sugerido a los agricultores hacer un cambio en el manejo integral de plagas de formas mas
ecologicas y eficaces (Dittrich et al., 1990; Denholm et al., 1996; Castle et al., 2009 Mufiiz-
Reyes et al., 2016). Consecuentemente, el uso de plaguicidas orgénicos y agentes de control
biol6gico se esta abriendo paso en el mercado de América Latina. Tal es el caso de plaguicidas
botanicos como el extracto de Azadirachta indica Adr. Juss. y Nicotiana tabacum L.;
parasitoides como Eretmocerus spp. y Encarsia spp.; entomopatégenos como Lecanicillium
lecanii, Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana (Esparza-Diaz et al., 2010), asi como el
uso de algunos jabones biodegradables (Cuéllar et al., 2006).

Otras propiedades de los aceites esenciales es que tienen un rol importante en los
mecanismos de defensa del hospedero contra agentes dafiinos para las plangas como insectos,
hongos y virus (Mihalik et al., 1991). Se ha confirmado que los aceites esenciales y las
sustancias que los componen poseen un efecto fungicida (Wilson et al.,1997; Gogoi et al., 1997;
Pitarokili et al., 1999; Meepagala et al., 2002), los cuales son inocuos para el medio ambiente,
para los consumidores y para el control de enfermedades poscosecha. Algunos
investigadoreshan descrito la accién fungicida de los aceites esenciales y sus compuestos:
Muller-Riebau et al. (1995) valoraron nueve aceites esenciales contra cuatro especies de hongos

fitopatdgenos. En 2003 Daferera et al. experimentaron con ocho aceites esenciales contra dos



especies de hongos; La actividad antifingica en estos trabajos estuvo fuertemente asociada con

fenoles monoterpénicos, especialmente el timol, carvacrol y eugenol (Barrera et al., 2008).

El descubrimiento de nuevos fungicidas esta fundamentado en la busqueda de diversas
fuentes de compuestos biactivos, se hallan entre 250.000 y 500.000 especies de plantas
conocidas hasta la actualidad (Vepoorte, 1998; Cowann, 1999). Las plantas sintetizan
metabolitos secundarios como las fitoanticipinas y las fitoalexinas, que son utilizadas como
barreras de defensa en contra de infecciones provocadas por vectores fitopatégenos, entre los
cuales se encuentran los hongos (Farnsworth et al., 1985; Taylor, 1998; Osbourn, 1999). Existen
mas moléculas que son secretadas por las plantas como las fitodefensinas, péptidos ricos en
cisteina, con capacidad de inhabilitar el crecimiento de los hongos al provocar mutaciones
morfolégicas y dafio en algunas estructuras celulares (De Lucca,1999; Selitrennikoff, 2001).
Dichas moléculas mencionadas anteriormente, pueden ser candidatas para investigaciones in
vitro frente a agentes micoticos implicados en enfermedades humanas y también sobre hongos
fitopatdgenos que atacan a las plantas (Taylor, 1998; Mesa et al., 2004; Agrios, 2005). Lo que
se plantea en esta investigacion, generar conocimiento aplicable de nuevas opciones bioldgicas
contra las plagas en plantas lo que permitird aumentar la productividad en la agricultura de una

forma mas amigable con el ambiente.



I. ANTECEDENTES

I.1. Los aceites esenciales

Las plantas son productoras de una gran cantidad de compuestos de valor comercial que son
utilizados en la industria farmacéutica, alimenticia, de cosméticos. Estos compuestos bioactivos
diversos son metabolitos secundarios utilizados como defensa natural al ataque de insectos,
microorganismos y de adaptacion a los cambios de temperatura, humedad, estrés hidrico, etc.
(Ramakrishna et al., 2011).

Gran parte de los alimentos deben su sabor y aroma a sustancias quimicas que se hallan
activas en concentraciones de partes por millon. En un ambiente natural, algunas especies
desarrollan con niveles cuantiosamente mayores, mas sustancias quimicas que otras. Con el
hallazgo de la destilacién, se pudo dividir del material botanico esta sustancias o mezclas,
facilitando la aparicion de los aceites esenciales como un producto factible para su uso comercial
(Cerutti y Neumayer, 2004). Los aceites esenciales se clasifican con base en su consistencia,
origen y naturaleza quimica de los componentes mayoritarios que se encuentran en la mezcla
(Martinez, 2003).

Los Aceites esenciales (AE) son definidos, segin la Asociacion Francesa de
Normalizacion (AFNOR, 1998) como: “Productos que se tiene por medio de una materia prima
vegetal, bien por arrastre con vapor, por procedimientos mecanicos a partir del epicarpio de los
citricos, o bien por destilacion seca. EI AE se aisla posteriormente de la fase acuosa por
procedimientos fisicos en los dos primeros modos de obtencion; puede tolerar tratamientos
fisicos que no originen cambios significativos en su composicion”. Esto define visiblemente la
disimilitud que hay entre los AE oficinales que son de uso médico y de las otras sustancias

aromaticas utilizadas en farmacia y perfumeria conocidas cominmente como esencias.

Los AE han mostrado poseer algunas actividades biologicas importantes tales como:
actividades antibacteriales, antifungicas, antivirales, antioxidantes e insecticidas (Seenivasan-

Prabuseenivasan et al., 2006).

La calidad de los AE nos garantiza que éste cuente con las caracteristicas analiticas, y

que éstas no cambien de un lote de produccion a otro. Es muy importante para la evaluacion del



cumplimiento de las normas de calidad, y asi identificar falsificaciones del producto y el origen
de este (Lawrence, 1993; Bandoni, 2000).

Los métodos modernos de analisis de la composicién de los aceites esenciales estan
fundamentados en la cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS por
sus siglas en inglés), donde se utilizan detectores convencionales, principalmente, de ionizacion
(FID) y selectivo de masas (MSD) (Bicchi, 1987; Bandoni, 2000). Dentro de los compuestos
que se pueden separar, los terpenos, aldehidos, alcoholes, fenoles, ésteres y cetonas, en su
mayoria, son los compuestos responsables directos de las fragancias y de las propiedades
bioldgicas de cualquier planta aromatica que pueden desempefiar un papel clave en la actividad
antifangica, insecticida, de repelencia, antioxidante, anticancerigenay antiviral por su capacidad
de originar efectos sinérgicos con otros compuestos y asi como por su facultad de lograr
actividad bioldgica con cantidades sumamente pequefias. Los terpenos son numerosos Yy
normalmente representan casi el 90% de los compuestos en los aceites esenciales, en particular
monoterpenos, estos tienen diferentes funciones como lo son regular el crecimiento vegetal, son
parte de algunos compuestos de la fotosintesis, transporte electrones y parte estructural de las
membranas (McGarvey y Croteau, 1905; Adame et al., 2016).

Las plantas que contienen aceites esenciales figuran como una opcion para la proteccion
de los cultivos y/o granos frente a plagas (Isman, 2000). Algunos aceites esenciales y sus
componentes tienen un amplio espectro de accion contra acaros, hongos, nematodos e insectos.
Ejemplos de estos ultimos son: Zabrotes subfasciatus B., Acanthoscelides obtectus S.,
Rhyzopertha dominica F., Tribolium castaneum H., y Sitophilus oryzae L., entre otros, siendo

estas plagas las responsables de atacar a granos almacenados (Isman, 2000).

1.1.2. Caracteristicas fisicoquimicas de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos volatiles ricos en compuestos bioldgicamente activos;
qguimicamente, procedentes de terpenos y sus compuestos oxigenados, mayormente
aprovechables por arrastre con vapor de agua. Estos son los que dan paso al aroma de las plantas,

son de caracteristicas similares: son insolubles en agua, no se diluyen en minerales ni sales, sin



embargo, se diluyen y se combinan bien con aceites, ceras, resinas y cuerpos grasos (Pascual et
al., 2001; Dewick, 2002; Seenivasan et al., 2006).

La composicion quimica de los aceites esenciales puede variar en diferentes ejemplares
de la misma especie vegetal, e inclusive en los diferentes érganos de la misma planta, por su
propia fisiologia, o debido al climay a las condiciones del suelo en el que se encuentra la planta
(Shaaya y Rafaeli, 2007).

1.1.3. Mecanismos de accion de compuestos obtenidos de aceites que poseen actividad
antifangica, antiviral y repelencia.

Los aceites esenciales y los extractos acuosos muestran actividades biolégicas como
insecticidas, fungicidas, bactericidas, antivirales y de repelencia, segun su perfil fitoquimico y
objetivo de estudio. Los compuestos méas probados y relacionados con estas propiedades son el
timol, carvacrol, cariofileno y o-cimeno, ademas, estos actlan en sinergia con los diferentes
compuestos. Los mecanismos de accion varian segun el objeto de estudio como se describen a

continuacion:

Fungicida. Aln se tienen muchas dudas sobre la forma de actuar de los metabolitos, pero
la comunidad cientifica ha logrado demostrar que los terpenos son primordiales en la actividad
antifangica de los aceites esenciales ya que estos dafian directamente las biomembranas, en
funcién de sus caracteristicas lipofilicas que interactdan con las enzimas de la membrana e
interfieren procesos vitales como la dsmosis, la sintesis de esteroles y fosfolipidos (Lucini et al.,
2006). Se ha encontrado que los terpenos atraviesan la membranay asi primeramente interactiian
con enzimas y proteinas, después se produce un flujo de protones hacia el espacio celular
induciendo cambios en la célula y su muerte. Se explica que, por una despolarizacion de las
membranas mitocondriales, disminuye el potencial de membrana afectando el ciclo i6nico del
calcio, también reduce el gradiente de pH que afecta la bomba de protones y la reserva de ATP.
Todos estos procesos influyen en la fluidez de la membrana mitocondrial y al verse afectados la
vuelven anormalmente permeable; la presion oxidativa y fallo bioenergético son los
responsables de la salida de radicales, del citocromo C, de los iones de calcio y las proteinas
(Bakkali et al., 2008; Centeno-Brisefio et al., 2013).



Repelencia. Por el aroma que desprenden los extractos acuosos y los aceites esenciales,
estos interfieren con los receptores olfatorios de atraccion hacia la fuente de alimento. Cada
sustancia repelente actlia segin su composicion y mecanismo de la especie especifica del insecto
involucrado en la atraccion hacia el hospedador. La mayoria de los ingredientes activos de los
repelentes actlan como neurotoxinas o toxinas respiratorias para los insectos, bloqueando la
respuesta electrofisioldgica de las neuronas sensoriales olfatorias atractivas del olor e inhibiendo
el comportamiento de atraccion hacia la fuente de alimento de los receptores de acido lactico y
COy, entre otros (Ditzen et al. 2008). Se ha descrito que cuando la acetilcolinesterasa es inhibida
en insectos por los componentes de los aceites esenciales, las concentraciones sinapticas de
acetilcolina aumentan ocurriendo asi una hiperexcitacion del sistema nervioso central. Muchos
compuestos hidrofébicos inducen la desactivacion de proteinas y la inhibicién enzimaética,
siendo la acetilcolinesterasa una enzima que es particularmente susceptible a la inhibicion
hidrofobica (Hickman et al., 1990; Chatonnet et al., 2003).

Antiviral. Duschatzky y colaboradores en 2005, sefialaron que el efecto antiviral puede
ser el resultado de la inactivacion directa del virus, es decir, un efecto viricida, mas que una
interferencia con etapas intracelulares que se desarrollan en el ciclo viral (antiviral), provocando
una alteracién en la envoltura viral debido a la interaccion con componentes de los aceites
esenciales y extractos acuosos que tienen compuestos como el carvacrol y el timol de estructura
lipofilica. Estos causan dafios en la membrana o envoltura que es requerida para la entrada a la

célula huésped.

1.1.4. Usos de los aceites esenciales en la agricultura.

Anualmente alrededor del mundo se extraen méas de 100 toneladas de 20 aceites esenciales (AE)
diferentes y de otros 20 mas entre 50-100 toneladas. Algunos de estos aceites esenciales han
Ilegado al mercado promoviendo la proteccion de cultivos agricolas (Lubbe y Verpoorte, 2011).

La composicion quimica del aceite esencial de Tagetes filifolia principalmente esta
basado el anetol y alilanisol, que son fenilpropanoides (Zygadlo et al., 1993; Feo et al., 1998;
Vila et al., 2000). El anetol posee algunas actividades bioldgicas importantes como repeler

plagas, insecticida, antifingico, nematicida y antibacteriano, siendo este un ingrediente activo



del aceite esencial extraido de las familias botanicas Lamiaceae y Apiaceae, especialmente de
especies de los géneros Timbra, Satureja, Origanum, Corydothymus, Pimpinella y Foeniculum
(Tuzuny Yegen, 2000).

Se ha utilizado el aceite esencial de la planta aromética T. filifolia Lag. caracterizada por
poseer un amplio potencial nematicida e insecticida de vectores transportadores de virus
(Cubillo et al., 1999; Serrato, 2003; Serrato et al., 2005). EIl precio bajo de la extraccion del
aceite esencial de esta plantay su origen, son una alternativa econdémica y ecoldgica significativa
comparada con productos insecticidas y repelentes de origen sintético, populares por ser una
fuente importante de contaminacion ambiental y de dafio a la salud, causando incosteabilidad

de los sistemas de produccion agricolas (Serrato, 2003).

Se han utilizado aceites esenciales con efectos repelentes sobre plaga de pulgones; se
encontrado que el geraniol y farnesol inhabilitan el asentamiento y alteran la conducta de Myzus
persicae en ambiente controlado (Gutiérrez et al., 1997). También se realiz6 un estudio donde
se midio la accién de repelencia sobre M. persicae en cultivos de tabaco, encontrado un siendo

super 30% en comparacion con el control (Hori, 1998).

1.2. El orégano

El orégano es una planta dicotiledonea del orden Lamiales de origen Europeo y de Asia
occidental, su nombre simboliza la belleza de las montafias. Este puede llegar a alcanzar 2 m de
altura, sus hojas son opuestas, ovaladas y amplias de tamafio que puede variar entre 2 y 5 cm,
con bordes enteros o levemente dentados y con vellosidad en el haz; sus flores son de
coloraciones blancas a rosaceas situadas en inflorescencias terminales divididas que son
protegidas por hojas (Pitzer, 1973; Mufioz, 2002).

1.2.1. Composicién quimica del orégano

Se ha estudiado la composicién quimica del orégano, y en sus aceites esenciales se han
encontrado flavonoides como por ejemplo la apigenina y la luteolina, agliconas, alcoholes

alifaticos, que son considerados compuestos terpénicos y procedentes del fenilpropano (Arcila-



Lozano et al., 2004). Asimismo, se tienen descritas sustancias como los acidos coumerico,
feralico, caféico, r-hidroxibenzéico y vainillinico (D"Antuono et al.,2000). EI Oreganum
vulgare ssp. Hirtum es hasta el momento la especie mas investigada, principalmente la
composicion y calidad de su aceite esencial, ya que es de gran importancia econémica y es
altamente apreciado en el mercado (Albado et al., 2001; Arcila-Lozano et al., 2004). Se puede
obtener un rendimiento de aceite esencial extraido de O. vulgare que oscila entre 2% y 6%
(Deighton et al., 1993). El porcentaje obtenido va a variar segun el sitio del cultivo y por el
tiempo de cosecha, siendo el periodo otofial el de menor rendimiento (Arcila-Lozano et al.,
2004; Carhuapoma, 2006). Con el orégano silvestre se ha registrado un aumento en los
porcentajes de timol y un decremento en la cantidad de carvacrol (Albado et al., 2001). De la
misma manera, los hidrocarburos monoterpenoides, terpineno y r-cimeno se encuentran de
forma constante en los aceites esenciales del orégano, pero en cantidades méas bajas (Arcila-
Lozano et al., 2004).

En algunas plantas se puede encontrar un aumento en la cantidad de aceite esencial por
unidad de biomasa y en algunas otras puede tener un menor porcentaje. Si se toma en cuenta la
cantidad por area, éste tiene una tendencia a reducirse, por el declive que produce el estrés

hidrico en la obtencion de biomasa (Corell, 2009).

El p-cimeno y sus derivados fendlicos carvacrol y timol (Figura 1), se pueden identificar
en varios herbajes y especias, esto incluye al orégano. Estos son monoterpenoides caracteristicos
de un diminuto grupo de compuestos aromaticos que son resultados de la ruta del mevalonato

continuo por compuestos aromaticos que implican al acido shiquimico (Derwich, 1997).
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Figura 1. Estructura quimica de compuestos del aceite esencial (Sigma-Aldrich).

1.2.2. Especies de orégano

El orégano es conocido por ser una planta aromatica cultivada y silvestre ubicada en diversas
regiones del mundo, y cuyo valor comercial se da gracias a sus peculiaridades como especia,
condimento y de uso medicinal. De gran importancia industrial y farmacéutica es el aceite
esencial que se le extrae y que se utiliza como aroma en jabones, lociones, maquillajes,
saborizantes, entre otras aplicaciones (Koksal et al., 2010); comercialmente el orégano se refiere
a un conjunto de especies con peculiaridades semejantes que se encuentran ubicadas en dos
vastos grupos de numerosos origenes botanicos generalmente nombrados orégano europeo y
orégano mexicano (Tabla 1). Se han reportado 61 especies incluidas en 17 géneros de 6 familias
conocidas como orégano, de las cuales el género Origanum (familia Labiatae) mejor conocido
como el orégano europeo es considerado el mas transcendental; no obstante, en América los
géneros Lanata y Lippia (familia Verbenaceae) oréganos mexicanos mas predominantes
(Paludosi, 1997). Tambien se tienen otras familias (Rubiaceae, Scrophulariaceae, Apiaceae y

Asteraceae) que son de impacto productivo restringido (Paludosi, 1997).
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Tabla 1. Especies usadas comercialmente a nivel mundial con el nombre de orégano (Paludosi,
1997).

Familia Especie Nombre comercial
Labiatae Calamintha potosina Schaf Orégano de la sierra,
orégano, origanum
Coleus amboinicus Lour. (syn.  Orégano, orégano brujo,
C. aromaticus Benth) orégano de Cartagena,
orégano de Espafia,
orégano francés

Coleus aromaticus Benth Orégano de Espanfia,
orégano, origanum

Hedeoma floribunda Standl Orégano, origanum

Hedeoma incona Torr Oregano

Hedeoma patens Jones Orégano, origanum

Hyptis albina H.B.K. Orégano, origanum

Hyptis americana (Aubl) Urb. Orégano
(H. gonocephala Gris.)

Hyptis capitata Jacq Orégano, origanum
Hyptis pectinata Poit Orégano, origanum
Hyptis suaveolenes (L) Poit Orégano, orégano

cimarron, origanum
Monarda austromontana Epling  Orégano, origanum

Ocimum basilicum L. Orégano, origanum
Origanum compactum Benth Orégano, origanum
(syn. O. glandulosum Salzm, ex

Benth

Origanum dictamnus L. Orégano, origanum

(Majorana dictumnus L.)

Origanum elongatum (Bonnet) ~ Orégano, origanum
Emberger et Maire

Origanum floribundum Munby  Orégano, origanum
(O. cinereum Noe)

Origanum grosil Pau et Font Orégano, origanum
Quer ex letswaart

Origanum majorana L. Orégano
Origanum microphyllum (Benth) Orégano, origanum
Vogel

Origanum onites L. (syn. O. Turkish orégano, orégano,
amyrneum L.) origanum
Origanum scabrum Boiss et Orégano, origanum
Heldr (syn. O. pulchrum Boiss

et Heldr)

Origanum syriacum L. var. Orégano, origanum

Syriacum (syn. O. maru L.)
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Verbenaceae

Origanum vulgare L. subsp
gracile (Koch) letswaart (syn. O.
hirtum Link)

Origanum vulgare L. subsp
gracile (Koch) letswaart (syn O.
gracile Koch, O. tyttanthum
Gontscharov)

Origanum vulgare subsp. hirtum
(Link) letswaart (syn. O. hirtum
link)

Origanum vulgare subsp. virens
(Hoffmanns et Link) letswaart
(syn. O. virens Hoffmanns et
Link)

Origanum vulgare subsp viride
(Boiss.) Hayek (syn. O. viride)
Halacsy (syn. O. heracleoticum
L.

Origanum vulgare L. subsp.
vulgare (syn. Thymus origanum
(L) Kuntze)

Origanum vulgare L.

Poliomintha longiflora Gray
Salvia sp.
Satureja thymbra L

Thymus capitatus (I.)
Hoffmanns et Link (syn.
Coridothymus capitatus (L.)
Rchb.f.)

Lantana citrosa (Small)
Modenke

Lantana glandulosissima Hayek

Lantana hirsuta Mart. et Gall

Lantana involucrata L.
Lantana purpurea (Jacg.)
Benth.& Hook. (syn. Lippia
purpurea Jacq)

Lantana trifolia L.

Lantana velutina Mart. & Gal.

Orégano, origanum

Orégano, origanum

Orégano, origanum

Orégano, origanum,
orégano verde

Greek orégano, orégano,
origanum

Orégano, origanum

Orégano, orenga, orégano
de Espafia

Orégano

Orégano

Orégano cabruno, orégano,
origanum

Orégano, orégano espafiol,
origanum

Orégano, orégano Xxiu,
origanum

Orégano, orégano Xxiu,
orégano silvestre,
origanum

Orégano, oreganillo del
monte, origanum
Orégano, origanum
Orégano, origanum

Orégano, origanum
Orégano, orégano Xxiu,
origanum
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Rubiaceae
Scrophulariaceae

Apiaceae

Asteraceae

Lippia myriocephala Sachlecht.
& Cham.

Lippia affinis Schau.

Lippia alba (Mill) N.E. Br. (syn.
L. involucrata L.)

Lippia berlandieri Schau

Lippia cardiostegia Benth

Lippia formosa T.S. Brandeg.
Lippia geisseana (R.A. Phill.)
Soler.

Lippia graveolens H.B.K.

Lippia helleri Britton
Lippia micromera Schau

Lippia micromera var. helleri
(Britton) Moldenke

Lippia origanoides H.B.K.
Lippia palmeri var. spicata Rose
Lippia palmeri Wats

Lippia umbellata Cav

Lippia velutina Mart. et Galeotti
Borreria sp.

Limnophila stolonifera (Blanco)
Merr.

Eryngium foetidum L

Coeosanthus veronicaefolius
H.B.K.

Eupatorium macrophyllum L.
(syn. Hebeclinium
macrophyllum DC.)

Oreganillo

Orégano
Orégano, origanum

Orégano

Orégano, oreganillo,
orégano montes, origanum
Orégano, origanum
Orégano, origanum

Orégano, orégano
mexicano, orégano
cimarron, origanum
Orégano, orégano del pais,
origanum

Orégano, orégano del pais,
origanum

Orégano

Orégano, orégano del pais
Orégano

Orégano, origanum
Orégano, oreganillo,
orégano montes, origanum
Orégano, origanum
Orégano, origanum
Orégano, origanum

Orégano, orégano de
Cartagena, origanum
Orégano del cerro,
orégano del monte,
orégano del campo
Orégano, origanum

1.2.3. Género Lippia

Las especies de orégano de este género son utilizadas como sazonador y como conservador de

alimentos procesados y envasados, de numerosos platillos nacionales e internacionales

(Martinez, 1979; Huerta, 1997). En la medicina homeopética comunmente se utiliza el té de las
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hojas de orégano de las especies L. berlandieri S., L. graveolens K. y L. palmeri W. (frescas o
secas) como antiasmatico, antiespasmadico (alivio de cdélicos), antitusigeno (control de la tos y
del asma), antiparasitario (contra lombrices, mezcla de orégano con hierbabuena y tomillo),
antiinfeccioso (accion especificamente contra Staphylococcus aureus R.), emenagogo
(regulador de la menstruacion) y fungicida (accion contra Candida albicans B y hongos que
atacan granos de maiz almacenados) (Argueta et al., 1994; Huerta, 1997; Castro-Franco et al.,
2005). El género Lippia (familia Verbenaceae) estd conformado por 221 especies y 360 de
especies registradas aceptadas como sindnimos de algunas de las especies que ya fueron
aprobadas. Su distribucion principal se da desde América Central incluyendo Meéxico,
Guatemala, Cuba y Costa Rica hasta Sudamérica Venezuela, Brasil, Colombia) y en regiones
tropicales de Africa (Delgado et al., 2015).

Entre las especies mas trascendentales del género Lippia en México se halla la especie
Lippia graveolens Kunth popularmente conocido como el orégano mexicano de la familia
Verbenaceae; esta es una especie arbustiva delgada que puede alcanzar una altura de 2 m, es
aromatica, sus ramas son corto-pilosas; hojas oblongas a elipticas, u ovadas a ovado-oblongas
que miden de 2-4 cm de largo, generalmente estas son obtusas o redondeadas en el &pice,
redondeadas o subcordadas en la base; sus flores en espigas subglobosas a oblongas de 4-12 mm
de largo de corola blanca. Su distribucion en México abarca los estados de Chihuahua, Coahuila,
Tamaulipas, Veracruz, Oaxaca, Sinaloa, Jalisco y Zacatecas, Durango, Guerrero (Hernandez,
1991; Arriaga et al., 1992; INIFAP, 2010).

Otra de las especies destacada en el género Lippia (Tabla 2) en nuestro pais es L.
berlandieri Schauer de la familia Verbenaceae; es un arbusto aromético de 1 a 2.5 m de altura;
con hojas opuestas, aromaticas de 1.5 a 3.5 cm de largo; sus flores son de color blanco en
cabezuelas largamente pedunculadas. Las hojas secas de este arbusto se usan como condimento.
Su distribuye es en los estados de Durango, Puebla, Guerrero, Coahuila, Tamaulipas, Veracruz,
Oaxaca, Zacatecas, San Luis Potosi, Querétaro, Hidalgo, Jalisco, Chihuahua y Sinaloa (Huerta,
1997; Rzedowsk et al., 2002).
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1.2.4. Clasificacion del género Lippia

Tabla 2. Clasificacidén taxondmica de manera esquematica del género Lippia

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Verbenaceae
Género: Lippia

1.2.5. Aceite esencial del género Lippia.

El género Lippia, tiene varias especies, género tiene la composicion quimica de su AE similar a
la del orégano europeo (Pascual et al., 2001). En México, se tienen dos especies comerciales
semejantes a las del género Origanum: L. palmeri Watson. y L. graveolens Kunth (Gonzélez,
2007). El orégano (Lippia palmeri W.) es una planta aromatica silvestre (Figura 2) de la familia
Verbenacea originaria de México, se encuentra como planta endémica en la parte central y
occidental del Estado de Sonora (Corella et al., 2008). EI orégano es una especie importante en

Sonora, ya que este es una fuente de generacion de empleos, este es explotado en estado silvestre

(Corellay Ortega, 2013).
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Figura 2. Planta de orégano Lippia palmeri W. (Ortega-Nieblas, 2011).

En el caso del orégano Lippia palmeri W., hasta ahora solo se utilizan sus hojas en
alimentos (condimento y saborizante), sin embargo, se podria utilizar en la industria cosmética
(perfumes y aromatizantes), como fijador de olores y colores, y como fuente de aceites

esenciales para la industria farmacéutica cuyo destino principal es la exportacion, como se hecho

con otras especies de orégano y otras plantas aromaticas (Blanco et al., 2005).

1.2.6. Técnicas de extraccidn de aceites esenciales

Las técnicas de extraccion que se emplean dependen de la procedencia del material vegetal, la
seccion de la planta a utilizar (hoja, tallo, flor, etc.) y persistencia del aceite esencial que se

quiere extraer; se utilizan varios métodos fisico-quimicos para su obtencién, donde su buen
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funcionamiento sera lo que establezca la calidad del producto final. Algunos de estos metodos

frecuentemente utilizados son:

Hidrodestilacion: Se calienta el agua con la muestra vegetal hasta el punto de ebullicion.
Generalmente se debe de macerar la muestra, al evaporarse el agua se convierte en vapor
de agua, el cual empuja la esencia, se condensa, se recoge en un recipiente y después se
separan los aceites esenciales del agua. Esta técnica se emplea generalmente en esencias

liquidas y no necesita de tecnologia avanzada (Kuklingski, 2000).

Destilacion por arrastre de vapor: Consiste en una vaporizacion a temperaturas inferiores
a las de ebullicién de cada uno de los componentes volatiles, por efecto de una corriente
directa de vapor de agua, los vapores salen y se enfrian en un condensador donde
regresan a la fase liquida, los dos productos inmiscibles, agua y aceites esenciales se

separan en un decantador (Bandoni, 2000).

Extraccidn con disolventes volatiles: Primero se deja secar y se macera la materia prima,
después se mezcla con un disolvente organico (alcohol, cloroformo, entre otros). Estos
ayudaran a solubilizar la esencia y otras sustancias como grasas y ceras, obteniendo un
extracto impuro. Esta técnica generalmente se utiliza en laboratorios porque a nivel
industrial es de alto costo por el valor de los disolventes; debido a que se obtienen
esencias contaminadas con otras sustancias, es altamente explosivo y facil de iniciar un
incendio por los muchos disolventes organicos volatiles y requiere de tiempos

relativamente largos (Martinez, 2003).

Extraccion por fluidos supercriticos: Los gases que se utilizan se encuentran sometidos
a altas presiones y temperaturas bajas para que se encuentren en estado liquido. La
muestra vegetal es macerada, licuada o molida, después se coloca en una camara de acero
inoxidable y se hace circular a través de la muestra un gas supercritico; este puede ser
butano, propano o didxido de carbono, los aceites son solubilizados y arrastrados, el gas
supercritico que actua como solvente extractor se elimina por descompresion progresiva
hasta alcanzar la presion y temperatura ambiente volviendo a estado gaseoso y
finalmente se obtiene una esencia pura (Kuklingski, 2000; Martinez, 2003).

Caracteristicas como reduccién en los tiempos de extraccidn, aumento en el rendimiento,
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eleccion de sustancias y la constitucion de extractos y con un requerimiento menor de
energia, son unas de las principales ventajas de este tipo de extraccion. Mientras que sus
desventajas se relacionan con ceras cuticulares y compuestos de alto peso molecular que
son extraidos junto al aceite esencial (Danjanovi¢ et al., 2005; Guan et al., 2007; Khajeh
et al., 2004; Khajeh et al., 2005; Vagi et al., 2005; Yamini et al., 2008)

Es importante destacar que la seleccion de la técnica de extraccion va a depender también
de la finalidad del uso de extractos o aceites esenciales y del interés especifico por la cantidad o
la recuperacion de algun compuesto en particular (Peredo et al., 2009).

1.2.7. Control de calidad de los aceites esenciales

El control de calidad de los aceites esenciales garantiza que éste cuente con las caracteristicas
quimicas adecuadas, y que éstas no cambien de un lote de fabricacion a otro. Es muy importante
llevar a cabo la evaluacion del cumplimiento de los estandares de calidad, y asi identificar
adulteraciones en el producto y el origen de este (Lawrence, 1993; Bandoni, 2000). La seguridad
del usuario depende de la calidad de las plantas que seran utilizadas, asi como la técnica de
extraccion. Se deben de establecer sus caracteristicas fisicas y quimicas, y resguardarse de forma
hermetica, alejados de la humedad y sin exposicion a la luz (AEMPS, 2018).

Se toma en cuenta olor, color, sabor y aspecto de los aceites conseguidos, puesto que
estas particularidades fisicas favorecen a la definicion de la calidad y ademas instruyen sobre
los potenciales usos industriales. Los métodos modernos para el control de calidad de los aceites
esenciales se basan en cromatografia de gases acoplado a espectro de masas (GC-MS) por sus
siglas en inglés, usando detectores convencionales, principalmente, de ionizacion (FID) y
selectivo de masas (MSD) (Bandoni, 2000; Bicchi, 1987).

Generalmente la cromatografia de gases se emplea para ratificar su presencia o ausencia
en una muestra especifica. Esto se realiza por comparacion del cromatograma de la sustancia
control con el de la muestra, siempre y cuando éstas se hayan obtenido de la misma forma. Uno
de los obstaculos de esta comparacion es que pueden existir otros compuestos que muestren el
mismo comportamiento cromatografico bajo las mismas condiciones, lo que significard una

identificacion errada. En efecto, las técnicas ideales de analisis cualitativo son las que acoplan
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la separacion mediante la cromatografia con la identificacion de métodos como la
espectroscopia de masas. Ademas, la cromatografia de gases se usa para establecer la presencia
de componentes individuales que se encuentran en una muestra, utilizando curvas de calibracion

con los correspondientes patrones (Gutiérrez y Droguet, 2002).

1.3. Horticultura en el mundo

La horticultura es la practica que el ser humano que ha llevado a cabo desde muchos siglos atras
para su supervivencia, siendo fundamental y trascendental para el progreso de la vida humana
por ser de las principales formas de contribuir y proveer de alimentos (Huerta, 2012). Hay
diferentes formas de la horticultura segun sea el fin del cultivo, ejemplo de ello es la fruticultura
que es la obtencion de frutas, olericultura que consiste en plantios vegetales y hortalizas

generales, y la arboricultura que es la siembra y reproduccién de arboles (Huerta, 2012).

En México el cultivo de calabaza es una de las especies mas importante y explotada de
manera integral, para consumo humano; sus hojas y fruto es utilizado popularmente en muchos
platillos (SADER, 2020). En 2018 el estado de Sonora se posiciono como el productor niUmero
uno con 130,004 toneladas que es el 81.1% de la produccion total, después se colocé Michoacéan
con 5,805 toneladas y después el estado de Sinaloa con 4,208 toneladas, en conjunto estos 3
estados cosecharon 140,017 toneladas de toda la produccion en México (SAGARHPA, 2018).

I.4. Familia Aleyrodidae

Esta familia estd conformada por mas de 1200 especies descritas, las mosquitas blancas
(Hemiptera: Aleyrodidae) son pequefios insectos que se alimentan y atacan plantas herbéceas,
arbustos, arboles, plantas silvestres y cultivos de importancia econdémica; se han convertido en
un problema grave, especialmente por los dafios directos inducidos al absorber la savia y por ser
portadores de virus. Actualmente son dos especies las que se destacan por su importancia en el
impacto econdmico, son similares, pero se localizan en géneros distintos, son Bemisia

tabaci (Gennadius) y Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Carapia-Ruiz et al., 2013).
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1.4.1. Mosquita blanca (Bemisia tabaci G.)

La mosquita blanca de los invernaderos es un insecto que se encuentra caracterizados por ser
diminutos y recubiertos de un fino polvo en alas y cuerpo. Se distribuye por el paso de una planta
a otra, por viento o por medio de transporte de material infestado (CNSP, 2005)

Es una de las plagas méas importantes a nivel mundial por la cantidad de cultivos que
dafa; debido a su distribucion a nivel mundial, ésta se puede encontrar en el tropico, subtrépico
y zonas templadas. Se estimadas que unas 600 especies vegetales y hospederas, tanto cultivadas
como silvestres son atacadas por B. tabaci G. provocando esto un gran impacto econémico por
pérdidas para los productores hortofruticolas (Cuéllar et al., 2006). Entre los principales
hospederos se encuentran la habichuela o el frijol (Phaseolus vulgaris L.), tomate
(Lycopersicum esculentum L.), pepino (Cucumis sativus L.), pimientdn (Capsicum annuum L.),
zapallo (Cucurbita méxima Lam.), berenjena (Solanum melongena L.), entre otros. En México
es una plaga polifaga que ataca cultivos importantes principalmente hortalizas, oleaginosas,

ornamentales y frutales (Cardona et al., 2005).

Segun la NOM-020-FITO-1995, la especie es importante por ser trasmisora de virus,
tales como: mosaico dorado del frijol, chino del tomate, virus dorado de la papa, enchinamiento
de la calabaza, enchinamiento de la sandia, virus de la hoja enrollada del algoddn, virus atigrado
del chile, virus dorado del chile y virus dorado de la lechuga, entre otros virus comunes. Otros
dafios causados en especies de la zona noroeste del pais produce otras enfermades como son el
tallo blanco del esparrago, hoja plateada de la calabaza, raiz palida de la zanahoria y maduracién
irregular del jitomate.

En paises de América Central y Caribe se han observado diferentes periodos en el ciclo
de vida y desarrollo de este insecto, de acuerdo con la época transcurrida en el afio y el tipo de

planta hospedera donde se esta desarrollando (Hilje et al., 2002).

1.4.2. Clasificacion taxondmica de Bemisia tabaci

Se encuentra en el orden Homoptera (Tabla 3), al igual que otros insectos como pulgones y

cigarras. Situada en la familia Aleyrodidae e identificada como Bemisia tabaci G. o mejor
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conocida como mosca blanca. Se han clasificado1200 especies de dicha plaga, pero solo unas

cuantas especies afectan a cultivos importantes.

Tabla 3. Clasificacion taxonémica de manera esquematica de la mosquita blanca (Gennadius,

1889).
Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Clase: Insecta
Infraclase: Neoptera
Superorden: Exopterygota
Orden: Homoptera
Suborden: Sternorrhyncha
Superfamilia: Aleyrodoidea
Familia: Aleyrodidae
Género: Bemisia
Especie: B. tabaci G. (Gennadius, 1889)

1.4.3. Ciclo bioldgico de Bemisia tabaci

Esta especie tiene un ciclo de vida, desde huevecillo hasta adulto, de 65 dias a temperatura de
14.9 °C y de 16.6 dias a 30 °C (Medina-Cervantes, 1996).

1.4.4. Enfermedades trasmitidas por Bemisia tabaci

La mosquita blanca (B. tabaci) es un insecto que viaja por medio de vuelo de planta a planta,
por corrientes de viento o por medio de cargas con productos infestado (SAGARPA, 2012). Es
especialmente importante por ser trasmisora de enfermedades ocasionadas por virus, tales como

las que se mencionados anteriormente en la NOM-020-FITO-1995.

Campos productores de hortalizas del estado de Sonora registraron en 2006 y 2007
afectaciones por mosquita blanca, donde los cultivos presentaron signos de amarillamiento
causados por el virus del trastorno del retraso del crecimiento amarillo de las cucurbitaceas

(Moreno-Bedoy et al., 2008; Moreno-Salazar et al., 2009). El volumen de la infestacion, el tipo
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de cultivo, el ciclo anual, ubicacion y el biotipo de B. tabaci van a determinar los dafios causados

sobre la cosecha (Byrne et al. 1990; Oliveira et al. 2001).

El uso desmedido de insecticidas contra esta plaga ha causado serios problemas como
aumento en los gastos de produccion, desaparicion de enemigos naturales, resistencia a los
insecticidas, dafios a la salud de trabajadores y consumidores, y por ultimo contaminacion
ambiental. Para elegir de forma acertada su control, es esencial saber la densidad de poblacion
de la plaga; por eso es basico el monitoreo de poblaciones para controlar a B. tabaci que esta
afectando el cultivo con la finalidad de reducir las aplicaciones de agroquimicos (Cardona et al.,
2005).

I.5. Importancia de los virus fitopatogénicos

Los virus en plantas pueden limitar ampliamente la produccién de cultivos para la obtencion de
alimentos y fibras al causar enfermedades en las plantas; se tiene registro de méas de 4000 virus
de los cuales al menos 1000 afectan al reino vegetal. Los inicios de la virologia vegetal se dieron
en los ultimos afios del siglo XIX, cuando el microbidlogo de nacionalidad holandesa Martinus
Beijerinck y el cientifico ruso Dmitrii lwanowski estudiaron el origen de una enfermedad
desconocida en cultivos de tabaco (Stanley et al., 2001; Scholthof 2001). Estos investigadores,
refirieron un agente inusual que producia la enfermedad del mosaico en tabaco (Zaitlin, 1998). Lo
que diferenciaba a este organismo era su tamafio menor a otros microorganismos, que
posteriormente fue nombrado “virus del mosaico del tabaco” (Tobacco mosaic virus, TMV); gracias
a este descubrimiento, una gran cantidad de diferentes virus han sido encontrados en plantas (Pogue
et al. 2002). Estos han sido de gran importancia desde su descubrimiento por las alteraciones que
provocan en el funcionamiento de las plantas llegando a generar grandes pérdidas de hasta el 100%
en diferentes cultivares (Hernandez-Espinal et al., 2018). Los dafios no solo se observan en pérdidas,
éstos también se pueden observar en la calidad de lo producido, como por ejemplo frutos deformes

y manchados que pierden su valor comercial (Mena, 2010).

La persistencia a largo plazo de algunos virus, como el virus del mosaico del tabaco
(Tobacco mosaic virus 0 TMV), se deben a las condiciones del ambiente o por transmisién
mecanica de planta-planta (Ford y Evans, 2003). Gran parte de los virus que afectan a las plantas

se transmiten de manera activa, es decir de una planta enferma a otra sana por medio de un
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vector (Walkey, 1991). De acuerdo con Walkey (1191) los principales vectores de estos virus
son los artropodos herbivoros, nematodos, y hongos fitéfagos; entre los mas destacados se
encuentran los afidos y las moscas blancas los cuales transmiten gran parte de los virus
existentes. Los virus pueden pasar de los vectores a plantas sanas en segundos, horas o dias.
Existen virus que tienen la capacidad de transmitirse por plantas infectadas cuando éstas se estan
propagando de forma vegetativa, como ejemplo, los tubérculos o injertos. Otro tipo de
transmision es la “vertical” que se da por medio de semillas o polen de plantas enfermas
(Gergerich y Dolja, 2006).

1.5.1. Familia Geminiviridae

En la actualidad la familia de virus Geminiviridae (Tabla 4) se encuentra dividida en 7 géneros,
clasificados segun sus particularidades y la organizacion gendmica que estos tengan (Varsani et
al., 2014). De acuerdo con su ubicacion geografica, se dividen en virus del Nuevo Mundo y del
Viejo Mundo y se definen por la organizacién de su genoma, el insecto vector que lo transmite
y la planta hospedera. El género Begomovirus (Tabla 4) es el mas grande de la familia, incluye
al menos 80 especies reportadas. Este género de virus se caracteriza por infectar dicotiledéneas,
principalmente solanéceas y en condiciones naturales son diseminados por la mosca blanca
Bemisia tabaci G. (Idriss et al., 1997).

Su genoma se encuentra empacado en viriones en forma geminada conformadas por dos
icosaedros unidos por una cara. La particula tiene un tamafio de 18 x 30 nm. Su céapside estéa
formada por la cépside de proteina que en su interior encapsula al ADN viral. Su genoma es de
una (monopartita) o dos (bipartita) moléculas de ADN circular monocatenario, con un tamafio
de entre 2.5 y 3.0 Kb (Rojas et al, 2005; Mubin et al., 2011). Los viriones se encuentran
conformados por 110 subunidades de la capside de proteina (CP), que se encuentra en todos los
virus de esta familia, pero entre los géneros, sus propiedades cambian por la especificidad del
insecto vector (Rojas et al., 2005; Qazi et al., 2007).
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1.5.2. Clasificacion taxondmica del virus Begomovirus

Tabla 4. Clasificacion taxondmica de los Begomovirus

Dominio: Monodnaviria
Grupo: Il (Virus ADN monocatenario)
Reino: Shotokuvirae
Filo: Cressdnaviricota
Clase: Repensiviricetes
Familia: Geminiviridae
Género: Begomovirus

1.5.3. Begomovirus

Los Begomovirus (familia Geminiviridae) estan formados por un ADN de cadena sencilla
circular con un tamafio de 2,5y 2,7 kb. Los virus pertenecientes a los Begomovirus son
conocidos mayormente por ser bipartitas, esto quiere decir que se encuentran compuestos por
dos mecanismos gendmicos formados por moléculas de ADN nombrada Ay B, éstas se empacan
en una estructura nombrada capside de forma separadamente (Brown et al., 2015). El vector de
transmision de este género es la mosca blanca Bemisia tabaci que como anteriormente se

menciono ataca a varias especies de plantas (Brown et al., 2015).

1.5.4. Sintomas inducidos por Begomovirus.

La sintomatologia tipica causada por los Begomovirus es enanismo, mosaicos amarillos
brillantes, moteados clor6ticos, clorosis foliar marginal, enrollamiento foliar, deformaciones

foliares y arrugamientos de las hojas (Polston y Anderson, 1997; Nava et al., 2006).
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1.6. Clasificacion Taxondémica de Thanatephorus cucumeris Anamorfo: Rhizoctonia solani:

Tabla 5. Clasificacion taxondémica de Thanatephorus sp. anamorfo Rhizoctonia solani

Reino: Fungi
Filo: Basidiomycota
Clase: Agaricomycetes
Orden: Cantharellales
Familia: Ceratobasidiaceae
Género: Rhizoctonia
Especie: Rhizoctonia solani
Sinénimo: Thanatephorus cucumeris (A. B. Frank)
Donk

1.6.1. Thanatephorus cucumeris Anamorfo: Rhizoctonia solani

El género Rhizoctonia fue introducido por De Candolle en 1815 y sometido a revision por
Parmeter y Whintney en 1970. Las principales caracteristicas que se tomaron en cuenta para
este genero fueron la formacion de esclerocios de textura homogénea con filamentos de hifas y
la agrupacion del micelio con raices de plantas vivas (Sneh, et al., 1991). Cien afios atrés, el
profesor, agronomo y micélogo Julius Khin encontré un agente en el tubérculo de papa
infectado y lo nombrd Rhizoctonia solani (Parmeter, 1970). R. solani Khiin (Teleomorfo:
Thanatephorus cucumeris [Frank]) (Tabla 5) es la especie mas representativa del género
Rhizoctonia, este dafia una gran cantidad de cultivos por todo el mundo (Pascual, 2000).
Thanatephorus cucumeris (AB Frank) Donk identificado como el teleomorfo de Rhizoctonia
solani Kihn. En 1947, Kotila reportd de forma inicial el descubrimiento de himenia de T.
cucumeris en la remolacha azucarera (Beta vulgaris L.) en el envés de las hojas (Kotila, 1947).
El ataque de Rhizoctonia solani Kihn estd establecido por el ambiente, considerando la

temperatura y humedad (Gonzalez-Hernandez, 2002).

R. solani es uno de los hongos que mas afecta a la siembra del chile (Velasquez y
Victoriano, 2007), aunque también se sabe que enferma a una gran cantidad de grupos de plantas
de diversas especies importantes en el mercado mundial (Gour, 2012). Este hongo es causante

de la marchitez de las plantas; ha provocado pérdidas en gran parte de las plantas anuales,
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malezas incluidas, gran parte de las hortalizas y plantas forestales, varios cultivos mayores y asi

como las plantas perennes como cesped, de ornato, arbustivas y arboles (Agrios, 2007).

Los hongos que se encuentran en la Clase Agonomycetes eran comunmente llamados
“hongos estériles”, pues se creia que no formaban, ni producian ningdn tipo de esporas sexuales
0 asexuales. Sin embargo, hoy en dia se reconoce que R. solani hongo perteneciente a esta clase,
es capaz de formar esporas sexuales y que su fase perfecta es T. cucumeris. Esto es posible en
determinados escenarios ambientales, influidos por los parametros de la humedad y temperatura
en rangos muy altos (Agrios, 1996).

1.6.2. Descripcion basica Thanatephorus cucumeris Anamorfo: Rhizoctonia solani

Thanatephorus sp. origina esterigmas en basidios que pueden ser doliformes a claviformes
cortos, cubriendo el estigma, produciendo basidiosporas hialinas, de forma eliptica vastas a
obovadas, simples, de dimensién 7-12 x 4-8 um, la medida de sus basidios es aproximadamente
de 12 a 18 x 8 a 11 um, mientras que de los esterigmas de 5 a 12 x 2,5 a 3,5 um (Messiaen y
Blancard, 1994; Da Silveira et al., 2000).

Rhizoctonia solani cuenta con hifas jévenes divididas en &ngulos rectos cercanos al septo
distal, que tienen una relacion grosor-longitud 5:1. Al ser observado bajo el microscopio se
puede ver claramente el micelio formado por hifas partidas polinucleadas y conectadas unas con
otras por el poro septal necesario para la formacién del citoplasma, las mitocondrias y nucleos
de una célula a otra (Ceresini et al., 1999). Otras de las formas de identificar a R. solani son sus
células moniliales, esclerocios, hifas con tamafios mayores a 5 um de didmetro. En este género
los hongos son clasificados segun el nimero de nucleos celulares con los que cuenten las hifas
jévenes estos pueden ser mono, bi y/o multinucleado (Nejad et al., 2007). En la literatura, R.
solani K. suele estar identificada en grupos anastométicos de hifas usados para identificar los
aislados de Rhizoctonia. Comunmente esto se utiliza para incluir a los aislados por anastomosis

(las hifas deben de ser iguales y consiguen fusionarse) (Lees et al., 2002).
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1.6.3. Infeccidn por Thanatephorus sp.

El micelio entra a la planta por medio de heridas o estomas, éste puede infectar igualmente por
medio de la cuticula. También puede llegar a las plantas por medio de lluvia, corrientes de agua,
por tierra, maquinaria y herramientas contaminadas. Thanatephorus coloniza de planta-planta y
la infeccion comienza de las raices ascendiendo a la parte superior, por eso se podran observar
los primeros signos en los cuellos de las plantas. La temperatura es una parte importante en el
proceso de infeccion e inicia cuando la temperatura oscila entre 15 y 18°C, y contintia a 35°C.
Generalmente los ataques més severos son cuando hay una humedad media (Koppert, 2023).

Dogman y Flentje en 1970 mencionan que la colonizacion también podria comenzar por
los hipocétilos radiculares, R. solani tiene clavijas que facilitan la entrada a la epidermis de la
planta hospedera. Las hifas podrian funcionar como apresorios al aplastarse antes del ataque. En
1957, Flentje reveld que este hongo cuenta con células parenquimatosas que producen una
mezcla mucilaginosos que ayuda a pegarse a los tejidos de la planta infectada (Chet et al., 1980).
También cuenta con enzimas denominadas cutinoliticas, que ayudan a destruir la cuticula, con
ayuda de pectinasas y celulasas que hacen fusion mientras se produce la infeccidén una vez

desaparecida la cuticula (Krupa y Dommergues, 1981).

1.6.4. Sintomas de la enfermedad por Thanatephorus sp.

Los sintomas causados por R. solani K. pueden llegar a variar segun el cultivo al que este esta
infectando e incluso puede existir variaciones en una misma planta hospedera, esto dependiendo
de la etapa de desarrollo en la que se encuentra la planta en el momento de ser atacada y las
condiciones ambientales predominantes. Entre los sintomas mas comunes que se desarrollan por
este hongo se encuentra el ahogamiento de plantulas, pudricién de la raiz y cancro del tallo de
plantas que se encuentran en etapa adulta. En algunos cultivos como tubérculos y raices, si la
humedad es muy alta y el follaje se encuentra muy cerca del suelo se pueden producir tizones o
manchas (Agrios, 1988).

Rhizoctonia solani es un hongo que puede dar muerte a las plantulas antes de emerger
del suelo, esto se da por la destruccion que provoca en el meristemo apical. Si la plantula
sobrevive al ataque y emerge, el ataque serd dirigido a la base del tallo donde la humedad
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provoca que la plantula caiga y muera. La lesion que éste provoca es hundida y dependiendo de
la especie pueden llegar a tener diferentes tonalidades cremosas 0 amarillentas, y al madurar, la

colonia se torna de color marrén (Romero, 1988; Ceresini et al., 2002).

1.7. Clasificacion taxondémica de Fusarium oxysporum

Tabla 6. Clasificacion taxondmica de Fusarium oxysporum

Reino: Fungi
Divison: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium
Especie: Fusarium oxysporum (Schitdl.)

1.7.1. Fusarium oxisporum Schltdl.

Los hongos del género Fusarium (Tabla 6) son conocidos extensivamente en todo el mundo;
éstos han llegado a ser un problema grave para la salud publica ya que pueden producir
metabolitos toxicos que ponen en riesgo al humano y a los animales. Asimismo, este género
tiene una extensa variedad a nivel de especie; éste cuenta con mas de 120 diferentes formas
especiales (formae specialis), término establecido para la enfermedad que provoca el patdgeno
en un hospedante determinado. Las formas especiales de este hongo son subdividas en razas,
segun la destreza de infectar varios haplotipos o diversidades en una especie hospedante (Pires
da Silva et al. 2014). Fusarium cuenta con especies que atacan a cultivos agricolas que unido a
otros hongos fitopatdgenos provoca estragos como marchitez, tizones y pudriciones (Ma et al.,
2013; Villa-Martinez et al., 2014).

Al igual que Thenatephorus y Rhizoctonia solani, Fusarium contamina cultivos por
medio de suelo infectado, por corrientes de agua y semilleros que no fueron debidamente
tratados. Algo que hace a Fusarium de suma importancia es que puede permanecer por muchos

ciclos en el suelo, gracias a sus clamidosporas (Lacy et al. 1996, Daugovish et al. 2008).
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1.7.2. F. oxysporum descripcion basica

Es la especie mas reconocida a nivel mundial de su género, en condiciones de laboratorio se
desarrolla en medios completos (Agar de Dextrosa de Patata) y su aspecto puede cambiar segun
la cepa estudiada; sus esporas, los esclerocios y el micelio aéreo cambian su color de tono
morado claro hasta morado intenso; también puede ponerse de color crema y naranja segun la
suma de sus esporodoquios. Tiene macroconidias persistentes, que se pueden observar de
manera oval-elipsoides, son mono o bicelulares, y se crean en fialidas pequefias no divididas,
de ningn modo se veran en cadena; éstas tienen de 3-5 septos, fusoides, ligeramente curveada
y normalmente con una célula basal pedicelada; al comienzo se forman en fialidas inviduales
para posteriormente formarse en esporodonquios. Sus clamidosporas son solitarias o en cadenas
cortas (Walker, 1973; Agrios, 1998).

1.7.3. Infeccidn por F. oxysporum

Este hongo se introduce a la planta por medio de las raices, ya sea por penetracion en la punta
de la raiz o por las lesiones naturales, un ejemplo de ello son las lesiones que se dan por la
formacion de raice laterales (Mes et al, 2000). EI micelio penetra de manera intercelular por
medio de las raices (Agrios, 2007). Una vez que el micelio entra en los vasos,
formandomacroconidias, que seran separadas y se dirigiran a la parte superior de la planta por
medio del flujo ascendente del agua del xilema. Los macroconidios se desenvolveran una vez
que éste finalice su movimiento ascendente y el micelio entre a la pared del vaso, originando asi
microconidias. De esta manera F. oxysporum continuara su trayecto a los vasos contiguos. Asi
es como este hongo consigue una mayor infeccion en los tejidos parenquimatosos de la planta,

y cuando se encuentra en los tejidos muertos esporula en abundancia (Yadetay Thomma, 2013).

1.7.4. Sintomas de la enfermedad por F. oxysporum

Los principales sintomas que son notados en los cultivos producidos por este fitopatégeno son
una sutil decoloracion de las nervaduras de las hojas jovenes que estan situadas en el exterior;

posterior a esto se produce la epinastia de las hojas que traen consigo debilidad de los peciolos;
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en las plantas mas viejas estos procesos se distinguen primero antes del enanismo a la par se
comienza a observar una decoloracion amarilla en las hojas de la parte de abajo. Normalmente
se pueden encontrar raices adventicias, pequefiez en tallos y hojas jovenes, muerte en hojas

persistentes y defoliacion (Agrios, 2007).

En los campos se ve como la enfermedad avanza de forma progresiva, induciendo la
muerte temprana de las plantas atacadas (Smith et al., 1988). Otros signos que denotan la
presencia de F. oxysporum en el arqueo y debilidad de la hoja sin cambiar su tonalidad verde y
surgimiento de botones. También hay existencia de chancros en tallo, que se encuentran de
forma lineal del suelo hasta 10 a 30 cm encima de éste (Rodriguez et al., 2001; Santos et al.,
2004). Si la planta logra sobrevivir ésta no tiene un buen desarrollo, sus frutos son de talla

pequefa y de mala calidad (Alpiy Tognoni, 1991).

1.8. Dafios e importancia econdmica en México de Thenatephorus sp. y F. oxysporum

Los hongos del género Fusarium y Thenatephorus son conocidos por producir
descomposiciones de organos vegetales, marchitamiento, “Damping-off” y chancros en los
tallos; se han reportado devastaciones en campos con plantas susceptibles y bajo determinados
escenarios de humedad. Este complejo tiene la capacidad de acabar totalmente o bajar el
rendimiento de la cosecha si existe una cantidad significativa de inoculo en el suelo, siembra
contida de monocultivo, particularidades fisico-quimicas del suelo, el clima y la intervencion
humana (Mendoza y Pinto, 1985; Bateman y Murray 2001; Bernhoft et al., 2012).

Desde 1967 las especies del género Fusarium se reportaron como los agentes que causan
la marchitez en México, aunado a otros hongos pertenecientes a los géneros de Phytophthora
spp., Rhizoctonia spp., Phytium spp., entre otros, este conjunto de hongos se nombré “complejo
fitopatogénico”; la marchitez se origina en condiciones ambientales propicios y trae consigo
grandes peérdidas economicas al afectar entre el 60% y el 100% de la cosecha (Rivera, 2009).
En la actualidad la infeccién mas importante por su manera de diseminarse y por el impacto que
trae consigo es la fusariosis causada por Fusarium oxysporum f. sp lycopersici; afecta hasta un

60 % el aprovechamiento del cultivo y deteriorala calidad del fruto (Ascencio-Alvarez et al.,

30



2008). También Fusarium oxysporum Schltdl. trae consigo la pudricién de raiz e hipocotilo en

viveros (Gordon et al., 2015).

1.8.1. Control de Thenatephorus sp. y Fusarium oxisporum Schitdl.

R. solani es tratado normalmente con fungicidas sistémicos que son quimicos formulados para
atravesar la cuticula de las hojas y moverse por toda la planta; estos se seleccionan segln sean
sus caracteristicas para defender y beneficiar el cultivo, suelen ser Gtiles a bajas concentraciones
para el control de la enfermedad cuando se tiene un plan de manejo integrado (Gisi y Sierotzki,
2008). En los cultivos, en la actualidad se han generado planes de manejo de enfermedades de
las plantas con la mayor cantidad de productos naturales o sin utilizar en su totalidad productos
quimicos (Guigon et al., 2010). Sin embargo, los productos naturales que se encuentran en el
mercado para R. solani K, alin se encuentran restringidos y se apoyan primariamente en hongos
como lo son Trichoderma, Gliocladium, Streptomyces, Coniothyrium y Candida, asi como
bacterias Pseudomonas, Bacillus y Agrobacterium (Harman et al., 2010; Pliego et al., 2011).
Actualmente la forma mas efectiva de controlar o frenar a Thenatephorus es mediante el manejo
integrado (Antonopoulos et al., 2010; Bi et al., 2012).

Para F. oxysporum su control llega a ser un poco mas complicado por su amplia gama
genética y su forma de colonizar mundialmente. Se han aplicado estrategias como son la
aplicacion de inductores de resistencia, biorreguladores y mezclas naturales vegetales para
establecer un control efectivo (Rodriguez et al., 2002; El- Khallal, 2007). Otra forma comun de
control de este fitopatdgeno es utilizar variedades de plantas resistentes (Ascencio-Alvarez et
al., 2008).

Normalmente para mantener controlada las infecciones originadas por Fusarium spp. y
otros hongos se utilizan agroquimicos nombrados fungicidas erradicadores como los
benzimidazoles, incluidos el benomil, carbendazim, tiabendazol, y tiofanato (Agrios, 2005). Sin
embargo, se ha teorizado que los agroquimicos son agentes causales de mutaciones en las
cosechas, de igual manera se plantea que incrementan el nivel de resistencia de los hongos
(Agrios, 2005).
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I1. HIPOTESIS

El aceite esencial y el extracto acuoso del orégano (Lippia palmeri W.) del estado de Sonora,

pueden ser una nueva alternativa antiflngica, repelente y antiviral natural en la agricultura.
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1. OBJETIVOS

I11.1. Objetivo general

Evaluar el efecto repelente, antiviral y fungicida del aceite esencial y extracto acuoso del
orégano cultivado (Lippia palmeri W.) sobre mosquita blanca (Bemisia tabaci G.), el virus

SLCV y los hongos patdgenos (Thenatephorus sp. y Fusarium oxisporum Schltdl).

I11.2. Objetivos especificos

e Evaluar la actividad antifungica del aceite esencial y extracto acuoso de orégano
cultivado (Lippia palmeri W.) sobre los hongos patégenos (Thenatephorus sp. y
Fusarium oxisporum Schltd).

e Estimar la actividad de repelencia del aceite esencial y extracto acuoso de orégano
cultivado (Lippia palmeri W.) sobre mosquita blanca (B.tabaci G.).

e Analizar actividad antiviral del aceite esencial y extracto acuoso de orégano cultivado

(Lippia palmeri W.) sobre virus del enrollamiento de la calabaza.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Material vegetal utilizado

Las hojas de las plantas de orégano (Lippia palmeri W.), se colectaron en la época de floracion
durante el mes de septiembre de 2016, en el campo experimental del Departamento de
Agricultura y Ganaderia de la Universidad de Sonora, localizado en el km 21 de la carretera
Hermosillo a Bahia de Kino, el cual se encuentra a una altitud de 160 msnm, con latitud de 29°
04’ 55.5” N y longitud de 110° 58’ 3.15” O, con una precipitacion anual de 150 mm y

temperatura promedio de 23°C.

IV.2. Extraccion de los aceites esenciales (AE) y extracto acuoso (EA)

La preparacion de los tratamientos para la destilacion de arrastre de vapor se realizd de la
siguiente forma: para AE al 40 % se utilizaron 40 g de hoja seca de orégano en 100 ml de agua
destilada y para el AE al 60 % se utilizaron 60 g de hoja seca de orégano en 100 ml de agua

destilada.

La extraccion de AE se hizo secando las hojas de cada una de las plantas de orégano a
temperatura ambiente y a la sombra, una vez secas se almacenaron en bolsas de papel. EI AE se
extrajo a partir de 100 g de hojas utilizando el método de arrastre con vapor durante cuatro
horas, utilizando un equipo Clevenger (Winzer®, Plano, TX). EI AE fue separado de la fase
acuosa por medio de decantacién y posteriormente se le agregé sulfato de sodio anhidro para
eliminar la humedad del aceite esencial; el AE que se extrajo se introdujo en viales ambar a -4°

C para su conservacion y posterior uso.

Para la preparacion del extracto acuoso se maceraron 50 y 200 g de orégano seco por
separado, después se vertio el orégano macerado a un vaso de precipitado donde se afiadieron
1000 ml de agua destilada a cada tratamiento y, posteriormente se dejaron ambos tratamientos
por 24 horas en una parrilla con agitacion constante (sin calentarse); posteriormente se filtraron

y refrigeraron a una temperatura de -4° C.
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IV.3. Analisis GC-MS del aceite esencial de orégano cultivado (Lippia palmeri W.)

La composicién quimica y cuantificacion de los aceites esenciales se determind en un
cromatografo de gases Agilent Technologies 7890 acoplado a un espectrometro de masas,
cuédruplo simple Agilent 5975C con una fuente de ionizacion de impacto electronico a 70 eV.
Se utilizé una columna capilar HP-5MS Ul de 30 metros de longitud 0.25 mm de didmetro
interno y 0.25um de espesor de pelicula, usando helio como gas portador, con un flujo de 1
mL/min. EI modo de inyeccion fue en modo split en una relacion de 100:1; el volumen de
inyeccion fue de 1pL; el aceite esencial a analizar se diluy6 en una proporcion 1:50, con metanol
grado HPLC >99.9%. El software de adquisicion de datos fue MSD ChemStation E.02.02.1431
y el programa fue 5975TAD. Las temperaturas de la interfase y de la fuente fueron 150 °Cy
200 °C respectivamente. El programa de temperatura inicié a 50 °C por 5 minutos, seguidos de
una rampa de calentamiento a razon de 8 °C/min hasta 300 °C, manteniendo esta temperatura
por 5 min, el tiempo total de corrida fue de 41.25 min. La adquisicion de los datos se llevd a
cabo en modo scan en un rango de masas de 40-450 m/z, en el software de andlisis de datos
MSD ChemStation E.02.02.1431; la identificacion de los compuestos se llevo a cabo por su
espectro de masas utilizando el programa 5975TAD Data Analysis vinculado a la Libreria NIST
2011.

IV.4. Aislamiento de Thenatephorus sp.

Las raices y tallos de las plantas de garbanzo con sintomas de marchitez se lavaron con agua
corriente y se cortaron en fragmentos de 1cm. El tejido se desinfecté durante 1 min en
hipoclorito de sodio al 3 %. El tejido se sembrd en el medio agar papa dextrosa (PDA)
acidificado (300 uM de &cido lactico por litro de medio). La incubacion se hizo entre 19 y 25

°C por 2 dias.

Los hongos aislados fueron identificados de acuerdo con sus caracteristicas morfologicas
(Sneh et al., 1991) y se transfirieron nuevamente a PDA acidificado con la finalidad de obtener
cultivos puros para la extraccion de puntas de hifa. Los aislados se identificaron por parcela de

colecta y por la estructura de la planta donde fue aislado (tallo y raiz).
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IV.5. Aislamiento de Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum cepa RB0O01 se aisl6 de frutos de sandia procedentes del estado de Sonora,

México donado por la Dra. Irene lleana Ramirez Bustos.

IVV.6. Bioensayos de la actividad de aceites esenciales, extracto acuoso y sus compuestos

Los aceites esenciales y extractos acuosos de orégano fueron disueltos en tween 20, mezclados
y homogeneizados por agitacion en matraces con medio de cultivo PDA previamente
esterilizado, se afiadieron por separado dosis del aceite esencial de 100, 150, 200, 250 y 300
ug/ml y para el extracto acuoso se utilizaron los tratamientos de 0.10, 0.15, 0.20, 0.25y 0.30 G.

El PDA con los tratamientos se vacio en cajas Petri (60 x 15 mm).

De los patégenos incubados y previamente identificados sembrados en PDA se tomé un
disco de agar de cinco mm del cultivo del patégeno se colocé en el centro de cada caja con los
tratamientos, después las cajas se incubaron a 25 °C por ocho dias. El crecimiento micelial
(didmetro de la colonia) fue medido con un vernier diariamente de las 10 repeticiones que se
consideraron para cada concentracion de aceites esenciales y extractos acuosos. Las cajas Petri
control contuvieron solamente PDA. La evaluacion se di6 por terminada cuando el micelio de

la placa de agar control alcanzé el borde de las cajas.

IV.7. Siembra de calabaza Cucurbita pepo L.

El cultivo de calabaza Cucurbita pepo L. se llevé a cabo en el invernadero del Departamento de
Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas de la Universidad de Sonora, localizado en la Ciudad
de Hermosillo, el cual se encuentra a una altitud de 160 msnm, y se localiza a 29°04” 55.5""LN
y 110°58°3.15""W. Se formaron camas de 50 cm de ancho y 12 m de largo en donde se colocaron
simultaneamente cintas de riego por goteo. El agua se suministré mediante riego por goteo,

dichos goteros cuentan con una distancia de 20 cm.

La siembra fue por trasplanté, se establecieron cuatro de camas una para cada tratamiento
del AE y EA, cipermetrina (control positivo) y una cama sin tratamientos (control negativo). Se

obtuvieron 48 plantas en total, 8 por tratamiento.
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IV.7.1. Repelencia de mosquita blanca

Para la aplicacion de los tratamientos de aceite esencial y extracto acuoso al 40 y 60 % se
utilizaron aspersores manuales, la aspersion se llevé a cabo cuando en el cultivo se alcanzo el
umbral de 2 insectos adulto de mosquita blanca. De cada tratamiento se seleccionaron al azar

cuatro plantas de calabaza tratadas y se hizo un conteo de mosca blanca adulta.

IV.8. Inoculacion del virus del enrollamiento de la hoja en plantas de calabaza

Se plantaron 48 plantas de calabaza en macetas en el Laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Agricultura y Ganaderia de la Universidad de Sonora. Una vez que las plantas
emergieron se infectaron de manera mecanica, realizando una pequefia lesion en las hojas para
posteriormente frotar sobre dicha lesion una gaza con salvia de plantas positivas al Virus del

Enrollamiento de la Hoja de la calabaza.

IV.9. Disefio experimental

El disefio del bioensayo antifungico fue de bloques completamente al azar. Los resultados del
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial fueron transformados con la raiz cuadrada de
arcoseno y evaluados mediante un analisis de varianza de una via de clasificacion.
Posteriormente se realiz6 una comparacion de medias mediante la prueba de Tukey, usando el
paquete estadistico JMP version 5.0.1 (SAS Institute, 2002).

Para medir la bioactividad de repelencia, el disefio experimental fue blogues totalmente
al azar teniendo un tratamiento, dos dosis, un control positivo con cipermetrina y un control
negativo. Se llevé a cabo un anélisis de varianza (ANOVA) y la comparacion de medias se
obtuvo por la prueba de Tukey-Kramer, usando el paquete estadistico JMP version 5.0.1 (SAS,
2002) para establecer las posibles diferencias en cada tratamiento del aceite esencial, el extracto

acuoso y los controles.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1. Composicion quimica del aceite esencial de Lippia palmeri W.

El aceite esencial del orégano cultivado present6 37 compuestos. EI componente que se encontrd
con mayor abundancia fue timol (32 %), seguido por cariofileno (21.7 %) que en conjunto
constituyen el 53.7 % del total. Otros compuestos abundantes fueron carvacrol y cimeno (ambos
5.56 %), y-terpineno (5.00 %), oxido de cariofileno (4.32 %), 4-tert-butylcatechol (2.47 %),
fenol, 3-tert-butil-4-metoxi (1.84 %), a-cariofileno (1.75 %), B-mirceno (1.36 %) y acetato de
timol (1.31 %). El 22.69 % restante lo conformaron 26 compuestos que su contenido es en trazas
desde 1.19 al 0.01 %. Estos resultados al comprarlos con el estudio realizado por Ortega-Nieblas
et al. (2011), donde se identificaron los componentes de Lippia palmeri proveniente de dos
localidades silvestres ubicadas en Alamos, Sonora y del Puerto del Orégano; se encontrd
similitud en la presencia de compuestos con ambos aceites: a-pineno, a-felandreno, a-terpineno,
cimeno, y-terpineno, borneol, timol, carvacrol, cariofileno, aloaromadendreno, B-bisaboleno, y
espatulenol. Algunos autores, concuerdan que los compuestos de carvacrol, timol y cimeno, son
los responsables de la actividad insecticida, bactericida, fungicida y antiviral de los AE
(Aligiannis et al., 2001; Salgueiro, 2003; Radudiene, 2005; Camilo et al., 2007; Bothelo et al.,
2007). La gran mayoria de los estudios sobre la composicion del aceite de orégano se relacionan
con Origanum vulgare y a su vez, se ha demostrado que el rendimiento y composicion de estos
dependeran de las condiciones ambientales en su héabitat y de su proceso de extraccion (Avila et
al., 2010).

El cromatograma del extracto acuso del orégano cultivado, identificé 42 compuestos. El
compuesto de porcentaje mayoritario fue timol (12.56 %), seguido del o-cimeno (11.58 %),
furfural (9.25 %) y levoglucosano (5.49 %), conformando esto cuatro compuestos el 38.8 % del
total. El resto fueron 38 compuestos con concentraciones bajas, entre los que se encuentra el
ribotol (1.91 %), dimetil melato (1.67 %) y el acido benzenoico (1.52 %), conocidos por sus
propiedades antimicrobianas y antifungicas (Plaus et al., 2001; Cueto-Wong, 2010). Al igual
que en el aceite esencial del orégano, en el extracto acuoso se encontraron compuestos que estan

registrados en la literatura con actividad bioldgica importante.
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V.2. Actividad bioldgica de los aceites esenciales sobre Thanatephorus sp. y F. oxysporum

De las dosis evaluadas del aceite esencial para inhibir a F. oxysporum y Thanatephorus sp. Para
Thanatephorus sp. la dosis de 100 uL/mL fue la que tuvo menor efecto de inhibicién, entre 90
y 93 %, pero a medida que se iba incrementado la dosis de aceite esencial, este alcanzé un 99 y
100 % de inhibicién en el transcurso de los 7 dias, con diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05) en las dosis de 100 y 150 pL/mL respecto a los demas (Figura 3). La
tendencia en la baja del crecimiento micelial nos indicaba que a mayor cantidad de aceite
esencial se tiene una mayor sensibilidad por parte de Thanatephorus sp. llegando a una
inhibicion total en el crecimiento del micelio. Siramon et al. (2013) trabajaron in vitro con el
aceite esencial de eucalipto rojo contra Chaetomium globosum, Fusarium oxysporum,
Aspergillus niger, Thanatephorus cucumeris y Rhizopus oryzae, este aceite esencial tuvo una

inhibicion inducida de entre el 84 y 100 % para F. oxysporum y T. cucumeris.

En los resultados obtenidos para F. oxysporum no se observaron diferencias
significativas entre las dosis utilizadas (p<0.05). Se obtuvieron resultados relevantes en los 5
tratamientos de aceite esencial del orégano al igual que con el carvacrol como control positivo,
mostrando una fuerte actividad bioldgica, al generar una inhibicion total e impedir el
crecimiento micelial en cualquiera de sus dosis aplicadas. Estos resultados coinciden con lo
reportado por E. Wogiatzi et al. (2009), quienes encontraron que los biotipos de O. vulgare ricos
en timol y carvacrol, inhibieron satisfactoriamente el crecimiento micelial de F. oxysporum. Los
resultados encontrados en la presente investigacion son de una gran relevancia, considerando la
importancia de encontrar alternativas naturales para erradicar a F. oxysporum, ya que éste se
encuentra entre los hongos fitopatdégenos méas importantes a nivel mundial por los dafios que

causa a los cultivos y su potencial efecto dafiino sobre la salud humana (Dean et al., 2012).
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Figura 3. Actividad antifungica del aceite esencial de L. palmeri en dosis de 100, 150, 200, 250
y 300 pL/mL; como control positivo carvacrol 100 y 300 puL/ml expresado en porcentaje de
inhibicion del crecimiento del hongo Thanatephorus sp. Prueba de medias entre las diferentes
concentraciones (p<0.05). Letras diferentes representan las diferencias significativas.

V.3. Actividad bioldgica de los extractos acuosos sobre Thanatephorus sp. y F. oxysporum

En cuanto al uso del extracto acuoso de L. palmeri, utilizado para inhibir a Thanatephorus sp.
se pudo observar que durante las primeras 24 h fue cuando se obtuvo la mejor respuesta. La
dosis de 0.30 g tuvo una inhibicion entre 58 y 100 %, mientras que las dosis mas bajas de 0.10
gy 0.15 g inhibieron entre 10 y 38 %, por lo que se deduce que existe diferencias significativas
entre los tratamientos y los controles utilizados en el presente estudio (Figura, 4). Se han
utilizado extractos metandlicos de L. tridentata y Fluorensia cernua sobre R. solani que lo
inhibieron entre el 85 y 100 % respectivamente indicando que si es posible controlar el
desarrollo de hongos fitopatdgenos con extractos vegetales (Lopez-Benitez, 2005; Rodriguez-
Castro et al., 2020).
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Figura 4. Actividad antifingica del extracto acuoso liofilizado de L. palmeri en dosis de 0.10,
0.15, 0.20, .025 y 0.30 g, expresada en porcentaje de inhibicion del crecimiento del hongo
Thanatephorus sp. Prueba de medias entre las diferentes concentraciones (p<0.05). Letras
diferentes representan las diferencias significativas.

Al igual que con Thanatephorus sp. se utilizaron los extractos acuosos sobre F.
oxysporum donde se observaron diferencias significativas (p<0.05) en los tratamientos aplicados
para la inhibicién, las dosis con mejor resultado fueron 0.25 g y 0.30 g con una inhibicién entre
el 60 % y 90 % respectivamente; las dosis mas bajas que fueron de 0.10 a 0.15 g inhibieron entre
el 20 % y 60 % el crecimiento micelial (Figura 5). Se ha experimentado con extractos acuosos
de ajo (Allium sativum), semilla de neem (Azardiachta indica), hierba de limon (Cymogopogon
proxims), comino (Carum carvi) y clavo (Eugenia caryophyllus), el fungicida convencional
benomilo y cepas de Trichoderma spp., que son utilizadaos como control biologico en cultivos
contra F. oxysporum, los resultados arrojaron que los tratamientos utilizados tuvieron una

inhibicidn superior al 60 %; donde el extracto acuoso de ajo fue el que presentd mayor actividad
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al., 2005).
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Figura 5. Actividad antifngica del extracto acuoso liofilizado de L. palmeri en dosis de 0.10,
0.15, 0.20, 0.25 y 0.30 g; como control positivo carvacrol 100 y 300 pL/ml expresado en
porcentaje de inhibicién del crecimiento del hongo F. oxysporum. Prueba de medias entre las
diferentes concentraciones (p<0.05). Letras diferentes representan las diferencias significativas.

En diversas investigaciones se les atribuye el efecto antiflngico al carvacrol y al timol
que se encuentran en los aceites esenciales y extractos acuosos en especies como O. vulgare, L.
alba, L. berlandieri y L. graveolens. Se ha reportado que estos compuestos pueden afectar al
hongo al alterar su estructura morfoldgica, retrasando y reduciendo el desarrollo al producir lisis
entre la membrana y pared celular del hongo (Kordal et al., 2008). Al tener contacto la
membrana con el aceite esencial se da una pérdida de la integridad de esta y una baja en la
cantidad de ergosterol, principal componente de la membrana de los hongos, asi como una
respuesta inhibitoria a la formacion de la pared (Shreaz, 2016). Asimismo, se ha sefialado que

la expresion de algunos genes pudiera verse afectada de forma negativa, especialmente, aquéllos
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involucrados en los procesos de la adhesion, desarrollo, dimorfismo y la reproduccion de esporas
del hongo (D’agostino, 2019).

V.4. Actividad bioldgica del aceite esencial del orégano sobre Bemisia tabaci

En cuanto a las pruebas de repelencia, las dosis del aceite esencial de 60 y 40 % (Figura 6)
presentaron propiedades repelente similares entre si, sin diferencias significativas entre los
tratamientos y la cipermetrina. El aceite esencial en la primera semana de la aplicacion presentd
en promedio entre 9 a 12 mosquitas blancas por planta en las dos dosis aplicadas. Durante la
primera semana no se presentaron diferencias significativas entre el control negativo y el aceite

esencial, pero si hubo diferencias significativas con la cipermetrina.

El promedio maés alto de repelencia se observé durante la quinta semana del experimento
donde el aceite esencial al 60 % tuvo una repelencia con un promedio de 7 mosquitas blancas,

mientras que la cipermetrina tuvo un promedio de 6 mosquitas blancas.

El control negativo tuvo un resultado entre 12 y 16 mosquitas blancas por planta en las
seis semanas que el experimental que se llevo a cabo; Se encontraron diferencias significativas

entre el control negativo y los tratamientos del aceite esencial.

Santiago et al. (2009) realizaron estudios de repelencia sobre adultos de mosca blanca
usando varios aceites esenciales en un invernadero a través del método del cilindro de acrilico.
Aqui se expusieron 20 insectos adultos de mosca blanca a una ldmina de hoja de planta de frijol
tratado con aceite esencial. Los resultados revelaron que los aceites esenciales de canela y
tomillo tuvieron una repelencia exitosa de 91 y 93 %, respectivamente, mientras que los aceites

esenciales que mas baja o nula repelencia tuvieron fueron los de clavo y naranja.
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Figura 6. Repelencia del aceite esencial de L. palmeri en concentraciones de 40 (AEA) y 60 %
AEB) y la cipermetrina utilizada como control positivo expresada en promedio de moscas
presentes. Prueba de medias entre las diferentes concentraciones (p<0.05). Las letras representan
las diferencias significativas entre los tratamientos.

V.5. Actividad bioldgica del extracto acuoso del orégano sobre Bemisia tabaci

El extracto acuoso a dosis de 60 % presentd los valores de repelencia mas alto, con un promedio
entre 10 y 11 moscas blancas por planta contabilizadas en las 6 semanas del experimento;
mientras que la dosis méas baja de 40 % presenté un promedio entre 11 y 14 moscas blancas en
promedio. En ambas dosis se puedo observar que conforme fueron repitiéndose las aplicaciones
de los extractos acuosos donde hubo una disminucion en la cantidad de mosquita blanca presente
en las hojas. De acuerdo con los resultados obtenidos, ambas dosis de extracto acuoso de
orégano no presentaron diferencias significativas entre si, sin embargo, si hubo diferencias

significativas con la cipermetrina (Figura 7).

Los resultados obtenidos en de este trabajo coinciden con los publicados por Aguilar-
Astudillo et al. (2022) quienes compard distintas dosis de extracto crudo de Origanum vulgare

L. extraidos con cuatro solventes distintos. Ellos encontraron una repelencia mayor al 50 % de
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la poblacion de Trialeurodes vaporariorum y observaron que, a dosis mas elevadas de los

extractos, existe un mejor efecto de repelencia.

Promedio de repelencia de mosca blanca en plantas
calabaza tratada con extracto acuoso de Lippia palmeri
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Figura 7. Repelencia del extracto acuoso de L. palmeri en concentraciones de 40 y 60 %;
cipermetrina como control positivo expresada en promedio. Prueba de medias entre las
diferentes concentraciones (p<0.05). Las letras representan diferencia significativa entre los
tratamientos.

Segun los resultados obtenidos con el aceite esencial y extracto acuoso del orégano se
confirma la actividad bioldgica de repelencia. Se han identificado compuestos de la especie L.
palmeri W. que le confieren esta actividad, los cuales han sido extraidos y posteriormente

probados como controles de plagas.
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V.6. Inoculacién del Virus del Enrollamiento de la Hoja en plantas de calabaza

De las 19 plantas de calabaza colectadas en campos de la costa con sintomas de infeccién se
procedio a realizar la identificacion molecular del Virus del Enrollamiento de la Calabaza por
PCR, utilizando los iniciadores prVV324/prC889 (Wyatt y Brown, 1996; Yongping et al., 2008);
se obtuvo un amplicon de 750 pb, segun lo esperado. Las bandas de los pozos 2, 4,5y 6
corresponden a muestras positivas del SLCV (Figura 8). Diaz-Najera et al. (2020) utilizaron los
mismos oligonucleotidos obteniendo como resultados de PCR y secuenciacion que los sintomas
de virosis en hojas de calabaza que fueron colectadas en el Valle de Cocula dieron positivos a
SLCV.

1 234.56 71

Figura 8. Deteccion molecular del Virus del Enrollamiento de la Hoja de la Calabaza utilizando
electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR. Los pozos 2, 4, 5y 6 corresponden a
muestras positivas del SLCV.

Siguiendo la metodologia se inoculo el Virus del Enrollamiento de la Hoja de la Calabaza
en 48 plantas de calabaza (24 calabazas var. Kabocha, 24 calabazas var. Italiana) en el
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Laboratorio de fitopatologia teniéndolas en un ambiente controlado. Se hizo un seguimiento
continuo del desarrollo de la planta, esperando ver sintomas de enrollamiento de hojas, retraso
del crecimiento, epinastia, clorosis intervenal y moteado de hojas (Diaz-Najera et al., 2020). En
la Figura 9 se puede apreciar el desarrollo de las plantas que fueron inoculadas, asi como el
control negativo, estas se desarrollaron de forma sana sin presentar sintomas de infeccion; no se

obtuvo ninguna planta positiva al virus del enrollamiento de la hoja.

Figura 9. Emergencia de la planta de calabaza en macetas b) inoculacion del virus del
enrollamiento de la hoja de calabaza c) desarrollo de la planta de calabaza control d) desarrollo
de la planta de calabaza inoculada.
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V1. CONCLUSION

El GC-MS permitio caracterizar quimicamente a los aceites esenciales y extractos acuosos de
hojas de L. palmeri procedentes del Departamento de Agricultura y Ganaderia de la Universidad
de Sonora, para asi poder evaluar su efecto de inhibicion y repelencia. Los compuestos mas
abundantes identificados en el AE y EA fueron el timol, carvacol, levoglucosano, p-cimeno. Los
resultados evidenciaron que las dos especies de hongos fitopatdgenos Thanatephorus sp. y F.
oxysporum fueron inhibidos in vitro por el aceite esencial y extracto acuoso del orégano L.
palmeri. F. oxysporum fue inhibido en su totalidad de manera in vitro por el aceite esencial del
orégano. Se observo que la velocidad de crecimiento micelial de Thanatephorus sp. y F.
oxysporum se redujo acorde al aumento de las concentraciones utilizadas. Ademas, también se
probd que las dosis aplicadas de aceite esencial y extracto acuoso mostraron actividad repelente
sobre mosca blanca. Esto nos indica que el orégano (L. palmeri W.) puede ser una planta

promisoria para el control biol6gico de hongos fitopatdgenos y como repelente.
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VIl. RECOMENDACIONES

e Aplicar los tratamientos del AE y EA en macetas, con condiciones controladas,
caracterizacion del suelo para posteriormente aplicar en campos con rastros de
inoculados de los patdgenos Thanatephorus sp. y F. oxysporum.

e Establecer dosis de AE y EA que debe ser aplicada en macetas y en campo, tomar en
cuenta el valorar la toxicidad que podrian presentar las dosis.

e Hacer mezclas del AE y EA con otros compuestos obtenidos de otras plantas, simulando
los productos que se encuentran a nivel comercial.

e Realizar pruebas en los bioensayos de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo.

e Utilizar mezclas de los aceites esenciales y extractos acuosos, para probar si se
incrementa el efecto de repelencia.

e Para obtener mayor repelencia se recomienda utilizar equipos de alta presién que
proporcione mayor penetracion y cobertura cuando se lleve a cabo la aspersion de los
tratamientos, orientando las boquillas para que cubra el envés de las hojas.

e Establecer, de manera més precisa, la distancia en la que se deben aplicar los aceites
esenciales a la planta para obtener mejores resultados.
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IX. APENDICES

Apéndice A

Objetivos planteados inicialmente en el proyecto de tesis:

I.  Evaluar la actividad antifngica del aceite esencial y extracto acuoso de orégano
cultivado (Lippia palmeri W.) sobre los hongos patdgenos (Thenatephorus sp. y
Fusarium oxisporum Schltd).

Il.  Estimar la actividad de repelencia del aceite esencial y extracto acuoso de orégano
cultivado (Lippia palmeri W.) sobre mosquita blanca (B.tabaci G.).

I1l.  Analizar actividad antiviral del aceite esencial y extracto acuoso de orégano
cultivado (Lippia palmeri W.) sobre virus del enrollamiento de la calabaza.

V. Identificar el virus del enrollamiento de la calabaza.

Los objetivos Il y 1V planteados inicialmente en el proyecto de tesis tuvieron que
modificarse por causas externas, el experimental se vio afectado por la pandemia generada
por el COVID-19. De los objetivos planteados inicialmente en el proyecto de tesis, se
cumplié completamente el objetivo | y 1. A pesar de los inconvenientes con los objetivos
planteados inicialmente, durante el transcurso de la maestria se obtuvieron resultados que
no se contemplaron en el proyecto de tesis inicial (identificacion molecular del hongo

Thenatephorus sp.).
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