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Prologo

Las bacterias responsables de enfermedades en cultivos agricolas causan pérdida
economicas y productivas significativas, por ejemplo el tizon de halo en frijol
provocado porPseudomonas syringagv. phaseolicolay la pudricion blanda
inducida porDikeya dadantiique afecta a cultivos como nardo, agaves, lechuga,
etc. La resistencia que han adquirido estas bacterias hacia los agroquimicos
sintéticos de constante uso ha provocado la necesidad de la bldsqueda de otras
opciones de convivir con estos microorganismos. Una opcién de estas nuevas
medidas es el control biolégico mediante el uso de extractos vegetales.
Especificamente el génel@getegiene propiedades que han sido mostradas con

un gran potencial para tratar problemas contra insectos, nematodos, bacterias, etc.
México es centro de origen y distribucion degetespor lo cual resulta
imprescindible el estudio basico y aplicado de este recurso fitogenético que podria
traer beneficios a agricultores y consumidores.






Efectividad Biolégica de Extractos deTagetesspp. sobre

Bacterias Fitopatdgenas

Resumen

La problematica de enfermedades en plantas se ha incrementado en las Ultimas décadas
Consecuencia directa de esta problematica ha desencadenado una serie de aspecto
relacionados con la contaminacion de suelo, aire y agua, ademas del incremento de la
resistencia en los microorganismos causantes de enfermedades vegetales a los compuesto
guimicos utilizados para su control. En particular, las bacterias causantes de enfermedades
en plantas cada vez incrementan su tolerancia a antibiéticos agricolas y compuestos a base
de cobre. Alerta a esta situacion, los consumidores demandan cada vez mas el uso de
tecnologias menos agresivas contra el ambiente. En este sentido, el uso de extractos
vegetales para tratar enfermedades de tipo bacteriano en plantas esta cobrando cada ve
mayor importancia. En especial, los extractos de cempoalx6Eagefesspp) han jugado

un papel importante en la agricultura precolombina, por lo cual el objetivo de este trabajo
fue estudiar el efecto biol6gico extractos de diferentes especiEageéessobreEDikeya

dadantii (Erwinia chrysanthenmi(Dd) y Pseudomona syringgev. phaseolicola(Psph) bajo
condicionesn vitro. La preparacion de los extractos se realizo hidrodestilacion. Después de
ensayos preliminares con aceite de con nueve especieBagiies se realizd un
experimento factorial 2x4x5 con los factores siguientes: especie bacteriana (2 niveles: Dd y
Psph); aceite de especiesTdgeteg4 niveles:T. heterocarpha, T. lemmonii, T. terniflora

y T. coronopifolig; concentraciones de aceite (5 niveles: 1, 25, 50, 75 y 100%); ademas de
un testigo con antibiético (cloranfenicol). En medio rico Luria Bertoni (LB)-agar se
colocaron las cepas bacterianas, sobre la capa de las células bacterianas se pusieron gote
de 10uL de los aceites esenciales, después de 24 h de crecimiento a 30°C se midi6 el
diametro de inhibicion del crecimiento bacteriano. El andlisis de varianza de los halos de
inhibicion mostro los siguientes resultados: Dd fue mas sensible a los extrattgeties

(p<0.05, Tukey);T. heterocarphanhibié significativamente mas el crecimiento bacteriano

que las otras tres especiesTdgetegTukey, p<0.05); la concentracién de 25% de aceite
esencial mostro tener un efecto significativamente similar al de 50 y 75% (TskKe®5p

Estos resultados sugieren gque los aceites esencialeshé¢éerocarphgodrian emplearse

como un bioinsumo para el tratamiento de enfermedades bacterianas de importancia
agricola.
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1. INTRODUCCION

En agricultura organica, las plantas de cempoalxdchitl se pueden utilizar en las mas
variadas formas. A partir de& erecta yT. patula se extrae abono organico para la
tierra de cultivo, no sélo para mejorar la calidad del suelo, sino también para
controlar neméatodos en cultivos de pifia, fresa, papa, gladiola, etc; en general, en
areas horticolas y floricolas afectadas por ese tipo de plagas. También se pueder
aplicar extractos acuosos y polvos de diferentes partes de la planta (raices, tallos y
hojas, inflorescencias 6 toda la planta) para repeler o matar insectos, es decir como
nematicida o nematostatico; para cultivos en pie o para granos almacenados. La
planta presenta piretrinas y tiofenos que son las sustancias vegetales responsable
de los efectos contra insectos y gusanos, respectivamente (Serrato-Cruz, 2004). La
rotacion de maiz con cempoalxéchifl. (erecta) en tierras templadas con
antecedentes de plagas en el suelo, como la gallina ciega, abate drasticamente la:
poblaciones de este insecto, lo cual es una alternativa importante para las areas
maiceras con similares condiciones ambientales. En otros casos, la rotacion de
cultivos con Tagetespp 6 tan solo su intercalacion, constituye estrategias efectivas
para controlar nematodos. En asociacion con otros cultivos, como el meldn,
funciona como barrera para atraer insectos por el colorido de las Tlohesulata

y T. patulahan tenido efectos fungicidas y bactericidas, mediante la aplicacion
directa de extractos acuosos a cultivos agricolas €Cail., 2002). En el caso de
asociacion de cultivos, Gomez-Rodrigetal. (2007) mostraron que el cultivo de
jitomate asociado coii. erecta fue mas benéfico en caracteristicas agrondmicas
(tasa fotosintética, cantidad de flores y frutos, etc.) que el monocultivo o la
asociacion con amarantdArharanthus hipochondracus A pesar de existir
conocimiento empirico en el uso de las plantas del gemegetescomo
nematicida y larvicida, no se ha aplicado conocimiento cientifico en el desarrollo
productos con valor agregado, como biopesticidas, en especial como
biobactericida, por lo cual en este trabajo se presentan las primeras evidencias del
efecto que tienen los extractos acuosos y aceites esenciales sobre algunas bacteric
fitopatdgenas de importancia agricola.

10



Tagetescomo biobactericida eRahcdd12

1.1. Diversidad biolégica del genero Tagetes en México

De un total de 170 paises s6lo 12 albergan entre un 60 y 70% de la
biodiversidad mundial, estos paises han sido llamados mega diversos (Neyra y
Durand, 1998). México es parte de este grupo de paises con un numero aproximado
de 26000 especies vegetales, ubicandose en cuarto lugar después de Brasil
Colombia y China (Mittermeier y Goettsch, 1992).

Las cronicas y documentos que datan de los primeros afios de la conquista indican
gue en esa época ya se habian domesticado plantas de gran importancia alimenticiz
para el mundo: maizZéa mayg frijol comin Phaseolus vulgar)s calabaza
(Cucurbita spp), camote I[dfomea batatus chiles Capsicum spp cacao
(Theobroma cacgp tomate Kycopersicon esculentym cacahuate Arachis
hypoged, vainilla (Vanilla planifolia) y amaranto Amaranthusspp). Debido a

esto, México es considerado uno de los centros de domesticacién de plantas mas
importantes del mundo. Se estima que mas de 118 especies de plantas,
pertenecientes a 70 géneros y 39 familias, han sido domesticadas en México
(Hernandez-Xolocotzi, 1993) con diferentes usos: alimenticio, ornamental,
medicinal, textil, condimentos, colorantes, utensilios, bebidas estimulantes, cercas
vivas, plantas huésped 6 con fines suntuarios. Estos recursos bioldgicos son
comunmente llamados recursos fitogenéticos. A la fecha, las especies de origen
mexicano de interés antropocéntrico registradas en las estadisticas agricolas
nacionales son 50, de las cuales 24 corresponden a cultivos anuales y 26 a planta:
perennes. Este grupo de por si amplio, no incluye numerosas especies con valor de
uso en las comunidades rurales. Las especies anuales cultivadas, de origen
mexicano mas importantes son: maiz, frijol, chile, calabacita, alg@Esypium

sp). Especies de menor significado econdémico, pero de gran valor en la
alimentacion nacional, son: amaranfom@ranthusspp), chia $alvia hispanica
chilacayote Cucurbita spp), epazotdysphania ambrosioidg¢sguaje Leucaena

spp), huazontle Ghenopodiumspp), pépalo Rorophyllum ruderalg quelite
(Chenopodiunmspp) y verdolaga (Portulaca oleracea). Respecto de las especies
perennes también de origen mexicano destacan de manera especial tanto el
aguacate HassPérsea americana) como el agave tequilebgave tequilana).

Otros cultivos de mor importancia econémica son: agave mezcalgavespp),
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chayote $echium edu)e nopalitos Qpuntia sp) y papayaP@paya carica). Sin
embargo, adn existen otros recursos fitogenéticos de origen mexicano poco
cultivados y con un enorme potencial para el desarrollo de diferentes productos y
servicios como son el nanchByfsonima crassifolia), la pitahayalylocerus
undatu$, la pitaya Stenoceruspp), la ciruela mexican&gondiassp), el acullo o
hierba santaRiper auratun), el linolue Bursera linanog el tejocote Crataegus

sp) y el cempoalxdchitllagetesspp); entre otras.

Durante el afio 2003 el cempoalxéchifaetes erecta L.) fue cultivado
para uso suntuario, en una superficie de 2000 hectareas, con una produccion de
22243 ton y un valor economico de 38'586,000 pesos; principalmente en los
estados de Guerrero, Oaxaca, Puebla y Sinaloa. Sin embargo, los usos potenciale:
de las plantas d&agetesspp son numerosos: antioxidante en células humanas,
pigmento de alimentos, saborizante, perfumeria, resina, ornamental, alteracion
genética con fines de control de malezas, insecticida, nematicida, larvicida,
atrayente 0 repelente de insectos, abono verde y medicinal (Serrato-Cruz, 2004).

Las plantas del generbagetesson herbacea anual o perenenes, erecta y
muy aromaticas, de tallos estriados y hojas pinadas (Figura 1), cuya flor es una
cabezuela solitaria conocida como capitulo, inflorescencia que a su vez contiene
numerosas flores individuales de los tipos tubulares o ligulares (Figura 2) (Serrato-
Cruz, 2006). Las inflorescencias pueden presentar diferente morfologia: tipo
pompon 6 doble (todas la flores individuales liguladas); tipo sencillo 6 margarita
(una hilera de flores liguladas en la periferia del capitulo o zona radial y numerosas
flores individuales tubuladas en el disco floral o zona central) €Chl., 2002;
Serrato-Cruz, 2006); tipo semidoble (varias hileras de flores liguladas en la zona
radial del capitulo y flores de tipo tubular en el disco floral); apétala (sin flores
liguladas, solamente flores individuales tubulares) (Geptal, 1999; Serrato-

Cruz, 2006).

12
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Figura 1. Caracteristicas generales de plantas de especies del Tegetes
Detalles de flores, hojas y tallos. (&) remotiflorg (B) T. foetidissima

(A (B)

© )

Figura 2. Diversidad en las flores de distintas especies del gEagebtes(a) T.
lucida; (B) T. micrantha (C) T. remotifolig (D) T. terniflora
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El géneroTagetegTageteae; Asteraceae) se compone de alrededor de 55
especies distribuidas principalmente en el continente americano, la mayoria de las
cudles se localizan en México (Turner y Nesom, 1993). La distribucién en México
de las distintas especies se presenta en la Figura 3.

Figura 3. Distribucion geografica de distintas especiefadetesen la republica
mexicana (Serrato-Cruz, 2010).

Las especies relacionadas con la diversidad de cempoalx6chitl son: Tagetes
erecta,T. lunulata, T. patula yI. tenuifolia. La especie mas popularfesrecta
por sus inflorescencias grandes amarillas o anaranjadas, que son las utilizadas cor
fines suntuarios en la ceremonia de dia de muertos; festividad tradicional
mexicana, reconocida a nivel mundial. La espdcip@atula (clemole 6 tlemole)
tiene menor popularidad, pero también esta asociada con dicha festividad. Esta
planta se caracteriza por sus tallos rojizos y por el tamafio medio en el acomodo de
sus inflorescencias, sus colores comprenden diferentes tonalidades de amarillo,
anaranjado y rojo 6 combinaciones de rojo y amarillo. Puede presentar flores
individuales liguladas, tubulares, tubiliguladas y combinaciones de éstas; cuando
tiene flores liguladas, su numero es de ocho en la periferia del disco floral. Las
inflorescencias dé@. lunulatay de T. tenuifoliatienen un menor tamafio, con una
sola hilera de flores liguladas en la parte externa del disco floral. La diferencia

14
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entre ellas radica en la presencia de una mancha roja en la base de la ligula, est:
mancha correspondeTa lunulatacuyo nombre vulgar es “cinco llagas” (Serrato
Cruz, 2004).

1.2. Uso del fitorecurso del genero Tagetes

El géneroTagetesmuestra amplia diversidad fenotipica en caracteristicas
florales, las cuales por ahora solo se aprovechan desde el punto de vista
ornamental, sobre todo en la festividad de dia de muertos en mes de noviembre.
Como planta de ornato, la venta de cempoalxéchitl en maceta 6 la venta de semilla
tanto deT. erecta comd . patula de porte bajo para jardin 6 maceta, es cada vez
mas frecuente en mercados y centros comerciales, lo cual es un excelente indicador
del uso potencial de este recurso fitogenético, fuera de la temporada usual de dia de
muertos. Sin embargo existen otros usos que se dan a este fitorecurso, entre ellos s
encuentran los siguientes:

Medicinal: antioxidante.

Desde la época prehispanica se han utilizando las plantas de
cempoalxéchitl como medicina; las comunidades indigenas y mestizas siguen
empleandolas de manera extensa para atacar los mas variados padecimientos. Si
embargo, son pocas las evidencias cientificas de la efectividad de tales tratamientos
tradicionales (Serrato-Cruz, 2004). Se tiene informacion empirica deTque
tenuifolia controla enfermedades respiratorias de origen bacteriano; los aceites de
T. patulay deT. erecta son efectivos contra infecciones dermatomucosas causadas
por hongos y las soluciones acuosas de inflorescencias setagm@eta se han
empleado para atender algunos tipos de Ulceras en los ojos. Sin duda, el
conocimiento fundamental de especied dgetespuede develar otras propiedades
medicinales 6 por lo menos, validar de forma sistematica los usos medicinales
conocidos de antafio (Serrato-Cruz, 2004).

La presencia de carotenoides en plantafatdgtesspp ha sido el principal
factor al que se le ha atribuido diversas funciones biol6gicas importantes. Al
respecto, en algunos estudios se reporta a los carotenoides como capaces de inhibi
el crecimiento de células cancerosas de colon una vez que fueron tratadas con
cantaxantina, en las cuales este compuesto indujo apoptosis (Bertram, 1999).
También se ha observado menor incidencia de cancer de colon en pacientes que
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presentaron niveles muy altos de licopeno y luteina en sangre (Nishino, 1997,
Slattery et al 2000).

A la luteina, el carotenoide mas abundante en la flor de cempoalxéchitl, se
le ha asociado con la prevencién de enfermedades oculares asociadas con la edac
como cataratas y degeneracion macular. Las cataratas resultan de la foto oxidacion
de las proteinas que se encuentran en la retina del ojo; durante este proceso ocurr
acumulacion, agregacion y precipitacion de esas proteinas (Mares-Petlalan
2002). La luteina y la zeaxantina son los componentes principales de los pigmentos
maculares; de acuerdo con las propiedades antioxidantes que estos compuesto:
presentan, su aumento en la macula puede promover la disminuciéon del dafio
oxidativo, y limitar asi la cantidad de oxigeno que penetra por las membranas
(Young y Lowe, 2001). En otro estudio Aquieb al. (2002) mostraron que los
extractos de hojas d&. lucida tuvieron un mayor poder antioxidante en
comparacion con testigos (R-tocoferol y flavonoles). La propiedad anticancerigena
de estos pigmentos la determina su estructura quimica, ya que cuenta con dobles
enlaces conjugados en la molécula que le permiten capturar el exceso de energia
lograr la estabilidad molecular (Villar-Martinez, 2005) (Figura 4).
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Figura 4. Estructura quimica drans de la luteina y la zeaxantina (tomado de
Villar-Martinez et al., 2007).

Diversos reportes han mostrado mediante estudios epidemiolégicos, una
relacion directa entre la ingesta de xantofilas (luteina y zeaxantina) y la reduccién
en el riesgo de padecer ciertos tipos de cancer, particularmente el mamario y el
pulmonar. Otras investigaciones indican que la ingesta de estos compuestos puede
contribuir a la prevencién de enfermedades cardiovasculares (Kritchevsky, 1999;
Molldrem et al., 2004; Ribaya-Mercado y Blumberg, 2004; Burke.e2@05).
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Industrial: produccion de carotenoides (luteina y zeaxantina).

La produccion de carotenoides, compuestos que origina el color amarillo o
anaranjado de las flores, ha sido el objeto de investigacion de las empresas
Bioquimex (http://www.bioquimexnutrition.com/) y PIVEG
(http://www.piveg.com) con el fin de optimizar la produccion de estos pigmentos
dentro de la especi&. erecta para su uso tanto en colorantes vegetales de
alimentos para humanos (huevos con yema amarilla, coloracién de sopas de pasta
piel y grasa amarilla de aves y reses), como en la elaboracion de suplementos y
medicamentos humanos (cipsulas de luteina). Actualmente en el Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan y en el CINVESTAV-Irapuato (equipo del Dr.
Herrera-Estrella), se han iniciado trabajos de investigacién para dilucidar los
mecanismos de regulacién de la expresién o sintesis de carotenoides. De esta
forma, lograr el control de su sintesis a escala industrial sin requerir de la materia
prima obtenida en el campo, ni de la fase de su procesamiento industrial
convencional, para la obtencion de la harina de la flor (Serrato-Cruz, 2004). En
este sentido, es importante remarcar que la sintesis quimica de carotenoides es
compleja, produce una mezcla racémica de estero isénusgstfasn), algunos
de los cuales, al no presentarse en la naturaleza, no tienen la actividad biol6gica
adecuada y por lo tanto no son aceptados para consumo humano porque puedel
provocar efectos adversos. Esta desventaja no se presentan en la produccion de
carotenoides en sistemas biolégicos como microorganismos, células vegetales y
plantas completas, en los cuales se producen soélo los estero isdmeros naturales
(Ausich, 1997). En esta linea de investigacién, aun estan pendientes aspectos
moleculares que permitan establecer los genes implicados en la ruta biosintética de
los carotenoides y en su regulacion genética.

Finalmente un equipo de investigadores del Centro de Desarrollo de
Productos Bioticos (CEPROBI) del Instituto Politécnico Nacional, ubicado en
Yautepec Morelos, trabaja en la produccion de astaxantina, carotenoide con gran
capacidad antioxidante el cual aporta el color rojo caracteristico al salmén, trucha y
camaroén. Este compuesto es producido también por un gen aislado a partir del alga
Agrobacterium auriantiacumLa Dra. Villar-Martinez trabaja en la insercién de
este gen en el genoma del cempoalxdchitl, mediante ingenieria genética, con el fin
de producir la primera planta transgénica de cempoalxdchitl con fines de
produccion industrial de astaxantina, la cual frente a la luteina posee mayor valor
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agregado, debido a que presenta mayor capacidad pigmentante (Villar-Martinez,
2005). El motivo de utilizar al cempoalxdchitl como una fabrica de astaxantina es
debido a que la planta acumula en forma natural gran cantidad de luteina en sus
flores (Villar-Martinez, 2005).

Horticultura Ornamental

Desde el afio 2001, en México no se produce cempoalxéthidrécta
con proposito agroindustrial (Figura 5A). Las empresas mexicanas que
tradicionalmente impulsaban la produccién, ahora han trasladado sus inversiones a
Pert y Asia, aunque siguen trabajando la fase industrial en territorio mexicano
(Serrato-Cruz, 2004). Por lo cual en Figura 5B es evidente que el valor de la
produccion inicia una rapida disminucion a partir del afio 2003. Esto implica un
reto de diversificar los productos del cultivo del cempoalxdchitl con fines de
horticultura ornamental.
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Figura 5. Importancia econémica de la produccion de cempoalxdchéttegcta) en
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La diversidad observada en variedades locales regionales es grande, tanto
en color de las flores como en el porte de la planta. Por ejemplo, con respecto a la
diversidad de formas y colores de inflorescencia$. gratula existen especimenes
diversos en comunidades del altiplano central, de Oaxaca y de la Sierra Madre
Oriental. DeT. erecta destacan las inflorescencias de gran tamafio que se producen
en los valles de México y de Oaxaca, Valles de Cuautla-Cuernavaca, Valle de
Huejotzingo, Valle de Teotihuacan y la Region del Bajio. Plantas con multiples
inflorescencias, hasta 120, pero de tamafio pequefio se localizan en la regién de la
Huasteca y en la region de Chatina, Oaxaca. En las Huastecas se pueden observe
coloraciones de inflorescencias amarillo pélido, casi blanco; mientras que las flores
con colores anaranjados intensos pueden encontrarse en el Bajio, en Xochimilco
estado de México y en Patzcuaro, Michoacan; entre otros lugares (Serrato-Cruz,
2004).

En cuanto a la intensidad del color de la flor, los tonos mas intensos del
color anaranjado de las inflorescenciasTdeerecta estan relacionados con un
mayor contenido de carotenoides, su gran diversidad de tonalidades potencializa el
aprovechamiento que se puede hacer de este pigmento. El germoplasma nativo de
México, utilizado principalmente en la fiesta de “Dia de Muertos” cuenta con una
amplia gama de tonos anaranjados, enriqueciendo las opciones para adornar las
ofrendas. También se tiene clasificado el germoplasma por el ndmero de
inflorescencias por planta, el gran tamafio de los acomodos de las flores, porte
intermedio, asi como la presencia de plantas de inflorescencias dobles e
intermedias que pueden utilizarse para producir plantas similares. Tales
caracteristicas hacen deTlaerecta un elemento muy Util porque de éste se puede
obtener un elevado rendimiento de pigmentos. Debido a que las plantas méas
sencillas, con pocas flores liguladas, brindan una baja cantidad de pigmento, éstas
son poco cotizadas y por esa razon actualmente se realizan estudios para identificat
plantas “tipo doble” que predispongan la generacién exclusiva de descendencias
con inflorescencias dobles; aunque todavia no se han obtenido publicaciones es
conocido que en el extranjero si se han producido hibridos dobles (Serrato-Cruz,
2004). La diversidad biolégica de estas especies es muy conveniente para su
aprovechamiento ornamental; hoy en dia es posible tener plantas cuyo tamafio va
de 40 hasta 180 cm; con formas de crecimiento globular o ramificada; con distintos
periodos de floracion (precoz, intermedia o tardia); el nimero de inflorescencias
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por planta puede ir de 20 a 120 y el tamafio de inflorescencia de 4 a 16 cm; asi
como diversos aspectos y coloraciones de la inflorescencia que resultan de las muy
variadas formas de las flores individuales, de sus tonos y combinaciones de color
(Serrato-Cruz, 2004). La rica diversidad de caracteristicas florales se encuentra en
plantas de porte alto (de 1 a 1.5 m) pero este Ultimo es un inconveniente para
llevarlo a maceta o jardin; de ahi la necesidad de aprovechar las plantas con porte
bajo mediante estrategias de hibridacién y seleccién para fijar ese caracter. En
experimentos conducidos en la UACh se ha logrado reducir el pofite atecta

hasta 50 cm, asi como generar novedadeE. gatula super enanas de 30 cm, a
partir de germoplasma nativo. En la actualidad, se maneja material autéctono de
ligulas en forma de trompeta, con el propésito de obtener inflorescencias tipo
pompdn, como el crisantemo. La forma de “ligulas de trompeta” es un caracter
interesante, ya que puede comportarse como dominante o como recesivo, segun los
progenitores que se utilicen (Serrato-Cruz, 2004).

El uso de plantas de cempoalxéchith@etes erectd.) para jardineria y
maceta es cada vez mas aceptado en México. La venta de esta planta en macet
durante la festividad de “Dia de Muertos” se ha incrementado desde el 2000 con un
consumo de 10 000 plantas, aumentando a 500 000 en el 2004, y se estimd un
volumen de venta de 700 000 para 2005. En 15 afios el consumo nacional de ests
especie para maceta alcanzara los 4 millones de plantas y su empleo fuera de est
festividad cada vez sera mayor (Empresa Plantulas de Tetela, Cuernavaca,
Morelos; comunicacion personal con el Dr. Serrato-Cruz, 2005). Empresas
semilleras como Sakata, Seedes, Ball Seedes, Goldschmith Seedes entre otras
cubren actualmente el abasto de semillas para este fin, mediante importaciones que
solicitan viveristas y floricultores (Serrato-Cruz, 2005).

Por los puntos expuestos, la venta de cempoalxochitl en maceta 6 de
semilla tanto deT. erectacomo T. patula, sera cada vez mas frecuente en los
mercados populares y en centros comerciales, lo cual es un excelente indicador del
uso potencial de este recurso genético mas all4d suntuario tradicional, en la
festividad del “Dia de Muertos”. Por ahora, paradgjicamente, el origen de estos
productos es extranjero (Serrato-Cruz, 2004).

En Europa durante la primavera en lugares publicos como jardines,
avenidas y edificios, es comun observar flores del génagetesspp. La
diversidad observada en estos lugares, respecto de colores y formas de la
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inflorescencia, es baja. Por lo cual, la introduccion de nuevas variedades de este
género en color, porte y forma, abren un importante nicho en el mercado europeo.

En este sentido, el equipo de Serrato-Cruz de la UACh trabaja material de origen

mexicano que posee ligulas en forma de trompeta, con el propdsito de obtener
inflorescencias tipo pompon como el crisantemo, las que podrian ser exitosas en el
mercado europeo. A pesar de esto, aun queda pendiente una evaluacidn mas
completa de la diversidad genética en las especies mexicanas del pmetss,

para buscar genotipos apropiados a las demandas especificas del mercado de I
jardineria, con énfasis en la arquitectura de paisaje.

Las especies d&agetespresentan una gran variabilidad que no se ha
estudiado de forma cabal, se distribuyen en los lugares mas diversos de la geografic
de México, aspecto que tampoco se ha estudiado suficientemente. Las perspectivas
qgue ofrecen las plantas de cempoalxéchitl para México son amplias y exigen el
estudio de la diversidad de este recurso mediante colecta de materiales y
caracterizacion de germoplasma, herencia de caracteristicas determinadas,
mejoramiento genético y evaluaciones agrondmicas, tareas que ya se estan
realizando para el corto y mediano plazo y que redituaran no sé6lo en un mayor
conocimiento de la biodiversidad mexicana de este recurso fitogenético, sino
también en el mejor aprovechamiento (Serrato-Cruz, 2004).

A manera de conclusion se puede afirmar que el cempoalxdchitbtes
spp.) es un recurso fitogenético con un enorme potencial para desarrollar nuevos
productos en las areas de medicina, floricultura, ecologia e industria. Respecto de
los conocimientos actuales,- comentados anteriormente-, sobre los diferentes usos
potenciales ddagetesspp seria interesante amplificar y desarrollar los siguientes
conocimientos y productos, respectivamente.

Agricultura organica: bioinsecticida, biofertilizante, fitorremediador.

En agricultura orgénica, las plantas de cempoalxochitl pueden utilizarse en
las mas variadas formas (Serrato, 1999). A partif.derectay T. patula se extrae
abono organico para la tierra de cultivo, no so6lo para mejorar la calidad del suelo,
sino también para controlar nematodos en cultivos de pifia, fresa, papa, gladiola; en
general, en areas horticolas y floricolas afectadas por ese tipo de plaga. También se
pueden aplicar extractos acuosos y polvos de diferentes partes de la planta (raices
tallos y hojas, inflorescencias o toda la planta) para repeler o matar insectos y como
nematicida o nematostatico, segun el caso, para cultivos en pie o para granos
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almacenados. La planta presenta piretrinas (como se mencion6 anteriormente) y
tiofenos (Jacobst al, 1995) que son las sustancias vegetales responsables de los
efectos contra insectos y gusanos, respectivamente (Serrato-Cruz, 2004). La
rotacion de maiz con cempoalxéchifl. (erecta) en tierras templadas con
antecedentes de plagas en el suelo, como la gallina ciega, abate drasticamente la:
poblaciones de este insecto, lo cual es una alternativa importante para las areas
maiceras con similares condiciones ambientales. En otros casos, la rotacion de
cultivos con Tagetesspp. 6 tan sélo su intercalacion, constituyen estrategias
efectivas para controlar nematodos. En asociacion con otros cultivos, como el
meldn, funciona como barrera para atraer insectos por el colorido de lasTlores.
lunulata y T. patulahan tenido efectos fungicidas y bactericidas, mediante la
aplicacion directa de extractos acuosos a cultivos agricolagt{@hj 2002). En el

caso de asociacion de cultivos, Gomez-Rodrigieal. (2007) mostraron que el
cultivo de jitomate asociado coh. erecta fue mas benéfico en caracteristicas
agrondmicas (tasa fotosintética, cantidad de flores y frutos, etc.) que el
monocultivo 6 la asociacion con amarantdm@ranthus hipochondracus
Finalmente, diferentes especies Tageteshan sido utilizadas con éxito como
plantas fitorremediadoras de lugares contaminados con arsénico (Chintakovid

al., 2008) 6 cadmio (Lal et al2008).

Biocida: insecticidas, nematicida, larvicida, antimicrobial.

Por el alto contenido de vitaminas que conti@nelunulata se puede
emplear como saborizante (Serrato y Quijano, 1993). En México existen varios
tipos morfolégicos segun el habitat. El aroma se relaciona con caracteristicas
climaticas y altitudinales, se ha encontrado que en esta especie puede ser limonado
anisado o francamente repulsivo al olfato. Hay aromas asociados, en conjunto, a
caracteristicas distintivas de la inflorescencia, presencia de pubescencia, forma y
tamafo de la hoja (Serrato-Cruz, 2004). En el campo experimental de la
Universidad Autébnoma Chapingo (UACh) el equipo de Serrato-Cruz esta
reproduciendo estos morfoecotipos y se ha iniciado su caracterizacion quimica y
agronOmica.Tagetes tenuifolia por su aroma dulce anisado distinto al.de
lunulata, pueden resultar de interés no s6lo como saborizante, sino como repelente
(o atrayente) de insectos. En otras especies del géagaiescomoT. filifolia,
cuyos aceites esenciales (Serrato y Quijano, 1993) presentan aroma anisado, se ha
mostrado indicios de repelencia a la mosquita blanca, insecto vector de virus que
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puede causar dafios severos a los cultivos y enormes pérdidas econdémicas. El
equipo del Dr. Serrato-Cruz, en colaboracion con otros investigadores, trabajan
sobre extraccion y caracterizacion de aceites esenciale$. danulata, T.
tenuifolia, T. lucida, T. foetidissima yT. filifolia, asi como en bioensayos para la
repelencia a mosquita blanca (Serrato-Cruz, 2004). En otro estudio, Dharmagadda
et al. (2005) mostraron que aceites esencialds gatula afectaron negativamente

el desarrollo de tres especies de larvas de mosqéiee$ aegypti, Anopheles
stephensiy Culex guinquefaciatys Extractos de esta misma especie en etanol
fueron probados sobre el crecimiento de hongos fitopatog&udiytis cinerea,
Fusarium moniliformey Pythiumultimum) los resultados mostraron una inhibicion

de su crecimiento bajo condiciones de alta luminosidad (Metres., 2004).
Respecto al control de insectos Sarin (2004) mostré que los ralitso deT.

erecta presentan el insecticida piretrina, el cual fue aislado y probado sobre
insectos [ribolium spp. Los resultados mostraron que la piretrina después de estar
en contacto con los insectos por una hora, tuvo una eficiencia de 100% sobre el
control de éstos. En cuanto al control de bacterias patdégenas humanas Teteschuk
al. (2003) estudiaron la inhibicion del crecimiento de colonias de bacterias Gram
negativas [Escherichia coli y Gram positivas§taphylococcus aureuprovocadas

por extractos dd. terniflora. Los resultados de esta investigacion mostraron una
inhibicion del crecimiento de estas bacterias comparables a las provocadas por el
antibidtico testigo (cloranfenicol).

A pesar de las investigaciones realizadas, aun falta determinar los
mecanismos mediante los cuales las sustancias liberadas por la planta inhiben el
desarrollo de insectos plagas, microorganismos patégenos humanos, fitopatdégenos;
asi como los detalles respecto de su papel como plantas remediadoras de metale:
pesados. También serd interesante desarrollar variedades de distintas especies d
Tagetegara utilizarlas como agentes de control biolégico, las cuales deberan tener
el requisito de optimizar al maximo la superficie de cultivo y asegurar con un
minimo de plantas la proteccién efectiva contra nematodos o larvas de insectos
plaga del suelo.
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1.3. Elaboracion de bioplagicidas a base de extractos de Tagetes

La Ley de Produccion Organica define a ésta como un sistema de
produccion y procesamiento de alimentos, productos y subproductos animales,
vegetales u otros satisfactores, con un uso regulado de insumos externos,
restringiendo y en su caso prohibiendo la utilizacion de productos de sintesis
guimica (DOF, 2006).

A pesar de que en México los productos agricolas provenientes de un proceso de
produccion organica, en su mayor parte (85%) dependientes de insumos
procedentes del mercado exterior y de que tan sélo un 15% son consumidos en el
ambito nacional, la tendencia en su demanda es a la alza en el mediano plazo, tantc
en el los @mbitos nacional como en el internacional. Dicha produccion es realizada
por pequefios productores constituidos en cooperativas rurales o agro empresas
medianas. El proceso de produccion agricola organica requiere insumos con
caracteristicas particulares, una de las esenciales es no provenir de sintesis quimica
lo que permite su inocuidad al incorporarse al ciclo biolégico de los
agroecosistemas, ademas de implicar un bajo costo energético durante su
produccion.

La condicionante de exencién de sintesis quimica, impone la necesidad de
desarrollar insumos especiales para el aporte adicional de nutrientes a los cultivos,
el control de malezas, de plagas y enfermedades. La produccion agricola organica
también demanda costo energéticos bajos durante el procesamiento poscosecha vy |
puesta en mercado de los productos con este atributo. Es asi como recientemente
han surgido empresas productoras de insumos para la agricultura orgénica, cuyo
proposito es satisfacer puntualmente estas necesidades, produciendo
biofertilizantes, bioinsecticidas, biofungicidas; en una palabra bioinsumos.
Ademdas de los bioinsumos, las practicas culturales son otra condicionante para la
agricultura orgénica.

A pesar de esto, la diversidad de bioinsumos es limitada. Respecto de las
enfermedades, la constante adaptacion en resistencia de los organismos
fitopatdgenos hacia la accién de estos bioinsumos, hace necesario el permanente
desarrollo de nuevos insumos con cualidades diferentes que les confieran
efectividad.
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Ante la importancia econdmica que en mercados internacionales tienen los
productos organicos y sobre la base de que en México la disponibilidad de
bioinsumos son bajas en el presente, se vislumbra la oportunidad de desarrollar
insumos orientados a satisfacer esta especifica y creciente demanda. El desarrollc
de bioinsumos, ademas de cubrir una demanda existente, sera un catalizador para €
crecimiento de la agricultura organica, impactando positivamente al mismo tiempo,
la derrama econdmica en el sector. En este marco se insertan los objetivos del
presente estudio, uno de cuyos productos (extractos de especiegated
contribuird, ademas, a la disminuciébn de los impactos ambientales negativos
ocasionados por las practicas agricolas convencionales, generadoras de niveles
importantes de contaminacién en recurso naturales tan valiosos como el agua y el
suelo.

1.4. Problemas fitosanitarios provocados por bacterias en plantas

Pocas son las plantas cultivadas que no son atacadas por enfermedades
bacterianas; hay muchos cultivos como tomate vy frijol, que sufren de cuatro, cinco
0 mas bacteriosis. La mayoria de las especies de bacterias fitopatdégenas tienen
varios hospedantes, a veces en familias muy distantes taxonémicamente unas de
otras; Pseudomonas solanacearwataca a tomate, la papa, el tabaco, el mani, el
jengibre y otrosErwinia carotovora ataca a la cebolla, la zanahoria, la papa, el
repollo y muchos mas. Entre las enfermedades bacterianas se pueden encontra
tipos tan variados en sintomatologia como entre las enfermedades fungosas. Hay
cosos de podredumbres suaves debidas a la disolucidn de la lamina media de las
paredes celulare€fwinia carotovoraen érganos carnosos); lesiones localizadas
en hojas y frutos en que no se encuentran bacterias en el tejido normal alrededor de
la lesidbn Kanthomonas malvacearuem algodoén); necrosis extensivas del follaje y
el tallo en que las bacterias se encuentran dispersas en el tejido circunvecino a la
lesion Kanthomonas oryzaen arroz); marchitez debida a acumulacion de
sustancias, tanto de origen bacteriano como del tejido del hospedante en los
conductos del xilemaPgeudomonas solanacearymgallas debidas a estimulos
celulares que resultan en hiperplasias e hipertrofigeobacterium tumefasciens
(Gonzalez, 1981).
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En particular la produccién de frijol enfrenta varias enfermedades que no
siempre tienen una sola causa, los sintomas que se observan en el campo sor
producidos por la interaccion de condiciones climéticas, el manejo de cultivos,
variedad utilizada, presencia de residuos de siembras anteriores, las cuales sor
reservorios de hongos fitopatégenos, entre los que sobredalesarium,
Rhizoctonia, Pythiumy Sclerotium, enfermedades del follaje como son la
antracnosis que es causada por el ho@gdletotrichum lindemuthianumla
mancha angular que es ocasionadaRi@meoisariopsis griseola, mustia hilachosa
también conocida como telarafia provocada por el hombanatephorus
cucumeris, la falsa mancha angular cuyo agente causal es el nemétodo
Aphelenchoides besseyamancha de entyloma producida por el hokgtyloma
petuniae, la roya o herrumbre causada por el hairgmyces phaseoli, el tizon
bacteriano comun ocasionada por la bactéaathomonas campestiysa su vez,
enfermedades ocasionadas por virus como la del mosaico y amarillamiento,
ademas de la enfermedad conocida como “Tizén del Halo” causada por
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola.

1.5. Pseudomonas syringapv. phaseolicolay Dikeya dadantii (= Erwinia
chrysantheni

Pseudomonas syringapv. phaseolicola es el agente causal de la
enfermedad conocida como “tizén del halo” en frijol, la cual se caracteriza por el
desarrollo de lesiones acuosas en el sitio de infeccion, rodeadas por un halo
clorético. El crecimiento de las lesiones es favorecido por temperaturas
moderadamente frias, ambiente himedo y presencia de heridas en la planta (Smith
y Rubery, 1982). La toxina se produce entre los 18 y 20°C y es conocida como
faseolotoxina (Peet y Panopoulus, 1987; Caballero-Metadd, 2006). Francet
al. (2002) mencionan que la faseolotoxina es una toxina no selectiva capaz de
inducir al menos una parte de los sintomas que causa el patdgeno que la produce el
la planta hospedante; por lo tanto, esta toxina esta definida como un determinante
secundario de la enfermedad o factor de virulencia (grado de patogenicidad);
ademas de inducir clorosis, causando un halo amarillento y brillante que rodea el
sitio de infeccidon. La faseolotoxina tiene dos vias de accion para desarrollar el
sintoma de tizon del halo: la primera, mediante la induccion de clorosis sistémica
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(ausencia de clorofila) en hojas jévenes en crecimiento, debido y la segunda, por la
contribucién al amarillamiento de hojas maduras debido a su estado fisiolégico. En
el Valle de México, se ha observado que esta enfermedad ataca principalmente a
las variedades de frijoles azufrados y peruanos, siendo la primera enfermedad
observada en los cultivos de temporal (Sains.e2@08).

El género Erwinia abarca un grupo heterogéneo de bacterias. Por
conveniencia, este género se divide comunmente en dos grupos: pudridores
blandos y pudridores no blandd&winia sp Dikeya sp) causante de pudricién
blanda, genera importantes enfermedades de plantas en macetas; los pudridores n
blandos no provocan este problema. Son bacterias oportunistas de crecimiento
rapido capaces de causar graves pérdidas en pocos dias, no hay una fuerte
evidencia de la especificidad del huésped (Daughtrey, 2000).

Este género produce principalmente celulasas, proteasas, nucleasas y
lipasas reportadas por Hugouvieux-Cotte-Pagtatl. (1996) lo que le dan un
caracter mas virulento. Erwinia chrysanthdiikeya dadan)i es un bacilomovil,
Gram-negativo, no productor de esporas, con extremos redondeados y que se
reproduce solo o en parejas, varia de 0.8 a 3.2x0.5-0.8 micras (media de 1.8x0.6
pm). Tiene de 3-14 flagelos periticos, pero por lo general de 8-11. En medio Agar
Dextrosa Papa (PDA), las colonias jovenes son circulares, convexas Yy lisas o
presentan bordes irregulares, en funcién del contenido de humedad del medio de
cultivo. Después de 4-5 dias, las colonias se asemejan aun huevo frito, con color
rosado, redondas, centro elevado y periferia lobulada. Tiene una distribucion
mundial (EPPO, 2008).

Por ahora, paradéjicamente, el origen de productos derivados de plantas del
generoTageteses extranjero. Actualmente en la Universidad Autbnoma Chapingo
el equipo del Dr. Serrato-Cruz ha iniciado un programa de mejoramiento genético
con el objetivo de obtener variedades enanas para ser utilizadas en macetas. Asi e
objetivo general de este proyecto fue evaluar los extractos de plantageates
spp contra bacterias vitro, como una primera etapa para desarrollar productos
para el control biolégico de enfermedades en cultivos agricolas.
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2. OBJETIVO

Determinar la efectividad biol6gica in vitro de extracto acuosos y de aceite esencial
de distintas especies de Tagetadacterias fitopatdégenos.

4. MATERIALES Y METODOS
3.1. Material biolégico

Cepas bacterianas y medio de cultiza cepas 1448A dEBseudomonas
syringae pv. phaseolicola B. syringaepv. glysine se cultivaron en medio KB
(Medio B de King's). La cepa de 3937 Mikeya dadantiifue cultivada en medio
LB (Luria Bertani) liquido y solido. Ambas cepas se incubaron a una temperatura
de 28°C en agitacion cuando fue requerido a 200 rpm. Se utilizd6 como antibiotico
para un control positivo a la inhibicién bacteriana el cloranfenicop¢smL™) o
amplicilina (100pg mLY). Los medios, materiales de vidrio y plastico fueron
esterilizados en autoclave a 121°C por 15 minutos. Los medios KB se prepararon
por L con los productos siguientes: peptona de carne (20 g), glicerol (10 mL),
K,HPQ, (anhidro) (1.5 g), MgS©7H0O (1.5 g) y se ajusto el pH a 7.2. Para el
caso del LB: extracto de levadura (5 g), NaCl (10 g), triptona (10 g) y se ajusto el
pH a 7.0. Para medio sélido se agrego agar (13)gllas pruebas de efectividad
biol6gica de los extractos deagetesfueron realizados en la fase exponencial del
crecimiento bacteriano.

Especies vegetales dagetesla colecta del material vegetal @agetes
spp se realizo en la etapa fenolégica de floracion en el mes de noviembre en San
Marcos Jalisco y Chapingo México, evitando ser expuestos a los rayos del
ultravioleta del sol y perdieran el aceite esencial que se extrae. Las distintas
especies deTagetes utilizadas en el estudio fueronf. heterocarpha, T
coronopifolia, T terniflora, T. lemmonii, T. remotiflora, T. foetidissima, T.
micranta, T. terniflora, T. stenophyla. Las plantasTdgetesspp fueron lavadas
con jabdn neutro y se enjuagaron con agua destilada. Las muestras se secaron
temperatura ambiente en un lugar seco y fresco, después se molieron y tamizaron
con una malla de 3 mm, el material obteniendo se utilizé para la extraccion de
aceite y fase acuosa mediante la técnica de hidrodestilacion.
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Método de extraccion de fase acuosa y de aceiffadetes Se coloco
cada una de las muestrasTdgetesspp en un equipo de destilacion de 22 L. Se
agregd agua destilada y material vegetal en una proporcién de 4:1, una vez
alcanzado el punto de ebullicién, se sometié a recirculacion continua por un tiempo
de tres horas con el fin de extraer la mayor cantidad de aceite esencial (Figura 6).
Cada extracto vegetal de aceite esencial se diluyo en Tween 20 a 2% a
concentraciones de 75, 50, 25 y 1% con un volumen final de 1 mL y se
homogenizaron las muestras en Vortex durante 30 segundos.

Figura 6. Obtencion de aceite esencial mediante el método de hidrodestikcion.
Aceite esencial y (B) fase acuosa.

3.2. Disefo experimental y variable de respuesta

Experimentos preliminares fueron realizados para seleccionar las especies
de Tagetesgue presentaron actividad antibacterial, para este experimento sélo se
cuantifico una variable de respuesta cualitativa dicotomica (positiva 0 negativa a la
inhibicién bacteriana). Posteriormente se realizo un experimento factorial, los
factores y niveles de estudio fueron: especie bacteriana (dos nRedestomonas
y Dikeya), especies d&agetes(cuatro nivelesT. heterocarphaT. lemonj T.
terniflora; T. coronopifolig y concentracién de aceite (cinco niveles: 1, 25, 50, 75
y 100%). Se utilizo un disefio experimental completamente al azar. Se realizaron 4
repeticiones de cada tratamiento. En este experimento se contd con un testigo
negativo (Twee20 al 2%) y uno positivo (antibiético) a la inhibiciéon bacteriana. La
variable de respuesta evaluada fue el diametro de inhibicion de crecimiento
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bacteriano. Dicha medida se realizo directamente sobre la caja petri mediante un
vernier (Figura 7).

Figura 7. Esquema para cuantificar el diametro de la inhibicién del crecimiento
bacteriano por efecto de los extractos de diferentes especierjeles
en medio solidan vitro.

3.3. Andlisis estadisticos

Se realiz6 un andlisis de varianza factorial de acuerdo al modelo matematico
siguiente:

Y=+ A*B+C.+AB+ AGC+ BG+ABG * &

Donde:
Y =Valor de la ij-esima variable respuesta en la k-esima repeticion
M1 =Media general
A =Efecto del i-esimo especie bacteriana
B; =Efecto de la j-esima especiesThgetes
Cy. =Efecto de la k-esima concentracion de aceite
ABj =Efecto que produce la interaccion del i-esimo especie bacteriana con la j-
esima especie deagetes
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AC;, = Efecto que produce la interaccion del i-esimo especie bacteriana con la k-
esima concentracion de aceite

BCj = Efecto que produce la interaccion del j-esimo especiadeteson la k-
esima concentracién de aceite

ABCj = Efecto que produce la interaccion del i-esimo especie bacteriana con la
j-esima especie dEagetes la k-esima concentracion de aceite

Ejj« =Error experimental

Cuando la hipdtesis nula del analisis de varianza fue rechazada@.08 p
se realizdé un analisis de de comparacién multiple de median mediante el método
Diferencia Minima Honesta de Tukey (p<0.05). Estos andlisis estadisticos fueron
realizados con el software estadistico Statgraphics.

5. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Extractos de Tagetes: aceite esencial y fase acuosa

La cantidad de extractos obtenidos por especi€agetesson mostrados
en el Cuadrol. En dicho cuadro es claro que el nimero de especies analizadas
inicial fue de nueve, ademds se indica que tipo de extracto se obtuvo de cada
especie.
Cuadro 1. Obtencion de extractos de distintas especies de Tagetes

Tipo de extracto

Especie ddagetes

Acuoso Aceite
T. remotiflora v v
T. foetidissima v v
T. micranta v v
T. terniflora v X
T. stenophyla v X
T. heterocarpha 4 v
T. lemoni v 4
T. terniflora 4 v
T. coronopifolia 4 v
v/ = Extracto disponible X= Extracto no disponible
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Las pruebas de efectividad bioldgica de diferentes extractos fueron realizadas sobre
Dikeya dadantii(Dd) y Pseudomonas syringg®/. phaseolicola (Psph) en medio

rico (LB y KB). Los resultados del primer experimento para relacionar las especies
de Tagetes con actividad antibacterial son mostrados en el Cuadro 2. Este cuadro
resulta evidente dos aspectos el primero es el poco efecto de los extractos acuoso:
en comparacion con los extractos de aceite esencial, por otro lado la sensibilidad de
una misma especie de bacteria que ataca a distintos cultivos. Asi por ejemplo
mientras Psph es sensible al extracto acuosb. tlerniflora (Figura 8). Mientras

en los extractos de aceile remotiflora resulto tener una inhibicion en las dos
especies de bacterias probadas (Figura 9).

Cuadro 2. Pruebas de efectividad biolodicaitro de diferentes extractos acuosos
y aceites de distintas especiesidgetessobre dos especies de bacterias

fitopatogenas.
Tipo de extracto
Especie ddagetes Acuoso Aceite
Dd Psph Dd Psph
T. remotiflora - - + +
T. foetidissima - - + +
T. micranta - - + -
T. terniflora - + S/E S/IE
T. stenophyla - - SIE S/IE
T. heterocarpha S/IE S/E + +
T. lemoni S/IE S/E + +
T. terniflora SIE S/E + +
T. coronopifolia S/IE S/E + +
+ = Inhibicién del crecimiento bacteriano; - = No inhibicién del crecimiento bacteriano; S/E = Extracto no

disponible, Dd=Dikeya dadantii Psph=Pseudomonas syringa¥. phaseolicola.
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(A)
() 2

Figura 8. Prueba de efectividad biologica de extractos acuosds teniflora

sobre dos especies dRseudomonasa) P. syringaepv. phaseolicola (B) P.
syringaepv. glycine.(1) T. remotiflorg (2) T. foetidissimaf3) T. micranta (4) T. terniflorg (5) T.
stenophyla(6) Testigo positivo (agua) y (7) Testigo negativo (ampicilina).

(A) (B) (©)

Figura 9. Prueba de efectividad biol6gica de extractos aceitosbsremotiflora

(1) sobre distintas especies bacteriangsp. syringaepv. phasealicola (B): P.
syringaepv. glycine. (C): D. dadanti (1) T. remotiflorg (2) T. foetidissima;(3) T. micranta (4)
Testigo positivo (agua); (5) Testigo negativo (ampicilina).
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4.2. Efecto in vitro de aceite de extractos de Tagetes en el crecimiento de D.
dadantii y P. syringag@v. phaseolicola

En la hidrodestilacion se obtuvo un rendimiento promedio de 1625 L de
aceite esencial por kg de materia de planta. Con el fin de determinar las especies
con mayor actividad biolégica sobre las bacterias fitopatdgenas se evaluaron las
especies siguientes deagetes T. heterocarpha, T. lemoni, T. terniflona T.
coronopifolia. ElI andlisis del experimento factorial mostré los resultados
siguientes: Respecto a la susceptibilidad en la Figura 10 se observa que Dd mostro
mayores diametros de inhibicion del crecimiento bacteriano en comparacién con
Psph, lo cual indica que Dd tiene mayor sensibilidad a los extraciteydéesEn
este sentido Tereschek al. (2003) reportaron también inhibicion del crecimiento
bacteriano en Gram positivas y negativas. Esto sugiere que existe de manera
natural una diversidad a la sensibilidad de los microorganismos.

12
1.15 -
11

Dd Psps
Especie bacteriana

Diametro de inhibicion de crecimento (cm)

Figura 10. Sensibilidad de diferentes especies bacterianas fitopatdogenas al extracto
de Tagetes Dd = Dikeya dadantii Psph=Pseudomonas syringg®/. phaseolicola Las barras

representan + el valor de la diferencia minima honesta de TukéyQp).

En la Figura 11 se presenta se presenta el efecto de las distinta
concentraciones de aceite esencialTdgetes Al comparar las concentraciones
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con el efecto de cloranfenicol se observa un gradiente decreciente del aceite puro
(100%) a la mas baja concentracidn. Sin embargo estadisticamente las

concentraciones de 25, 50 y 75 fueron estadisticamente iguales por lo cual con una
concentracion de 25% se tiene un efecto inhibitorio bueno.

1.7
1.4
11

0.8

_‘_‘_‘_‘_w
i
—
—

0.5

1 100 25 50 75 Clora
Concentracion de aceite (%9

Didmetro de inhibicién de crecimento (cm)

Figura 11. Efectividad de la concentracion de aceite esenciBhgktessobre la

inhibicién bacterianaLas barras representan + el valor de la diferencia minima honesta de
Tukey (p< 0.05). Clora = Cloranfenicol.

En las Figuras 12 y 13 se observa los resultados de inhibicion del
crecimiento bacteriano provocados por los aceites esenciales de las diferentes
especies de Tagetes contra D. dadanti y P. syringae pv. phaseolicola después de 24
horas en medio rico. Resulta evidente Guberocarpha fue la especie con mayor
efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano. Esto se debe a que la composicién
quimica varia entre las especiesTagetes Marotti et al (2004) mencionan que la
diversidad quimica esta determinada genéticamente y estrictamente relacionada a
las especies.
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Figura 12. Efecto de extractos de cuatro especiegagetessobre la inhibicion

bacteriana.thete= T. heterocarpha Tlemo= T. lemonj Tterni= T. ternifloray Tcoro= T.
coronopifolia Las barras representan + el valor de la diferencia minima honesta de FuRe35)p

Figura 13. Efectividad biologica de distintas especie3afgetessobre bacetrias

fltopatogenaSA) Inhibicion deT. heterocarphacontraP. syringaepv. phaseolicola B)
Inhibicion de T. Terniflora contra Dikeya dadantii.C) Inhibicion deT. lemmoniicontra P.
syringae pv. phaseolicola.D) Inhibiciébn deT. coronopifoliacontra Dikeya dadantii.clora=
Cloranfenicol; T2= Tween20 al 2%.
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La Figura 14 muestra la interaccion de las concentraciones de aceites
esenciales, el testigo negativo (cloranfenicol) en las dos especies bacterianas. El
testigo con antibidtico mostro el mayor didmetro de inhibicién contra las dos
bacterias fitopatégenas, dado que cloranfenicol es un antibiético de amplio
espectro antimicrobiano (Morales al, 2007). Para el caso d& dadantii se
observa un gradiente del efecto inhibitorio de la mayor concentracién (100%) a la
menor (1%), al contrario e®. syringaepv. phaseolicola esta tendencia se rompe
por el punto 50%, pues la inhibicion fue mayor que a la concentracion de 75%.
Posiblemente esta interaccion pudiera deberse a el modo de accion de los aceites
esenciales, sin embargo este mecanismo no ha sido establecido por completo, se
postula que pueden causar rompimiento de la membrana a través de los compuesto:
lipofilicos.

—— 100
—— 25
— 50

1.7
1.4
—— Clora

11

0.8

0.5

Dd Psps
Especie bacteriana

Didmetro de inhibicién de crecimiento (cm)

Figura 14. Interaccién entre la respuesta de los niveles del factor especie bacteriana
y los niveles del factor concentracion de extracto$alpetesnd = Dikeya

dadantii Psph=Pseudomonas syringaes. phaseolicola Las concentraciones estan expresadas en
%.

La interaccion de los aceites esenciales de las especiegyeescon las
especies bacterianas muestra claramente Tueheterocarphatuvo mayor
inhibiciébn en ambas especies bacterianas (Figurald3prma significativa a los
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otros Tagetesademas es evidente que D. daddnt mas sensible que P. syringae

pv. phaseolicola. La diferencia entre los efectos bioldgicos de los aceites esenciales
pudiera ser debida por un lado a su genotipo y por otro a la expresién de su
fenotipo y la interaccion con las condiciones ambientales de crecimiento y
desarrollo de la planta, ya que pudieran afectar la estructura y composicion de
principios activos de la planta (Serrato ef 2008).

—— Tcoro
175 ~ —— Thete
NG —— Tlemo
—— Tterni

0.95 e
Dd Psps
Especie bacteriana

Diametro de inhibicién de crecimiento (cm)

Figura 15. Interaccién entre la respuesta de los niveles del factor especie bacteriana
y los niveles del factor especie degetes bd = Dikeya dadantii Psph=

Pseudomonas syringgaev. phaseolicola Thete=T. heterocarphaTlemo=T. lemonj Tterni= T.
terniflora; Tcoro=T. coronopifolia

Finalmente la Figura 16 muestra la interaccién de las concentraciones de
aceites esenciales con las especieFatgetes Las concentracion de 25, 50, 75 y
100% de T. heterocarpha tuvieron mayor efecto inhibitorio que las demas especies.
Se observOo que cada especie Tgetesevaluada tienen un comportamiento
distinto, lo que sugeriria que el contenido de compuestos activos como
antibacteriales es afectado por factores como el habitat de la planta (Keebusou
al., 2005), la etapa fenoldgica, las diferentes partes de la que se extrae, la
composicion del suelo y la fertilizacion mineral (Macias y Galindo, 2001), lo que
explicaria las diferencias en la inhibicion del crecimiento de bacterias fitopatégenas
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de las distintas especies Gagetesdado que estas especies fueron colectadas en
diferentes regiones geograficas de México.
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Figura 16. Interaccion entre la respuesta de los niveles del factor concentracién de
extractos ddagetesy los niveles del factor especie fiagetes Thete=T.

heterocarphaTlemo=T. lemonj Tterni=T. terniflora; Tcoro=T. coronopifolia
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5. CONCLUSIONES

Los aceites esenciales obtenidos por el método de hidrodestilaci@yetesspp

son un recurso importante con un gran potencial en la agricultura organica debido
al efecto que presentan de inhiliir vitro a Dikeya dadantiiy Pseudomonas
syringaepv. phaseolicola,lo cual podria utilizarse en el biocontrol de bacterias
fitopatbgenas en la agricultura. En este sentido el aceite esenciedgetes
heterocarphamostrd el mayor efecto de inhibicion del crecimiento bacteriano de
ambas bacterias. Respecto a las especies bactebartgjantiifue mas sensible

que P. syringa@v. phaseolicola. En relacién a las concentraciones evaluadas, 25%
fue la mas adecuada para continuar con los bioensayos a nivel de invernadero.

6. AGRADECIMIENTOS

La presente investigacion fue realizada gracias al financiamiento de la Red
Cempoaxochilt del SINAREFI mediante el proyecto “Evaluacion de efectividad
biol6gica de extractos” clave ORN-CEM-10-7.

7. PERSPECTIVAS

Para concluir la biotecnologia basada en la aplicacion de los extraclegetes

es necesario realizar bioensayos a nivel de campo o invernadero, por lo cual un
trabajo aun pendiente sera la validacion de estos resultados a esos niveles. Adema:
la exploracion de otras especies Tagetesdebe ampliarse con el fin de
caracterizar la mayor parte de material vegetal @getespresente en México.
Finalmente también deberan realizarse estudios respecto a evaluar una mayor
cantidad de microorganismos fitopatbgenos (bacterias, hongos) con la meta de
tener informacion acerca de que microorganismos fitopatégenos son susceptibles a
los extractos de origen vegetdh@etes
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Las bacterias responsables de enfermedades en cultivos
agricolas causan pérdidas economicas y productivas
significativas, por ejemplo el tizon de halo en frijol
provocado poPseudomonas syringge. phaseolicola

y la pudricion blanda inducida p&ikeya dadantiique
afecta a cultivos como nardo, agaves, lechuga, etc. La
resistencia que han adquirido estas bacterias hacia los



