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El hombre en su afán de obtener productos vegetales diversos que

satisfagan sus necesidades de alimentación, vestido y otras de menor importancia,

ha descubierto innumerables factores que disminuyen y en casos extremos,

aniquilan totalmente los rendimientos de sus cultivos. Entre estos factores,

primordialmente se encuentran las plagas y enfermedades vegetales.

Un tercio de la producción mundial de alimentos es destruida por estos

factores durante su crecimiento, cosecha y almacenamiento. Sobre éste último

punto, la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la

Agricultura, estima que a escala mundial se pierde el 5% de las cosechas de

semillas, dichas pérdidas son mayores en relación indirecta al desarrollo

tecnológico del país o de la región, señalando que las mermas poscosecha para

África y Latinoamérica son del orden del 15 al 40% de lo cosechado. En México no

existen datos estadísticos oficiales que indiquen la cantidad de pérdidas anuales

en semillas almacenadas, sin embargo se estima que éstas fluctúan entre el 5 y

25% de acuerdo a la zona del país de que se trate, ya que las condiciones

ecológicas y la carencia de tecnologías adecuadas propician la presencia de

insectos, hongos y roedores que dañan el grano, causando mermas significativas

tanto en el aspecto económico como en la calidad nutricional, industrial y sanitaria

de los mismos (Colín, 2002).



El problema del deterioro y pérdidas en poscosecha es de particular

importancia para los agricultores de subsistencia, ya que su producción forma

parte de los alimentos básicos que consume la familia durante todo el año. La

parte no consumida la comercializan para adquirir otros productos que les son

indispensables para su vida cotidiana. Las consecuencias sociales por lo tanto, del

ataque de enfermedades vegetales en México, han contribuido durante siglos a la

miseria de los campesinos, un cambio obligado de cultivos y una agricultura

nómada, mientras que las de orden económico se pueden medir en términos de

abatimiento cuantitativo y cualitativo de las cosechas, costos en medidas

preventivas y terapéuticas, así como limitaciones de las áreas de cultivo (Toledo et

a/1989,Alt¡eri, 1999).

El uso de compuestos químicos para el control de enfermedades, en especial

las de origen fungoso, actualmente es de gran importancia económica,

reportándose a nivel internacional en las décadas de los ochentas y noventas la

utilización anual de aproximadamente 24,500 toneladas de ditiocarbamatos y de

224,000 de compuestos cúpricos (Lyons et al 1990, Zalomen et al 1990, Acquaah

2002). En México, el control químico de estos fitopatógenos es aplicado

frecuentemente en cultivos de alto valor económico; desafortunadamente en

ocasiones su empleo no es el adecuado habiendo tendencia en algunas zonas

del país, especialmente en las de mayor desarrollo agrícola, al uso indiscriminado

de ellos y/o en dosis más altas de las necesarias, hecho que influye sobre el

desarrollo de resistencia genética de los hongos a estos. Al respecto, la



Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura afirma

también que el uso prolongado y extensivo de fungicidas, especialmente los de

alta residualidad, ha conducido a un deterioro ambiental, con efectos nocivos

sobre diferentes organismos, tanto de hábitats acuáticos como terrestres, micro y

macroscópicos. Así mismo, es también importante el peligro de residualidad tóxica

en productos alimenticios, cuyos efectos sobre humanos son conocidos aún

cuando se maneje solo la cantidad del ingrediente activo dentro del nivel de

tolerancia permitido, pudiéndose presentar un efecto nocivo por acumulación o

uso prolongado (Diouf, 2003).

Por lo tanto ante la perspectiva anterior es importante reflexionar sobre las

ventajas de buscar y utilizar productos de origen natural, como son los extractos

de plantas superiores, que ejercen su acción a dosis bajas, los que se han

convertido en una alternativa orgánica muy importante ya que son estables en su

acción, de baja o nula residualidad y a la vez biodegradables. Además, se propone

que se puedan obtener bajo condiciones de tecnología simple y su aplicación a

nivel de campo sea accesible para los agricultores, sobre todo por aquellos de

escasos recursos económicos (Suquilanda,1996).

Las zonas del noreste de México han sido ampliamente estudiadas desde el

punto de vista botánico y fitoquímico, analizando los ecosistemas buscando en

ellos substancias naturales con efectos fungicidas que resuelvan problemas

fitopatológicos de interés agrícola.



Esta investigación presenta los resultados de los estudios realizados a

Helietta parvifolia (Gray) Benth, especie alelopática que forma parte de la flora del

matorral submontano en el noreste de México. El objetivo fue evaluar la actividad

fungicida de extractos obtenidos del follaje, así como del follaje per se y su

aplicación en la protección de semillas almacenadas, como una alternativa

tecnológica en el desarrollo de una agricultura orgánica.



LITERATURA REVISADA

Enfermedades de poscosecha, importancia en semillas almacenadas y su

control

Los cereales dominan de una forma u otra la producción agrícola del mundo,

aportan la gran masa de materias nutricias para el hombre y son un alimento

básico capital. De igual manera las leguminosas tradicionalmente en muchas

regiones del mundo son altamente apreciadas por el valor nutricional de sus

semillas las que constituyen una fuente de proteínas de gran calidad, razón por la

cual son de uso común y constituyen parte importante de la dieta (Acquaah, 2002).

El grano se cosecha generalmente una, y en algunas zonas tropicales hasta

dos veces al año. No obstante se consume durante todo el año. Por lo tanto,

prácticamente toda la producción ha de ser almacenada. El almacenamiento

puede variar, desde el simple vertido del grano sobre el suelo o sobre las calles a

la intemperie, hasta el almacenamiento sobre grandes estructuras de cemento

equipadas de forma que se puede bascular un vehículo de carga para vaciarla en

cuestión de minutos. Generalmente se apila el grano sobre el suelo, solamente

durante la temporada de recolección, cuando el equipo de transporte queda

escaso. Aún cuando las pérdidas en productos suculentos es más común y

aparece en las tiendas minoristas o en casas, la pudrición de los cereales y

leguminosas también es muy común y las pérdidas que produce son bastante

considerables por su magnitud, las que se presentan a nivel de grandes



almacenes o depósitos de agricultores o comerciantes razón por la cual rara vez

son observadas por el público en general (Serna, 1996; Agrios, 1997).

Los cereales son huéspedes de gran número de especies, tanto los

microorganismos que invaden toda la semilla, como los que son contaminantes

superficiales. Los hongos son los principales microorganismos de la microflora

presentes en los granos almacenados y constituyen la más importante causa de

pérdidas y deterioro durante el almacenamiento; prefieren ambientes o substratos

con alto contenido de humedad y son los agentes responsables por el gran

aumento de la respiración de los granos húmedos. Por lo general, los hongos que

atacan los granos se dividen en dos grupos: hongos de campo y hongos de

almacenamiento (Serna, 1996; Acquaah, 2002).

A los hongos que contaminan los granos antes de la cosecha, durante su

desarrollo en la planta, o después de que es segado y amontonado antes de ser

trillado se les denominan de campo. Las especies que predominan varían de

acuerdo con el hospedero, la cosecha, la región o localización geográfica y el

clima, siendo los géneros Alternaría, Cladosporium, Helminthosporium, Rhizopus y

Fusaríum, sus representantes mas frecuentes. Estos hongos necesitan para su

desarrollo un alto contenido de humedad, esto es, granos en equilibrio con una

humedad relativa ambiente entre 90 y 100 por ciento, condiciones que permiten la

sobrevivencia de las esporas durante mucho tiempo; sin embargo, no germinan

cuando el contenido de humedad de las semillas está en equilibrio con



humedades relativas inferiores al 75 por ciento. Los hongos de campo pueden

provocar pérdida de la coloración natural y del brillo de los granos, con lo que se

reduce el valor comercial del producto. En las semillas, además de reducir el

poder germinativo y el vigor, pueden ocasionar putrefacción de las raíces y otras

enfermedades de las plantas. Los hongos de almacén se desarrollan después de

la cosecha, cuando el contenido de humedad de los granos está en equilibrio con

una humedad relativa ambiente superior al 65 o 70 por ciento, comprenden con

mayor frecuencia cerca de una docena de especies del género Aspergillus de las

cuales cinco son las mas comunes, una sola especie de Penícillium, una de

Sporendonema y algunas especies de levaduras. En silos y bodegas, los daños

causados por los hongos del almacenamiento son mayores que los producidos por

los hongos de campo. Las condiciones que influyen en el desarrollo de los hongos

del almacén en semillas almacenadas son las siguientes: 1) contenido de

humedad; 2) temperatura; 3) período de tiempo de almacenamiento; 4) grado de

invasión por hongos de almacén que se presenten antes de su arribo a un

determinado sitio; 5) cantidad de material extraño presente en ellas, y 6)

actividades de insectos y ácaros. El contenido de humedad mínimo requerido en

algunos casos puede ser tan bajo como de 13 hasta 19%, por ejemplo para el

desarrollo de para el desarrollo de Aspergillus restrictas, A. glaucus A. candidas

A. flavus y Penicillium en semillas de maíz, y las temperaturas mínimas desde -5

hasta 15 °C, y óptimas entre 20 y 50 °C (Christensen, 1974; Serna, 1996;

Acquaah, 2002).



Además de las diferentes prácticas básicas ampliamente conocidas de

manejo poscosecha para evitar el desarrollo de hongos en las semillas, también

pueden tratarse con compuestos químicos fungicidas para contrarrestar el ataque

de patógenos que se encuentren en su superficie o en el interior. Los productos

pueden aplicarse por espolvoreo, pasta acuosa mezclada con las semillas, o bien

estas últimas pueden humedecerse en una solución acuosa que contenga al

compuesto químico para finalmente dejarlas que se sequen (Agrios, 1997). Al

efectuar los tratamientos de la semilla el compuesto debe de quedar

completamente adherido sin afectar la viabilidad de la misma; los productos

empleados son principalmente compuestos inorgánicos de cobre o de zinc o

compuestos orgánicos como el captan, carboxin, oxicarboxin, chloroneb,

clorotalonil y otros, incluyendo antibióticos como la estreptomicina agrícola. (De la

Isla, 1987). En particular el captan (CISN-(triclorometil) t¡o)-4-ciclohexen-1,2

dicarboximida) es un producto que fue introducido en 1953 y actúa como un

compuesto protector de las semillas de gramíneas, pertenece al grupo de las

carboximidas de contacto. Se reporta que alrededor de 304,000 Kg son usados

anualmente en los Estados Unidos para el tratamiento de semillas de maíz

(Rosenstein 1993, Pedersen ef a/1986, Barbera 1976).

Fungicidas agrícolas

Naturaleza.- Los primeros materiales empleados por el hombre como

fungicidas fueron el azufre y sus derivados, popularizándose su empleo en los

siglo XVII y XVIII al utilizarse el sulfato de cobre para el control de numerosos



carbones y la mezcla de cal y azufre para la cenicilla de los frutales. A finales del

siglo XIX el descubrimiento del caldo bórdeles para el control del Mildiú de la vid y

de otras enfermedades, hizo que el control químico adquiriera gran relevancia. En

los siguientes años se desarrollaron otros fungicidas inorgánicos a base de cobre

y de azufre, siendo un hecho importante el descubrimiento de las propiedades

fungicidas de los ditiocarbamatos realizado en 1930. En 1966 se consignó al

grupo de las oxantinas como compuestos fungicidas de acción sistémica con lo

cual se inició una nueva etapa en el control de enfermedades por métodos

químicos. Los fungicidas utilizados en el control de fitopatógenos varían en cuanto

a su espectro de acción dependiendo de sus propiedades químicas, siendo de

restringido o amplio espectro en base al número de especies de hongos

controlados; así como también, en cuanto a su origen químico se presentan los

naturales y los sintéticos (Agrios, 1997; Oerke, et al 1999).

En México están registrados ante la Comisión Intersecretarial para el Control

del Proceso y Uso de Plaguicidas, Fertilizantes y Substancias Tóxicas un total de

45 fungicidas agrícolas (de los cuales 22 tienen efectos adversos contra el medio

ambiente después de hacer pruebas a nivel de laboratorio, predominando la

toxicidad a peces y en casos particulares a organismos acuáticos, abejas,

organismos de sangre caliente), divididos en dos grupos: los de acción local y los

de acción sistémica; dentro de los primeros están los aceites (CICOPLAFEST,

1993).
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Modo de acción.- Los fungicidas actúan reduciendo, desplazando o

eliminando el inoculo en su fuente (erradicación), previniendo la enfermedad

(protección), o curándola (terapia), la gran mayoría implica el principio de

protección, impidiendo que el inoculo penetre en el huésped para producir la

infección . La mayoría de los compuestos químicos tienen exclusivamente acción

protectora externa cuyo efecto se manifiesta sólo en el área en que se aplican, y

su eficacia es superficial. Sin embargo, ciertas substancias, entre ellas, algunas

volátiles pueden penetrar, dentro de ciertos límites, en los tejidos vegetales y

ejercen acción terapéutica al erradicar al patógeno (ÑAS, 1980).

Selectividad.- Aunque la palabra fungicida sugiere como tal, a un compuesto

no selectivo, que inhibe el desarrollo de todos los hongos, no es este el caso en la

naturaleza, ya que existen diferencias muy marcadas en su actividad entre clases,

familias, géneros y especies de este grupo; aún en compuestos inhibidores de

multisitio como las quinonas. Solamente se apartan de una actividad selectiva

agentes biocidas fuertes, tales como los derivados fenólicos (Lyr, 1987).

Los puntos fundamentales que debe de ofrecer un fungicida agrícola en el

momento de su aplicación son: ser efectivo a concentraciones bajas, poseer

acción selectiva, respetar a los predatores, controlar a las enfermedades y afectar

lo menos posible al medio ambiente.
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Agricultura orgánica

La agricultura orgánica, se define como una visión sistémica de la

producción agrícola que usa como guía los procesos biológicos de los

ecosistemas naturales, habiendo quienes sostienen que es una visión holística de

la agricultura que promueve la intensificación de los procesos naturales para

incrementar la producción; también puede definirse como una forma por la que el

hombre puede practicar la agricultura acercándose en lo posible a los procesos

que se desencadenan de manera espontánea en la naturaleza. Este acercamiento

presupone el uso adecuado de los recursos naturales que intervienen en los

procesos productivos, sin alterar su armonía. Por otra parte al constituirse en una
^

visión holística de la agricultura, no solamente toma en cuenta los aspectos

puramente técnicos del proceso productivo, sino que también le preocupa la

situación social y económica de quienes están involucrados en su práctica, pues

además de producir alimentos sanos y suficientes para satisfacer las demandas

alimentarias del productor, de su familia y de los mercados, debe tratar de manera

justa a quienes laboran para ello (Suquilanda, 1996).

En México se distinguen dos tipos de agricultura: una dedicada

fundamentalmente a la producción de cultivos destinados a alimentos balanceados

o productos de exportación, esto es, un sector asentado en las mejores tierras,

con infraestructura, capital y alta tecnología, la otra, con pocos recursos, en la que

participan la mayoría de los campesinos temporaleros, una agricultura tradicional
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intimamente relacionada con la naturaleza, la cual tiene la responsabilidad de la

producción de los alimentos básicos para consumo nacional (Toledo et al, 1989).

Partiendo de la base de que la agricultura en México en un rango del 30% al

40% la desarrollan los agroindustriales y entre un 60 a un 70% los agricultores

rurales, es importante por lo tanto una intensificación de este último tipo de

desarrollo, aplicando para ello patrones diferentes y originales, no tomándose el

modelo extensivista y alterante de los ecosistemas representado por la agricultura

americana (convencional), sino la experiencia de la modernización de la

agricultura europea (ecológica), así como retomar los modelos agrícolas

autóctonos, lo que da como resultado la aplicación de una agricultura orgánica, la

que propone entre otras técnicas el uso de metabolitos secundarios con

propiedades pesticidas para fines de protección fitosanitaria; el uso de estos

compuestos toma una gran importancia en la protección de granos almacenados,

ya que si se logra poner a disposición de este tipo de campesinos un paquete

tecnológico alternativo que incluya la obtención sencilla de extractos a partir de

plantas silvestres presentes en su ecosistema de trabajo, cuyas propiedades

pesticidas estén ya determinadas científicamente, por una parte se estará

validando técnicas agrícolas autóctonas ancestrales (no se puede negar, por la

información vernácula existente), y por otro lado, definitivamente se logrará abatir

la falta de recursos económicos para la compra de otro tipo de insumes, que a

largo plazo ha traído como ya se mencionó, una serie de disturbios ecológicos

graves (Toledo et al, 1989; Suquilanda, 1996; Altieri, 1999).
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Un ejemplo de lo anterior lo reporta en Nigeria, Poswal y col. en 1992,

quienes indicaron el uso por parte de pequeños productores de métodos

alternativos para el control de problemas de almacenaje de las cosechas, entre los

cuales se involucra el empleo de extractos vegetales, aceites esenciales y

ahumado entre otros, durante los últimos 10 años.

Metabolítos secundarios vegetales alelopáticos

Los antecedentes sobre estudios de ecofisiología química de las plantas se

remontan a los estudios de De Candolle (1832) sobre inhibidores de origen vegetal

y alelopáticos. Mas tarde, los estudios de Garb (1961), Bonner (1950), así como

los de Gray y Bonner (1948), provocaron gran interés sobre el concepto de

alelopatía, uno de los fenómenos ecoquímicos que controlan la distribución de la

vegetación en algunas regiones. Aunque el fenómeno alelopático per se no tiene

aplicación agrícola, es interesante hacer notar que una planta alelopática tiene

altas posibilidades de convertirse en una planta útil. Se ha definido este término

como la interacción bioquímica benéfica o perjudicial entre todos los tipos de

plantas, incluyendo a los microorganismos. Desde el punto de vista evolutivo, la

alelopatía puede considerarse tanto una adaptación como un accidente que

confiere supervivencia a las especies, a través de la liberación de uno o varios

compuestos químicos secundarios al medio, los que pueden ser estimulantes o

inhibidores tanto a los microorganismos como a las plantas superiores presentes

en el medio. El palabra alelopatía raramente se encuentra en la literatura

fitopatológica; sin embargo, el desarrollo y morfogénesis de los patógenos, el
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antagonismo entre patógenos, el desarrollo de los síntomas de la enfermedad y la

resistencia de la planta hospedera a los patógenos, implican de una manera u otra

agentes alelopáticos (Salisbury, et al 1994).

México es uno de los países con mayor diversidad vegetal en el mundo,

estimándose que tiene entre 23,000 y 30,000 especies de plantas de las cuales,

se utiliza una mínima cantidad (Sarukhan, 1995). Se presentan plantas endémicas

en todos los tipos de climas que existen en la república y empíricamente se les ha

dado a algunas una utilidad. La investigación del fenómeno alelopático se ha

efectuado en muchos ecosistemas de los estados del centro y parte del noroeste

(Estado de México, Michoacán, San Luis Potosí, Puebla, Nayarit, Veracruz,

Tabasco, Chiapas, Oaxaca, Yucatán, Sinaloa, Sonora, Chihuahua) con resultados

muy prometedores en cuanto a su potencial aplicación en la agricultura. La

presencia de este fenómeno en las plantas superiores ha sido utilizado para la

búsqueda de compuestos que muestren un potencial plaguicida, los que podrían

ser empleados dentro de las medidas de control de fitopatógenos de importancia.

Metabolitos secundarios y su potencial fungicida.- Los agentes alelopáticos

son metabolitos secundarios, los que a su vez son sustancias complejas resultado

de un metabolismo secundario en el que se producen terpenoides, glicósidos

cianogénicos, alcaloides y compuestos aromáticos dentro de los cuales se

encuentran los fenoles, quinonas, cumarinas, terpenoides, flavonoides y taninos;

de quienes se desconoce si son productos finales del metabolismo como resultado
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de una evolución, o productos de deshecho. Independientemente de su origen,

estos compuestos son potencialmente autotóxlcos y por lo tanto, deben de ser

liberados de la planta en alguna forma (Putnam y Duke, 1978; Salisbury et al,

1994).

Por lo que respecta al uso potencial de extractos y aceites esenciales

vegetales como fungicidas de fitopatogenos, se han hecho innumerables estudios

para evaluar su efectividad desde 1959 cuando Marusella y Baltter probaron 119

aceites esenciales sobre 12 fitopatogenos entre ellos especies de Fusarium,

Alternaría, Cladosporium, Botrytis y Claviceps, un 80 % de ellos inhibieron a

Claviceps purpurea y el 58% a Alternaría tenuis quién mostró ser más resistente.

Posteriormente, en 1963 Barnes reportó la propiedad fungicida de aceites

esenciales sobre el hongo causante de la roña del nogal causada por Fusicladium

effuscum, cuyos resultados in vitro competían positivamente con los obtenidos por

funguicidas comerciales. Fukuiy y colaboradores (1972) publican haber evaluado

dos compuestos tóxicos obtenidos de frutos inmaduros de Lupinus luteus

(Leguminoseae) sobre un grupo de 14 microorganismos, demostrando que

presentan un elevado poder fungicida. Grant y Clebsch (1975) así como Feeney

(1976) trabajaron con extractos de diferentes especies de la familia Compositae

ricos en terpenos, observando que actúan óptimamente como fungicidas. En

resumen, los estudios realizados sugieren que la actividad antifúngica de los

metabolitos vegetales secundarios es un fenómeno frecuente, de la información

recabada por Grainge y Ahmed en 1988 se desprende que existían hasta esa
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fecha alrededor de 400 plantas reportadas con propiedades para inhibir el

desarrollo de 142 especies de hongos fitopatógenos, clasificadas

taxonómicamente dentro de 50 familias destacando algunas de ellas como

Asteraceae, Fabaceae y Brassicaceae.

Naturaleza de los metabolitos secundarios con potencial fungicida y factores

que influyen en su produción.- Los metabolitos pueden ser obtenidos de los

diferentes órganos y tejidos vegetales por diversos métodos y según sea el

utilizado, el producto obtenido se caracteriza como: aceite esencial, extractos

crudos, acuosos y clorofórmicos; dentro de todos estos se han encontrado

metabolitos que presentan acción fungicida, dividiéndose en dos grupos: aquellos

que presentan un amplio rango de acción, y los de acción específica,

predominando estos últimos (Montes-Belmont, 1996).

En el grupo de aceites fungicidas están clasificados los aceites esenciales,

caracterizándose por ser de origen vegetal, solubles en agua, aromáticos y

constituidos químicamente por mezclas de pequeñas moléculas orgánicas (a lo

que deben su volatilidad) de terpenos, aldehidos y esteres, los que se obtienen por

arrastre en corriente de vapor de agua, encontrándose almacenados en órganos y

estructuras anatómicas muy diversas. Un aceite esencial suele poseer de diez a

quince componentes principales y otros tantos muy escasos, o trazas. El número

y tipo de componentes, así como sus proporciones, pueden experimentar

importantes cambios dentro de una misma especie botánica, sea por razones
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ecológicas (luz, temperatura, altitud), agronómicas (época de corte, fertilización) o

puramente genéticas (quimiotipos o variedades químicas) (García Vallejo, 1988).

Se ha determinado también que la variabilidad cualitativa y cuantitativa de

los metabolitos, cambia en los diferentes órganos donde son producidos: raíz,

tallo, hojas, flores y fruto e inclusive pueden estar ausentes en uno o varios de

ellos. Ejemplo de lo antes mencionado es lo propuesto por Zangerl y Bazzaz en

1992, quienes indican que las condiciones ambientales pueden ser determinantes

ya que la producción de un metabolito puede ser alta en una estación del año y

escasa en otra; tal es el caso por ejemplo de la "gobernadora" Larrea trídentata

(Hurtado et al, 1981), planta típica del noreste de México quién disminuye la

producción de alcaloides y los aceites esenciales alelopáticos en el verano, como

respuesta a las altas temperaturas. Svoboda, et al (1990), en contraste, reportan

los resultados sobre el análisis del aceite volátil obtenido a partir de la Satureja

hortensia (Ajedrea) creciendo durante la estación de verano en el oeste de

Escocia que fue comparado durante cuatro estaciones contrastantes mostrando

que, sin excepción, la calidad y cantidad del aceite producido fueron de un

estándar aceptable. Este grupo de investigadores estudiaron además el estado

fenológico como factor de influencia, determinando que el tiempo óptimo de

cosecha para el rendimiento máximo y buena cantidad de aceite se encontró del

inicio hacia la mitad de la floración, observándose que las condiciones secas y

calientes no alteraron el contenido del aceite. Los trabajos de Itieva, (1990) con

Salvia sclarea añaden a los factores antes citados la influencia de la geografía, al
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estudiar tres diferentes regiones ecológicas de Bulgaria: (i) Samokov (1050 m de

altitud), (ii) Sofia-Vranya (550 m) y (iii) Kazanluk (380 m), llevádose a cabo el

monitoreo en diferentes fases del desarrollo de la planta, determinándose la

calidad y el rendimiento del aceite esencial; los resultados indican que el contenido

del aceite esencial fue superior (0.18-0.23%) en la estación de Kazanluk (380 m),

mientras que la calidad del aceite esencial (expresada como contenido de acetato

de linalil) fue superior (63-78%) en la estación de Samokov (1050 m de altitud).

Influencia de los factores botánicos y estacionales en la acción fungicida de

los aceites esenciales.- Arras y Grella en 1992 al hacer una investigación sobre

los cambios cualitativos y cuantitativos del aceite esencial de Thymus capitatus

creciendo silvestremente en la región de Sardinia los que fueron estudiados

mensualmente por un período de dos años (1987-1988); los hongos sobre los que

fue probado fueron Penicillium italicum y Alternaría alternata los resultados

mostraron que la máxima producción del aceite ocurrió en el mes de agosto ya

sea que se usaran para su obtención hojas, flores o residuos de infrutescencias;

el aceite provocó un efecto fungistático sobre P. italicum y fungicida a 400 ppm

sobre A. alternata .

Dentro de los estudios efectuados a los aceites esenciales con potencial

fungicida se ha investigado su acción selectiva, como es el caso de lo publicado

por Mwangi y col. (1994), quienes probaron los aceites obtenidos de varias

especies de Lippia sp. sobre Colletotrichum coffeanum, Fusaríum solani,
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Cercospora spp. y Aspergillus spp. mostrando una fuerte actividad fungicida sobre

Colletotrichum coffeanum.

La efectividad de los aceites esenciales vegetales ha sido comparada con la

de fungicidas comerciales tal fue el caso del aceite esencial obtenido de rizomas

de Cúrcuma longa a diferentes concentraciones sobre Aspergillus flavus,

utilizando al fungicida comercial Benlate como testigo, observando que se

presentó una total inhibición del crecimiento del hongo a concentraciones del

aceite de 0.025, 0.05 y 0.1% en comparación con las mismas del fungicida

comercial (Ishrat-Niaz, 1994).

Investigaciones sobre el potencial fungicida de aceites esenciales para el

control de hongos de poscosecha.- Mishra et. al. en 1990 probaron el aceite

esencial obtenido de hojas frescas de nueve especies de plantas colectadas en

Varanasi, India a 5000 ppm contra el hongo de almacén Aspergillus flavus. El

porcentaje de inhibición mostrado fue de 100% por Amomum subulatum, 85% por

Aegle marmelos, Ageratum houstonianum, Alpinia galanga y Lippia alba, 70% por

Cúrcuma longa, 66.6% por Artemisia vuigaris, 60% por Elettaria cardamomum y

54% por Salvia plebeia. Posteriores investigaciones realizadas con el aceite de A.

subulatum mostraron que la concentración inhibitoria mínima fue de 3000 ppm; las

pruebas de germinación efectuadas a las semillas de arroz tratadas con estos

aceites mostraron que no se presentaba un efecto negativo sobre las mismas.

Este mismo grupo de investigadores publicó posteriormente en ese mismo año los
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resultados obtenidos de la investigación realizada con hojas de 15 plantas

superiores entre las cuales las de duraznero inhibieron completamente el

desarrollo de Aspergillus flavas. El aceite no fue fitotóxico para la germinación de

las semillas y el crecimiento de plántulas de trigo.

Gangrade y col. en 1991, determinaron la actividad in vitro contra Aspergillus

niger, A. flavus, Fusarium oxysporum y Penicillium sp. de los aceites esenciales

obtenidos a partir del follaje de Cymbogonum martinii var. motia, de semillas de

Pimpinella anisum y raíces de Vetiveria zizanoides. Cuatro diluciones de

dimetilsulfóxido (1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10,000) fueron comparadas con el

aceite puro; así como la cicloheximida y el hamicin fueron usados como

fungicidas testigo. Los aceites puros de las tres especies inhibieron el crecimiento

de los patógenos de un 70 a 80%, comparado con los testigos. Garg y col. en

1991 probaron la actividad antifungal del aceite esencial de Capilhipediura

foetidum obtenido de inflorescencias frescas y probado sobre Aspergillus niger, A

fumigatus. A. flavus, A. candidas y A. ochraceus, la griseofulvina fue usada como

testigo al determinar la actividad antifungal del aceite quién mostró excelente

actividad a una dilución baja de 1:200.

Singh et al en 1992 investigaron aceites esenciales extraídos de seis

plantas con propiedades alelopáticas de las cuales Callistemon citrinus,

Eucayiptus tereticornis, Ageratum conyzoides, y Ocinum kelmandescherium

inhibieron el crecimiento de Aspergillus flavus, A. niger A. fumiqatus. A. terreus, A.
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parasiticus, Alternaría alternata, Fusaríum oxysporum, Colletotrichum truncatum y

Helminthosporium tericum.

Acción fungicida de aceites esenciales volátiles.- En particular

investigaciones sobre la actividad antifungal de aceites esenciales volátiles son

reportadas por Dubey en 1991 al investigar el efecto volátil y no volátil de los

aceites obtenidos del epicarpio de toronja y de hojas frescas de Ocinum canurn

(O. amerkanum) y Pinus roxburghii sobre la germinación de esclerocios viables de

Macrophomina phaseolina. El aceite esencial de O. americanum fue el más tóxico

mostrando solamente el 5% de esclerocios germinados a una concentración de

005%. Los esclerocios expuestos a 0.3% del aceite esencial de toronja y P.

roxburghü tuvieron un rango de germinación de 25 y 28% respectivamente. Esto

ha sugerido la aplicación del aceite esencial durante el almacenamiento de

semillas siendo de mucha ayuda para eliminar la sobrevivencia del inoculo en las

mismas. Del mismo modo Tiwari y Dixit (1994) reportan la actividad fungicida de

los gases emitidos por algunas plantas superiores sobre hongos de almacén

indicando que el vapor emitido por la corteza de Cinnamomum zeylanicum inhibió

completamente el crecimiento micelial de Aspergillus flavus y A. niger y fue el

vapor mas efectivo de 20 especies probados contra el crecimiento de estos

hongos.

Investigaciones sobre la actividad fungicida de los componentes químicos de

los aceites esenciales.- Takur y col. en 1989 realizaron estudios in vitro de
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actividades antifungales de seis aceites esenciales aromáticos obtenidos de

Ocinum gratissimum, O. virídae, O. canum (O. americanum) O. basilicum.

Cymbopogon winterianus y C. martinii var. motia en donde el eugenol, timol,

linalol, metil cavicol, citronela y geraniol respectivamente, fueron probados. Los

resultados mostraron que el eugenol al 0.1% provocó un halo de inhibición sobre

Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia spp. y Alternaría alternata, el timol inhibió a R. solani

y S. rolfsii, el linalol inhibió el crecimiento de R. solani mientras que el aceite de

citronela inhibió a S. rolfsii, al igual que el geraniol para R. solani. S. rolfsii,

Fusariurn solani y Rhizoctonia spp. Garg y Siddiqui (1992) reportan los efectos del

cumaldehido aislado del aceite esencial de las semillas de Cuminuin cyninum; del

1-8-cineol aisaldo del aceite de los frutos de Luvunga scanders y del cariofileno y

el eugenol aislado a partir del aceite de las hojas de Ocimum sanctum sobre

Alternaría alternata, Aspergillus níger, Absidía glauca, Colletotríchum capsici,

Fusariurn moniliforme, Helminthosporium orizae, Phytophthora parasítica,

Penicillium expansurn, Pestalotia psidii. El concentrado y las diluciones del

cumaldehido mostraron una muy buena actividad al probarse contra A. niger,

C. capsici, A. alternata, P. psidii, F. monliforme y P.expansum comparado con la

griseofulvina a 1000 ppm. El eugenol presentó una actividad fuerte contra

A. Níger, C. capsici, F. moniliforme y P. psidii en todas las dilusiones. El cariofileno

mostró una fuerte actividad antifungal contra A. glauca en todas las diluciones. El

1, 8-cineol presentó una muy buena actividad contra A.alternata y F. moniliforme y

una actividad de buena a moderada contra el resto de los hongos tratados. En un

análisis químico y espectofotométrico del aceite esencial de Cupressus



23

sempervirens y de Algeria cypress llevado a cabo por Chanegriha y col. (1994)

reportan la identificación de 70 compuestos, entre los que predominaban en mayor

cantidad el alfa-pineno, el delta-3-careno, el limoneno y el acetato de terpenilo, su

actividad antifungal contra Fusarium oxysporum fue investigada mostrando ser

inhibido por el alpha-pineno y el delta-3-careno, no mostrando actividad fungicida

el limoneno y el tacetato de terpenilo.

Investigaciones sobre la actividad fungicida de extractos vegetales acuosos.-

Extractos acuosos fueron investigados por Figueroa y col. en 1997 quienes

indican que se probaron los extractos obtenidos de 58 especies de plantas sobre

la germinación de esporas, desarrollo del micelio y protección de granos de maíz

contra Aspergillus flavus. Los extractos que inhibieron la germinación de esporas

fueron Chenopodium álbum (80%), Ficus tecualensis (75%), Raphanus

raphinastrum (80%) y Larrea divericata (80%), se concluye que los extractos

actúan eficientemente sobre los procesos fisiológicos del hongo. Montes en 1995

indica que se probaron los extractos de 52 especies de plantas para determinar su

efecto sobre la germinación de esporas, desarrollo micelial y protección de granos

de maíz atacados por el hongo Aspergillus flavus. El follaje de las plantas se

secaron y se pulverizaron; con los polvos se elaboraron extractos acuosos al 2%.

Los resultados mostraron que se redujo la contaminación de granos de maíz con

Psidium guajava en un 23%, Rosmarínus officinallis en un 61 %, Coleus blumei en

un 40.5%, Lantana cámara en un 20% y Coffea arábica en un 43%, se concluyó
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de esta investigación que la protección del grano se debió a la cobertura del

extracto.

Montes en 1999 en base a la poca eficacia mostrada por el fungicida Captan

en la protección de semilla comercial de sorgo contaminada con Fusarium

moniliforme probó el uso de extractos acuosos, alcohólicos y polvos obtenidos de

epazote, orégano, clavo, canela, tomillo, así como el bicarbonato de sodio (Bna),

sobre semillas contaminadas con el hongo para determinar su acción fungicida,

dejando como testigo al mismo Captan; observando que los mejores resultados

fueron con el polvo en la combinación clavo+Bna.

Estudios realizados a Helietta parvifolia

La "barreta", "barrete" o "palo blanco" Helíetta parvifolía Gray (Benth) es un

arbusto originario del noreste de México, se presenta formando parte de la flora

dominante del matorral submontano citado por Rzedowsky, encontrándose

distribuida en la parte sur del estado de Texas a unos cuantos kilómetros al este

del Río Grande en los E.U.A., donde originalmente era muy abundante. En México

se reporta su presencia en las laderas o porciones bajas de la altiplanicie y en las

vertientes este y oeste de la parte norte de la Sierra Madre Orienta en los estados

de Hidalgo, Querétaro, San Luis Potosí, Tamaulipas y Nuevo León. En el estado

de Nuevo León donde esta planta en particular recibe el nombre común de

barreta, se localiza en las laderas de la Sierra Madre Oriental en los municipios de

Monterrey, Hualahuises, Santiago, Allende, Montemorelos, Rayones, Linares,
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Gral. Terán, General Bravo, China, Villa Juárez, Cadereyta, Los Ramones y

Doctor González; así como también, en las sierras de Lampazos, La Iguana,

Minas Viejas, Del Fraile y Las Minas y en las estribaciones orientales de Sierra de

Picachos (Correl y Johnston, 1970; Rzedowski, J. 1978).

Es un arbusto sin espinas, que llega a medir de 2 a 4 metros de altura. La

corteza de sus ramas y troncos es de color café pálido y lisa. Presenta hojas

opuestas, trifoliadas de 35 a 50 cm de largo siendo en su mayoría glabas, pueden

ser sésiles o casi sésiles, generalmente oblongas u ovadas, pero en ambos casos

redondeadas en el ápice. Las flores se agrupan una inflorescencia tipo panícula,

son terminales perfectas y pequeñas, con un cáliz seccionado en 3 o 4 partes de

2mm de ancho con 3 o 4 pétalos imbricados en botón, elípticas de 2.5 a 3mm de

largo con 3 a 4 estambres y ovarios de 3 a 4 lobulosos frutos presentan 3 a 4

carpelos indehiscentes de tipo sámara, que se separan en la madurez, alados en

la parte dorsal, de 10 a 15 mm de largo, con 2 óvulos en cada cavidad, quedando

las semillas solitarias al liberarse (Correl y Johnston, 1970).

A nivel de laboratorio se han obtenido a través de destilación con arrastre por

vapor a partir de follaje, dos tipos de extractos: el primero una solución acuosa y

el segundo, un aceite esencial concentrado.

El aceite escencial de las hojas de esta planta fue analizado por Domínguez

et al (1971) quién reporta está compuesto por 12 constituyentes, entre los que
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destacan el isosafrol, safrol, eugenol y el o-metil-eugenol. Chang et al (1976)

reportan después de analizar extractos etéreos de hojas y ramas pequeñas la

presencia de los alcaloides heliparvifolina, o-demetilptel¡na, flindersamina,

isoflindersamina, furoquinolina y tetraconazol. El aceite esencial extraído con

cloroformo fue analizado por Fisher (citado por González ,1985) quién reportó la

presencia de 17 compuestos de los cuales identificó los siguientes: B-felandreno,

limoneno, un isómero del limoneno, linalol, safrol, un isómero del safrol, isosafrol,

eugenol, cariofileno e ¡soeugenol.

Por su parte Graue y Rovalo (1982), reportan que la "barreta" ejerce

dominancia en número y biomasa en su comunidad debido a la liberación de

sustancias alelopáticas como las cumarinas, alcaloides del tipo de las

furanoquinolinas y aceites esenciales al suelo, que evitan la germinación de

semillas ahí presentes. También reportan estudios preliminares sobre su actividad

microbicida, donde se destaca el poder inhibitorio del aceite esencial probado in

vitro sobre especies de hongos saprofitos del suelo, en los que se presentó una

inhibición de crecimiento total.

En el noreste de México los campesinos explotan los troncos de este arbusto

en la elaboración de estacas para cercas de alambre y para la construcción de

casas, su madera es bastante apreciada por su gran resistencia al deterioro

fungoso, pudiendo durar hasta más de 30 años en buenas condiciones (Tamez,

1984).



27

Arana (1982) y Solares (1982) evaluaron la toxicidad aguda del aceite

esencial y extractos acuosos obtenidos del follaje, al administrarlo por vía oral y

por inyección dérmica, utilizando pollos jóvenes, por un período de siete semanas.

Los resultados indicaron ausencia de síntomas especiales. El análisis

histopatológico reveló no haber alteraciones en los tejidos.



MATERIAL Y MÉTODOS

Colecta y manejo del follaje de Helíetta parvifolia

El follaje de la planta fue colectado en la ladera del Cerro de la Silla en el

sureste de la ciudad de Monterrey, N. L. a una altura de 700 m sobre el nivel del

mar, así como en el municipio de Santiago, N. L. en las laderas de la Sierra Madre

Oriental que colindan con la Presa de la Boca (550 m), ambas áreas con

vegetación tipo subinerme. Las colectas del material vegetal que se llevaron a

cabo fueron completamente al azar, durante las diferentes estaciones del año

representando los diferentes estados fenológicos de la planta y las diferentes

condiciones climatológicas imperantes en el área anualmente. El follaje fue

llevado al laboratorio en donde se procedió a separar las hojas; una porción de

ellas, se procesaron en fresco y el resto se dejó en los sacos arpillleros bajo

condiciones ambientales hasta su total deshidratación, después de la cual se

sacudían vigorosamente para desprender y recolectar las hojas, logrado esto se

almacenaron a temperatura ambiente en bolsas de plástico obscuras e inodoras

hasta su empleo.

Obtención de los extractos vegetales

Para la obtención del agua de arrastre se montó y utilizó inicialmente un

equipo tradicional de destilación con arrastre por vapor utilizado para la extracción

de aceites esenciales, en donde el agua obtenida es el resultado del vapor de
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agua proveniente de la ebullición del agua contenida en un matraz Erlenrmayer, el

que pasa por entre las hojas contenidas en un matraz bola recogiendo los aceites

para posteriormente condensarse en un refrigerante. La cantidad de follaje fresco

utilizado fue de 275 g, y el tiempo promedio de extracción fue de dos horas.

Posteriormente para hacer accesible esta metodología al pequeño productor

agrícola o aquel que desarrolla agricultura de subsistencia se adecuó el equipo

tradicional de arrastre por vapor, empleando para ello una cubeta de lámina de 19

litros de capacidad la que substituyó al equipo de vidrio. A esta cubeta se le

adaptó un anillo metálico que sostenía una rejilla de metal debajo de la cual se

depositaba el agua, en el tercio inferior de la misma, sobre ésta se colocaba luego

una bolsa de tela de tul blanco conteniendo 500 g de follaje. A la tapa de la cubeta

se le hizo un orificio en el que se colocó una manguera de PVC transparente unida

por su otro extremo a un refrigerante. La cubeta se colocaba sobre tres tripiés

encendiéndose tres mecheros Bunsen. Una vez que se iniciaba el arrastre se

dejaba correr una hora la extracción.

En base a los resultados obtenidos de los equipos anteriores y para optimizar

la obtención de agua de arrastre y por ende aumentar la cantidad de aceite

extraído, se adaptó al equipo tradicional una olla de presión, en la cual se

vertieron cuatro litros de agua, se colocó en el interior una parrilla y sobre ella una

bolsa de tul conteniendo un kilogramo de hojas. En la válvula de seguridad de la

olla se conectó una manguera que a su vez se conectaba a un refrigerante, donde
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se condensaba el vapor de agua el cual era recuperado en forma de agua de

arrastre en un matraz Erler Mayer; el tiempo de destilación era de 1 hora.

Para la obtención del aceite esencial el agua de arrastre fue lavada con

cloroformo a partes iguales y se agitó vigorosamente manualmente durante diez

minutos, se dejó reposar durante 24 h. Posteriormente se procedió a la separación

del agua, empleándose para ello un embudo de separación. El solvente fue

evaporado y sus vapores condensados en un refrigerante donde se recogían para

su reutilización, quedando el aceite esencial en el recipiente original, de donde se

pasaba a un frasco obscuro y se refrigeraba hasta su utilización. En esta

metodología no se incluyó el empleo de soxhlet, ya que se pretendía que fuera

fácil de utilizar en cualquier laboratorio mínimamente equipado.

Pruebas fisicoquímicas

Para descartar un efecto inhibitorio fungoso debido a una presión osmótica

elevada o un potencial hidrógeno inadecuado del aceite esencial, agua de arrastre

y de los medios de cultivo papa-dextrosa-agar y Czapeck's se procedió a realizar

los siguientes análisis:

Presión osmótica.- Esta fue calculada por la prueba de Shardakov, la cual consiste

en preparar una serie de soluciones de sacarosa en agua destilada con diferentes

concentraciones: 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.10 M agregándole para el caso una
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alícuota del material a probar, se considera que la concentración a la cual se

difunde en el medio, es equivalente a su presión osmótica.

Potencial hidrógeno.- Se utilizó un potenciómetro y se determinó el pH de los

compuestos arriba mencionados.

Obtención y aislamiento de hongos que afectan en poscosecha a semillas

almacenadas

Semillas sin desinfectar de maíz var. NL-V-S-2, frijol var. Delicias, sorgo var.

Melacero y trigo var. Monterrey 78-100, procedentes del Campo Agrícola

Experimental del ITESM ubicado en Apodaca, N.L. fueron colocadas (cinco

semillas de maíz y frijol, y diez de trigo y sorgo), sobre placas de papa-dextrosa-

agar (PDA) que se incubaron a 28°C por espacio de 96 h. Una vez obtenidas las

colonias fungosas fueron resembradas para su aislamiento y posterior purificación

e identificación taxonómica.

Evaluación de la actividad fungicida de los extractos vegetales in vitro sobre

hongos que afectan semillas en poscosecha

Efecto fungicida del aceite esencial por contacto y volatilidad.- Con 0.1 mi

del aceite esencial concentrado se impregnaron dos discos de papel filtro

Whatman No. 40 de 2 cm de diámetro, que se depositaron sobre la superficie de

la placa de PDA para determinar su efecto por contacto y sobre la parte inferior de

la tapa de otra caja petri para determinar así su efecto volátil. Previamente las

placas se sembraron depositando sobre la superficie dos porciones cada una en la
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parte centro lateral en dirección opuesta a los discos con los hongos Aspergillus

niger, A. ochraceus, A. flavus, Penicillium sp, Rhizopus stolonifer y Fusarium

oxysporum, cada tratamiento se corrió por quintuplicado como testigo se utilizó

agua destilada estéril. Se incubaron a 28°C realizando observaciones a las 96 h, y

se midió el diámetro del halo formado alrededor de cada disco (esquema 1).

Esquema 1. Evaluación del efecto funguicida del aceite esencial de Helietta
parvifolia por contacto y volatilidad en cajas petri conteniendo placas de papa
dextrosa agar.

Tratamiento Tratamiento
contacto volátil

En base a los resultados obtenidos en el experimento anterior y con el fin de

eliminar posibles fallas en la cantidad y viabilidad del inoculo depositado sobre la

placa de PDA se montó otro bioensayo, sembrando en esta ocasión los hongos

por el método de difusión en placa. Se hicieron cinco repeticiones de cada

tratamiento y se incubó a 28°C haciendo observaciones a las 96 h,

determinándose el diámetro del halo de inhibición formado alrededor del disco.

Efecto fungicida del agua de arrastre por contacto.- De los resultados

obtenidos en el experimento con el aceite esencial concentrado en donde se

determinó su actividad fungicida por contacto y volátil y con la finalidad de
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corroborar la efectividad de éste a una concentración de 1,000 ppm obtenida en el

agua de arrastre al destilar el follaje empleando el equipo adaptado para ser

usado por el pequeño productor, se sembraron los hongos Aspergillus niger, A.

ochraceus, A. flavus, Penicillium sp, Rhizopus stolonifer, Fusarium oxysporum,

por difusión en el medio de PDA en donde se substituyó el agua destilada

requerida para su preparación por el agua de arrastre. Cada tratamiento se realizó

por quintuplicado, incubándose a 28°C, haciéndose el conteo del número de

colonias presentes a las 96 h.

Debido a los resultados obtenidos en este experimento con las especies de

género Aspergillus, y para determinar con mayor precisión los mismos, se realizó

un conteo de esporas tanto a las cajas tratadas como a las testigo a las 96 h de

incubación, para lo cual se agregaron 2 mi de agua jabonosa a la superficie de la

placa de agar con la finalidad de arrastrarlas, y recuperándose aproximadamente

la misma cantidad de agua con una pipeta Pasteur, se diluyó en agua destilada

para tener una dilución de 1:10; de ésta se tomó una alícuota y se depositó en un

hematocitómetro, realizando el conteo. Así también se tomaron muestras de los

hongos y se observaron al microscopio compuesto en montajes frescos

analizándose la morfología de las hifas vegetativas y reproductoras para

determinar alteraciones en ellas.

Actividad fungicida del aceite esencial extraído de follaje colectado en

diferentes áreas geográficas.- Con el fin de determinar si se presentaba diferencia
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en el efecto fungicida de los aceites extraídos de follaje colectado en la ladera del

Cerro de la Silla en el sureste de la ciudad de Monterrey, N. L, y en las laderas de

la Sierra Madre Oriental que colindan con la Presa de la Boca en Santiago, N. L.

se sembraron los hongos Aspergillus niger, A. ochraceus, A. flavus, Penicillium

sp, Rhizopus stolonifer, y Fusarium oxysporum depositando sobre la placa de

PDA dos porciones del micelio cada una en la parte centro lateral y colocándose

en dirección opuesta dos discos de papel filtro Whatman No.40 de 2 cm de

diámetro impregnados con 0.1 mi del aceite esencial. Los testigos llevaban los

discos impregnados con agua destilada estéril. Se sembraron cinco repeticiones

de cada tratamiento, se incubaron a 28°C y se hicieron las observaciones a las 96

h se midió el diámetro del halo formado alrededor de cada disco.

Actividad fungicida del aceite esencial obtenido en diferentes estaciones

climáticas del año.- Se montó este bioensayo con el fin de hacer un análisis

comparativo del potencial fungicida del aceite esencial obtenido del follaje de

plantas que fueron marcadas y muestreadas en los meses de abril (primavera),

julio (verano), octubre (otoño) y enero (invierno), representando a las cuatro

estaciones climáticas del año. Las colectas se realizaron en la ladera del Cerro de

la Silla en el sureste de la ciudad de Monterrey, N. L. a una altura de 700 m sobre

el nivel del mar. Las placas se sembraron depositando sobre la superficie dos

porciones cada una en la parte centro lateral en dirección opuesta a los discos los

hongos Aspergillus niger, A. ochracaus, A. flavus, Penicillium sp, Rhizopus sp-, y

Fusarium oxysporum; se impregnaron dos discos de papel filtro (Whatman No.
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40) de 2 cm de diámetro con 0.1 mi aceite esencial y se colocaron sobre la

superficie de la placa. Los testigos llevaban los discos impregnados con agua

destilada estéril. Se sembraron cinco repeticiones de cada tratamiento, se

incubaron a 28°C haciéndose las observaciones a las 96 hrs. midiéndose el

diámetro del halo formado alrededor de cada disco.

Actividad fungicida del aceite esencial obtenido bajo diferentes condiciones.-

Para determinar si el efecto inhibidor del aceite no era modificado al ser extraído

de follaje con diferentes condiciones de humedad, o aún si cambiaba al ser

extraído de follaje deshidratado bajo condiciones naturales o artificiales o si se

veía modificado al ser calentado hasta quemarse se obtuvieron cuatro muestras

de aceite esencial extraídas de: follaje fresco, follaje deshidratado al medio

ambiente, follaje deshidratado en estufa y de follaje deshidratado en estufa y su

aceite calentado hasta quemarse. Se tomó 0.1 mi de cada uno de los aceites fue

difundido en el medio de PDA contenido en cajas petri (con la finalidad de que

tuvieran contacto directo con las esporas de los hongos tratados), y un testigo sin

aceite, posteriormente fueron sembradas por difusión con Aspergillus niger, A.

ochraceus, A. flavus, Penicillium sp, Rhizopus stolonifer, y Fusarium oxysporum.

Se realizaron cinco repeticiones de cada tratamiento, incubándose a 28°C, se

hizo el conteo del número de colonias presentes a las 96 hrs.
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Evaluación de la actividad fungicida del aceite esencial in vivo en la

protección de semillas almacenadas

Acción protectora del aceite esencial volátil sobre semillas almacenadas a

humedad relativa saturada.- Para evaluar la acción fungicida del aceite esencial

volátil se usaron recipientes de plástico de 13.5 cm de alto por 11.5 cm de

diámetro que se acondicionaron como cámaras de almacenaje herméticamente

cerradas (minicámaras de almacenamiento). El porcentaje de humedad relativa de

las cámaras se elevó a saturación al colocarse un recipiente con agua destilada

estéril y sobre este una tapa de caja petri de plástico conteniendo 10 g de semilla

de: maíz var. NL-V-S-2, frijol var. Delicias, sorgo var. Melacero y trigo var.

Monterrey 78-100 obtenidas del Campo Agrícola Experimental del ITESM,

eligiéndose éstas por ser las mas almacenadas en nuestro país. La temperatura

ambiente promedio fue de 25 a 30°C. El tratamiento consistió en colocar una tira

de papel filtro impregnada con 0.1 mi de aceite esencial en la parte interior de la

tapa de la cámara sin llegar a tener contacto con las semillas; como testigo agua

destilada estéril. Se realizaron cinco repeticiones por tratamiento. Tanto al inicio

como al terminar el período de almacenaje de ocho semanas se realizó un análisis

para determinar el número de esporas de hongos de almacén presentes en las

mismas y así determinar su calidad fitosanitaria. Se tomó una muestra de 5 g de la

semilla y se licuó durante un minuto en 500 mi de agua-agar al 0.1%,

posteriormente se hizo una dilución de ésta tomando 5 mi de la mezcla y

agregándose a 45 mi de agua-agar, se tomó 1 mi y se difundió en medio de

Czapeck's. Se realizaron cinco repeticiones en cada tratamiento, al finalizar se
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incubaron a 28°C y se llevó a cabo el conteo del número de colonias presentes a

las 96 h las que se multiplicaron por el factor de dilución determinándose así el

número de esporas presentes por gramo (esquema 2).

Esquema 2. Evaluación de la acción protectora del aceite esencial volátil de Helietta
parvifolia sobre semillas almacenadas a humedad relativa saturada en minicámaras
de almacenamiento.

Bote
plástico

1 f - — » r~> <—» — •}L x^~^ *±^z — _j

Papel filtro con
aceite esencial

Semillas
agua

Efecto del aceite esencial por contacto sobre semillas almacenadas a dos

niveles de humedad relativa.- En base a los resultados obtenidos en el

experimento anterior, se determinó la efectividad del aceite esencial por contacto

incrementando la cantidad de semilla tratada a 100 g, almacenándose a dos

niveles de humedad relativa: ambiente y saturada, a una temperatura promedio de

25 a 30°C ; utilizando las minicámaras de almacén. Se emplearon semillas de

maíz var. NL-V-S-2, frijol var. Delicias, sorgo var. Melacero y trigo var. Monterrey

78-100; las cuales fueron puestas en contacto con 25 discos de papel filtro

impregnados con 0.1 mi del aceite de esencial utilizándose como testigo aceite

comestible de cártamo en la misma concentración. Se utilizaron cinco repeticiones

por tratamiento. Se determinó inicialmente el porciento de germinación de las

semillas, y se cuantificó en medio Czapeck's , el contenido de esporas de hongos
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de almacén inicial. Se almacenaron, y se tomó una muestra de cada repetición, a

las ocho semanas; el tratamiento almacenado a humedad relativa ambiente se

dejó hasta completar 40 semanas, después de las cuales se repitió el muestreo.

Se sembraron cinco repeticiones por muestra de semilla almacenada en el análisis

y se llevó a cabo el conteo del número de colonias presentes a las 96 h las que se

multiplicaron por el factor de dilución determinándose así el número de esporas

presentes por gramo. Se determinó el porciento de germinación de las semillas

tratadas al final de cada experimento.

Dosis óptima del aceite esencial por contacto en la protección de semillas de

maíz almacenadas.- Se llevó a cabo un experimento empleando minicámaras de

almacenamiento en cuyo interior se colocaron 10 g de semilla de maíz var. NL-V-

S-2 la que fue almacenada durante ocho semanas a una humedad relativa

saturada y una temperatura promedio de 25 a 30°C. Los tratamientos consistieron

en impregnar discos de papel filtro con cloroformo y el aceite esencial, las

concentraciones utilizadas de éste fueron: 0.5, 1, 3, 6, 12, 25%, el testigo semillas

sin tratamiento. Se hicieron cinco repeticiones de cada tratamiento. Al momento de

iniciarse el experimento se realizó un análisis cuantitativo de esporas presentes en

la semilla empleándose el medio de Czapeck's, repitiéndose al finalizar el mismo.

Se tomó una muestra de cada tratamiento, sembrándose cinco repeticiones de

cada una de ellas haciéndose el conteo del número de colonias presentes a las 96

h, las que se multiplicaron por el factor de dilución determinándose así el número

de esporas presentes por mililitro.
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Estudio comparativo de la actividad fungicida por contacto del aceite esencial

y el fungicida comercial Captan sobre semillas almacenadas.- De los resultados

obtenidos al tratar semillas con el aceite esencial aplicado en discos de papel filtro

la semilla, almacenándose a dos niveles de humedad relativa, se hizo este

bioensayo para determinar la eficacia del aceite esencial por contacto contra la de

un fungicida comercial, almacenándose a dos niveles de humedad. Se emplearon

100 g por tratamiento de semillas de maíz var. NL-V-S-2, las que fueron tratadas

con 0.1 mi del aceite de esencial impregnado en 25 discos de papel filtro; 2.5 g de

Captan espolvoreado a la semilla y como testigo aceite comestible de cártamo a la

misma concentración del aceite esencial. Los tratamientos se colocaron dentro de

minicámaras a dos niveles de humedad relativa: ambiente y saturada, la

temperatura promedio fue de 25 a 30°C para su almacenamiento. Se hicieron

cinco repeticiones por tratamiento. Se determinó inicialmente el porciento de

germinación de las semillas, así como a través del análisis cuantitativo en medio

Czapeck's, el contenido de esporas de hongos de almacén. Se almacenaron,

tomando una muestra de cada repetición a las ocho semanas, sembrándose cinco

repeticiones por muestra durante el análisis de esporas y se hizo el conteo del

número de colonias presentes a las 96 h, las que se multiplicaron por el factor de

dilución determinándose así el número de esporas presentes por gramo.
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Evaluación de la actividad fungicida del agua de arrastre in vivo empleando

diferentes métodos de aplicación

Con el propósito de evaluar el efecto inhibidor del agua de arrastre sobre el

desarrollo de hongos que afectan semillas almacenadas se realizó este

experimento en donde además se probaron cuatro métodos diferentes de

aplicación para determinar su efectividad. Para tal motivo se utilizaron tanques de

lámina de 200 litros de capacidad provistos de una rejilla metálica que se colocó a

20 cm de la base del mismo. Los tanques se llenaron con agua hasta una cuarta

parte de su altura para proporcionar un ambiente saturado de humedad, y sobre la

rejilla se colocaron en cada tanque 67 Kg de semillas de maíz var. NL-V-S-2

obtenidas en el Campo Agrícola Experimental del ITESM y contenidas en sacos

de yute. El agua de arrastre empleada en este experimento se obtuvo del equipo

de destilación al cual se le adaptó una olla de presión por lo cual la concentración

del aceite esencial fue de 2,500 ppm. En cada uno de los tanques se dispusieron

los siguientes tratamientos:

Tratamiento I. El saco de maíz en el interior del tanque

Tratamiento II. Se impregnaron con 360 mi de agua de arrastre dos bandas de

papel manila, secándose posteriormente al medio ambiente para después

colocarse colgadas de la tapa del tanque a los lados del saco.

Tratamiento III.- Se impregnaron dos círculos de papel manila cuyo diámetro era

igual al del saco con 360 mi de agua de arrastre secándose posteriormente al

medio ambiente para después colocarlos en la base y la superficie del saco de

maíz.
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Tratamiento IV.- Se colocaron tres círculos de papel manila cuyo diámetro era

igual al del saco, impregnados con 360 mi de agua de arrastre secados

posteriormente al medio ambiente, en la parte inferior, media y superior del saco

conteniendo la semilla.

Tratamiento V.- Se impregnaron 380g de papel confeti con 360 mi de agua de

arrastre, se dejaron secar al medio ambiente para después mezclarse con la

semilla (esquema 3).

Esquema 3. Evaluación de la actividad funguicida del agua de arrastre de Helietta
parvifolia sobre semillas de maíz var. NL-V-S-2 empleando diferentes métodos de
aplicación.

Tratamiento IV Tratamiento V

A las ocho semanas de iniciado el experimento se tomaron cinco muestras

totalmente al azar de cada tratamiento y en el laboratorio se les determinó el

número de esporas de hongos de almacén presentes (metodología antes
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descrita), empleando el medio Czapeck's sembrándose cinco repeticiones por

muestra e incubándose a 28°C durante 96 hrs. Se hizo el conteo del número de

colonias presentes las que se multiplicaron por el factor de dilución

determinándose así el número de esporas por gramo. Así también al inicio y fin del

experimento se determinó el porciento de germinación de las semillas.

Evaluación in vivo de la actividad fungicida del follaje deshidratado sobre

semillas almacenadas

Para determinar si el aceite esencial volátil presente en el follaje

deshidratado tenía la capacidad para inhibir hongos de almacén al ponerse en

contacto directamente con la semillas; se diseñó un experimento preeliminar, el

cual consistió en poner dentro de una caja de madera (de las empleadas para

almacenar verduras) una hoja de plástico oscuro e inodoro sobre el cual se colocó

1.5 Kg del follaje deshidratado y sobre éste una tela de tul (que fue previamente

lavada para quitar cualquier sustancia extraña) sobre la que se depositó una capa

de 1.5 Kg de la semilla, se tapó todo con un plástico. El testigo estuvo conformado

por 1.5 Kg de la semilla cubierta directamente con la hoja de plástico. Las cajas se

colocaron en el laboratorio donde el almacenaje fue bajo condiciones ambientales

no controladas. Se hicieron tres repeticiones de cada tratamiento. El experimento

duró ocho semanas, se determinó el porciento de germinación de las semillas y el

número de esporas de hongos de almacén presentes a través del análisis

cuantitativo de éstas (metodología antes descrita) al inicio y al fin del mismo; se
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tomaron cinco muestras de cada tratamiento sembrándose cinco repeticiones de

cada uno en el medio de cultivo Czapeck's incubándose a 28°C durante 96 hrs.

El experimento se repitió posteriormente utilizando diferentes proporciones

de semilla-follaje: 1:1, 1:2, 1:3, respectivamente. En esta prueba se manejaron 500

g de semilla de maíz variedad N.L.V-S-2 y 500, 1,000 y 1500 g de hojas

deshidratadas respectivamente, para el testigo se empleó la cantidad de semilla

ya mencionada. El montaje del experimento fue similar al preeliminar,

analizándose los mismos parámetros con la metodología ya descrita.

Análisis estadístico de resultados

Los resultados de los experimentos llevados a cabo ¡n vitro e in vivo fueron

analizados estadísticamente mediante un arreglo factorial AXB con un diseño

completamente al azar y AXBXC con un diseño de bloques al azar, realizándose

análisis de varianza y comparación múltiple de medias de Tukey.



RESULTADOS

Obtención de los extractos vegetales

Por el sistema tradicional de arrastre por vapor, a partir de 275 g de follaje se

obtuvieron 200 mi de agua de arrastre en 2 h, obteniéndose después del lavado

del agua con el solvente y la evaporación de éste, 0.3 mi. de un líquido amarillo

fuertemente aromático caracterizado como aceite esencial. Al modificarse el

sistema de destilación y emplearse el recipiente de lámina se logró acortar el

tiempo de destilación a una hora e incrementarse el rendimiento, obteniéndose a

partir de 500 g de follaje, 1 litro de agua con un rendimiento de 1 mi de aceite

equivalente a 1,000 ppm; sin embargo la utilización de una olla de presión para

hacer la extracción permitió obtener 2 litros de agua de arrastre en una hora a

partir de 1 Kg de follaje, con un rendimiento de aceite esencial de 5 mi,

equivalente a 2,500 ppm. Este rendimiento se mantuvo constante durante todas

las extracciones que se realizaron a las muestras de follaje colectadas las

distintas estaciones climáticas, en las diferentes regiones geográficas, en los

diferentes estados fenológicos de la planta y aún en las colectas efectuadas en la

misma fecha de un año a otro.

Pruebas fisicoquímicas

La presión osmótica del aceite esencial y del agua de arrastre fue de 0.06 a

0.1 M equivalente a miliosmoles y un pH de 5 para ambos extractos. En el caso de
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los medios de cultivo papa-dextrosa-agar y Czapeck's, la presión osmótica en

ambos fue de 0.15 a 0.2 M equivalente a miliosmoles, con un pH de 7 .

Obtención y aislamiento de hongos que afectan en poscosecha a semillas

almacenadas

Las muestras de semillas que se procesaron arrojaron la presencia de los

hongos: Penicillium sp., Rhizopus stolonifer., Fusarium oxysporum, Aspergíllus

niger, A. ochraceus y A. flavus.

Evaluación de la actividad fungicida de los extractos vegetales in vitro sobre

hongos de poscosecha

Efecto fungicida del aceite esencial por contacto y volatilidad.- Los hongos

sembrados directamente en placa presentaron una inhibición total en su

crecimiento al ser tratados con el aceite esencial aplicado por contacto, como en

forma volátil. Los testigos presentaron un crecimiento normal, llegando las

colonias a cubrir la totalidad de la superficie de la placa (9.0 cm). En la segunda

parte del bioensayo en la que se sembraron los hongos por difusión, las

observaciones mostraron que los testigos no formaron halo de inhibición, por lo

que se procedió a realizar el análisis de varianza comparando solamente el efecto

del aceite esencial sobre las diferentes especies tratadas; el análisis mostró que

existen diferencias altamente significativas (P<0.01) entre las variables especies y

modo de acción, así como en su interacción (cuadro 1).
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La comparación múltiple de medias aplicada a la variable especies mostró la

formación de cuatro grupos estadísticamente diferentes, siendo las especies

Penicillium sp y Rhizopus stolonifer las que presentan un mayor diámetro en el

halo de inhibición (9cm), mientras que Aspergillus ochraceus y A. flavus muestran

el menor alcanzando poco más de los 3 cm. (cuadro 2). Por otra parte, se observa

también que en la variable modo de acción: contacto y por volátil, existen

diferencias estadísticamente significativas al registrarse 6.58 y 5.81 cm

respectivamente, en el promedio del diámetro del halo de inhibición (cuadro 3).

Al analizar la interacción de la variable anterior sobre cada una de las

especies se presentan diferencias estadísticamente significativas únicamente en

Fusarium oxysporum, Aspergillus nigery A. flavus (figura 1).

Cuadro 1. Análisis de varianza para el diámetro del halo de inhibición (cm) en seis especies de
hongos tratadas in vitro por contacto y volatilidad con aceite esencial de Helietta parvifolia.

Factor A (Especies)

Factor B (Modo de acción)

Interacción

Error

Total

C.V.

5

1

5

48

59

8.56%

332.11

9.05

10.32

13.48

364.97

66.42 236.45 ** 0.00

9.05 32.21 ** 0.00

2.06 7.35 ** 0.00

0.28

" Valores con diferencias altamente significativas (P<0 01).
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Cuadro 2. Comparación múltiple de medias
(Tukey) del diámetro del halo de inhibición (cm)
para la variable especies de hongos, tratadas in
vitro por contacto y volatilidad con aceite esencial
de Helietta parvifolia.

Promedio de diametrc

Especies inhibición (cm)

Cuadro 3. Comparación múltiple de
medias (Tukey) del diámetro del halo de
inhibición para la variable tratamientos
con aceite esencial de Helietta parvifolia
aplicados a seis especies de hongos in
vitro

Promedio de diámetro de*
ha/o de inhibición ícm)

Tratamientos

Penicillum sp

Rhizopus stolonifer

Fusarium oxysporum

Aspergillus niger

A. ochraceus

A, flavus

9.00 A

9.00 A

735 B

4.65 C

3.84 D

3.33 D

Contacto

Volátil

6.58

5.81

NOTA: Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas (P<0.05)

1000

4.00

Especies

QContact.0 •Volátil

Figura 1. Valores promedio del diámetro del halo de inhibición en la
interacción de la variable modo de acción en cada una de las
especies tratadas con aceite esencial de Helietta parvifolia
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Efecto fungicida del agua de arrastre por contacto.- Al evaluarse el efecto del agua

de arrastre sobre el número de colonias de las especies tratadas, el análisis de

varianza mostró que existe diferencia significativa (P<0.05) entre las especies, y

altamente significativa (P<0.01) entre los tratamientos (testigo y agua de arrastre), así

como en la interacción de ambas fuentes de variación (cuadro 4),

La comparación múltiple de medias mostró la formación de dos grupos para la

variable especies. En el primero Aspergillus flavus al registrar 84 colonias en promedio

es estadísticamente diferente al resto de las especies, mientras que en el segundo

Penicillum sp es estadísticamente diferente a las otras especies, registrando el mayor

numero de colonias (178) (cuadro 5). En relación a la variable tratamientos se encontró

que estos son estadísticamente diferentes, teniéndose un mayor número de colonias

(222) en el testigo, el cual disminuye a 24 colonias en el agua de arrastre (cuadro 6).

Al analizar la interacción de los tratamientos con cada una de las especies, se

presentan diferencias estadísticamente significativas (figura 2).

Cuadro 4. Análisis de varianza para el número de colonias de seis especies de hongos tratadas in
vitro con agua de arrastre obtenida de la destilación del follaje de Helietta patvifolia.

Factor A (Especies) 5

Factor B (Tratamientos) 1

Interacción 5

Error 48

Total 59

55511.50 11102.30 3.09* 0.017

584896.19 584896.19 162.58" 0.000

98183.88 19636.78 5.46" 0.001

172684.75 3597.60

911276.31

C.V. 4883%

" Valores con diferencias altamente significativas (P<0.01); * Valores con diferencias significativas (p<0 05).
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Cuadro 5. Comparación múltiple de medias
(Tukey) para el número de colonias para la
variable especies de hongos, tratadas in vitro
con agua de arrastre obtenida de la destilación
del follaje de Helietta parvifolia.

Especies

Promedio del numero dt

Cuadro 6. Comparación múltiple de medias
(Tukey) para el número de colonias de la
variable tratamientos de aceite esencial de
Helietta parvifolia aplicados a seis especies de
honc

Tratamientos

Promedio del numero di

Penicillium sp

Rhizopus stolonifer

Fusarium oxysporum

A. niger

A. ochraceus

A. flavus

177.5

143.8

120.3

107.9

103.8

83.7

A

A

A

A

A

B

B

B

B

B

NOTA: Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas

(P<0 05)

Testigo

Agua de Arrastre

221.6

24.1

NOTA: Letras diferentes indican diferencias estadísticamente

significativas (P<0 05)

8
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Figura 2. Valores promedio del número de colonias en la interacción
de los tratamientos con cada una de las especies de hongos tratadas
in vitro con agua de arrastre obtenida de la destilación del follaje de
Helietta parvifolia.
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Se observó además, que las tres especies del género Aspergillus

presentaron un incremento en el tiempo de crecimiento de la colonia, así como

una disminución en la intensidad de esporulación, manifestándose a simple vista

por una disminución en la pigmentación de las colonias. Al realizarse el análisis de

varianza al número de esporas presentes en cada una de las tres especies se

advirtió que existían diferencias significativas (P<0.05) entre especies, así como

en la interacción de las fuentes de variación, y altamente significativas (P<0.01) se

presentaba entre los tratamientos (cuadro 7).

La comparación múltiple de medias aplicada a la variable especies demostró

que no existen diferencias estadísticamente significativas entre ellas (cuadro 8).

Entre los tratamientos se presentan diferencias significativas (cuadro 9),

observándose un total de 3,758 esporas en el testigo, las que disminuyen a 765 en

los tratamientos con el agua de arrastre.

El análisis de la interacción de los tratamientos dentro de cada una de las

especies presentó diferencias estadísticamente significativas (figura 3).
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Cuadro 7. Análisis de varianza para el número de esporas en tres especies de Aspergillus,
tratadas in vitro con agua de arrastre obtenida de la destilación del follaje de Helietta
iarvi folia.

Factor A (Especies)

Factor B (Tratamientos)

Interacción

Error

Total

2

1

2

24

29

4033552,00

67191360.00

4328128.00

14181632,00

89734672.00

2016776.00 3.41*

67191360.00 113.71'*

2164064.00 3.66*

590901.31

0.048

0.000

0.040

c.v. 33.99%

" Valores con diferencias altamente significativas (P<0 01); ' Valores con diferencias significativas (p<0 05)

Cuadro 8. Comparación múltiple de medias
(Tukey) para el número de esporas de la variable
especies de Aspergillus, tratadas in vitro con
agua de arrastre obtenida de la destilación del
follaje de Helietta parvifolia.

Especies

promedio

•ñero de esporas

Cuadro 9. Comparación múltiple de
medias (Tukey) para el número de
esporas en la variable tratamientos
aplicados a tres especies de Aspergillus,
in vitro.

Tratamientos

promedio

10 de esporas

Aspergillus flavus

A. niger

A. ochraceus

2564.4 A

2474.7 A

1745.6 A

NOTA: Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativa:

(P<0.05)

Testigo 3758.13

Agua de Arrastre 765.00

NOTA: Letras diferentes indican diferencias estadísticamente

significativas (PO.05)
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Figura 3. Valores promedio del número de esporas en la interacción
de los tratamientos con cada una de las especies de Aspergillus,
tratadas in vitro con agua de arrastre obtenida de la destilación del
follaje de Helietta parvifolia.

E1 estudio microscópico realizado a las tres especies reveló que en

Aspergillus nigery A. flavus se observan hifas acortadas (septos cercanos unos de

otros) y las cabezuelas del conidióforo muy pequeñas al compararse con los

testigos, mientras que A. ochraceus presenta conidias y conidióforos muy

pequeños en comparación con los testigos, además de ser la cabezuela del

conidióforo oval y presentar estrangulaciones en la base de la vesícula.

Actividad fungicida del aceite esencial extraído de follaje colectado en

diferentes áreas geográficas.- El análisis de varianza llevado a cabo al

diámetro del halo de inhibición (cm) en seis especies de hongos tratadas con

el aceite esencial obtenido del follaje colectado en diferentes localidades

arrojó diferencias altamente significativas (P<0.01) entre las variables

especies, tratamientos (localidades) y la interacción de ambos factores

(cuadro 10).
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Por su parte la comparación múltiple de medias de la variable especies

evidenció la formación de cuatro grupos estadísticamente diferentes,

observándose en el primero a Penicillum sp y Rhizopus stolonifer cuyo halos de

inhibición fueron de 6 y 5.73 cm, mientras que en el cuarto y con los valores más

bajos se presentan A. ochraceus y A. flavus con 2.72 y 2.33 cm de diámetro

respectivamente (cuadro 11). Asimismo en la comparación de la variable

tratamientos se observó la formación de dos grupos: en el primero el testigo con

0.00 cm de inhibición y en el segundo los tratamientos de Monterrey y Santiago

con 6.48 y 6.31 cm (cuadro 12). Es importante notar que en este caso el origen

geográfico de las plantas a partir de las cuales se obtuvieron los aceites

esenciales no influyo sobre los resultados.

Dado lo anterior, se encontró que en la interacción de los tratamientos con

cada una de las especies existen diferencias estadísticamente significativas entre

los extractos de Monterrey y Santiago y el testigo (figura 4).

Cuadro 10. Análisis de varianza para el diámetro del halo de inhibición (cm) en seis
especies de hongos tratadas in vitro con aceite esencial de Helietta parvifolia obtenido del
follaje colectado en diferentes localidades.

Factor A (Especies)

Factor B (Tratamientos)

Interacción

Error

Total

C.V.

5

2

10

72

89

13.86%

189.02

818.76

95.80

25.17

1128.75

37.80

409.38

9.58

0.35

108.15" 0.000

1171.16" 0.000

27.41" 0.000

** Valores con diferencias altamente significativas (P<0.01).
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Cuadro 11. Comparación múltiple de medias.
(Tukey) para el diámetro del halo de inhibición
entre especies de hongos tratadas ¡n vitro con
aceite esencial de Helietta parvifolia obtenido del
follaje colectado en diferentes localidades.

Promedio del diámetro del halo de halo i

Especies

Penicíllum sp

R. stolonifer

F. oxysporum

A. nlger

A. ochraceus

A. flavus

de inhibición

6.00 A

5.73 A B

5.20 B

3.60

2.72

2.33

C

D

D

Cuadro 12. Comparación múltiple de
medias (Tukey) para el diámetro del halo
de inhibición entre tratamientos aplicados
a seis especies de hongos in vitro.

Promedio del diámetro del hak

Tratamientos de inhibición

Testigo

Monterrey

Santiago

000 A

6.48

6.31

B

B

Nota: Letras diferentes indican diferencias estadísticamente
significativas (P<0 05)

Nota Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas (PO.05).

Especies

B Monterrey •Santiago D Testigo

Figura 4. Valores promedio para el diámetro del halo de inhibición
(cm) en la interacción de ios tratamientos en cada una de las
especies de hongos tratadas in vitro con aceites esenciales de
Helietta parvifolia obtenidos de diferentes localidades.
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Actividad fungicida del aceite esencial obtenido en diferentes estaciones

climáticas del año.- El análisis de varianza para el diámetro del halo de inhibición

(cm) en seis especies de hongos tratadas con aceites esenciales obtenidos de

follajes colectados en diferentes estaciones climáticas (abril, julio, octubre y

enero), manifestó que existen diferencias altamente significativas (P<0.01) entre

especies, tratamientos (estaciones climáticas) y la interacción de ambos factores

(cuadro 13).

Por su parte la comparación múltiple de medias entre la variable especies

evidenció la formación de cuatro grupos estadísticamente diferentes. El primero

constituido por Penicillum sp y Rhizopus stolonifer cuyo halos de inhibición fueron

de 7.20 cm, mientras y en el cuarto grupo, con los valores más bajos se presentan

A. ochraceus y A. flavus con 3.18 y 2.99 cm de diámetro respectivamente (cuadro

14). Así mismo en la comparación múltiple de medias entre los tratamientos se

observó la formación de dos grupos: en el primero el testigo sin inhibición y en el

segundo los tratamientos con halos de 6.57, 6.55, 6.48 y 6.46 cm respectivamente

(cuadro 15), lo que indica que la fecha de colecta del material para los extractos

no influye sobre la acción funguicida obtenida sobre las diferentes especies.

Dado lo anterior, se encontró que en la interacción de la variable tratamientos

con cada una de las especies, existen diferencias estadísticamente significativas

entre los aceites (abril, julio, octubre y enero) y el testigo (figura 5).
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Cuadro 13. Análisis de varianza para el diámetro del halo de inhibición (cm) en seis especies de
hongos tratadas in vitro con aceites esenciales de Helietta parvifolia obtenidos de follajes
colectados en diferentes estaciones climáticas (abril, julio, octubre y enero)

Factor A (Especies)

Factor B (Tratamientos)

Interacción

Error

Total

C.V.

5

4

20

120

149

6.15%

469.60 93.92

1018.94 254.73

118.06 5.90

12.34 0.10

1618.94

913.08" 0.000

2476.50" 0.000

57.39" 0.000

" Valores con diferencias altamente significativas (P<0.01)

Cuadro 14. Comparación múltiple de medias
(Tukey) para el diámetro del halo de inhibición
entre especies de hongos tratadas in vitro con
aceites esenciales de Helietta parvifolia
obtenidos de follajes colectados en diferentes
estaciones climáticas.

Promedio de halo di

Especies

Penicillum sp

Rhizopus stolonifer

Fusaríum oxysporum

Aspergillus niger

A. ochraceus

A. flavus

7.20

7.20

6.30

439

3.18

2.99

A

A

B

C

D

D

Nota- Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas

(P<005)

Cuadro 15. Comparación múltiple de medias
(Tukey) para el diámetro de halo de inhibición
entre tratamientos aplicados a seis especies
de hongos in vitro.
Tratamientos

Testigo

Abril

Julio

Octubre

Enero

Promedio de halo de inhibición \
t

0.00

6.57

655

6.48

646

A

B

B

B

B

Nota: Letras diferentes indican diferencias estadísticamente

significativas (P<0 05).
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10.00 •'

Especies
H Testigo •Primavera DVerano DOtoño •Invierno

Figura 5. Valores promedio para el diámetro del halo de inhibición (cm)
en la interacción de los tratamientos en cada una de las especies de
hongos tratadas in vitro con aceites esenciales de Helietta parvifolia
obtenidos en diferentes estaciones climáticas.

Actividad fungicida del aceite esencial obtenido bajo diferentes condiciones.-

El análisis de varianza para el número de colonias en seis especies de hongos

tratadas con aceites esenciales obtenidos del follaje bajo diferentes condiciones,

mostró que existen diferencias altamente significativas (P<0.01) entre especies, no

presentándose diferencias entre tratamientos (aceite obtenido de: follaje fresco,

follaje deshidratado al medio ambiente, follaje deshidratado en estufa y de follaje

deshidratado en estufa y su aceite calentado hasta quemarse) ni en la interacción

de ambas fuentes de variación (cuadro 16).
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La comparación múltiple de medias de los valores obtenidos en la variable

especies mostró la formación de tres grupos estadísticamente diferentes (cuadro

17). El primero correspondiendo a Aspergillus flavus y A. ochraceus, que

presentaron el mayor número de colonias con 46 y 42 respectivamente; en el

segundo se presentó A. n/ger con 23 colonias y finalmente en el tercero Fusarium

oxysporum, Rhizopus stolonifer y Penicillium sp con 9, 8 y 8 colonias

respectivamente. El comportamiento general de estos resultados puede ser

apreciado en la figura 6.

Cuadro 16. Análisis de varianza para el número de colonias en seis especies de hongos tratadas
in vitro con aceite esencial del follaje de Helietta parvifolia obtenido bajo diferentes condiciones.

Factor A (Especies)

Factor B (Tratamientos)

Interacción

Error

Total

CV.

5

3

15

96

119

24.38%

30690.75

3.02

39.23

2898.79

33631.79

6138.14

1.01

2.62

30.20

203.28** 0.000

0.03NS 0.991

0.09NS 1.000

" Valores con diferencias altamente significativas (P<0.01), NS Valores con diferencias no significativas.
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Cuadro 17. Comparación múltiple de medias
(Tukey) para el promedio del número de colonias
para la variable especies de hongos, tratadas in
vitro con aceite esencial del follaje de Helietta
parvifolia obtenido bajo diferentes condiciones.

Promedio del número d(

Aspergillus flavus

A. ochraceus

A. niger

Rhizopus stolonifer

Fusarium oxysporum

Penicillum sp

45.6 A

42.05 A

23.15 B

8.75 C

7.9 C

7.8 C

45 '•

40 i

$ 35 !

¡ 3 0 I

•o 25

o
S 20

S

<
8 "- o £
< I

Especies

Figura 6. Valores promedio del número de
colonias entre especies de hongos tratadas
in vitro con aceite esencial del follaje de
Helietta parvifolia obtenido bajo diferentes
condiciones.

Nota Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas (P<0.05).

Evaluación de la actividad fungicida del aceite esencial in vivo en la

protección de semillas almacenadas

Acción protectora del aceite esencial volátil sobre semillas almacenadas a

humedad relativa saturada.- El análisis de varianza realizado al número de

esporas presentes por gramo de semilla tratada, indicó diferencias altamente

significativas (P<0.01) tanto entre especie de semilla (maíz var. NL-V-S-2, frijol

var. Delicias, trigo var. Monterrey 78-100 y sorgo var. Melacero), como entre

tratamientos (testigo, aceite esencial volátil), así como en la interacción de ambas

fuentes de variación (cuadro 18).

La comparación múltiple de medias para la variable especie de semilla

mostró que existen diferencias estadísticamente significativas entre ellas,
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resultando la formación de tres grupos, de los cuales las de frijol var. Delicias

resultaron ser estadísticamente diferentes al resto de las semillas por presentar el

menor número de esporas, 54,680 por gramo (cuadro 19). Del mismo modo se

presentaron diferencias estadísticamente significativas entre la variable

tratamientos obteniéndose 149,681 esporas por gramo en el testigo, las que

disminuyeron a 39, 151 en el aceite esencial volátil (cuadro 20).

La interacción de los tratamientos dentro de cada una de las especies de

semillas presentó diferencias estadísticamente significativas (figura 7).

La fluctuación en el número de esporas por gramo presentes en semillas

tratadas y testigo almacenadas a humedad relativa saturada se puede observar en

la figura 8.

Cuadro 18. Análisis de varianza para el número de esporas por gramo en semillas de cuatro
especies tratadas con aceite esencial volátil de Helietta parvifolia, almacenadas a humedad
relativa saturada durante ocho semanas.
F.V.
•̂ •̂̂ •̂MHHÜ^̂ ^̂ ^̂ ^̂ ^M^̂ ^̂ ^̂ ^MiHH^B^B^̂ ^

Factor A (Especie de semilla)

Factor B (Tratamientos)

Interacción

Error

Total

C.V.

GL SC

3

1

3

32

39

10.62

22125346816.00

122170343424.00

42349920256.00

3214868480.00

189860478976.00

%

CM F P>F \

7375115776.00 73.41" 0.000

122170343424.00 1216.05** 0.000

14116639744.00 140.51" 0.000

100464640.00

" Valores con diferencias altamente significativas (P<0.01).



61

Cuadro 19. Comparación múltiple de medias
(Tukey) para el número de esporas por gramo
entre especies de semillas tratadas con aceite
esencial volátil de Helietta parvifolia,
almacenadas a humedad relativa saturada
durante ocho semanas.
Especie de Promedio del numero de esporas poi

Cuadro 20. Comparación múltiple de medias
(Tukey) para el número de esporas por
gramo entre tratamientos aplicados a cuatro
especies de semillas, almacenadas a
humedad relativa saturada durante ocho
semanas.

Tratamientos

Promedio del numero

esporas por gramo

Sorgo

Maíz

Trigo

Frijol

114124.8 A

109155 A B

99703.6 B

54680.1 C

Nota: Letras diferentes indican diferencias estadísticamente

significativas (p<0 05)

Testigo

Aceite esencial

149681.34 A

39150.64

Nota: Letras diferentes indican diferencias estadísticamente

significativas (p<0 05).

250000T

-0> 2000001

O
§• 150000 I
UJ i

O
Q>

100000-

50000-

04-
Malz Frijol Trigo Sorgo

Especie de semilla

B Testigo «Aceite

Figura 7. Valores promedio del número de esporas por gramo en
la interacción de los tratamientos con cada especie de semillas.
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Figura 8. Fluctuación del número de esporas por gramo presentes en semillas de maíz var.
NL-V-S-2, frijol var. Delicias, trigo var. Monterrey 78-100 y sorgo var. Melacero, tratadas
con aceite esencial volátil de Helietta parvifolia, almacenadas a humedad relativa saturada
durante ocho semanas.

Maíz

160,000
140,000
120,000
100,000 j
80,0004-
60,000 j
40.000 I
20,000 i

Tratamientos
D Inicial • Testigo DAceite

Trigo

200,000 -'

$ i» 150,000 '

I | 100,000 •'

z $ 50,000 '

Tratamie ritos

Inicial • Testigo U Aceite

Frijol

*fo f

•= üz a

80,000

t 60,000

40,000;

20,000

0 ' —
1

Tratamientos
Inicial • Testigo DAceite

Sorgo

250,000,
200,000

» 150,000
| 100,000|

50,000
O

Tratamientos
B Inicial • Testigo O Aceite

Efecto del aceite esencial por contacto sobre semillas almacenadas a dos

niveles de humedad relativa:- El análisis de varianza llevado a cabo al número de

esporas por gramo en semillas de cuatro especies tratadas con aceite esencial

por contacto almacenadas a dos niveles de humedad relativa reveló que existen

diferencias altamente significativas (PO.01) entre las variables especie de semilla

(maíz var NL-V-S-2, frijol var. Delicias, trigo var. Monterrey 78-100 y sorgo var.

Malacero), tratamientos (testigo y aceite esencial) y niveles de humedad relativa

(saturada y ambiente) así como en la interacción de cada una de las fuentes de

variación (Cuadro 21).
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Por otra parte la comparación múltiple de medias para las variables especie

y tratamiento mostró diferencias estadísticamente significativas, alcanzándose el

mayor número de esporas (130,275 por gramo) en las semillas de trigo var.

Monterrey 78-100 testigo, número que se reduce a 39,389 al aplicar el aceite

esencial por contacto (cuadro 22). Del mismo modo se presentaron diferencias

entre la variable niveles de humedad relativa, siendo nuevamente en el trigo var.

Monterrey 78-100 donde se presenta una mayor cantidad de esporas por gramo

en el tratamiento de humedad relativa saturada 97,091; disminuyendo a 72, 573

en el tratamiento de humedad relativa ambiente (cuadro 23).

El comportamiento de los valores promedio obtenidos en la interacción de

estos factores puede ser analizado en la figura 9.

La fluctuación en el número de esporas por gramo presentes en semillas

tratadas, almacenadas a dos niveles de humedad relativa se puede observar en

las figuras 10, 11, 12, 13 y 14.
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Cuadro 21. Análisis de varianza para el número de esporas por gramo en semillas de cuatro
especies tratadas con aceite esencial por contacto, de Helietta parvifolia y almacenadas a
humedad relativa saturada y ambiente, durante ocho semanas.

Factor A (Especie de semilla)

Factor B (Tratamientos)

Factor C (Niveles de humedad)

AXB

AXC

BXC

AXBXC

Error

Total

3

1

1

3

3

1

3

64

79

73246162944.00

33540300800.00

6013698048.00

21198757888.00

1250148352.00

652664832.00

1459871744.00

1327726592.00

138689331200.00

24415387648.00

33540300800.00

6013698048.00

7066252800.00

416716128.00

652664832.00

486623904.00

20745728.00

1176.89"

1616.73"

289.88"

340.61"

20.09"

31.46"

23.46"

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

c.v. 13.37%

" Valores con'diferencias altamente significativas (P<0.01)

Cuadro 22. Comparación múltiple de medias (Tukey) para el número de esporas por gramo entre
tratamientos aplicados a cuatro especies de semillas almacenadas a dos niveles de humedad
relativa, durante ocho semanas.

Especie de semilla

ratamientos Numero de esporas por gramo

Testigo 50062.89 A 30164.6 A 130275.2 A 7628.7 A

Aceite esencial 3850.5 B 6929.1 B 39389.1 B 4157.2 B

Nota: Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas (P<0.05)
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Cuadro 23. Comparación múltiple de medias (Tukey) para el número de esporas por gramo entre
tratamientos aplicados a cuatro especies de semillas, almacenadas durante ocho semanas.

H. R. Saturada 37081 A 28866.3 A 970914 A 7870.5 A

H. R. Ambiente 16832.4 B 8227.4 B 72572.9 B 3915.4 B

Nota Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas (P<0 05)

140000

120000
S>
f8 100000-
o
<g 80000 -I

| 60000

I 40000

20000-

0

Maíz

H.R.S=Humedad relativa saturada (100%)
H.R.A=Humedad relativa ambiente (80%)

Frijol ¡ Trigo
Especie de semilla

0 Testigo • Aceite

Figura 9. Valores promedio del numero de esporas por gramo en la interacción de las especies
de semilla con cada uno de los tratamientos.
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Figura 10. Fluctuación en el número de esporas
por gramo, presentes en semillas de maíz
tratadas con aceite esencial de Helietta
parvifolia, almacenadas a humedad relativa
saturada y ambiente durante ocho semanas.

Maíz

60000-,

50000-|

40000

30000-

20000

10000

37061

12400 1̂

36505 I I 1̂

Tratamientos

Figura 11. Fluctuación en el número de
esporas por gramo, presentes en semillas de
frijol tratadas con aceite esencial de Helietta
parvifolia, almacenadas a humedad relativa
saturada y ambiente durante ocho semanas.
i Frijol

os¿y i

I
H.R.S= Humedad relativa saturada
H.R.A= Humedad relativa ambiente

H.R.S= Humedad relativa saturada
H.R.A= Humedad relativa ambiente

Figura 12. Fluctuación en el número de esporas Figura 13. Fluctuación en el número de
por gramo, presentes en semilas de trigo esporas por gramo, presentes en semillas de
tratadas con aceite esencial de Helietta sorgo tratadas con aceite esencial de Helietta
parvifolia, almacenadas a humedad saturada y parvifolia, almacenadas a humedad relativa
ambiente durante ocho semanas. saturada y ambiente durante ocho semanas.

95200 «091 <

V* *>

s-* »''

H.R.S= Humedad relativa saturada
H.R.A= Humedad relativa ambiente H.R.S= Humedad relativa saturada

H.R.A= Humedad relativa ambiente
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Figura 14. Comparación de la Fluctuación del número de esporas por gramo
presentes en semillas de maíz, frijol, trigo y sorgo tratadas con aceite
esencial de Helietta parvifolia y almacenadas a humedad relativa saturada y
ambiente durante ocho semanas.

Maíz Frijol Trigo

• Especie de semilla

Sorgo

El Inicial • Testigo n Aceite • Inicial E Humedad relativa saturada • Humedad relativa ambiente

El análisis de varianza llevado a cabo al número de esporas por gramo

presentes en las semillas de cuatro especies tratadas con aceite esencial por

contacto almacenadas a humedad relativa ambiente después de 40 semanas,

mostró que existen diferencias altamente significativas (P<0.01) entre especies

(maíz var. NL-V-S-2, frijol var. Delicias, trigo var. Monterrey 78-100 y sorgo var.

Melacero), tratamientos (testigo, aceite esencial ) y tiempo de almacenaje (8 y 40

semanas), así como en la interacción de cada una de las fuentes de variación

consideradas en este experimento (cuadro 24).

Por otra parte la comparación múltiple de medias para la variable especie de

semilla (cuadro 25) en relación al efecto de la variable tratamientos (testigo y

aceite esencial por contacto) mostró diferencias estadísticamente significativas,
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alcanzándose el mayor número de esporas por gramo (399,472) en las semillas

de maíz var. NL-V-S-2 testigo, número que se reduce a 2,524 al aplicar el aceite

esencial. Del mismo modo se presentaron diferencias entre los tratamientos de 8 y

40 semanas (cuadro 26) siendo nuevamente en las semillas de maíz var. NL-V-S-

2 donde se presenta una mayor cantidad de esporas por gramo (385,164) a las 40

semanas, disminuyendo a 16,832 en el tratamiento de 8 semanas, ambas

almacenadas durante 40 semanas a humedad relativa ambiente.

El comportamiento de los valores promedio obtenidos en la interacción de

estos factores puede ser analizado en las figura 15.

Cuadro 24. Análisis de varianza para el número de esporas por gramo en semillas de cuatro
especies tratadas por contacto con aceite esencial Helietta parvifolia almacenadas durante ocho y
cuarenta semanas a humedad relativa ambiente.

Factor A (Especies de semillas)

Factor B (Tratamientos)

Factor C (Tiempo)

AXB

AXC

BXC

AXBXC

Error

Total

C.V.

3

1

1

3

3

1

3

64

79

12.09%

403027066880.00

657542152192.00

432859185152.00

432661397504.00

47031549952000

42679658086400

468262912000.00

58679885824.00

3350144745472.00

134342352896.00

657542152192.00

432859185152.00

144220471296.00

156771827712.00

426796580864.00

156087631872.00

916873216.00

146.52"

717.16"

472.10"

157.30"

170.99"

465.49"

170.24"

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

'* Valores con diferencias altamente significativas (P<0.01).
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Cuadro 25. Comparación múltiple de medias (Tukey) para el número de esporas por gramo entre
tratamientos aplicados a cuatro especies de semillas almacenadas a humedad relativa ambiente
durante cuarenta semanas.

Tratamientos

Especies de semillas

Número de esporas por gramo

Testigo 399472.09 A 225720.59 A 128267.8 A 4959.4 A

Aceite esencial 2523.9 B 2640.2 B 24803.8 B 3170.2 B

Nota: Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas (p<0 05)

Cuadro 26. Comparación múltiple de medias (Tukey) para el número de esporas por gramo entre
tratamientos aplicados a cuatro especies de semillas almacenadas a humedad relativa ambiente.

Tratamientos

Especies de semillas

Numero de esporas por gramo

40 Semanas 385163.59 A 220133.41 A 80498.7 A 4214.2 A

8 Semanas 16832.4 B 8227.4 B 72572.9 B 3915.4 A

Nota: Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas (p<0 05).

Tiempo de almacenamiento

B Testigo «Aceite

Figura 15. Valores promedio del número de esporas por gramo en la
interacción de las especies de semillas con cada uno de los
tratamientos.
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En la tabla 1 aparecen los resultados del porciento de germinación de las

semillas tratadas y testigo, almacenadas bajo condiciones de humedad relativa

ambiente y saturada tanto al inicio como al final del experimento, observándose

que las primeras se mantienen sin cambio aún después de 40 semanas.

Tabla 1. Porciento de germinación de las semillas tratadas por contacto con el aceite esencial de
Helietta parvifolia, almacenadas a dos niveles de humedad relativa, durante ocho y cuarenta
semanas.

Especies de semillas

Maíz

Frijol

Trigo

Sorgo

8 Semanas

Humedad Ambiente Humedad Saturada

94

88

86

81

Testigo Aceite Testigo Aceite

85

83

81

76

93

85

86

80

irciento de germinación

20

55

10

66

80

75

80

78

Humedad Ambiente

fesf /c jo

45

66

71

64

93

85

86

80

Dosis óptima del aceite esencial por contacto en la protección de semillas de

maíz almacenadas.- Los resultados obtenidos del análisis de varianza realizado al

número de esporas por gramo, presentes en semillas de maíz var. NL-V-S-2

tratadas por contacto con diferentes dosis del aceite esencial mostraron que

existen diferencias altamente significativas (P<0.01) entre tratamientos (testigo,

1.0, 3.0, 6.0, 12.0, 25.0%), (cuadro 27).

La comparación múltiple de medias indicó la formación de siete grupos

estadísticamente diferentes, correspondiendo cada uno de ellos al tratamiento
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aplicado. El mayor número de esporas por gramo se presentó en el testigo,

alcanzando 137,482, número que disminuyó gradualmente hasta 33,772 en el

tratamiento con el aceite esencial al 25% (cuadro 28 y figura 16).

La fluctuación en el número de esporas por gramo presentes en las semillas

tratadas y testigo aparecen en la figura 17.

Cuadro 27. Análisis de varianza para el número de esporas por gramo en semillas de maíz
tratadas con diferentes concentraciones de aceite esencial de Helietta parvifolia aplicado por
contacto, almacenadas a humedad relativa saturada durante ocho semanas.

Tratamientos

Error

Total

C.V.

6

28

34

1.47%

46871314432.00 7811885568.00 4112.87**

53182464.00 1899373.75

46924496896.00

0.000

" Valores con diferencias altamente significativas (P<0.01),

Cuadro 28. Comparación múltiple de medias
(Tukey) para el número de esporas por gramo
entre tratamientos aplicados a semillas de maíz
var. NL.-V-S-2 almacenadas a humedad relativa
saturada durante ocho semanas.

Tratamientos

Promedio del numero de esporas po/

Testigo

0.5

1.0

3.0

6.0

12.0

25.0

137482.4 A

132641.2 B

117384.6 C

993172 D

837866 E

52967.4 F

33772.4 G

1.0% 6.0%

Tratamientos
25.0%

Figúrale. Valores promedio del número de
esporas por gramo entre los tratamientos
aplicados a semillas de maíz var. NL.-V-S-2
almacenadas a humedad relativa saturada
durante ocho semanas.

Nota: Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas (P<0.05).
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Figura 17. Fluctuación en el número de esporas por gramo presentes en semillas de
maíz var. NL-V-S-2 tratadas por contacto con diferentes concentraciones de aceite
esencial de Helietta parvifolia almacenadas a humedad relativa saturada durante
ocho semanas.

140000

120000

100000

1 80000
<D
(U

2 60000
E
-3

40000

20000 -I'

O 4-

132641.2

117384.6

83786.6

Inicial 0.0 0.5 1.0 3.0
Dosis

12.0 25.0

Estudio comparativo de la actividad fungicida por contacto del aceite

esencial y el fungicida comercial Captan sobre semillas almacenadas.- El análisis

de varianza llevado a cabo al número de esporas por gramo presentes en

semillas de maíz var. NL-V-S-2 tratadas con aceite esencial por contacto y el

funguicida comercial captan, almacenadas a dos niveles de humedad relativa

mostró que existen diferencias altamente significativas (P<0.01) tanto entre los

niveles de humedad relativa como entre los tratamientos aplicados (testigo,

captan, aceite esencial), así como en la interacción de ambas fuentes de variación

(cuadro 29). La comparación múltiple de medias mostró además que los valores
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obtenidos en los diferentes niveles de humedad relativa son estadísticamente

diferentes obteniéndose 49,503 esporas por gramo a humedad relativa saturada y

16,096 en la humedad relativa ambiente (cuadro 30), asimismo la comparación

múltiple de medias de los diferentes tratamientos mostró diferencias

estadísticamente significativas presentándose en el testigo 57,840 esporas por

gramo de semilla, mismas que disminuyeron a 37,379 con la aplicación de captan

y hasta 3,181 con el aceite esencial (cuadro 31). El comportamiento de los valores

promedio obtenidos en la interacción de estos factores puede ser analizado en la

figura 18. La fluctuación en el número de esporas por gramo presentes en

semillas las semillas tratadas puede ser observada en la figura 19.

Cuadro 29. Análisis de varianza para el número de esporas por gramo en semillas de maíz
tratadas por contacto con aceite esencial de Helietta parvifolia y el funguicida comercial Captan
almacenadas bajo condiciones de humedad relativa saturada y ambiente durante ocho semanas.

Factor A (Niveles de humedad) 1

Factor B (Tratamientos) 2

Interacción 2

Error 24

Total 29

8370075648.00 8370075648.00 1220.47**0.000

1525276876800 7626384384.00 1112.03**0.000

3659986944.00 1829993472.00 266.84"O 000

16459366400 6858069.50

27447425024.00

C,V. 7.98%

" Valores con diferencias altamente significativas (P<0 01).
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Cuadro 30. Comparación múltiple de medias
(Tukey) para el número de esporas por gramo
entre niveles de humedad en semillas de maíz
var. NL-V-S-2 tratadas por contacto con el
aceite esencial de Helietta parvifolia y el
fungicida comercial Captan, almacenadas
durante ocho semanas.
Niveles de Humedad Promedio de número de espora

por gramo

Cuadro 31. Comparación múltiple de medias
(Tukey) para el número de esporas por
gramo entre tratamientos aplicados a
semillas de maíz var. NL-V-S-2,
almacenadas a dos niveles de humedad
relativa durante ocho semanas.

Promedio de numero de esporas

Tratamientos por gramo

Saturada

Ambiente

Nota Letras diferentes

49503.29 A

16096.47 B

indican diferencias estadísticamente significativas (P<0.05)

Testigo 57840.0

Captan 37378.9

Aceite esencial 3180.6

A

B

C

Nota Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas (P<0 05)

í?

O
Q.

0)
0)
-oe
<D1
z

90000-

80000-

70000-

60000-

50000-

40000-

30000-

20000-

13000

n
Humedad relativa saturada Humedad relativa ambiente

Tratamientos

D Testigo • Captan D Aceite esencial

Figura 18. Valores promedio del número de esporas por gramo en la
interacción de los tratamientos en cada uno de los niveles de humedad
relativa.

En la tabla 2 aparecen los resultados del porciento de germinación de las

semillas tratadas al inicio y fin del experimento.
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Figura 19. Fluctuación en el número de esporas por gramo presentes en
semillas de maíz var. NL-V-S-2 tratadas con aceite esencial de Helietta.
parvifolia por contacto y el funguicida comercial Captan, almacenadas a dos
niveles de humedad relativa durante ocho semanas.
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Tabla 2. Porciento de germinación de las semillas de maíz var NL-V-S-2 tratadas por contacto con
el aceite esencial de Helietta parvifolia y el funguicida comercial Captan, almacenadas a dos
niveles de humedad relativa durante ocho semanas.

TVatam/entos Ambiente

Humedad de Almacenaje

Porciento de germinación

Saturada

Inicial

Testigo

Captan

Aceite Esencial

92

80

88

92

92

40

70

90

Evaluación de la actividad fungicida del agua de arrastre in vivo empleando

diferentes métodos de aplicación

El análisis de varianza llevado a cabo al número de esporas por gramo

presentes en semillas de maíz var. NL-V-S-2, tratadas con agua de arrastre
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empleando diferentes métodos de aplicación mostraron que existen diferencias

altamente significativas (P<0.01) entre tratamientos (testigo, dos bandas, dos

círculos, tres círculos, confeti) (cuadro 32). La comparación múltiple de medias

mostró la formación de cuatro grupos estadísticamente diferentes,

correspondiendo al primero el testigo donde se contabilizaron 103,000 esporas por

gramo de semilla; el segundo grupo con 70,400 esporas por gramo,

correspondiendo al tratamiento en donde se aplicó el agua de arrastre en dos

bandas; en el tercer grupo se situaron los tratamientos en donde se aplicó el agua

de arrastre en dos y tres círculos con 54,800 y 47,600 esporas por gramo

respectivamente, siendo estadísticamente iguales; en el cuarto grupo se situó el

tratamiento donde el agua de arrastre se aplicó en confeti registrándose 9,400

esporas por gramo, lo que hace que este tratamiento en comparación con el resto

sea el más efectivo (cuadro 33). El comportamiento general de estos resultados

puede ser observado en la figura 20.

La fluctuación en el número de esporas por gramo presentes en las semillas

tratadas se presentan el la figura 21.
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Cuadro 32. Análisis de varianza para el número de esporas por gramo en semillas de maíz var. NL-
V-S-2 tratadas con agua de arrastre obtenida de la destilación del follaje de Helietta parvifolia
empleando diferentes métodos de aplicación, almacenadas a humedad relativa saturada durante
ocho semanas.

Tratamientos

Error

Total

4 23272562688.00

20 1328414720.00

24 24600977408

5818140672.00

66420736.00

87.59" 0.000

' Valores con diferencias altamente significativas (P<0.01).

Cuadro 33. Comparación múltiple de
medias (Tukey) para el número de esporas
por gramo entre tratamientos aplicados a
semillas de maiz var. NL-V-S-2
almacenadas a humedad relativa saturada
durante ocho semanas.

Testigo

Dos Bandas

Dos Círculos

Tres Círculos

Confeti

103000 A

70400 B

54800 C

47600 C

9400 D

oí 60000

Dos
Circuios

Tres
Círculos

Note: Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0 05)

Tratamientos

Figura 20. Valores promedio del número de
esporas por gramo en semillas de maíz var.
NL-V-S-2 tratadas con agua de arrastre
obtenida de la destilación del follaje de
Helietta parvifolia empleando diferentes
métodos de aplicación, almacenadas a
humedad relativa saturada durante ocho
semanas.

Figura 21. Fluctuación en el número de esporas por gramo presentes en
semillas de maíz var. NL-V-S-2 tratadas con agua de arrastre obtenida de la
destilación del follaje de Helietta parvifolia empleando diferentes métodos de
aplicación almacenadas a humedad relativa saturada, durante ocho semanas.
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103,000

17,800
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70,400
54,600

47,600

9.400

Testigo Dos Dos Tres Confeti
Bandas Círculos Circuios

Tratamientos

En la tabla 3 aparecen los resultados del porciento de germinación de las

semillas tratadas al inicio y fin del experimento.

Tabla 3. Efecto del agua de arrastre obtenida de la destilación del follaje de Helietta parvifolia
empleando diferentes métodos de aplicación, sobre el porcentaje de germinación de semilla de
maíz var. NL-V-S-2 almacenada a humedad relativa saturada durante ocho semanas.

Tratamientos

Inicial

Testigo

Dos Bandas

Dos Circuios

Tres Circuios

Confeti

Humedad Saturada de Almacenaje

90

20

60

10

20

84
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Evaluación in vivo de la actividad fungicida del follaje deshidratado sobre

semillas almacenadas

El análisis de varianza realizado al número de esporas presentes por gramo

de semilla de maíz var. NL-V-S-2 tratada con follaje deshidratado en diferentes

proporciones (1:1, 1:2, 1:3), almacenadas a humedad relativa ambiente mostró

que existen diferencias altamente significativas (P<0.01) entre tratamientos

(cuadro 34).

La comparación múltiple de medias mostró la formación de cuatro grupos

estadísticamente diferentes correspondiendo cada uno de ellos a las diferentes

proporciones utilizadas. El mayor número de esporas por gramo se presentó en el

testigo alcanzando en promedio 112,605, número que disminuyó conforme se

incrementó la proporción de follaje deshidratado, teniéndose el menor número de

esporas (18, 612) en la proporción 1:3 (cuadro 35). El comportamiento general de

estos resultados puede ser apreciado en la figura 22.

La figura 23 presenta la fluctuación en el número de esporas por gramo

presentes en las semillas tratadas.
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Cuadro 34. Análisis de varianza para el número de esporas por gramo en semillas de maíz VAR.
NL-V-S-2 tratadas con diferentes proporciones de follaje deshidratado de Helietta patvlfolia,
almacenadas a humedad relativa ambiente durante ocho semanas.

Tratamientos

Error

Total

3

56

59

83464372224.00

40206336.00

83504578560.00

27821457408.00 38750.15" 0.000

717970.31

c.v. 1.73%

* Valores con diferencias altamente significativas (P<0.01).

Cuadro 35. Comparación múltiple de medias
(Tukey) para el número de esporas por gramo
entre tratamientos aplicados a semillas de
maíz var. NL-V-S-2 almacenadas a humedad
relativa ambiente durante ocho semanas.

Promedio del numero de esporas

Tratamientos por gramo

Testigo

Proporción 1:1

Proporción 1 :2

Proporción 1:3

112605.6 A

37076 B

27714.8

18612.86

C

D

Nota: Letras diferentes indican diferencias estadísticamente

significativae (P<0.05).

TJ
O
0)

-3

120000n

100000-

80000

60000-

40000-

20000

O
Testigo 1:1 1:2

Tratamientos

1:3

Figura 22. Valores promedio del número de
esporas por gramo en semillas de maíz var NL-
V-S-2 tratadas con diferentes proporciones de
follaje deshidratado de Helietta parvifolia,
almacenadas a humedad relativa ambiente
durante ocho semanas..
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Figura 23. Fluctuación en el número de esporas por gramo presentes en
semillas de maíz var. NL-V-S-2 tratadas con diferentes proporciones de follaje
deshidratado de Helietta parvifolia, almacenadas a humedad relativa ambiente
durante ocho semanas.

Inicial Testigo Proporción Proporción Proporción
1:1 1:2 1:3

Tratamientos

El porciento de germinación de la semilla al inicio del experimento fue del

90%, al finalizar el mismo el tratamiento testigo presentaba un 88% y el

tratamiento con cada una de las proporciones semilla-follaje un 90%.



DISCUSIÓN

En base a los resultados de esta investigación, al obtener los extractos

vegetales se observa que los dos equipos de destilación de arrastre por vapor

implementados, optimizaron el rendimiento de agua de arrastre y aceite esencial a

partir del follaje de Helietta parvifolia, acortando además, el tiempo del proceso. El

sistema también mostró ser adecuado para la obtención de extractos a nivel de

campo, ya que se puedo ¡mplementar fácilmente, empleando para ello utensilios

económicos, como botes de lámina y mangueras de plástico, consiguiéndose

resultados similares en rendimiento a los de laboratorio, lo que abre la puerta para

ofrecer a los pequeños productores agrícolas de regiones donde se explota esta

planta un paquete tecnológico alternativo cuya metodología es accesible y

confiable conduciéndolos hacia la aplicación de una agricultura orgánica propuesta

para países de América Latina por Toledo y col. (1989) así como por Suquilanda

(1996).

Con respecto al rendimiento del aceite esencial se pudo observar que la

cantidad obtenida no cambió al ser extraído de plantas colectadas en las distintas

estaciones climáticas anuales, lo que concuerda con lo publicado por Svoboda, et

al (1990), quienes reportan los resultado del análisis efectuado al aceite esencial

volátil obtenido a partir de Satureja hortensia que fue comparado durante las

cuatro estaciones, mostrando sin excepción, que la cantidad del aceite producido
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fue similar; no así con lo propuesto por Hurtado y col. (1981), quienes indican que

el rendimiento de los alcaloides y los aceites esenciales de Larrea trídentata se

ven influenciados por las altas temperaturas del verano que hacen en general que

disminuya su rendimiento. Así mismo, se observó que tampoco influyó la altitud

geográfica de las localidades en las que se colectaron las plantas, discrepando

con lo reportado por Itieva, (1990) al trabajar con Salvia sclarea proveniente de

tres diferentes regiones de Bulgaria, en donde la cantidad obtenida de aceite

esencial si se vio mermada.

Otro factor que se reporta influye en el rendimiento de los aceites esenciales

es el estado fenológico de la planta al momento de la colecta, observándose en

esta investigación que éste no influyó en la cantidad de aceite esencial obtenido,

discrepando con lo reportado por Svoboda, eí al (1990) quién reporta un

incremento en el rendimiento del aceite esencial volátil de Satureja hortensis que

aumenta, del inicio a la mitad de la floración.

Por lo que respecta al empleo de follaje fresco o deshidratado al hacer la

extracción del aceite esencial por el método de destilación con arrastre por vapor,

Domínguez (1978) recomienda para el caso de plantas aromáticas el empleo de

muestras frescas ya que aumenta el rendimiento del mismo; sin embargo, en esta

investigación se observó que el grado de humedad del follaje no impactó en el

mismo, obteniéndose constantemente la misma cantidad.
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Con respecto a los resultados del análisis fisicoquímico del potencial

hidrógeno llevado a cabo al aceite esencial y agua de arrastre de la H. parvifolia,

así como a los medios de cultivo papa-dextrosa-agar y Czapeck's, éstos

indicaron que están dentro de los niveles normales tolerados por los hongos

probados; así como también la presión osmótica, que mostró estar por debajo de

2.0 M límite que reporta Cochrane (1958) para las especies de hongos aquí

tratadas, por lo que se pudo eliminar como posible factor de inhibición en el

crecimiento de las mismas.

En base a los resultados obtenidos al probar el aceite esencial in vitro para

determinar su efectividad por contacto y volatilidad sobre hongos que afectan a

semillas almacenadas, se puede asumir que se presentó una acción fungicida total

al ser sembrados directamente sobre la placa de PDA, no así al ser sembrados

por difusión, donde se presentó una acción selectiva en las dos formas de

aplicación, lo que coincide con los resultados obtenidos por Mwangi y col. (1994),

quienes probaron la actividad de los aceites esenciales obtenidos de varias

especies de Lippia sp. sobre Colletotríchum coffeanum, Fusarium sotaní,

Cercospora spp. y Aspergillus spp. mostrando una fuerte actividad funguicida

sobre Colletotríchum coffeanum. La respuesta a este comportamiento selectivo es

propuesto por Lyr (1987) quién indica que es un fenómeno común en productos

comerciales de origen vegetal, como es el grupo de las carboxiamidas u oxantinas

y propone es debida a diferencias en la acumulación del fungicida en la célula,

diferentes estructuras del receptor o del sistema objetivo, diferencias en la
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habilidad para toxificar (activar) un compuesto, la habilidad para detoxificar un

compuesto y diferentes grados de importancia del receptor o del sistema objetivo

para la supervivencia del hongo. Los resultados indicaron también en este

experimento que el aceite esencial tuvo una acción fungicida tanto al ser aplicado

por contacto, como en forma volátil, presentándose sin embargo, diferencias a

nivel estadístico que mostraron mayor efecto por contacto, lo cual se explica por la

capacidad que tienen los fungicidas de contacto de desplazar al inoculo,

impidiendo su crecimiento o avance en el medio, por lo que la mayoría de ellos se

comportan como protectores; sin embargo para que un producto sea mas efectivo

es deseable además que presente cierto grado de volatilidad, lo que le da la

capacidad a sus moléculas para penetrar en el hongo provocando un efecto

terapéutico, fenómeno que se pudo comprobar en este bioensayo al observar la

formación de halos sobre el medio de cultivo, en las áreas correpondientes a los

discos colocados en la parte inferior de las tapas de las cajas petri.

Por lo que respecta al efecto fungicida del agua de arrastre probada in vitro a

una concentración del aceite esencial de 1 000 ppm, se pudo observar que hubo

una reducción del 60% en el número de colonias de Aspergillus flavas

concordando en cuanto a efecto con lo reportado por Mishra y col. (1990) quienes

probaron los aceites esenciales obtenidos de nueve especies de plantas sobre el

mismo hongo, indicando que la inhibición causada por Artemisia vulgarís fue del

66.6%, por Elettaría cardamomum del 60% y por Salvia plebeya del 54%,

requiriendo en este caso para lograr este resultado, una concentración de 5,000
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ppm; así mismo con lo publicado por el mismo grupo de investigadores en 1991

donde probaron el aceite esencial de Cinnamomurn camphora a 4000 ppm. sobre

la misma especie Es importante resaltar que la concentración utilizada en esta

investigación fue menor que la empleada en esas investigaciones, obteniéndose

resultados similares. En relación a la decoloración observada en las colonias de la

especies de Aspergillus niger, A. ochraceus y A. flavus en este bioensayo, se

puede considerar que lo publicado por Ghfir y col. (1997) está relacionado con lo

encontrado en este experimento ya que observaron una alteración similar en las

paredes celulares de las hifas en desarrollo de Aspergillus flavus en presencia del

aceite esencial de Hisopus officinalis, las aislaron y su composición química fue

analizada. La presencia del aceite esencial permitió una reducción en los niveles

de azúcares neutros, ac. uránico y proteínas, mientras que los aminoazúcares, y

los niveles de fósforo se incrementaron. La presencia del aceite esencial en el

medio de cultivo indujo cambios muy marcados en el contenido de galactosa y

galactosamina. Estos investigadores concluyen que las alteraciones en el color

fueron debidas a cambios en la estructura de las células tratadas. Por lo que

respecta a las alteraciones observadas en ésta investigación en la morfogénesis

de estas especies, es factible que fueran causadas por el eugenol, metileugenol,

safrol e isosafrol, compuestos presentes en el aceite esencial de la H. parvifolia,

reportados como agentes causales de toxicidad celular por Lypsky, et al (1981),

impactando en el proceso de diferenciación, el cual se produce, según lo indican

ÑAS (1980) y Curtís, et al (2000) a través de la acumulación de ciertas

substancias específicas sobre pared, membrana y organelos celulares. A nivel
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bioquímico, es probable que estas malformaciones pudiesen estar asociadas con

una interferencia causada por los componentes del aceite esencial, en la síntesis

de la quitina (un polímero de N-acilglucosamina ) principal componente de la pared

celular fungosa, al inhibir la acción de la enzima transferasa quitina-UDP- N-

acetilglucosamina, con la consecuente acumulación de UDP-N-acetilglucosamina

lo que da como consecuencia una malformación micelial, ya que Kremlin (1989)

indica que ciertos fungicidas como el Kitazin P actúan de esta forma.

Las alteraciones observadas en la morfología de las especies de Aspergillus,

provocadas por el aceite esencial indican que cumple con las propiedades que

requiere para ser un fungicida eficaz (ÑAS, 1980), ya que al presentarse éste tipo

de daño, en particular sobre las conidias, puede llegar a impedir su germinación o

si se presenta, es anormal, de tal forma que el proceso de penetración e infección

al hospedero se ve afectado o no se presenta.

Itieva, en 1990 al estudiar el aceite esencial proveniente de Salvia sclarea

concluye que un factor determinante sobre su producción en la planta y efectividad

fungicida, después de haberse extraído, es la altitud geográfica a la que se

desarrollan y colectan las mismas, y dentro de ésta, la temperatura ambiente

prevaleciente en cada ecosistema; los resultados obtenidos en esta investigación

difieren de lo anterior ya que estadísticamente no se presentó diferencia entre el

efecto funguicida del aceite esencial obtenido del follaje colectado en la ladera del

Cerro de la Silla en el sureste de la ciudad de Monterrey, N. L. a una altura de 700

m sobre el nivel del mar, y el colectado en el municipio de Santiago, N. L. en las
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laderas de la Sierra Madre Oriental que colindan con la Presa de la Boca a 550 m,

lo cual indica que los metabolitos que conforman el aceite esencial no sufrieron

cambios en su toxicidad, aún proviniendo de plantas desarrolladas en microclimas

diferentes.

Otro aspecto que influencia la acción antifungal de un aceite esencial son las

estaciones climáticas, en esta investigación se pudo observar que no hubo

diferencias estadísticas significativas entre la acción producida por el aceite

extraído en primavera (Abril), verano (Julio), otoño (Octubre) e invierno (Enero) y

probado in vitro sobre los diferentes géneros, discrepando con lo observado por

Arras y Grella en 1992 al hacer una investigación con el aceite esencial de

Thymus capitatus creciendo silvestremente en la región de Sardinia, Italia sobre

los hongos Penicillium italicum y Alternaría alternata en donde el aceite provocó

un efecto fungistático sobre P. italicum y fungicida sobre A. alternata solamente en

las extracciones del mes agosto, coincidiendo por ser las mas abundantes.

Debido a que en plantas aromáticas se recomienda la extracción de sus

aceites esenciales a partir de follaje fresco (Domínguez, 1978), en esta

investigación se pudo comprobar que al probarse los aceites extraídos de follaje

deshidratado al medio ambiente, así como el deshidratado en estufa y aún el

aceite obtenido por este método y calentado hasta requemarse, no se

presentaron diferencias estadísticas significativas en cuanto a su acción

antifungal, lo que indica que sus componentes químicos fueron estables aún al



89

ser sometidos a diferentes temperaturas y humedad del tejido, abriendo este

resultado la puerta a su empleo dentro de un paquete tecnológico de fácil

aplicación.

El efecto volátil del aceite esencial del Helietta parvifolia in vivo se pudo

comprobar después de probarse sobre semillas de maíz var. NL-V-S-2, frijol var.

Delicias, sorgo var. Melacero y trigo var. Monterrey 78-100, almacenadas bajo

condiciones de humedad saturada, mostrando los resultados del análisis

estadístico diferencias altamente significativas entre el aceite con respecto al

testigo, lo cual indica que la reducción en el número de esporas, se debió a la

capacidad de penetración de los constituyentes del aceite en los tejidos de las

semillas; cumpliendo con los requerimientos físicos que debe de poseer un

fumigante líquido; esto es, alta volatilidad a temperatura ambiente (Cremlyn,

1989). Por lo que respecta a la diferencia en el número de esporas por gramo

cuantificadas con respecto a su testigo al final del experimento en cada especie

tratada, éstas pudieron ser debidas a diversos factores, entre los cuales están las

condiciones fitosanitarias que presentaban al inicio del experimento, en particular

la concentración de inoculo fungoso, la cual influye en la eficacia del fungicida, ya

que si ésta es baja, el producto tiene mas probabilidades de reducirla. Otro factor

de influencia es la distribución normal de la susceptibilidad al producto en la

población del inoculo fungoso, la cual es variable, impactando directamente en su

reducción (ÑAS, 1980). Los resultados obtenidos en este experimento concuerdan

con lo reportado por Dubey (1991) al estudiar la acción fungicida de aceites
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esenciales volátiles obtenidos del epicarpio de toronja y de hojas frescas de

Ocinum canurn (O. amerkanum) y Pinus roxburghii los cuales impidieron la

germinación de esclerocios viables de Macrophomina phaseolina.

Al probar el efecto del aceite esencial por contacto sobre semillas de maíz

var. NL-V-S-2, frijol var. Delicias, sorgo var. Melacero y trigo var. Monterrey 78-

100, almacenadas a humedad relativa saturada y ambiente durante ocho

semanas, se presentaron diferencias entre tratamientos, así como entre niveles de

humedad. Para que un producto controle eficientemente una población fungosa es

necesario una amplia cobertura de la superficie a tratar, para lo cual se requiere la

aplicación de una cantidad suficiente del producto, hasta el nivel de derrame; por

lo cual es conveniente el empleo de productos fumigantes los cuales a su vez

presentan la desventaja de ser poco persistentes (ÑAS, 1980), el aceite esencial

en este experimento presentó ambas características considerándose por lo tanto

un producto eficiente. A pesar de que la literatura reporta que la eficacia de los

fungicidas cambia con la humedad del medio ambiente, en este experimento se

encontró que el aceite esencial fue efectivo aún cuando esta condición, fue

favorable para el desarrollo de los hongos de almacén. Lo anterior puede deberse

a que el aceite es poco hidrosoluble lo cual hace que el producto pueda

permanecer adherido a la superficie de la semilla sin ser arrastrado por la

humedad, proporcionándole protección a la misma. (Christensen, 1974; Serna,

1996; Acquaah, 2002). Para que un producto sea eficaz una vez depositado, debe

resistir el deterioro debido a las condiciones del medio ambiente; su persistencia
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sobre la superficie tratada dependerá en gran parte de la firmeza con la cual sus

partículas se adhieren a la misma, evitando ser lavado por la humedad ambiente

(Manners, 1986); el aceite esencial cumplió con las características antes

mencionadas, ya que después de 40 semanas de montado el experimento, la

cantidad de inoculo presente en la semilla tuvo un ligero incremento al compararse

con los datos obtenidos a las 8 semanas de almacenamiento.

Como ya se ha mencionado en este escrito, los productos químicos se han

utilizado para el control de los fitopatógenos desde hace siglos, pero la industria

de los plaguicidas surge después de la segunda guerra mundial y nuevos

productos se han desarrollado en los últimos 30 años como resultado de

investigaciones que siguen un protocolo científico, dentro del cual como uno de los

pasos iniciales están las pruebas biológicas en las cuales se utilizan dosis

constantes hasta confirmar la efectividad del producto probado, una vez que se

establece ésta, se hacen una serie de ensayos en donde se manejan diferentes

dosis con la finalidad de determinar la mas adecuada (Cremlyn, 1991). En esta

investigación se llevó a cabo un experimento in vivo empleando semillas de maíz

var. NL-V-S-2 que fueron tratadas con diferentes concentraciones del aceite

esencial almacenándose a humedad relativa saturada para determinar la dosis

óptima fungicida; encontrando que el número de esporas por gramo de semilla

tuvo una variación inversamente proporcional a la concentración del aceite

aplicado, resultando la concentración 25% como la mas efectiva, concordando con

lo reportado por Mishra y col. (1990) al probar el aceite esencial obtenido de hojas
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de duraznero a diferentes concentraciones contra Aspergillus flavus, así como con

lo publicado por Garg y col. (1991) al probar el aceite esencial de Capilhipediura

foetídum y ser probado sobre Aspergillus niger, A. fumigatus, A. flavus, A.

candidus y A. ochraceaus.

En base a que la efectividad de los aceites esenciales vegetales ha sido

comparada con la de fungicidas comerciales como fue el caso del aceite esencial

obtenido de rizomas de Cúrcuma tonga a diferentes concentraciones sobre

Aspergillus flavus, utilizando al fungicida comercial Benlate como testigo (Ishrat-

Niaz, 1994), en esta investigación se comparó el aceite esencial de la Helietta

parvifolia con el fungicida comercial Captan en la inhibición de hongos de almacén

presentes en semillas de maíz var. NL-V-S-2, encontrando que igual a lo reportado

por Montes (1999) el cual probó extractos acuosos, alcohólicos y polvos obtenidos

de epazote, orégano, clavo, canela y tomillo y bicarbonato de sodio, sobre semillas

de sorgo contaminadas con Fusarium moniliforme dejando como testigo al Captan,

observando que la combinación de clavo-bicarbonato de sodio fue la que mostró

mejores resultados; en esta investigación el aceite esencial mostró ser mas

efectivo que el fungicida comercial, aún bajo condiciones de humedad saturada.

En la actualidad la agricultura orgánica propone entre otras cosas poner a

disposición de los pequeños productores un paquete tecnológico alternativo que

incluya la obtención sencilla de extractos a partir de plantas silvestres presentes

en su ecosistema de trabajo, cuyas propiedades pesticidas estén ya determinadas
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científicamente, así como, técnicas de aplicación simples; para abatir la falta de

recursos en la compra de otro tipo de insumes (Toledo et al, 1989 y Suquilanda,

1996). En esta investigación al probarse in vivo sobre semilla de maíz var. NL-V-

S-2 (67Kg) diferentes métodos para la aplicación del agua de arrastre obtenida de

la destilación del follaje de Heliettta parvifolia, se trató en primer lugar de

contribuir a la aplicación de una agricultura orgánica y en segundo lugar

determinar científicamente su eficacia en el control de hongos que afectan a

semillas en almacén. Los resultados mostraron después de ser analizado el

número de esporas por gramo de semilla, la efectividad de impregnar con el agua

de arrastre discos de papel confeti (empleado para fiestas), ya que a diferencia de

los otros método probados, lograron ampliar el área tratada por contacto

aumentando así su efectividad, además de ser un producto de fácil adquisición La

efectividad del extracto acuoso aquí observada concuerda con lo publicado por

Figueroa y col. (1997) quienes probaron extractos acuosos obtenidos de 58

especies de plantas sobre la germinación de esporas, desarrollo del micelio y

protección de granos almacenados de maíz contra Aspergillus fíavus. Los

extractos que redujeron la contaminación de granos de maíz fueron Tridax

coronopipholia, Larrea diverticata, Raphanus raphinastrum y Euphorbia dentata.

Otro método implementado en ésta investigación que es factible de

emplearse en la agricultura orgánica dado los resultados obtenidos, fue el

tratamiento de semilla de maíz var. NL-V-S-2 almacenada en condiciones de

humedad relativa ambiente, sobre diferentes cantidades de follaje deshidratado de
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Helietta parvifolia, en donde se encontró que los aceites volátiles presentes

tuvieron la capacidad para penetrar la semilla, alcanzar los propágulos y

estructuras vegetativas de los hongos de almacén, permaneciendo el tiempo

suficiente para inhibirlos; observándose que conforme se incrementó la cantidad

del mismo, aumentó su eficacia. Los resultados coinciden con las observaciones

publicadas por Tiwari y Dixit (1994) sobre la actividad fungicida de los gases

emitidos por algunas plantas superiores sobre hongos de almacén, indicando que

el vapor emitido por la corteza de Cinnamomum zeylanicum inhibió

completamente el crecimiento micelial de Aspergillus flavus y A. niger.

El efecto fungicida que presentaron los extractos obtenidos de follaje y el

follaje per se de la Helietta parvifolia en esta investigación probablemente fue

debido a alguno de sus componentes, ya que existen reportes de investigaciones

realizadas como la publicada por Takur y col. (1989) quienes probaron ¡n vitro

seis aceites esenciales aromáticos obtenidos de Ocinum gratissimum, O. viridae,

O. canum (O. americanum) O. basilicum. Cymbopogon winterianus y C. martinii

var. motia , en donde el eugenol y el linalol, entre otros, presentaron efecto

fungicida; al igual Garg y Siddiqui (1992) reportan los efectos del eugenol aislado

a partir del aceite de las hojas de Ocimum sanctum probado sobre nueve especies

de hongos, inhibiendo a Aspergillus niger y Fusarium moniliforme.

Por lo que respecta a la germinación de las semillas de las diferentes

especies tratadas con el aceite esencial, agua de arrastre y follaje deshidratado
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de Helietta parvifolia, se puede establecer que los compuestos presentes en ellos

tuvieron una toxicidad diferencial penetrando las membranas celulares del hongo

con mayor rapidez que las del huésped, sin presentarse alteraciones en su

viabilidad. Graue (1981), al probar el aceite esencial de esta planta reporta que se

presentó un efecto alelopático al inhibise la germinación de semillas de maíz, así

como al observarse una estimulación en semillas de frijol; lo cual difiere con lo

observado en esta investigación.



CONCLUSIONES

Evidencias claras en esta investigación indican que el aceite esencial de

Helietta parvifolia es un fungicida eficaz, afectando totalmente el crecimiento de

Rhizopus stolonifer y Penicillium sp, hongos sensibles a su acción, así como

causando malformaciones anatómicas y fisiológicas en Aspergillus flavus,

Aspergillus ocharaceus y Aspergillus niger, hongos que muestran ser más

tolerantes.

El aceite esencial mostró efectos similares óptimos al ser aplicado por

volatilidad y por contacto, lo cual es muy importante debido a que esto amplía su

aplicación en la práctica agrícola.

Se demostró claramente que el aceite esencial es un fungicida efectivo para

el control de hongos de almacén que afectan a semillas en poscosecha aún bajo

condiciones de humedad relativa saturada, resultando tener mejor

comportamiento que el funguicida comercial Captan contra el que fue

comparado.

Es factible el empleo de los extractos para la protección de semillas

almacenadas a humedad relativa saturada hasta por ocho semanas, así como, a

humedad relativa ambiente por 40 semanas. El follaje deshidratado per se puede

ser empleado a humedad relativa ambiente por ocho semanas.
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Se puede recomendar el uso de los extractos, así como del follaje

deshidratado, en la protección de semillas almacenadas, cuando sean destinadas

para siembra, ya que no afectan la germinación de las mismas.

Para el pequeño agricultor de las regiones donde se desarrolla ésta planta,

de la cual se comercializan los troncos y desechan el follaje, puede llegar a ser un

recurso de fácil obtención para el control de las pudriciones poscosecha de

semillas almacenadas, ya que la metodología empleada en esta investigación para

la obtención de los extractos se puede ¡mplementar en el campo a un bajo costo, y

fácil adquisición, impulsando así el desarrollo de una agricultura orgánica.



RESUMEN

La Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la

Agricultura, estima que a escala mundial se pierde el 5% de las semillas en

poscosecha, en México fluctúan entre el 5 y el 25%, reportándose como agentes

causales insectos, hongos y roedores (Colín, 2002). El uso de compuestos

químicos para el control de enfermedades fungosas, actualmente es de gran

importancia económica (Lyons et al 1990, Zalomon et al 1990, Acquaah 2002). La

FAO al respecto afirma que el uso prolongado y extensivo de fungicidas,

especialmente los de alta residualidad, ha conducido a un deterioro ambiental

(Diouf, 2003), motivo por lo cual se plantea buscar y utilizar productos de origen

natural, como son los extractos de plantas superiores que ejercen su acción a

dosis bajas, convirtiéndose en una alternativa orgánica muy importante por ser

estables en su acción, de baja o nula residualidad y biodegradables. Además, se

propone que se puedan obtener bajo condiciones de tecnología simple y su

aplicación a nivel de campo sea accesible para los agricultores, sobre todo por

aquellos de escasos recursos económicos (Suquilanda,1996). Esta investigación

presenta los resultados de los estudios realizados a Helietta parvifolia (Gray)

Benth, especie alelopática que forma parte de la flora del matorral submontano en

el noreste de México. El objetivo fue evaluar la actividad fungicida de extractos

obtenidos del follaje, así como del follaje per se y su aplicación en la protección de

semillas almacenadas, como una alternativa tecnológica en el desarrollo de una

agricultura orgánica.
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La metodología aplicada consistió inicialmente en llevar a cabo la colecta del

follaje de la planta en las laderas de la Sierra Madre Oriental. Los extractos (agua

de arrastre y aceite esencial) fueron obtenidos a través de destilación con arrastre

por vapor, implementándose modificaciones al sistema, para hacerlo accesible al

pequeño productor agrícola o aquel que desarrolla agricultura de subsistencia. Se

llevó a cabo un análisis fisicoquímico (pH y presión osmótica) a los extractos y

medios de cultivo para descartar un efecto inhibitorio fungoso indirecto. Los

hongos de almacén fueron aislados de semillas de maíz var. NL-V-S-2, frijol var.

Delicias, sorgo var. Melacero y trigo var. Monterrey 78-100. Se valuó in vitro

sobre Aspergillus niger, A. ochraceus, A. flavus, Penicillium sp., Rhizopus

stolonifer y Fusarium oxysporum, el efecto fungicida del aceite esencial por

contacto y volatilidad; el efecto del agua de arrastre por contacto; la actividad

funguicida del aceite esencial extraído de follaje colectado en: diferentes áreas

geográficas y diferentes estaciones climáticas del año; así como el obtenido bajo

diferentes condiciones. Se evaluó in vivo sobre semillas almacenadas de maíz var.

NL-V-S-2, frijol var. Delicias, sorgo var. Melacero y trigo var. Monterrey 78-100, la

actividad fungicida del aceite esencial por volatilidad a humedad relativa saturada

y por contacto a dos niveles de humedad relativa; sobre semillas de maíz var. NL-

V-S-2 se determinó la dosis óptima del aceite esencial por contacto a humedad

relativa saturada; sobre semillas de maíz var. NL-V-S-2 se llevó a cabo un estudio

comparativo de la actividad fungicida por contacto del aceite esencial y el fungicida

comercial Captan a dos niveles de humedad relativa. La actividad fungicida del

agua de arrastre se evaluó in vivo empleando diferentes métodos de aplicación
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sobre semillas de maíz var. NL-V-S-2 almacenadas a humedad relativa saturada;

así como el efecto del follaje deshidratado se evaluó in vivo sobre semillas de

maíz var. NL-V-S-2 almacenadas a humedad relativa ambiente. Se analizaron

estadísticamente los resultados mediante un arreglo factorial AXB con un diseño

completamente al azar y AXBXC con un diseño de bloques al azar, realizándose

análisis de varianza y comparación múltiple de medias de Tukey.

Los resultados indicaron que al modificarse el sistema de destilación

empleando el recipiente de lámina, o una olla de presión, se acortó el tiempo de

la misma y aumentó el rendimiento de los extractos. Las pruebas fisicoquímicas

indicaron que tanto los extractos como los medios de cultivo están dentro de los

niveles normales para el crecimiento fungoso. Se aislaron los hongos de almacén:

Penicillium sp., Rhizopus stolonífer, Fusarium oxysporum, Aspergillus níger, A.

ochraceus y A. flavus. En la evaluación de la actividad fungicida de los extractos

vegetales in vitro sobre hongos que afectan semillas en poscosecha, al

determinarse el efecto fungicida del aceite esencial por contacto y volatilidad los

hongos sembrados directamente en placa presentaron una inhibición total del

crecimiento en las dos formas de acción. Al sembrarse por difusión, Penicillium sp

y Rhizopus stolonifer presentan el mayor diámetro en el halo de inhibición,

Aspergillus ochraceus y A. flavus el menor (cuadro 2 ). Al evaluarse el efecto del

agua de arrastre sobre el número de colonias en las especies tratadas; Aspergillus

flavus registró el menor número de colonias (84), mientras que Penicillum sp el

mayor con 178 colonias (cuadro 5). En las especies del género Aspergillus se
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presentaron alteraciones en el tiempo de crecimiento de la colonia y en la

intensidad de esporulación, así como a nivel microscópico cambios morfológicos.

Después de analizarse estadísticamente la actividad fungicida de los aceites

esenciales extraídos de follaje colectado en diferentes áreas geográficas; en

diferentes estaciones climáticas del año; y bajo diferentes condiciones, se observó

que no hubo diferencias en su efecto, por lo que el origen de las plantas y su

manipulación en laboratorio no influyó sobre los resultados (cuadros 12, 15, 16).

Por lo que respecta a la actividad fungicida del aceite esencial in vivo en la

protección de semillas almacenadas, después de evaluarse la acción protectora

del aceite esencial volátil sobre semillas de maíz var. NL-V-S-2, frijol var. Delicias,

trigo var. Monterrey 78-100 y sorgo var. Melacero almacenadas a humedad

relativa saturada se observó que se presentaron diferencias estadísticamente

significativas entre tratamientos, obteniéndose 149,681 esporas de hongos de

almacén por gramo en el testigo, las que disminuyeron a 39, 151 en las tratadas

con el aceite esencial volátil (cuadro 20). Al determinar la dosis óptima del aceite

esencial por contacto en la protección de semillas de maíz almacenadas a

humedad relativa saturada, se observó que el mayor número de esporas se

presentó en el testigo, disminuyendo gradualmente hasta el tratamiento al 25%

que presentó el número mas bajo (cuadro 28 y figura 16). En el estudio

comparativo de la actividad fungicida por contacto del aceite esencial y el fungicida

comercial Captan sobre semillas de maíz almacenadas a dos niveles de humedad

relativa se presentaron diferencias tanto entre los niveles de humedad relativa

(cuadro 30), como entre los tratamientos aplicados: testigo, captan, aceite esencial
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(cuadro 31), presentándose en el testigo la mayor cantidad de esporas por gramo

de semilla, mismas que disminuyeron con la aplicación de captan, para reducirse

significativamente con el aceite esencial. En la estimación de la actividad

funguicida del agua de arrastre in vivo sobre semillas de maíz empleando

diferentes métodos de aplicación se presentaron diferencias entre los

tratamientos (testigo, dos bandas, dos círculos, tres círculos, papel confeti),

registrando el de papel confeti el menor número de esporas por gramo (cuadro 33,

figura 20). Al evaluarse in vivo de la actividad fungicida del follaje deshidratado en

diferentes proporciones (1:1, 1:2, 1:3), sobre semillas de maíz almacenadas a

humedad relativa ambiente, se registró el mayor número de esporas por gramo en

el testigo, disminuyendo conforme se incrementó la proporción del follaje,

teniéndose el menor número de esporas en la proporción 1:3 (cuadro 35, figura

22). Al determinarse el efecto del aceite esencial por contacto sobre semillas de

maíz var. NL-V-S-2, frijol var. Delicias, trigo var. Monterrey 78-100 y sorgo var.

Melacero, almacenadas a dos niveles de humedad relativa (saturada y ambiente),

el mayor número de esporas se presentó en las semillas de trigo testigo, número

que se redujo en el tratamiento al aplicar el aceite (cuadro 22); del mismo modo

se presentaron diferencias entre los niveles de humedad relativa, en donde el

trigo presentó la mayor cantidad de esporas por gramo en el tratamiento humedad

relativa saturada; disminuyendo a humedad relativa ambiente (cuadro 23).

Se concluye en esta investigación que el aceite esencial de Helietta parvifolia

es un fungicida eficaz, afectando totalmente el crecimiento de ciertas especies de
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hongos de almacén sensibles a su acción, así como causando malformaciones

anatómicas y fisiológicas a otras que revelaron ser más resistentes; mostrando

efectos óptimos al ser aplicado por volatilidad y por contacto. Se demostró

claramente que el aceite esencial es un fungicida efectivo para el control de

hongos de almacén aún bajo condiciones de humedad relativa saturada,

resultando tener mejor comportamiento que el fungicida comercial Captan, contra

el que fue comparado; por lo cual es factible su empleo en la protección de

semillas almacenadas a humedad relativa ambiente hasta por 40 semanas, así

como, el empleo de los extractos y el follaje deshidratado a humedad relativa

saturada hasta por ocho semanas. Se recomienda su uso, en semillas destinadas

para siembra, por no afectar su germinación. Para el pequeño agricultor de las

regiones donde se desarrolla ésta planta, es un recurso de fácil obtención para el

control de las pudriciones poscosecha de semillas almacenadas, ya que la

metodología empleada en esta investigación se puede implementar en el campo,

a un bajo costo y fácil adquisición, impulsando así, el desarrollo de una agricultura

orgánica.
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