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CAPITULO 1
INTRODUCCION

Plantas de numerosas familias producen un amplio espectro de metabolitos
secundarios y todavia representan una gran fuente de nuevos compuestos
biolégicos activos con actividades antibacteriana, insecticida, nematicida, herbicida,
antiviral, antimicotico, entre otras (Céspedes, et al, 2015).

La busqueda de nuevos compuestos quimicos basados en los usos tradicionales
seguira siendo un tema de la etnobotanica y un generador de importantes avances
cientificos. Muchas plantas tienen importante actividad biol6gica asociada con la
presencia de alcaloides, terpenos, iridoides, lactonas, flavonoides, naftoquinonas,
antroquinonas, cumarinas, fenilpropanoides, y otros tipos de resinas fendlicas
(Céspedes, et al, 2015) y muchos de estos compuestos son estudiados por
investigadores en diversas partes del mundo para la busqueda de nuevas
medicinas, nuevos biocidas y/o nuevos productos quimicos para la industria
(Gémez-Pompa, 2001).

No obstante, hoy se aprecia un fuerte interés por la utilizacion de sustancias
naturales para prevenir y controlar el biodeterioro basicamente por los dafios que
los productos quimicos provocan al medio ambiente, al soporte que los recibe y al
personal que los aplica (Naranjo, Guiamet y GOmez de Saravia, 2009). En general
estas sustancias son mas degradables que muchas sustancias quimicas
persistentes y puede reducir significativamente el riesgo de efectos ecoldgicos
adversos asi como contaminacion de suelos y aguas subterrdneas (Céspedes, et
al, 2015).

Hoy en dia se ha incrementado la incidencia de las plagas en los cultivos de
importancia agricola debido al uso indiscriminado de productos quimicos y al
monocultivo. Dos de los géneros de fitopatbgenos de importancias son el
Helminthosporium y Fusarium que atacan a cultivos de papa, tomate, chile, maiz,

trigo, entre otros.



Desde hace afios, el control de las enfermedades fungicas ha dependido, en gran
medida, de los tratamientos con agroquimicos. Sin embargo, su uso representa un
severo riesgo para la salud humana y contribuye al aumento de la contaminacion al
medioambiente (Abdel-Monahim et al., 2011). Ademas, han dado lugar a la
aparicién de microorganismos altamente resistentes que conducen a enfermedades
fungicas con mayor incidencia que antes. Para reducir este problema, existe la
necesidad de buscar y adoptar estrategias que sean accesibles, sencillas de aplicar
y no toxicas para seres humanos y animales (Naeini et al., 2010). Estudios alrededor
del mundo revelan la actividad bioldgica de algunos metabolitos encontrados en las
plantas que pueden ofrecer una alternativa promisoria para el control de plagas y
enfermedades. La presente revision resalta la importancia de estudios realizados
mundialmente en torno a la efectividad de plantas para el control de las

enfermedades en cultivos causadas por los hongos del género Fusarium.

El hongo puede sobrevivir en el suelo como micelio 0 como esporas en ausencia de
sus anfitriones, y si se encuentra cerca una planta hospedera, la infeccion puede
iniciar en las raices, en partes de la planta por encima del suelo, a través del aire o
el agua (Ma et al., 2013). Para que la infeccion se logre con éxito, la interaccion
entre hongo-planta responde a un proceso donde se deben movilizar diferentes
conjuntos de genes para la sefializacion temprana del hospedero, la adhesién a la
superficie de este, la descomposicién enzimética de barreras fisicas, la defensa
contra los compuestos anti fingicos del anfitridn, y la inactivacion y la muerte de las

células huésped por mico toxinas segregadas. (Agrios, 2005).



CAPITULO 2
JUSTIFICACION

Hoy se aprecia un fuerte interés por la utilizacion de sustancias naturales para
prevenir y controlar el biodeterioro basicamente por los dafios que los productos
quimicos provocan al medio ambiente, al soporte que los recibe y al personal que

los aplica (Naranjo, Guiamet y GOmez de Saravia, 2009).

En general estas sustancias son mas degradables que muchas sustancias quimicas
persistentes y puede reducir significativamente el riesgo de efectos ecoldgicos

adversos asi como contaminacion de suelos y aguas subterrdneas

La importancia de esta investigacion va encaminada a la busqueda de nuevos
productos biolégicos que puedan ayudar a reducir los agentes causales de
enfermedades y propagacion. Uno de los motivos més importantes de esta
investigacion es buscar una alternativa menos agresiva a los productos quimicos

gue dafian al medio ambiente.



CAPITULO 3
OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Bidens odorata sobre
Helminthosporium spp.

3.2 Objetivos especificos:

e Determinar el efecto antifingico del extracto etanélico de Bidens odorata

sobre el crecimiento miceleal de Helminthosporium spp.



CAPITULO 4
CARACTERIZACION DEL AREA DONDE SE DESARROLLO EL PROYECTO.

4.1. Historiadel ITTG.

En la década de los 70s, se incorpora el estado de Chiapas al movimiento educativo
nacional extension educativa, por intervencion del Gobierno del Estado de Chiapas
ante la federacion.

Esta gestion dio origen a la creacion del Instituto Tecnolégico Regional de Tuxtla
Gutiérrez (ITRTG) hoy Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez (ITTG). El dia 23 de
agosto de 1971 el Gobernador del Estado, Dr. Manuel Velasco Suarez, coloco la
primera piedra de lo que muy pronto seria el Centro Educativo de nivel medio
superior mas importante de la entidad. El dia 22 de octubre de 1972, con una
infraestructura de dos edificios con ocho aulas, dos laboratorios y un edificio para
talleres el Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez abre sus puertas con las carreras
de Técnico en Maquinas de Combustién Interna, Electricidad, Laboratorista Quimico
y Maquinas y Herramientas. En el afio 1974 dio inicio la modalidad en el nivel
superior, ofreciendo la carrera de Ingenieria Industrial en Produccién y Bioquimica

en Productos Naturales.

En 1980 se ampli6é la oferta educativa al incorporarse las carreras de Ingenieria
Industrial Eléctrica e Ingenieria Industrial Quimica. En 1987 se abre la carrera de
Ingenieria en Electronica y se liquidan en 1989 las carreras del sistema abierto del
nivel medio superior y en el nivel superior se reorient6 la oferta en la carrera de
Ingenieria Industrial Eléctrica y se inicia también Ingenieria Mecanica. En 1991
surge la licenciatura en Ingenieria en Sistemas Computacionales. Desde 1997 el
Instituto Tecnologico de Tuxtla Gutiérrez ofrece la Especializacion en Ingenieria
Ambiental como primer programa de postgrado. En 1998 se establecio el programa
interinstitucional de postgrado con la Universidad Autbnoma de Chiapas para

impartir en el Instituto Tecnoldgico la Maestria en Biotecnologia. En el afio 1999 se



inicio el programa de Maestria en Administracion como respuesta a la demanda del
sector industrial y de servicios de la region.

A partir de 2000 se abri6 también la Especializacion en Biotecnologia Vegetal y un
afio después dio inicio el programa de Maestria en Ciencias en Ingenieria

Bioquimica y la Licenciatura en Informética.

4.2. Valores.
e El ser humano.
e El espiritu de servicio.
e Elliderazgo.
e El trabajo en equipo.
e La calidad.
e El alto desempefio.

e Respeto al medio ambiente.

4.3. MISION
Formar de manera integral profesionistas de excelencia en el campo de la ciencia 'y
la tecnologia con actitud emprendedora, respeto al medio ambiente y apego a los

valores éticos.

4.4. VISION
Ser una institucién de excelencia en la educacién superior y tecnolégica del sureste,

comprometida con el desarrollo socioeconémico sustentable de la region.



4.5. LOCALIZACION.
Carretera Panamericana Kilometro 1080, Teran, 29050 Tuxtla Gutiérrez, Chiapas.
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Figura 1. Mapa de ubicacién del ITTG.

CAPITULO 5
PROBLEMAS A RESOLVER

Reducir el uso de fungicidas quimicos mediante la busqueda e identificacion de

metabolitos vegetales con actividad anti fungica.

10



CAPITULO 6
ALCANCES Y LIMITACIONES

El proyecto pretende determinar la efectividad in vitro de extractos vegetales en
desarrollo miceleal de un hongo fitopatégenos y obtener informacion positiva de las
diferentes repeticiones realizadas durante la préactica de inhibicion del hongo

(Helminthosporium spp) con la aplicacion del extracto etandlico (Bidens odorata).
La mayor limitacion que se puede encontrar en la realizacion del proyecto fue que

no se cuenta con suficientes campanas de flujo laminar lo que limita su uso y en

consecuencia se alargan los tiempos de espera para uso.
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CAPITULO 7
FUNDAMENTO TEORICO

7.1 ¢Qué es un hongo?

Los hongos son organismos que tienen células con nudcleo (eucariontes) y que
requieren de otros seres vivos para obtener su alimento (son heterotrofos). Sus
células poseen una pared gruesa de un compuesto (polisacarido) llamado quitina,
el cual les provee rigidez y resistencia. La quitina también es el principal
constituyente del exoesqueleto de los artropodos. La mayoria de los hongos son
pluricelulares y sus cuerpos estan constituidos por filamentos tubulares
microscopicos, denominados hifas, que se ramifican y entrecruzan. Un conjunto de
hifas se conoce como micelio. Lo que vemos sobre la superficie con diversas
formas y a veces con “sombrerito” y que también llamamos hongos son los érganos
reproductivos de uno de los grupos. Para alimentarse, los hongos primero
descomponen su alimento en pequefias moléculas que después absorben a través
de las membranas de sus células. La mayoria se alimentan de materia organica

muerta (saprobios), otros son pardsitos y algunos son depredadores.

Durante la reproduccion sexual o asexual, los hongos producen esporas que
permiten su dispersion hacia nuevos lugares o les ayudan a sobrevivir en
condiciones adversas, como la deshidratacion o la congelacion. También pueden
desarrollarse a partir de cualquier fragmento de micelio, por pequefio que sea,

aungue esto no ocurre frecuentemente.

7.2 Helminsthosporium spp.

Es un género de hongos ascomicetos de la familia Pleosporaceae. Contiene una
gran cantidad de especies parasitas. Se llaman Drechslera sp. En forma conidial y
Pyrenophora sp. O Cochliobolus sp. En la forma sexual. Para simplificar, todas las

especies que se describen a continuacion se agrupan dentro del mismo género
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Helminthosporium. Existen varias especies que causan infeccion en maiz, tales
como Setosphaeria turcica (Luttr). K.J. Leonard & Suggs (Anamorfo Exserohilum
turcicum (Pass) K.J. Leonard & Suggs, Syn H. Turcicum Pass) afiublo o tizon foliar
del norte, Cochliobolus carbonum R. R. Nelson (Anamorfo Bipolaris zeicola, Syn H.
carbonum, Ullistrup), o mancha foliar por Cochliobolus heterostrophus (Dreschler)
Dreschler (Anamorfo Bipolaris maydis (Nisikado) Shoemaker, Syn H. maydis Nisik

& Miy, o tizén foliar del sur.

Figura 2. Hongo Helminthosporium spp

7.3. Fusarium oxysporum

Los hongos del género Fusarium son ascomicetos filamentosos y cosmopolitas,
tienen un micelio bien desarrollado, septado y conidiéforos caracteristicos, aunque
algunas especies tienen un talo unicelular. Son considerados principalmente como
hongos de campo (Sumalan et al.,, 2013), ya que causan un sinniUmero de
enfermedades en cultivos. Sus dafios desencadenan en el hospedante una serie de
afecciones generalmente de caracter irreversible, originando pérdidas econémicas
considerables (Garcia et al., 2007).

Los hongos del género Fusarium son ampliamente conocidos alrededor del mundo,
y se han convertido en un problema serio ya que producen metabolitos toxicos que
ponen en peligro la salud de los seres humanos y de los animales. Ademas, incluye
muchos patdgenos de plantas de importancia agricola que en conjunto ocasionan
enfermedades caracterizadas por marchitez, tizones, pudriciones en cultivos
ornamentales y forestales en ecosistemas agricolas y naturales (Ma et al., 2013).

13



Como otros fitopatdégenos, este hongo emplea diversas estrategias de infeccion, asi
también, la especificidad del hospedero depende de cada especie de Fusarium;
ademas no solo inactivan sustancias toxicas producidas por el anfitrion, sino que
también producen toxinas propias que aumentan su virulencia. Algunas, tales como
eniatinas y acido fusérico, son fitotoxinas, es decir, que son toxicos para las plantas,
mientras que otros, las micotoxinas, como tricotecenos y fumonisinas, son toxicas
para los animales (Agrios, 2005), pues sus efectos van desde carcinogénicos,
mutagénicos, teratogeénicos, citotdxicos, neurotdxicos, nefrotoxicas, hasta inmuno-
supresores y estrogénicos, por lo que representan un riesgo para la salud publica
(Wagacha y Muthomi, 2007).

El género Fusarium es causantes de una gran cantidad de enfermedades en cultivos
de todo el mundo y generan importantes pérdidas econémicas. En México, segun
Senasica (2012), una subespecie de F. oxysporum causa pérdidas del 10% a 53%
del cultivo de papa en el mundo, y la literatura no refiere condiciones ambientales
gue limiten el desarrollo de este patdgeno en las zonas productoras de México, por
lo que es considerado de alto riesgo. Ademas, especies de F. oxysporum se han
reportado como unos de los principales agentes causales de marchitez en chile y
en México desde 1967 han sido considerados como un complejo fitopatogénico, que
en condiciones favorables causan la enfermedad y provocan pérdidas econdmicas
devastadoras al afectar del 60% al 100% de la superficie cultivada. (Rivera, 2009).

Figura 3.- Fusarium spp. Oxysporum.
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7.4. Bidens Odorata (Acetilla)

La aceitilla es una de las especies arvenses (de campos de cultivos) mas comunes
de las tierras altas y medianas de México, sobre todo en la agricultura campesina.
Es parte de un complejo de especies que se parecen, pero que son distintas
genética y ecologicamente. Comunmente se le conoce como Mozoquelite, acahual,
acahual blanco, rosetilla, rocilla grande, té de milpa blanco, rosa blanca, ricilla,
saetilla. En el Bajio también se conoce con los nombres de aceitilla, aceitilla blanca,
aceitilla chica, shoto blanco y té de milpa; fuera de ésta zona se usa mozoquelite
chino, mozoquelite lacio y mozote (Rzedowski y Rzedowski, 2008). En lengua de
México como: cisiquelite, chichiquelite (nahuatl), kutsum ‘tsitsiki, kutsumu urapitj
(purépecha), (Rzedowski y Rzedowski, 2008).

Bidens odorata es la especie diploide de un complejo de especies cercanamente
emparentadas. Incluye Bidens alba (tetraploide; en México principalmente en la
vertiente del Atlantico; al parecer también en Florida y en Oceania) y Bidens
pilosa (hexaploide; maleza pantropical de origen mexicano) (Ballard, 1986; Vibrans,
1995). En regiones con suelos calcareos existe una forma con flores mas pequefias
y un habito mas delicado, que fue nombrado Bidens odorata var. Calcicola
(Greenm) (Ballard in Melchert, 1975). Ha existido mucha confusion alrededor de

todo el grupo.

7.4.1. Clasificacion taxondmica
Reino: Plantae; Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares); Superdivision:
Spermatophyta (plantas con semillas); Divisiobn: Magnoliophyta (plantas con flor);

Clase: Magnoliopsida (dicotiledéneas); Subclase: Asteridae; Orden: Asterales.

15
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Figura 4. Aceitilla (Bidens odorata)
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CAPITULO 8
PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES
REALIZADAS

8.1 CAMPO DE APLICACION

El control anti fangico a través de extractos es un campo poco explorado en nuestro
pais y se desconoce sus multiples beneficios para la inhibicion de hongos con

extractos como lo es el Bidens odorata.

8.2 MATERIAL Y EQUIPO

Matraz Erlenmeyer 250 mL Autoclave

Cajas Petri desechables Incubadora

Espatula Balanza analitica

Pinzas Campana de flujo laminar
Probetas Agitador magnético

Vaso de precipitado Asa

Mechero Puntas

Papel filtro

8.3 REACTIVOS

e Reactivo PDA (papa dextrosa agar)
e Agua destilada
e DMSO (Dimetilsulfoxido)

17



8.4 PROCEDIMIENTO, MATERIALES Y METODOS

8.4.1 Extracto vegetal

El extracto etandlico de Bidens odorata, fue proporcionada por la Dra. Elena Vargas
Diaz del laboratorio 4Bis de Productos Naturales de la Escuela Nacional de Ciencias

Biologicas del Instituto Politécnico Nacional.

8.4.2. Cultivo de Hemilthosporium spp

El hongo fitopatdégenos se propago en placas Petri con medio Papa-Dextrosa-Agar
(PDA). Para la obtencién del material biolégico, se sembraron en el centro de las
placas fragmentos de la periferia de la colonia y se incubaron a 28°C+2°C durante
siete dias (Duarte, et al., 2013). Posteriormente discos de papel filtro Whatman No.
1 de 6 mm de diametro fueron colocados en la periferia de la placa, cerca de los

bordes, con la finalidad de promover el crecimiento del micelio sobre el papel.

8.4.3. Evaluacion de la actividad antifungica

El trabajo se realiz6 empleando placas Petri con medio PDA. Se llevaron a cabo dos
bioensayos. En el primero se evaluo el efecto por contacto directo del aceite y los
extractos sobre los microorganismos. En cada placa se colocaron equidistantes
cuatro discos de papel filtro Whatman N° 1 (6 mm diametro) estériles, y a cada uno
se le afadieron 10 yL del aceite o extracto correspondiente. Posteriormente, se
colocaron discos de 6 mm de didmetro inoculados con el microorganismo sobre los
discos de papel de filtro activados con el bioextracto, procurando un contacto directo
del mismo con el aceite/extracto. Las placas se sellaron con papel Parafiim y se
incubaron a una temperatura de 28°C+2°C. La incubacién se detuvo cuando la masa
micelial del tratamiento alcanzé los bordes de las placas. El crecimiento radial del
microorganismo se midié con una regla graduada diariamente hasta 96 horas
(Duarte, Pino, & Martinez, 2014).

18



El porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR), fue calculado empleando
la formula de Abbot:

PICR (%) = [(RC = RT) / RC] x 100

Dénde RC es el radio del testigo y RT el radio del tratamiento (Duarte, et al, 2013).

Figura 5. Crecimiento de Helminthosporium spp.
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CAPITULO 9
RESULTADOS Y DISCUSION

9.1. Ensayos de inhibicion con Helminthosporium spp
9.1.1 Ensayo 1

En esta tabla se representa los resultados obtenidos con el etandlico de Bidens
odorata sobre el crecimiento micelial del hongo Helminthosporium spp. En el dia
uno se puede apreciar un porcentaje de inhibicién del 24%, después de las 24 h se

observé un disminucion de la inhibicion (6%).

Tabla 1: Porcentaje de inhibicion Helminthosporium spp

Dia Testigo Tratamiento % Inhibicion
(Bidens odorata)
1 0.8416 0.6415 24%
2 1.85 1.7333 6%

&_{-‘ N

Figura 6.- Crecimiento radial de Helmintohosporium spp. A) Sin extracto (Testigo) y B) con extracto.
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9.1.2. Ensayo 2

Tabla 2: Porcentaje de inhibicion de Helminthosporium spp

Dia Testigo Repeticion 1+ Repeticidn | Repeticiéon 1 | % total de
Extracto 2 + Extracto | 3 + Extracto | Inhibicion
1 0.85 0.625 0.525 0.675 28%
2 1.925 1.5 1.375 1.575 52.35%
3 2.85 2.6 2.475 2.7 9.12%
4 3.15 2.925 3.05 3.275 2.22%

Figura 7.- Inhibicién de Helminthosporium a las 24 h. A) Sin extracto. (Testigo) y B)

con extracto.

9.2 Ensayo de inhibicién Fusarium oxysporum

9.2.1. Ensayo 1

El primer ensayo con Fusarium, se presentd un crecimiento irregular del micelio
posiblemente a un establecimiento del micelio del hongo en el cultivo al momento
de la siembra en caja Petri. Por tal motivo es necesario repetir el ensayo para no
sobre estimar los resultados de inhibicion (Tabla 3), ya que ésta irregularidad en el
micelio no permite una adecuada medicion del radio del fitopatégenos.
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Tabla 3: Porcentaje de inhibicion de Fusarium oxysporum

Dia Testigo Tratamiento % Inhibicion
(Bidens odorata)
1 0.9181 0.7333 20%
2 Muestra Muestra 0%
contaminada contaminada
3 2.16 2.4416 -13%
4 2.5545 2.7333 -7%

9.3. DISCUSION

Varios estudios han demostrado que los aceites y los extractos de hojas de algunas
plantas son eficientes en el control de enfermedades y plagas. Este control se logra
por accion fungitoxica directa de compuestos activos. Estas sustancias pueden
inhibir la germinacién micelial de crecimiento o esporas y desencadenar la
resistencia inducida por los cambios fisiol6gicos en la planta, tales como induccién
de enzimas relacionadas con la patogénesis, lignificaciones y fitoalexinas (Silva et
al., 2014).

Muchas plantas tienen importante actividad bioldgica asociada con la presencia de
alcaloides, mono, di y triterpenos, iridoides, lactonas, flavonoides, naftoquinonas,
antroquinonas, cumarinas, fenilpropanoides, y otros tipos de resinas fendlicas. En
general estas sustancias son mas degradables que muchos pesticidas persistentes
y puede reducir significativamente el riesgo de efectos ecoldgicos adversos asi
como contaminacién de suelos y aguas subterraneas (Céspedes et al., 2015).

9.4. CONCLUSIONES

Durante las pruebas realizadas al hongo Helminthosporium spp se observé una
disminucién del crecimiento micelial en presencia del extracto de Bidens odorata;
observandose una inhibicién hasta de un 52% al segundo dia, posterior mente ésta

se disminuye.

No fue posible determinar el porcentaje de inhibicion del extracto de Bidens odorata
sobre Fusarium oxysporum, por lo que se debe de realizar el ensayo de nuevo.
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