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RESUMEN

Los aceites esenciales son eficaces para controlar patégenos,
ademas, son reconocidos como seguros para el humano y el
ambiente. El objetivo fue caracterizar los compuestos quimicos en el
aceite esencial de Tagetes linifolia y evaluar su efecto in vitro e in
vivo contra Botrytis cinerea. El aceite esencial se analiz6 mediante
cromatografia de gases-masas (GC-MS). Se evaluaron in vitro seis
concentraciones de aceite (1, 0.5, 0.1, 0.01, 0.001 y 0.0001 %), un
testigo y fungicida Cabrio C contra B. cinerea. Mediante analisis
Probit se estimo la concentracion letal LC,, y LC,,. Posteriormente,
LC,, LC,, Tween 80 al 0.01 % y un testigo se evaluaron en la
germinacion in vitro de conidios. LC,, y LC,; fueron retomados para
su evaluacion en frutos de fresa. En el aceite esencial se identificaron
veinticinco compuestos quimicos. Las concentraciones de 1y 0.5 %
inhibieron a B. cinerea sin diferencias estadisticas con respecto al
fungicida comercial. Tween 80 promovié la germinacién de conidios
(89 %) y con la concentracion letal LC,; (1.6 %) no hubo germinacion.
Los frutos tratados con LC,, mostraron menor incidencia y severidad.
El aceite esencial tuvo efecto fungistatico contra B. cinerea y efecto
protector en los frutos de fresa.

PALABRAS CLAVE: Incidencia, moho gris, severidad,
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Inhibicién de Botrytis cinerea. / Inhibition of Botrytis cinerea.

ABSTRACT

Essential oils are effective in controlling pathogens and are recognized as safe for humans
and the environment. The objective was to characterize the chemical compounds in the essential
oil of Tagetes linifolia and to evaluate the in vitro and in vivo effects against Botrytis cinerea. The
essential oil was analyzed using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). In vitro assays
included six concentrations of oil (1, 0.5,0.1,0.01,0.001, and 0.0001 %), a control, and the fungicide
Cabrio® C against B. cinerea. Probit analysis was used to estimate the lethal concentration LC,
and LC, . Subsequently, LC,, LC,, Tween 80 0.01 % and a control were evaluated on conidial
germination in vitro. LC,  and LC, were also evaluated on strawberry fruits. Twenty-five chemical
compounds were identified in the essential oil. The 1 and 0.5 % concentrations inhibited B. cinerea
with no statistical difference compared to the commercial fungicide. Tween 80 promoted conidial
germination (89 %) while the lethal concentration LC,; (1.6 %) completely inhibited germination.
Fruit treated with LC,, showed lower incidence and severity. The essential oil exhibited fungistatic
effect against B. cinerea and a protective effect on strawberry fruits.

KEY WORDS:Incidence, gray mold, severity, Tagetes linifolia.

Introduccién

La fresa (Fragaria x ananassa) es un cultivo de importancia mundial, en el 2023 a nivel
mundial se cultivaron alrededor de 434,977 ha con una produccion de 10,485,454.06 t (FAOSTAT,
2025). México es de los principales productores, durante el 2024 la superficie nacional sembrada
fue de 15,936.46 ha con un rendimiento de 696,112.63 t (SIAP, 2024). Sus frutos son fuente de
vitaminas y diversos compuestos bioactivos (Padmanabhan et al., 2016). Sin embargo, son
muy susceptibles a dafios mecanicos, deshidratacion, pudriciones en campo, almacenamiento,
transporte y comercializacion (Petrasch et al., 2019). Se han reportado pérdidas entre el 25 %
y el 55 % durante la precosecha y hasta el 89 % durante la postcosecha (Vanti et al., 2021).
Botrytis cinerea, causa la enfermedad del moho gris con alta incidencia sobre los frutos de
fresa. Este patégeno afecta aproximadamente a 1,400 especies de plantas, y esto repercute en
pérdidas economicas (Elad et al., 2016).

Las estrategias actuales de control contra este y otros patdgenos incluyen fungicidas
sintéticos como carbendazima, dicarboximidas, anilinopirimidinas, fenilpirroles, inhibidores
externos de quinona e inhibidores de la succinato deshidrogenasa (Shao et al., 2020). Por
ejemplo, Cabrio C® (boscalid y piraclostrobina) es un fungicida eficaz, ya que inhibe la respiracion
mitocondrial en Botrytis cinerea (Gl et al., 2024). Sin embargo, varias cepas de B. cinerea ya han
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generado resistencia al boscalid y piraclostrobina (Gl et al., 2024). También, se ha demostrado
que los fungicidas sintéticos son altamente téxicos para una amplia gama de microorganismos
funcionales para el suelo, contaminan el agua, los alimentos y son un riesgo para la biota acuatica
(Zubrod et al., 2019; Edward, 2021). Ademas, los casos de intoxicacion por fungicidas en las
regiones agricolas son un aspecto importante para mediar su uso continuo, ya que se asocian
con neurotoxicidad, mutaciones genéticas, aparicion de tumores cancerigenos, malformaciones
congénitas y alteracion endocrina (Ahmad et al., 2024).

Por lo anterior, se han buscado otras alternativas que sean eficaces, y los aceites
esenciales de plantas se han propuesto como una opcion para minimizar el uso de estos productos
sintéticos. Estos generan menor preocupacion por la salud humana y sobre la contaminacion
ambiental (Zulu et al., 2023). Varios aceites esenciales han mostrado actividad antifungica tanto
in vitro como in vivo contra diferentes especies de hongos fitopatdégenos (Abdi-Moghadam et al.,
2023). Debido a su alta volatilidad, naturaleza efimera y porque son biodegradables (Falleh et
al., 2020) poseen el estatus GRAS por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)
(Jackson-Davis et al., 2023). Por ello, se usan como conservantes de frutas, ya que ralentizan
o inhiben el crecimiento de hongos (Freche et al., 2022). Por ejemplo, el aceite de Echinophora
platyloba (0.5 %), Citrusxlimon (0.01 %) y Cinnamomum cassia (0.01 %) mostraron potencial
para la conservacion de frutos de fresa (Freche et al., 2023; Kebriti et al., 2025).

El género Tagetes se considera endémico del continente americano (Serrato, 20142). Por
ello, ha sido objeto de estudio para diversos fines. El efecto fungicida y fungistatico in vitro contra
B. cinerea ya se ha documentado con los aceites esenciales de T. lucida y T. remotiflora (Ruiz-
Gonzalez et al., 2025?%; Ruiz-Gonzalez et al., 2025°). Sus abundantes compuestos quimicos, en
su mayoria monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanoides (Salehi et al., 2018; Serrato, 20142)
son los responsables de disminuir el crecimiento micelial y la esporulacion en algunos hongos
(Achimon et al., 2021).

Aunque se dispone de informacién sobre los usos de varias especies de Tagetes en la
industria cosmética, alimenticia, en medicina tradicional, como bactericida y plaguicida (Salehi
et al., 2018; Serrato et al., 2014"), las propiedades bioldgicas de algunas especies aun se
desconocen, tal es el caso de Tagetes linifolia Seaton, de distribucién regional en México (Turner,
1996). Es una planta perenne arbustiva de 20-40 cm de alto (Turner, 1996) y de la cual hasta
ahora no se dispone informacién sobre su composicion quimica ni de sus efectos biolégicos y
posibles usos (Serrato et al., 2014°). Debido a la destruccién y alteracion de los habitats naturales,
el estudio y conocimiento de las especies endémicas es una opcion para su aprovechamiento y
conservacion (Coelho et al., 2020). Ademas, el cultivo de T. linifolia representa ventajas para su
aprovechamiento ya que se trata de una especie arbustiva con capacidad de rebrote. El objetivo
fue caracterizar los compuestos quimicos en el aceite esencial de T. linifolia y evaluar su efecto
in vitro e in vivo contra B. cinerea.
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Material y Métodos
Extraccion y analisis quimico del aceite esencial

En Tezontepec, Puebla, México (19.505131, -97.503948) en el mes de octubre de 2022
se recolectaron plantas en floracion de T. linifolia (Figura 1). El tejido fresco conformado por
flores, tallos y hojas se tritur6 y una muestra de 4 kg fue sometida a hidrodestilacion en un
destilador tipo italiano, se obtuvo un rendimiento de 0.87 mL kg™'. El aceite esencial se vertié en
frascos de vidrio ambar y se conservaron en refrigeracion (4 °C). Tres muestras herborizadas
se depositaron en el “Herbario-Hortorio JES” de la Universidad Auténoma Chapingo
(voucher 35885).

Figura 1. Tagetes linifolia en floracion en Tezontepec, Puebla, México.

Fuente: Miguel Angel Ruiz Gonzalez.

El analisis quimico del aceite esencial se hizo en el Laboratorio de Productos Naturales
de Preparatoria Agricola Chapingo con la técnica de microextraccion en fase solida (SPME) (Xu
& Ouyang, 2018). La fibra fue expuesta a la fase de vapor de la muestra (1 uL) e inyectada en
un cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas de trampa de iones (GC-MS
Agilent Technologies 7890 Agilent 240, Agilent Technologies). Se utilizé una columna capilar GC
column VF-5ms, de 30 x 0.25 (0.25). La temperatura del inyector se mantuvo a 250 °C, con
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un modo de inyeccioén split/splitless (1:20), se utilizé una columna VF-5 MS (30 m x 250 um x
0.25 um) con helio como gas acarreador y flujo de 0.5 mL min-' y una presién de 0.5 atm. El horno
trabajoé con una rampa de calentamiento de 70 °C a 120 °C, con velocidad de 2 °C min"' y de
120 °C a 230 °C a 15 °C min"'. La muestra se analizé por duplicado.

La identificacion de los compuestos quimicos se hizo al comparar el tiempo de retencién
y el espectro de masas con la biblioteca espectral de masas del Instituto Nacional de Estandares
y Tecnologia (NIST) y se confirmé mediante el calculo del indice de Kovats comparado con la
literatura (NIST: https://webbook.nist.gov/chemistry/). Se usaron n-alcanos (C8-C20) para calcular
dicho indice y una variacién de * 40 unidades para identificar los compuestos. La abundancia
relativa de cada compuesto se estimo con base en el area de los picos.

Evaluacion in vitro

El experimento se realizé en el Laboratorio de Resistencia Genética en la Universidad
Auténoma Chapingo, Texcoco, México. B. cinerea (registro GenBank: PP401673.1) se reactivo
en medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) (BD Bioxon®) con incubacion en estufa de cultivo
(Ecoshel, 91210) en condiciones de oscuridad a 18 + 2 °C durante cinco dias.

Mediante diluciones, se prepararon emulsiones con Tween 80 (Sigma Aldrich Company,
Darmstadt, Alemania) al 0.01 %, agua bidestilada y aceite esencial en seis concentraciones
(1,0.5,0.1,0.01,0.001 y 0.0001 %), el testigo fue medio PDA esterilizado en autoclave (AESA, CV
300) a 120 °C durante 15 min. Se utilizé6 como referencia 1 g L' del fungicida Cabrio C (boscalid
y piraclostrobina). La actividad antifungica se evalué con la técnica del medio envenenado
(Erhonyota et al., 2023). A partir de una colonia de cuatro dias de crecimiento, con un sacabocado
estéril se obtuvo un disco de 3.5 mm con micelio y se coloco en el centro de las cajas Petri de
90 mm de diametro. Las condiciones de incubacion fueron las mismas. Durante cinco dias y cada
24 h se midio el crecimiento micelial con un vernier digital (Truper, 14388). Con los datos obtenidos
se estimd la inhibicion del crecimiento micelial (Fokkema, 1973). Al finalizar la evaluacién in vitro
se determiné la concentracion letal LC, ) y LC,, mediante analisis Probit en el programa SAS
académico (Castillo, 2007).

Evaluacion de concentraciones Probit en conidios

Las concentraciones LC,  y LC,; se evaluaron sobre conidios de B. cinerea. En un matraz
Erlenmeyer de 250 mL se agregaron 100 mL de agua bidestilada estéril y 10 yL de Tween 80.
A partir de una colonia de doce dias de crecimiento y con esporulacién se hizo un raspado
para obtener conidios de B. cinerea. El matraz Erlenmeyer se agité en vortex (Cole-Parmer,
lllinois, USA) durante 10 s y el conteo de conidios se hizo por triplicado en camara de Neubauer
(Marienfeld, CNLBO01). Se obtuvo una suspension de conidios 5x10°.

En medio PDA combinado con aceite esencial se prepararon los siguientes tratamientos:

a) PDA+LC,, b) PDA+LC,, c) PDA+Tween 80 al 0.01 % y d) testigo con solo PDA. Previo al
vaciado del medio de PDA, en el centro de cada caja Petri se agregaron 2 uL de la suspensién
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(100 conidios) y después se vaciéo el medio PDA a temperatura ambiente. Las cajas se
homogeneizaron con movimientos circulares para distribuir los conidios en el medio de cultivo y
se incubaron en las condiciones anteriormente descritas. Cada 24 h se hizo el conteo de conidios
germinados, hasta las 96 h.

Evaluacion de concentraciones Probit en frutos

Se cosecharon frutos en madurez comercial de plantas de fresa var. “FESTIVAL” y se
desinfestaron con hipoclorito de sodio (Clorox®) a 50 ppm durante 3 min. Los frutos se enjuagaron
con agua bidestilada estéril y se colocaron en papel absorbente. Se evaluaron tratamientos con
frutos inoculados y no inoculados. Los frutos fueron sumergidos durante 15 s en la emulsion de
aceite esencial LC, y LC_, preparada con Tween 80 (0.01 %) y agua bidestilada estéril.

En contenedores de poliestireno transparente tipo bisagra fueron colocados cinco frutos
y transcurridas 6 h, solo los frutos del tratamiento con inoculacion fueron inoculados mediante
aspersion con 10 mL de una suspension de conidios (1x10°) de B. cinerea. Los contenedores se
refrigeraron a 4 °C y se evaluo el desarrollo de pudricion en los frutos mediante un analisis de
incidencia (Ecuacién 1) a los cinco, diez y quince dias después de la inoculacién. Transcurridos
quince dias, se registré el crecimiento superficial de micelio para estimar la severidad (Ecuacién
2) (McKinney, 1923). Se utiliz6 la escala de Romanazzi et al. (2013): 0) fruto sano; 1) 1-20 % de
la superficie del fruto infectada; 2) 21-40 % de la superficie del fruto infectada; 3) 41-60 % de
la superficie del fruto infectada; 4) 61-80 % de la superficie del fruto infectada; 5) mas del 80 %
de la superficie del fruto infectada. Se utilizaron como testigo frutos sin inoculacion y frutos con
inoculacion, sin aplicacion de aceites esenciales.

Ecuacion 1: estimacion de incidencia en frutos

Ecuacion 2: estimacion de severidad en frutos con escala 0-5

Xi: puntuacion de la escala de gravedad
ni: nimero de frutos con escala xi
N: ndmero total de frutos observados

Z: puntuacion mas alta
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Andlisis de datos

En los experimentos se utilizé un disefio completamente al Azar. Los tratamientos
in vitro con medio PDA tuvieron cinco repeticiones. En la evaluacion sobre frutos se hicieron
tres repeticiones con cinco frutos en cada repeticion. Las variables inhibicion, porcentaje de
germinacion, incidencia y severidad fueron analizadas en software SAS académico mediante
analisis de varianza y pruebas de comparacion multiple de Tukey (p < 0.05).

Resultados y Discusién
Compuestos quimicos del aceite esencial

Se identificaron 25 compuestos quimicos en el aceite esencial de T. linifolia, el
40 % fueron terpenoides, 32 % monoterpenos,12 % sesquiterpenos y algunos ésteres (8 %),
cetonas (4 %) y alcoholes (4 %) (Tabla 1), lo cual coincide con Salehi et al. (2018) quienes
mencionan que los aceites esenciales de Tagetes son ricos en monoterpenos y cantidades
bajas de sesquiterpenos. Los compuestos mayoritarios fueron: 1,5-heptadien-4-ol, 3,3,6-trimetil-
(34.99 %), (E)-Tagetona (13.47 %) y B-Pineno (3.24 %). El primer compuesto mayoritario se
reporta por primera vez en Tagetes, mientras que los demas compuestos son comunes en el
género (Salehi et al., 2018). El compuesto 1,5-heptadien-4-ol, 3,3,6-trimetil- también se reportd
como compuesto mayoritario (7.36 %) en el aceite esencial de Artemisia austro-yunnanensis
(Chen-Xing et al., 2014), mientras que la (E)-Tagetona (6.24 %) se encuentra en Tagetes minuta
(De Oliveira et al., 2018). Los compuestos presentes en el aceite de T. linifolia podrian tener
efectos relevantes y de uso diversificado.

Evaluacion in vitro

Las concentraciones de 0.5 y 1 % inhibieron el crecimiento micelial en 83 y 86 %,
respectivamente, y no hubo diferencias estadisticas con respecto al fungicida comercial (Figura
2). Aun con las bajas diluciones (0.01 y 0.001 %) la inhibicién fue de 19 y 28 % con diferencias
estadisticas con respecto al testigo (Figura 2). El efecto inhibitorio sobre B. cinerea ya se ha
observado en otras especies de Tagetes (Ruiz-Gonzalez et al., 2025% Ruiz-Gonzalez et al.,
2025) y su efecto se atribuye principalmente a los monoterpenos de una manera dependiente
de la concentracion usada (Pedroso et al., 2024). La alta inhibicion también podria atribuirse a la
cantidad de terpenos presentes en el aceite esencial, ya se ha demostrado que estos disminuyen
el contenido mitocondrial (Haque et al., 2016).
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Tabla 1. Compuestos quimicos y abundancia relativa (RA) en aceite
esencial de Tagetes linifolia.

Compuesto RA KIC Compuesto RA KIC
* 1,5-heptadien-4-ol, 34.99 1068 + 12.8 - 3-careno 0.15 1005 £ 3.2
3,3,6-trimetil-
* (E)-Tagetona 13.47 1136 +11.8 * B-Linalool 0.12 1081 +14.3
- B-Pineno 3.24 970+ 12.4 = 6-metil-5-hepten-2-ona 0.09 958 + 17
- trans-B-Ocimeno 2.55 1034 £ 0.1 * 2-isopropilideno-5- 0.09 1151+ 9.5
metilhex-4-enal
= 1-Pentanol, 2.54 1085 + 22.1 * Biciclo[3.1.1]Heptan-3-Ona, 0.08 1151 + 36.7
5-ciclopropilideno- 2,6,6-Trimetil-, [1S-(1a,2ss,5a)]-
- (-)-a-tujeno 1.54 968 + 24.9 / Cariofileno 0.07 1424 + 1.8
- Canfeno 0.70 943 +4.6 * Cetona de Elsholtzia 0.06 1167 + 23.9
- o-cimeno 0.60 1025 + 0.1 / a-Bergamoteno 0.05 1407 +15.6
* Verbenona, (L)- 0.56 1191 + 34.7 - a-Pineno 0.05 931 +4.9
- Limoneno 0.52 1014 £ 10.8 + Acetato de cis-3-hexenol 0.04 983 + 15
- B-Sabineno 0.31 964 £ 2.7 * Endo-Borneol 0.04 1148 + 18.2
+ Ester de vinilo de 0.30 990 + 33.4 / (-)-B-Bourboneno 0.01 1408 + 12.2
acido sorbico
* 3,6-dimetil- 0.20 1178 +31.4
2,3,3a,4,5,7a-

hexahidrobenzofurano

KIC: indice de Kovats calculado + desviacién estandar, C10H16 (-): monoterpenos, C15H24 (/): sesquiterpenos,
(=): cetonas, (+): ésteres, terpenoides (*): terpenos que sufren modificaciones bioquimicas a través de enzimas
que afiaden moléculas de oxigeno y mueven o eliminan grupos metilo.

En el aceite esencial de T. remotifloray T. lucida también se identificaron los compuestos
B-Pineno, (-)-B-Bourboneno y trans-B-Ocimeno y la inhibicién sobre B. cinerea fue sobresaliente
(Ruiz-Gonzalez et al., 2025?%; Ruiz-Gonzalez et al., 2025). Por ello, el efecto de inhibicion
observado con T. linifolia también se atribuye a estos compuestos (Tabla 1) y a la capacidad de
los aceites esenciales para absorberse en la superficie lipofilica del micelio (Kiran et al., 2016),
asimismo, al efecto sinérgico de todos los compuestos como lo indican Hleba et al. (2024). Por
otra parte, se ha demostrado que el B-pineno sirve como compuesto principal para el desarrollo
de nuevos fungicidas (Zhang et al., 2025) ya que actua a través de la interferencia con la pared
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celular (Andrade et al., 2019). Este compuesto tuvo abundancia relativa de 3.24 % en T. linifolia
(Tabla 1). También, el compuesto 1,5-heptadien-4-ol, 3,3,6-trimetil- previamente identificado
en Artemisia austro-yunnanensis tiene actividad antioxidante (Chen-Xing et al., 2014) y la (E)-
Tagetona presente en T. minuta en conjunto con otros compuestos caracteristicos de la especie
tienen actividad antifingica, antibacteriana, insecticida, nematicidas, antiviral y antimicrobiana
(Bandana et al., 2018). Por ello, los resultados de inhibicién de T. linifolia sobre B. cinerea abren

la posibilidad de explorar sus efectos sobre otros patégenos.
b
1
c C
s + od
]
B

100 - ab b
T i

80 A

60

40

20

0 T T T T
FC 1 0.5 0.1 0.01 0.001 0.0001 TO

Concentraciones (%)

1

Inhibicién (%)

Figura 2. Inhibicién del crecimiento micelial de Botrytis cinerea con el aceite
esencial de Tagetes linifolia.

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey < 0.05). TO: testigo, FC: fungicida
comercial Cabrio C. 1, 0.5, 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001: concentracion de aceite esencial usado (v/v).

Analisis Probit

Con el analisis Probit se obtuvieron las concentraciones letales del 50 % (LC,;) y 90 %
(LC,,), para LC, fue de 0.04 % (v/v) y para LC,, de 1.6 % (v/v) (Tabla 2). Estas concentraciones
fueron retomadas para su evaluacion sobre la germinacion de conidios y su evaluacion en frutos.

Tabla 2. Concentraciones letales LC,  y LC, del aceite esencial de
Tagetes linifolia obtenidas con analisis Probit.

Aceite esencial (v/v) LC LC Valor p

50 90

Tagetes linifolia 0.04 % 1.6 % <0.0001

LC,,: concentracion letal que causa 50 % de mortalidad, LC,: concentracion letal que causa 90% de mortalidad,
valor p: representa la heterogeneidad en la poblacion analizada.
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Evaluacion de concentraciones Probit en conidios

Con LC,, (1.6 %) se inhibio totalmente la germinacion de conidios con diferencias
estadisticas con respecto al testigo, mientras que, con LC,, (0.04 %) la germinacion fue del
17 % a las 96 h (Figura 3). En otros estudios, se han evaluado aceites esenciales de Origanum
vulgare y Thymus vulgaris (0.08 %), estos inhibieron parcialmente la germinacion de conidios
de Penicillium expansum (83.14 - 98.34 %) y Botrytis cinerea (51.73 - 71.57 %) y al 0.1 % hubo
inhibicion total (Fincheira et al., 2023). Los aceites esenciales de Curcuma longa, Pimenta dioica,
Rosmarinus officinalis y Syzygium aromaticum (0.1 %) contenian compuestos similares (a-pineno,
endo-Borneol, canfeno, B-pineno, limoneno, B-Linalool, verbenona y cariofileno) a los encontrados
en T. linifolia (Tabla 1) y se inhibi6 la germinacion de conidios de Fusarium verticillioides de 24.2
hasta 87.2 % (Achimon et al., 2021). Esto refuerza la idea de que los aceites esenciales tienen
un efecto sinérgico y actuan de una manera dependiente de la concentracién usada (Hleba et al.,
2024; Pedroso et al., 2024).

Por otra parte, el surfactante Tween 80 promovié la germinacion de conidios (89 %) incluso
mas que en el testigo (79 %). Sin embargo, cuando se uso para preparar la emulsion con el aceite
esencial (LC,, y LC,)) parece no tener efecto ya que se observé una fuerte inhibicion sobre la
germinacion (Figura 3). Aunque el uso de surfactantes (Tween 20 y Tween 80) sirve para liberar
los conidios de los conidioforos, este puede interferir en la germinacién de algunos hongos. En
Pyrenophora triticirepentis Tween 20 al 0.02 % retrasé la germinacién, sin embargo, en dos horas,
todos los conidios germinaron (Jacques et al., 2021). Mwamburi et al. (2015) observaron que
Tween 80 inhibe la germinacion de Beauveria bassiana a una concentracion del 0.5y 1 %, pero
estimula la germinacién a concentraciones de 0.1 %. Tu et al. (2014) observaron que las células
de Aureobasidium pullulans parecian estar mas sueltas y grandes después de la aplicacién de
Tween 80 al 0.02 %. Debido a los efectos observados con Tween 80, se sugiere estandarizar las
concentraciones y hacer su evaluacion con hongos benéficos ya que su efecto de favorecer la
germinacion de conidios podria tener ventajas.
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Figura 3. Germinacion de conidios de Botrytis cinerea en medio PDA con
concentracion letal LC_ , Tween 80 (TW80) y testigo (TO).

507

El tratamiento con concentracion letal LC,, no se incluye ya que no hubo germinacion de conidios. Medias con
letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey < 0.05).

Evaluacion de concentraciones Probit en frutos

La incidencia del moho gris causado por B. cinerea fue menor en los frutos no inoculados
y tratados con la concentracion letal LC,, mientras que, en los frutos con inoculacion la incidencia
fue mayor (Tabla 3). Durante cinco dias de refrigeracion, los frutos tratados con LC,; no mostraron
incidencia del patdégeno, a los diez dias la incidencia fue del 6.6 % y a los quince dias mostraron
incidencia del 50 % (Tabla 3). Con la aplicacion de LC,, la superficie del fruto infectada fue de
1-20 % (Figura 4), a diferencia de los tratamientos testigo inoculado y no inoculado, que mostraron
la mayor incidencia a partir del dia cinco hasta el dia quince (80-90 %). Aunque los frutos de
fresa son susceptibles a los dafios fisicos, fisioldgicos o patoldgicos (Qaderi et al., 2022). Israfi
et al. (2022) y Da Costa et al. (2023) mencionan que los aceites esenciales pueden ralentizar la
progresion de enfermedades fungicas y bacterianas en frutos. Ademas, demostraron que el aceite
esencial de Melaleuca alternifolia (0.05 %) redujo hasta 98 % la severidad de Colletotrichum
musae en platanos (Da Costa et al., 2023).

La severidad fue mayor (Tabla 3) en el tratamiento testigo inoculado y no inoculado
(4.8 y 3.8) ya que la superficie del fruto infectada fue entre 61 y 81 % (Figura 4), aspecto que
hace al fruto no apto para consumo. Los frutos tratados con la concentracion media letal (LC,
y LC,,l) mostraron incidencia menor al testigo a los cinco dias, pero la severidad hace que sean
ineficaces como conservantes de frutos de fresa (Tabla 3 y Figura 4). El efecto protector contra
B. cinerea en frutos de fresa ya se ha demostrado con aceites esenciales de Aloysia citriodora,
Cymbopogon winterianus, Lippia alba, Ocimum americanum, Citrusxlimon y Cinnamomum
cassia (Fontana et al., 2021; Freche et al., 2023). Por otra parte, Ji et al. (2024) demostraron
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que el aceite de Origanum vulgare (0.006 %) redujo la incidencia de Botrytis cinerea y Alternaria
alternata, incluso se indujeron enzimas relacionadas con la defensa como la fenilalanina amonio
liasa, polifenol oxidasa, peroxidasa, quitinasa y B-1,3-glucanasa en los frutos de arandano
(Vaccinium corymbosum L. “O’Neal”). La aplicacion de aceites esenciales es un campo promisorio
en alimentos, y los resultados de este estudio aportan un antecedente importante sobre el uso
del aceite esencial de T. linifolia como un posible insumo para contrarrestar efectos negativos
causados por B. cinerea.

Tabla 3. Incidencia y severidad de Botrytis cinerea en frutos de fresa
tratados con aceite esencial LC,  y LC, y refrigerados durante 15

dias.

) Incidencia Severidad

Tratamientos
5d 10d 15d 15d

TO no inoculado 13.3+ 1152 46.6 £ 11.52 80+202 3.8+0.8¢°
TO inoculado 40+20°2 53.3+11.5z2 90+11.52 48+04°2
LC,, 0+0° 6.6+11.5¢ 50+20° 1+0.7°¢
LC,,| 6.6+11.5° 13.3+11.5% 73.3+23¢2 1.8+0.4 ¢t
LC,, 6.6+11.5° 40 + 20 @ 73.3+11.5¢% 3+18%®
LC,| 0+0°® 46.6 £ 11.52 93.3+11.5¢2 48+04-°
Valor p 0.0509 0.0040 0.1762 <.0001
DMS 31.6 36 51.2 1.9

TO: testigo, LC: concentracion letal, |: inoculado, severidad: escala de dafio 0-5. Medias con letras iguales no
son estadisticamente diferentes (Tukey < 0.05).

Eneste estudio, eltratamiento LC, de T. linifoliaresulto efectivo para controlarla enfermedad
en postcosecha hasta los cinco dias (Tabla 3 y Figura 4), un antecedente importante para explorar
su aplicacién en fase de vapor (Tancinova et al., 2022) o preparar biopeliculas activas a base de
polisacaridos cargadas de aceites esenciales para la conservacion de alimentos (Khan et al.,
2023). Aun falta estandarizar concentraciones optimas ya que los aceites esenciales pueden
tener efectos organolépticos y alteracion de multiples propiedades fisicoquimicas relacionadas
con la calidad de la fruta (Freche et al., 2022).

Aunque la aplicacion de aceites esenciales es una alternativa efectiva y segura para el
humano (Taghavi et al., 2018), es importante considerar que para obtener 1 L de aceite esencial
de T. linifolia se requeririan 1149.43 kg de tejido fresco. Habra que explorar otros métodos, como
la extraccidn asistida por microondas que logra mayores rendimientos y tiempos de extraccion
mas cortos (Souiy, 2023). También, el manejo agronémico de T. linifolia podria ser alternativa
para incrementar el contenido de aceites esenciales como lo indican Georgieva et al. (2022).
Asimismo, continuar con la investigacion con otros frutos y experimentar la combinacién de
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aceites esenciales para observar su efecto sera una proxima actividad. La caracteristica
endémica, aromatica, abundante y llamativa floracién de T. linifolia 1a hace un recurso fitogenético
valioso para futuras investigaciones. Incluso con potencial ornamental, un aspecto importante
que aportara significativamente en su conservacion.

Figura 4. Efecto protector del aceite esencial de Tagetes linifolia a los quince dias
después de incubacion en frutos inoculados y no inoculados.

LC,, y LC,,: concentraciones Probit, TO: testigo, I: frutos inoculados.

Conclusiones

La caracteristica endémica de T. linifolia hace importante su estudio y conservacion.
La caracterizacién quimica del aceite esencial de T. linifolia permitidé la identificacion de un
nuevo compuesto mayoritario (1,5-heptadien-4-ol, 3,3,6-trimetil-) para el género Tagetes. Los
antecedentes sobre este compuesto indican su actividad antioxidante y la alta abundancia
relativa de este compuesto en conjunto con los monoterpenos, terpenoides y sesquiterpenos de
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T. linifolia mostraron actividad bioldgica contra B. cinerea in vitro e in vivo. Se destaca el efecto
inhibidor sobre la germinacion de conidios. La disminucién en la incidencia y severidad sobre
los frutos de fresa es una de las propiedades evaluadas, no obstante, el aceite esencial de T.
linifolia podria aplicarse en otros frutos con problemas asociados con B. cinerea o evaluar su
efecto en otros microorganismos. Se requiere realizar analisis mas detallados de la actividad
biolégica y en futuros estudios sera importante considerar otros factores como diferentes rangos
de temperatura, ya que es un elemento clave en la conservacion de frutos.
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