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Resumen

A. niger y F. oxysporum son hongos fitopatdgenos que causan grandes pérdidas en
plantaciones de tomate, naranja, platano, maiz, entre otros. Ademas, A. niger produce
micotoxinas que inducen a problemas inmunoldgicos y hormonales en la salud humana.
Para el control de estas plagas se han implementado fungicidas sintéticos, sin embargo
se ha evidenciado que generan resistencia y son toxicos en humanos. Por este motivo,
en busqueda de alternativas a los agroquimicos se realiz6 un estudio cuyo propoésito fue
evaluar la actividad antifangica de los aceites esenciales de M. mollis, C. tomentosum y
T. minuta para el control in vitro de estos hongos. La evaluacién se realizé6 mediante
antibiogramas con los aceites a las concentraciones del 1, 5, 10 y 25 %. En los ensayos
se midi6 el halo y el porcentaje de inhibiciébn de la germinacién de esporas. De los
resultados obtenidos se evidencio fuertes inhibiciones del crecimiento miceliar y
reduccién de la esporulacion en ambos hongos por efecto los aceites esenciales de M.
mollis y C. tomentosum a las concentraciones del 25 %. Ademas, se observo que en el
caso de M. mollis se requiere de menor cantidad de aceite para generar sensibilidad, por
lo que después de la optimizacion se estima que se necesitaria de al menos una
concentracion del 7,33 y 4,41 % para inhibir a F. oxysporum y A. niger respectivamente.
Los resultados sugieren que el aceite esencial de M. mollis posiblemente es una buena

alternativa para el control de estos hongos fitopatégenos.
- Palabras clave

e ACTIVIDAD ANTIFUNGICA
e ACEITE ESENCIAL
e INHIBICION

e ANTIBIOGRAMA
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Abstract

A. niger and F. oxysporum are phytopathogenic fungi that cause large losses in tomato,
orange, banana and corn plantations, among others. In addition, A. niger produces
mycotoxins that induce immunological and hormonal problems in human health. Synthetic
fungicides have been implemented to control these pests, however it has been shown that
they generate resistance and are toxic in humans. For this reason, in search of alternatives
to agrochemicals, a study was carried out to evaluate the antifungal activity of the essential
oils of M. mollis, C. tomentosum and T. minuta for the in vitro control of these fungi. The
evaluation was carried out by antibiograms with the oils at concentrations of 1, 5, 10 and
25 %. The halo and the percentage of spore germination inhibition were measured in the
tests. The results obtained showed strong inhibition of mycelial growth and reduction of
sporulation in both fungi due to the effect of the essential oils of M. mollis and C.
tomentosum at concentrations of 25 %. In addition, it was observed that in the case of M.
mollis less oil is required to generate sensitivity, so after optimization it is estimated that
at least a concentration of 7.33 and 4.41 % would be needed to inhibit F. oxysporum and
A. niger respectively. The results suggest that the essential oil of M. mollis is possibly a

good alternative for the control of these phytopathogenic fungi.

- Keywords

e ANTIFUNGAL ACTIVITY
e ESSENTIAL OIL
e INHIBITION

e ANTIBIOGRAM
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Introduccién
Formulacién del Problema

A nivel de Latinoamérica se han reportado pérdidas en la produccién de cultivos
y semillas de importancia econdmica debido al ataque de hongos fitopatégenos como
Aspergillus niger y Fusarium oxysporum (Martinez & Hernandez, 2013; Arrua, 2013;

Vasquez & Castafio, 2017).

Aspergillus niger es un hongo saprdéfito, filamentoso, oportunista y productor de
micotoxinas, que afecta a cultivos de jitomate, citricos y maiz almacenado (Klich, 2002;
Carvajal, Berumen, & Guardado, 2012). Ademas, puede contaminar lacteos y comida en
almacenamiento de perros, gatos y ganado (Sharma & Marquez, 2001; Arrua, 2013;
Martinez & Hernandez, 2013). La contaminacion del hongo esté principalmente
asociada a las condiciones de almacenamiento que a las de cultivo (Bucio, Guzman, &
Pefia, 2001). Estudios en México, Colombia y Ecuador han reportado pérdidas de
reservas de maiz de entre 30 al 100% de la produccién (Torres & Acufia, 1995; Acufia &
Diaz, 2005; Fon, Barzola, & Moran, 2016), mientras que en la produccion de leche se ha

observado pérdidas de hasta el 80% (Sharma & Marquez, 2001; Reyes, y otros, 2008).

Fusarium oxysporum es un hongo saprofito con gran potencial evolutivo
(Garcés, 2001; Jiménez, Jiménez, & Navas, 2005), este tiene una amplia gama de
hospederos como platano, manzano, uva, uvilla, babaco, jitomate y algunas especies de
Heliconias (Pullupaxi, 2016; Arellano, 2018; Guerron, 2019). Existen reportes de
plantaciones de platano en Panama y Asia con pérdidas de entre 2 y 75 millones de
dolares respectivamente por causa de Fusarium (Lara, 2009; SAGARPA, 2018). En

Colombia se reportaron pérdidas del 21 al 47 % de los cultivo de jitomate (Vasquez &
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Castafio, 2017). En Ecuador existen reportes de pérdidas del 100 % de plantaciones de

babaco (Ochoa & Fonseca, 2000), lo que muestra un amplio rango de hospederos.

En el area fitosanitaria se ha optado por generar nuevas alternativas en contra
de estos hongos fitopatégenos. La opcidon mas prometedora es el control bioldégico que
puede ser mediante el uso de microorganismos antagonistas o de metabolitos

secundarios (SAGARPA, 2018).

Algunos estudios de sensibilidad realizados con distintos agroquimicos han
demostrado cierta resistencia de los hongos a los compuestos utilizados en el agro.
Aspergillus niger a thiabendazol, anfotericina B e itraconazol (Maldonado, Santa, &
Navarro, 2005; San Juan, Fernandez, & Almague, 2017) y Fusarium oxysporum a
benomyl y metil-tiofanato (Thanassoulopoulos, Giannopolitis, & Kitso, 1971; Petkar,

Langston, Buck, Stevenson, & Ji, 2016).

En algunos estudios de control biolégico se ha empleado con éxito mezclas de
Entrophospora colombiana, Trichoderma sp. y Pseudomonas fluorescens para el control
de Fusarium oxysporum (Avendafio, Arbelaez, & Ronddn, 2006). Para el control de
Aspegillus se ha implementado exitosamente bacterias del género Bacillus, Niocardia
corynebacteroides y Candida parapsilosis (Moyne, Shelby, Cleveland, & Tuzun, 2001,
Tejada, Avila, & Casaubdn, 2008). Sin embargo, las limitaciones de estas alternativas
son que los antagonistas deben poseer una genética estable y deben ser funcionales a
bajas concentraciones. Ademas, es un problema el no aplicar de manera consiente el
producto ya que puede generar un desbalance en el ecosistema (Van Driesche, Hoddle,

& Center, 2007).

Por otro lado, el uso de metabolitos secundarios ha ganado fuerza en los ultimos

afios. Se ha demostrado el éxito del uso de aceites esenciales de diversas especies de
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plantas para el control de plagas. Se ha descrito el uso de especies de Tagetes para
controlar el crecimiento de fitopatégenos como Fusarium oxysporum y Aspergillus niger
al evidenciar la inhibicién de crecimiento miceliar (Lopez, Pefa, & Beryl, 2018). Otros
estudios corroboran la actividad antifingica de aceites esenciales como es el caso de
Minthostachys mollis que demostré una amplia capacidad antifiingica frente a
Trichophyton tonsurans, Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes, Candida
albicans y Botrytis cinerea con una concentracion minima inhibitoria de aceite esencial
al 5 % y una concentracién de 20 % contra Fusarium spp (Cano, Bonilla, Roque, & Ruiz,

2008; Bustamante, 2018; Quispe, 2017).
Justificacion del problema

La infeccidon de hongos como Aspergillus niger y Fusarium oxysporum ha
generado graves pérdidas en cultivos de babaco, tomate, maiz, entre otros. Las
pérdidas han afectado desde el 20 hasta 100 % de la produccién (Fon, Barzola, &
Moran, 2016; Herrera, 2016; Vasquez & Castafio, 2017). Aspergillus niger inclusive
afecta directamente al ser humano debido a que produce micotoxinas muy resistentes,
gue pueden provocar desbalances hormonales, inmunosupresion, efectos mutagénicos
y cancerigenos en pulmon e higado (Liu & Wu, 2010; Carvajal, Berumen, & Guardado,

2012).

En la actualidad para combatir los efectos negativos de estos hongos se utilizan
fungicidas de las familias de benzimidazol, dicarboximidas y fenilpirroles, sin embargo
se han detectado efectos adversos medioambientales (Thanassoulopoulos,
Giannopolitis, & Kitso, 1971; lacomi & Avenot, 2004). Las moléculas con hidrocarburos
aromaticos, heterociclos y compuestos halogenados que presentan estos fungicidas
(Shaharyar, 2017; National Center for Biotechnology Information, 2019; Terralia, 2019),

repercuten en problemas de contaminacién de suelos y aguas subterraneas, lo que
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implica una inversion extra para descontaminacion y tratamiento de estos componentes

(Loera, Pérez, & Lépez, 2016).

Por otro lado, existen efectos téxicos para la salud humana. Diferentes
investigaciones concluyen que varios de los componentes de los fungicidas como el
benomyl estan asociados a cancer cutaneo, que el vinclozolin y fludioxonil estan
vinculados al cancer de mama y problemas de fertilidad masculina (Kelce, 1994; Scaglia
& Chichizola, 2009; Rocha, 2014; Go & Kim, 2017). Las evidencias presentadas
muestran la importancia de encontrar alternativas que permitan proteger la produccion,

el medio ambiente y la salud humana.

Una posible alternativa a los fungicidas es el uso de aceites esenciales, que son
una mezcla hidréfoba de compuestos volatiles, constituida principalmente por
monoterpenos y sesquiterpenos. Estos compuestos son producidos naturalmente por
las plantas y cuentan con una amplia actividad biolégica, entre ellas la antifingica
(Tisserand R, 2013). Segun varias investigaciones realizadas en plantas han
demostrado que Tagetes minuta L., y Minthostachys mollis (Kunth) Griseb., tienen un
gran potencial para contrarrestar el crecimiento de una amplia variedad de hongos
(Cano, Bonilla, Roque, & Ruiz, 2008; Lépez, Pefia, & Beryl, 2018). Existen otras
especies en las que la caracterizacion quimica de su aceite esencial muestra la
presencia de compuestos fendlicos de bajo peso molecular y monoterpenos, lo que
sugiere una posible capacidad antifingica como es el caso de Clinopodium tomentosum
(Kunth) Govaerts (Belmont, 2009; Vera Saltos, 2014). Razén por la cual, la presenta
investigacion pretende describir posibles alternativas para el control de hongos

fitopatdbgenos mediante el uso de aceites esenciales.
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Objetivos de la investigacion
Objetivo General

Evaluar la actividad antifiingica de los aceites esenciales de Clinopodium
tomentosum (Kunth) Govaerts, Tagetes minuta L., y Minthostachys mollis (Kunth)

Griseb., para el control in vitro de Aspergillus niger y Fusarium oxysporum.
Objetivos especificos

e Seleccionar los aceites esenciales con capacidad antifangica del banco

de extractos del laboratorio de biotecnologia vegetal.

e Establecer la concentracion 6ptima de inhibicién fangica de los aceites

esenciales para ensayos de difusion en disco.

¢ Determinar el efecto de inhibicidn fingica de los aceites esenciales

mediante el conteo de esporas y antibiograma.

¢ Identificar los metabolitos secundarios que otorgan potencial antifingico

a los aceites esenciales evaluados.
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Marco Tedrico
Hongos fitopatdgenos

Aspergillus niger. Es un hongo oportunista, sapréfito, filamentoso, ubicuo y
productor de micotoxinas, presente a nivel mundial (Klich, 2002; Carvajal, Berumen, &
Guardado, 2012; GEFOR, 2017). Este hongo pertenece al phylum Ascomycota, orden
Eurotiales y a la familia Aspergillaceae (NCBI:txid5061, 2020). Este es un hongo que no
posee estructuras sexuales, es decir que para su reproduccién no interviene la fusion de
células haploides. La manera de reproducirse es de forma asexual utilizando su conidio

(De Garcia & Caridad, 2012; Krijgsheld & Bleichrodt, 2013).

Aspergillus niger infecta principalmente a frutos, cereales y semillas oleaginosas.
Entre algunos ejemplos se encuentran el jitomate, los citricos y el maiz almacenado,
provocando el desarrollo de moho negro y por ende putrefaccion de cultivos en campo y
almacenamiento (PROCIANDINO, 1993; Arrua, 2013). La esporas presentes en los
cultivos infectados afectan la salud humana con cuadros de inmunosupresién, causando
enfermedades como la otomicosis y aspergilioma bronquial (Garcia, Garcia,
Dominguez, & Noval, 2001; Ruiz, 2018). Este hongo ademas produce aflatoxinas y
ocratoxinas que pueden estar presentes en productos para el consumo humano, como
carnes, lacteos y huevos. (Sharma & Marquez, 2001; Martinez & Hernandez, 2013). Las
toxinas que produce este hongo estan asociadas a desbalances hormonales,
inmunosupresion, efectos mutagénicos y cancerigenos en pulmoén, higado y rifiones (Liu

& Wu, 2010; Carvajal, Berumen, & Guardado, 2012).
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Caracteristicas morfoldgicas. El micelio de Aspergillus niger tiene una textura
aterciopelada de un color blanco tanto en la parte frontal como reversa, aunque con el
tiempo debido a la esporulacién se vuelve de color negro y su entorno su vuelve

arenoso (Sun, Lu, & Zeng, 2007; GEFOR, 2017).

El conidi6foro es hialino, de pared gruesa, tiene forma de vesicula, es liso y esta
cubierto por fialides basipetas. La longitud de esta estructura esta entre 1y 3 mm. El
conidio es ovoide, rugoso, de color negro y de 2-3 um de didmetro (Sun, Lu, & Zeng,

2007).

Mecanismos de infeccidn. La manera de infectar Aspergillus es simple pero
altamente eficaz, es suficiente que esté presente una espora y que la planta tenga una
herida provocada por un insecto para que inicie la infeccién. El conidio germina en el
tejido vegetal, utilizandolo como sustrato para obtener sus nutrientes, provocando
necrosis en el area afectada. El micelio se desarrolla liberando esporas que afectan

otras areas de la planta, pudiendo observarse un moho negro (Arrua, 2013).

El proceso infeccioso en humanos inmunodeprimidos inicia cuando la espora,
debido al tamafio, es capaz de atravesar los cilios de la mucosa del epitelio respiratorio
para llegar a los alveolos pulmonares donde se acumulan provocando sintomas como
alergias, rinitis y asma. Cuando estas esporas germinan el hongo empieza a crecer
generando una masa que provoca un paro respiratorio y la muerte. El Gnico tratamiento
para eliminar el aspergilioma es mediante una intervencion quirtrgica inmediata (Vidal &

Carratala, 2011).

Aspergillus también puede colonizar el oido externo provocando un cuadro

fungico de otitis, conocido como otomicosis. Los sintomas que provoca son prurito,
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dolor, descamacion del epitelio y pérdida de audicién debido al desarrollo de las hifas

(Garcia & Noval, 2001).

Las aflatoxinas que produce este hongo son muy peligrosas, ya que se ha
evidenciado que tiene actividad genotéxica. Esta toxina es capaz de modificar el ADN,
puesto que su estructura es compatible con los acidos nucleicos y proteinas uniéndose
a ellos mediante enlaces covalentes provocando diferentes mutaciones como el

desarrollo de tumores en higado y pulmones (Martinez & Hernandez, 2013).

Fusarium oxysporum. Es un hongo filamentoso y sapréfito con gran potencial
evolutivo capaz de dar lugar a diferentes razas dependiendo del hospedero que logra
infectar. Este hongo pertenece phylum Ascomycota, orden Hypocreales y a la familia

Nectriaceae (Vasquez & Castafio, 2017; NCBI:txid5507, 2020)

Este hongo esta presente en tierra, aire y agua utilizandolos para movilizarse y
asi llegar a varios hospederos. Obtiene su fuente de carbono por medio de la
degradacion de una fuente exdgena de sustratos organicos, ya que tiene un
metabolismo heterdtrofo es comun encontrarlo en tejidos en descomposicion. Debido a
gue posee un mecanismo de infeccion muy eficaz tiene la capacidad de infectar varias

especies (Garces, 2001; Jiménez, Jiménez, & Navas, 2005).

La reproduccién de Fusarium oxysporum puede ser sexual y asexual. La fase
sexual consiste en que se combinan dos células haploides donadoras que forman la
ascospora, la que desde su interior liberard ocho esporas para que germinen. Por otro
lado, la fase asexual no ocurre por fusién de nicleos sino que utiliza los conidios, que

se propagan en condiciones favorables para germinar (De Garcia & Caridad, 2012).
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Entre las especies que Fusarium oxysporum afecta se encuentran frutos como el
platano, el manzano, la uva, la uvilla, el babaco, el jitomate, entro otras (Lezcano,

Martinez, & Alonso, 2012; Pullupaxi, 2016; Arellano, 2018; Guerrén, 2019).

Caracteristicas morfoldgicas. El hongo puede presentar dos tipos de colonias,
pionotal y micelial, que se caracterizan por tener poco y mucho micelio aéreo
respectivamente. Tiene un micelio algodonoso, el lado frontal del hongo es de color
blanco y en el centro y al reverso predominan los pigmentos puarpuras (Lezcano,

Martinez, & Alonso, 2012).

El género Fusarium se caracteriza por presentar conidi6foros de hifas hialinas
con didmetro variable dispuestas en forma de coremium, con ramificaciones irregulares
cortas y delgadas y fialides tubulares. Los conidios presentan dos tipos de fialosporas

hialina que son los microconidios y las macroconidios (Estupifidn, 2007; Quispe, 2017).

Los microconidios son esporas que se forman alrededor de conidi6foros, son de
baja ramificacion, simples y unicelulares. Tienen forma elipsoidal parcialmente curvada
y su textura es lisa. Las dimensiones de esta estructura son de 1 a 16 ym de largo por 1

a 4,5 ym de ancho (Onan, 2013).

Los macroconidios como su nombre lo indica son esporas de mayor tamafio que
los microconidios que se forman a partir de fialides. Es una estructura multicelular,
multiseptada, en forma de media luna y con una pared delgada. Sus dimensiones son

de 27 a 60 ym de largo por 3 a 5 ym de ancho (Estupifian, 2007; Onan, 2013).

La clamidospora es la estructura mas resistente del hongo, la que le permite
sobrevivir en condiciones ambiéntales adversas. Esta espora se forma a partir de la

combinacién del contenido de las conidias con las hifas, es de forma redondeada y su
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resistencia se debe a que posee doble pared en su estructura. Las dimensiones de la

espora son 10 um de ancho y de 5 a 15 ym de diametro (Onan, 2013; Quispe, 2017).

Mecanismos de infeccidn. Los factores ambientales que benefician al
desarrollo del hongo son temperaturas entre 25-28 °C, un suelo acido con pH 5 y baja

humedad (Gonzalez, Arias, & Peteira, 2012).

La manera en la que F. oxysporum coloniza a las plantas es por medio de una
infeccidn por raiz, proceso que dura alrededor de 24 horas. Empiezan a crecer las hifas
en el apice de laraiz y la corteza produciéndose la muerte de las células apicales
velozmente. El patdgeno logra atravesar la hipodermis llegando al xilema. En un periodo
de 72 horas se puede observar que ha crecido micelio en la corteza de la raiz. Al sexto
dia los tejidos vasculares se encuentran totalmente invadidos, extendiéndose por raiz t

tallo (Gonzalez, Arias, & Peteira, 2012).

Los haces vasculares estan atrofiados debido a la invasion del hongo, razén por la cual
la planta ya no puede recibir nutrientes normalmente. La sintomatologia observada son
hojas amarillas, caida de hojas, obscurecimiento del tallo, marchitez y finalmente muerte

de la planta (Gonzélez, Arias, & Peteira, 2012; Pullupaxi, 2016).
Aceites esenciales

Los aceites esenciales son una mezcla de metabolitos secundarios sintetizados
por las plantas a partir de moléculas residuales que se derivan de rutas primarias. Los
metabolitos secundarios no intervienen en funciones fundamentales, de tal manera que
SuU ausencia o escases no son mortales para la planta, pero si son de gran importancia

para la supervivencia de las mismas (Sepulveda, 2004).

Los metabolitos secundarios son compuesto organicos especificos de una

especie, con funciones protectoras contra depredadores herbivoros y agentes
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microbianos. Estas sustancias dan el color y olor caracteristico de las plantas, atraen
insectos polinizadores y permiten la comunicacién abidtica entre especies. La
produccién de metabolitos secundarios es inducida cuando la planta esta bajo ataque
de algun depredador o patégeno. La sintesis de estos compuestos organicos requiere
de diferentes moléculas que son subproductos provenientes de diferentes rutas

metabdlicas (Taiz & Zeiger, 2006).

Las moléculas precursoras de los metabolitos secundarios son residuos de rutas
como el ciclo de Krebs, la via del shikimato o la glucélisis. Pueden tener una o varias
rutas de sintesis, que varia segun la especie. Los metabolitos se pueden sintetizar en
un organo de la planta y almacenarse en otro, esto ocurre debido a la movilizacion del

metabolito por el xilema, floema y espacio apoplastico (Toro & Martinez, 2017).

La estructura basica de un metabolito secundario puede presentar diferentes
modificaciones dentro de una especie o en varios 6rganos de la misma planta,
permitiendo que exista variabilidad estructural del grupo del metabolito secundario.
Todas estas estructuras pueden presentar diferentes modificaciones como hidroxilacion,
metilacion, epoxidacion, malonilacién, esterificacion y glucosilacion. Esta caracteristica
otorga diferentes propiedades a los aceites esenciales de las plantas (Ocampo, Rios, &

Betancur, 2008).

Las plantas producen una inmensa variedad de metabolitos secundarios, existen
més de 200.000 moléculas descritas. Los metabolitos tienen una amplia distribucion en
el reino vegetal y tienen funciones muy variadas. Por lo tanto, existen diferentes criterios

para clasificarlos (Gémez, 2018).

Los metabolitos secundarios se pueden clasificar segiin su compaosicién quimica

en nitrogenados y no nitrogenados. Entre los metabolitos que contienen nitrégeno se
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encuentran los alcaloides, aminoacidos no proteicos, aminas, glucésidos cianogénicos y
glucosinolatos. Entre los metabolitos que no contienen nitrégeno se encuentran los

terpenoides, poliacetilenos, policétidos y fenilpropanoides (Sepulveda, 2004).

Adicionalmente, los metabolitos secundarios se los puede clasificar en tres
grupos de acuerdo al origen biosintético: terpenos, compuestos fendlicos y alcaloides.
Los terpenos, cuentan con mas de 40.000 metabolitos secundarios y se derivan de una
molécula de cinco carbonos denominada isopreno. Los compuestos fendlicos, se han
descubierto mas de 8000 metabolitos, parten de la via del shikimato y forman
estructuras aromaticas pero ademas pueden provenir del acetato y en su estructura se
pueden incluir isoprenos. Los alcaloides, se han descrito mas de 12.000 moléculas que
contienen uno 0 mas atomos de nitrégeno y se derivan principalmente de aminoacidos
como los alcaloides verdaderos y protoalcaloides pero también vienen de otras vias
biosintéticas en el caso de pseudoalcaloides y alcaloides imperfectos (Toro & Martinez,

2017; Gémez, 2018).

Los terpenos se forman por la unién de unidades isoprenoides que son
biosintetizados por la ruta del acido mevalénico y la via del metileritrolfosfato. La
molécula precursora de los terpenos es el pirofosfato de isopentenil (IPP) y
dimetilalilpirofosfato (DMAPP) uniéndose consecutivamente para formar los diferentes
terpenoides (Marcano & Hasegawa, 2002). La clasificacion de los terpenos depende del
namero de unidades de isopreno. Los terpenos mas importantes son los hemiterpenos,

monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y tetraterpenos.

Los hemiterpenos son los terpenos mas simples con una sola unidad de
isopreno. Los monoterpenos y sesquiterpenos son componentes de los aceites
esenciales y estan formados a partir de dos y tres unidades de isopreno

respectivamente, como mentona, pulegona y limoneno, estos Ultimos (actdan
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principalmente como fitoalexinas). Los diterpenos se forman de cuatro isoprenos y se
caracterizan porgue en este grupo se encuentran las giberelinas (hormonas vegetales) y
también algunas sustancias resinosas. Los triterpenos estan formados por seis
moléculas de isopreno que dan lugar a las saponinas y esteroides como son los
brassinoesteroides. Finalmente, los tetraterpenos tienen ocho unidades de isopreno e
incluyen a carotenos y carotenoides que son pigmentos importantes para la fotosintesis

(Marcano & Hasegawa, 2002; Taiz & Zeiger, 2006).

Los compuestos fendlicos se caracterizan por presentar un anillo aromatico que
llevan grupos hidroxilo libres o formando glicésidos con diferentes azucares. La
biosintesis se da por la via del &cido shikimico y del acido maldnico. Estos metabolitos
secundarios estan relacionados con la adaptabilidad de la planta, ademas de participar
en la formacion de la pared celular, otorgan caracteristicas como olor, color y sabor a
las flores., Cuentan con propiedades farmacolégicas importantes como
vasoconstrictores, antiinflamatorios, inhibidores de enzimas, antioxidantes y antibiéticos.
En este grupo de metabolitos secundarios se encuentran los lignanos, flavonoides y

cumarinas (Gomez, 2018) entre otros.

Los lignanos son polimeros ampliamente distribuidos en el reino vegetal, son
parte de los fitoestrégenos que actlan como antioxidantes y estan involucrados en la

defensa contra agentes infecciosos (Marcano & Hasegawa, 2002).

Los flavonoides constituyen una enorme clase de metabolitos polifendlicos
(flavonoides, isoflavonoides, neoflavonoides y antocianos), responsables de la
coloracion de flores y frutos que ayudan a atraer polinizadores y protegen la planta

frente a las radiaciones UV (Gémez, 2018).
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Las cumarinas son benzopiranonas o ésteres ciclicos que también intervienen
en los mecanismos de defensa de la planta contra radiaciones UV y patdgenos.
Ademas, se ha descrito que estos metabolitos tienen propiedades anticoagulantes que
sirven para tratamientos contra la trombosis como la warfarina (Ocampo, Rios, &

Betancur, 2008).

Los alcaloides son moléculas ciclicas con un atomo de nitrégeno que se forman
a partir de aminoacidos y en ocasiones se combinan con moléculas de terpenos. Los
alcaloides con mayor actividad biolégica provienen principalmente de la lisina, triptéfano
y fenilalanina. En general, las plantas producen una mezcla compleja de alcaloides que
estan localizados en los tejidos periféricos y pueden almacenarse en vacuolas
especificas al nivel de los laticiferos. Estos metabolitos cuentan con un amplio uso
farmacoldgico, puesto que producen efectos psicoactivos que son empleados para
tratar problemas mentales. Ademas, cuentan con otras propiedades como antibiéticos e
insecticidas entre otras. El consumo de alcaloides provoca un elevado grado de
dependencia, lo que representa un grave problema. Esto se debe a que
estructuralmente son similares a algunos neurotransmisores como la dopamina
provocando adiccion en consumidores. Entre algunos ejemplos de alcaloides destacan:
la nicotina que se obtiene del tabaco, utilizado como insecticida y relajante, la
benzoilmetilecgonina que se obtiene de la hoja de la coca y actia como un estimulante
y la morfina que se obtiene de la planta del opio como potente analgésico (Cafigueral &

Vanaclocha, 2004).

Sin duda, las plantas son una gran fabrica de biomoléculas con diferentes
estructuras quimicas y distintas propiedades. Estas moléculas son biosintetizadas para
proteger a las plantas cuando estd sometida a estrés ambiental o abi6tico y a estrés

biético (Benouali, 2016).
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Por lo general el contenido de aceite esencial de las plantas es bajo, con
rendimientos de extraccion del 1 al 3 %, aunque existen algunas excepciones como el
clavo de olor y nuez moscada con el 9 al 19 % de rendimiento. Sin embargo, tienen una
gran actividad biolégica a bajas concentraciones (Lopez & Transito, 2004; Benouali,

2016).

Los aceites esenciales son muy utilizados en la industria farmacéutica,
cosmecéutica y nutracéutica. En los Ultimos afios se ha incrementado el requerimiento
de productos naturales con el objetivo de disminuir los residuos téxicos o sintéticos
(Tisserand, 2007). Los aceites esenciales también son utilizados en la formulacién de
productos fitosanitarios para combatir infecciones fungicas, bacterianas o virales en
cultivos vegetales, contribuyendo a solucionar problemas de la agricultura ecolégica al
minimizar los efectos dafinos de los plaguicidas sintéticos como la contaminacion o el

desarrollo de resistencias (Ortufio, 2006; Giarratana, Muscolino, & Ziino, 2017).

Extraccion de aceites esenciales. Para la obtencion de aceites esenciales se
pueden aplicar diferentes técnicas como extraccion con solventes volatiles, mediante

fluidos supercriticos y destilacion por arrastre de vapor de agua (Martinez, 2003).

En la extraccion con solventes volatiles se emplean compuestos orgéanicos con
polaridad similar. Este proceso se aplica en muestras vegetales molidas y secas, para
solubilizar los aceites esenciales. A través de sucesivos lavados, el solvente logra
concentrar las moléculas aromaticas. Para eliminar el solvente se aplica una destilacion
a baja presion. Entre algunos de los disolventes empleados estan el éter de petréleo, el
metanol, el etanol y el hexano. Las razones por las que no se suele aplicar esta técnica
€s que no se consigue obtener aceites esenciales puros, lo que representa un problema

puesto que los disolventes empleados suelen ser toxicos y costosos (Martinez, 2003).
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La extraccion con solventes se puede realizar mediante el método de

maceracion o enfleurage.

La maceracién consiste en colocar la muestra vegetal con el solvente organico
en un recipiente cerrado, de modo que la solucién comience a disolver las moléculas
aromaticas solubles. Esta extraccion puede durar entre una y dos semanas. El proceso
se puede acelerar mediante el calentamiento de la muestra con el disolvente para
descomponer la pared celular y asi liberar facilmente los compuestos organicos de los
tejidos vegetales. Finalmente, para obtener el aceite esencial el solvente es separado
del extracto mediante destilacion (Luna, 2009). En cambio, el enfleurage consiste en
colocar pétalos de flores sobre una capa de grasa. Luego de unos dias de contacto
entre la grasa y los pétalos, se procede a prensar la mezcla que produce una sustancia
oleosa muy aroméatica que se lava con alcohol. Cuando el alcohol se ha evaporado de la

mezcla, queda un aceite esencial de excelente calidad (Ortufio, 2006).

La extraccion con fluidos supercriticos es de las técnicas mas recientes. El fluido
supercritico mas empleado es el anhidrido carbdnico (CO,), ya que es un compuesto no
inflamable, no corrosivo, no toxico, incoloro y relativamente barato. El anhidrido
carbdnico (COy), se elimina facilmente sin dejar residuos, lo que permite obtener
productos con un alto grado de pureza. Ademas, el CO; alcanza el estado supercritico
facilmente, por tanto se puede trabajar a bajas temperaturas previniendo la degradacién

térmica de los componentes organicos al ser extraidos (Gémez, 2018).

La ejecucion de la extraccién con fluidos supercriticos implica un proceso
unitario que inicia con el gas a temperaturas frias y presurizadas, seguido de un
aumento de temperatura y presion para alcanzar el estado supercritico para poder
mezclarse con la materia prima. Se obtiene una mezcla liquida, que es enviada a un

separador donde por medio de diferencias de presion y temperatura se separa el
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anhidrido carbdnico como gas y se obtiene el aceite puro. Las ventajas de esta técnica
radican en que el aceite extraido es de muy buena calidad, se obtiene grandes
cantidades y el proceso es rapido. Sin embargo, se necesita de un equipo altamente

especializado (Pantoja, 2017).

La extraccion por arrastre de vapor de agua o también conocida como
hidrodestilacién es una técnica muy empleada debido a que permite obtener un aceite
esencial sin impurezas, es facil de aplicar y es un método econémico. EI mayor
inconveniente de esta técnica es el tiempo de ejecucién y el bajo rendimiento de
extraccidn en contraste con otras técnicas como la extraccion con fluidos supercriticos

(Lépez & Transito, 2004; Wichello, 2005).

La hidrodestilacion es el método de extraccién de aceites esenciales que se
basa en la destilacién heterogénea. Para aplicar esta técnica es importante tomar en
cuenta que el compuesto volatil debe ser insoluble en el agua. Antes de iniciar la
extraccion se considera que la presion total del sistema es la suma de las presiones de
vapor de cada sustancia, sin embargo la presion de vapor del aceite es tan baja que se
la considera inexistente. La presion y temperatura se mantienen constantes en el
sistema hasta que uno de los fluidos de la mezcla empieza a disminuir debido a la
ebullicion de la mezcla, momento en que la temperatura aumenta drasticamente. Por
este motivo, es importante tener un sistema completamente hermético para lograr una

buena cantidad del extracto vegetal (Luna, 2009).

La destilacién por arrastre de vapor de agua consiste en aprovechar la
volatilidad de los componentes del aceite. Se colocan trozos de muestra fresca en agua
caliente que se lleva a ebullicién a presidn atmosférica. El calor libera las moléculas
volatiles formando una mezcla azeotropica con el vapor de agua. Esta mezcla pasa por

un refrigerante donde se condensa formando dos fases inmiscibles, que debido a las
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diferencias de densidad entre el hidrolato y el aceite, se decantan en la trampa Dean-
Stark. Se puede implementar una bomba de vacio para reducir la presién del sistema y
disminuir la temperatura de ebullicién del solvente, con el objetivo de prevenir que los
enlaces de las moléculas se rompan y mantener la integridad de los componentes de

los aceites esenciales (L6pez & Transito, 2004; Gémez, 2018).

El tiempo de extraccidbn mediante la hidrodestilacién depende del equipo
utilizado y del material vegetal. Para disminuir los tiempos de procesamiento y aumentar
la eficiencia de extraccidn se puede utilizar un microondas para calentar la muestra. A
diferencia de los métodos de calentamiento por conduccion, las ondas emitidas por el
microondas son directamente absorbidas por las partes mas ricas en agua de la planta.
Este proceso provoca un aumento de temperatura y un incremento de la presion interna
del material vegetal. El vapor rompe la pared celular para que las sustancias dentro de

las células pueden fluir hacia fuera del tejido (Gémez, 2018).

Caracterizacion de aceites esenciales. Para la caracterizacion de los aceites
esenciales se emplea la técnica de cromatografia, cuyo fundamento consiste en separar
el aceite esencial en diferentes elementos para definir los metabolitos secundarios

presentes y estudiarlos individualmente (Sgariglia & Soberdn, 2010).

Esta técnica se realiza en un entorno con atmdsfera saturada en la que se usan
dos fases. La fase moévil sirve como eluyente, que va movilizando los diferentes
componentes del aceite por la fase estacionaria. Los componentes son retenidos en la
fase estacionaria de acuerdo a su polaridad, permitiendo la separacion de los mismos

(Sgariglia & Soberén, 2010; Mayolo & Martinez, 2012).

Se puede utilizar fluidos en estado liquido, gaseoso o supercritico como fase

movil. Como fase estacionaria se pueden emplear solidos o geles, que no presenten
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problemas de miscibilidad con los elementos separados del analito. Segun el tipo de
fases que se utilizan, se generan diversas técnicas cromatograficas. Entre las técnicas
mas empleadas esta la cromatografia de capa fina, cromatografia liquida de alta

eficacia y la cromatografia de gases (Sgariglia & Soberén, 2010).

La cromatografia de capa fina (Thin Layer Chromatography, TLC) es la técnica
mas utilizada por su simplicidad y bajo costo de operatividad. Consiste en colocar
pequefias dosis del aceite esencial a una distancia determinada de la fase estacionaria,
gue suele ser una lamina de silice o alimina. La fase mavil que se utiliza para
caracterizar aceites esenciales por lo general es tolueno:acetato de acetilo (93:7), que
recorre la fase estacionaria por accién de capilaridad. Cada componente migra a una
cierta altura caracteristica de la sustancia, a la que se denomina migracion diferencial.
Al finalizar el proceso de acuerdo a las distancias recorridas por cada componente se
puede medir el indice de retencion (Rf) para identificar que metabolitos se encuentran

en el aceite (Burzaco, 1992; Sgariglia & Soberon, 2010).

Es importante mencionar que existen otras técnicas que son variaciones de la
técnica mencionada como la cromatografia de gases, alta eficiencia, exclusién, reparto,
intercambio i6nico, afinidad y bidimensional. Sin embargo, estas técnicas son menos
utilizadas porque son mas costosas y solo sirven para usos especificos cuando las
caracteristicas fisicoguimicas del analito son dificiles de controlar (Mayolo & Martinez,

2012).
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Actividad antifungica de los aceites esenciales. Los metabolitos secundarios
son los que otorgan las diferentes propiedades a los aceites esenciales. Estos
metabolitos ayudan a la supervivencia de la planta, actian como repelente de
fitopatdgenos y herbivoros, atraen polinizadores, contribuyen a mantener niveles
hidricos y producen efectos alelopaticos en su entorno (Martinez, 2003; Lopez &

Transito, 2004).

Entre las propiedades méas importantes de los aceites esenciales se encuentra la
actividad antifingica que es una propiedad biolégica de algunas sustancias que les
permite inhibir el crecimiento de hongos, se detecta mediante ensayos de difusion,

dilucién o microdilucién (Garcia, 2006).

Los terpenoides son el principal grupo de metabolitos secundarios que otorga
propiedades al aceite esencial para inhibir el desarrollo de patégenos. La inhibicion se
debe a dos razones. La primera es que son liposolubles permitiéndoles a los terpenos
danar la membrana del hongo y las enzimas presentes en su superficie. Sin embargo,
dependiendo de la capacidad lipofilica e hidrolitica la potencia de inhibicién puede variar
o inclusive ser inexistente. La segunda razén es que algunos de estos metabolitos al
tener contacto con el aire sufren cambios estructurales, lo que provoca la cristalizacion
del mismo ayudando a la cicatrizacion de las heridas provocadas por agentes micéticos

(Sepulveda, 2004; Quispe, 2017).

Para detectar la actividad antifingica existen dos estrategias, por dilucion y
difusion. La técnica de dilucién en agar consiste en disolver una concentracion
determinada del aceite en el medio de cultivo. Se puede emplear medio sélido donde se
medira el crecimiento del micelio del hongo o se puede utilizar medio liquido donde se
miden absorbancias. La técnica de difusién consiste en aplicar al medio sélido un disco

impregnado con la sustancia a estudiar. El disco libera gradualmente el aceite en el
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medio de cultivo y se observan halos de inhibicion si el hongo es sensible (Méndez,

2001).

Existen diferentes modificaciones a partir de estas técnicas. El E-test es una
técnica que usa el principio de difusién, consiste en usar una tira marcada e impregnada
con la sustancia antifangica para identificar las concentraciones minimas inhibitorias. La
microdilucién en cambio, es una adaptacién de la técnica de dilucién. En esta técnica se
utiliza una placa tipo ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) en la que se
colocan diferentes concentraciones del antifingico con el patégeno en medio liquido
permitiendo realizar varias mediciones de absorbancias y encontrar la concentracién
minima inhibitoria. Estas técnicas son muy eficientes pero requieren de materiales
especializados, lo que las vuelve costosas y poco accesibles (Méndez, 2001; Zapata &

Cardona, 2012).

Generalmente en ensayos de actividad antifingica se utiliza la técnica de
difusion en disco de Kirby-Bauer. Esta técnica es mundialmente conocida como el
antibiograma de disco, descrita por primera vez en el afio 1966. Este antibiograma es
ampliamente empleado en laboratorios debido a su rapidez y facilidad de aplicacion. El
propésito de esta prueba es establecer la resistencia o susceptibilidad de bacterias u
hongos contra distintos compuestos. La prueba aporta informacion valiosa acerca del
antibiético o antifingico que se puede seleccionar para iniciar un tratamiento (Bauer,

Kirby, Sherris, & Turck, 1966).

Los principios fisicos que describen la técnica de difusién en disco son la
difusion y solubilidad. Al colocar el compuesto antimicrobiano en el agar, se absorbe
agua en el disco de papel filtro y el reactivo empieza a difundirse en el agar. El
movimiento del compuesto por el agar varia segun sus propiedades de solubilidad y

difusion. La velocidad con la que se mueve el reactivo por el agar es menor que la
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velocidad a la que sale el compuesto del disco, provocando que la concentracion de
antimicrobiano se reduce a medida que aumenta la distancia desde el disco. Ademas, el
peso molecular del reactivo también es importante, las moléculas mas grandes se
difundiran a una velocidad mas lenta que los compuestos de menor peso molecular

(Marcel, 2005).

Al usar esta técnica se debe tomar en cuenta factores que pueden influenciar en
la reproducibilidad de la misma. Entre estos factores se encuentran: un inéculo con la
concentracion correcta del patégeno, cultivos que presentan mucha variabilidad
genética, exceso de humedad o deshidratacion del medio de cultivo (Bernal & Guzman,

1984; Zapata & Cardona, 2012).

Existen entidades encargadas de estandarizar esta técnica como es el Instituto
de Estandarizacion Clinicos y de Laboratorios (CLSI) y el Comité Europeo de Pruebas
de Susceptibilidad Antimicrobianas (EUCAST). Estas organizaciones aseguran la
comparabilidad de resultados para que estos sean reproducibles, como es el caso del
método para deteccién de antifingicos que consta en el documento M44-A (Peman,

2007).
Plantas con actividad antifingica

Las plantas sintetizan metabolitos secundarios a partir de moléculas residuales
de las rutas primarias que son de gran importancia para la planta para sobrevivir bajo
condiciones ambientales adversas (Toro & Martinez, 2017). Los aceites esenciales son

metabolitos secundarios que pueden tener diferentes actividades contra los patdégenos.

Las plantas con actividad antifingica se caracterizan por tener aceites
esenciales que contienen moléculas terpenoides con la capacidad de interferir en la

fisiologia de los patégenos. Estos metabolitos terpenoides son altamente liposolubles.
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Esta caracteristica permite a las moléculas interactuar con la membrana celular del
hongo para desintegrarla. Adicionalmente, interfieren con enzimas vitales que participan
en el crecimiento y divisién del hongo (Pellegrini, Alonso-Salces, Umpierrez, & Rossini,
2017). Estos metabolitos terpenoides presentan otras propiedades de interés
agrondémico, farmacoldgico e industriales. Entre los principales terpenos de plantas (Fig
1.1) en los que se ha evidenciado propiedades antifiingicas estan: mentona,
piperitenona, limoneno, B-felandreno, (Z)-B-ocimeno, pulegona, carvona, timol y a-

pineno (Russo, 2011; Rajesh, 2014; Cussa, 2017; Quispe, 2017).
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Figura 1.1

Metabolitos secundarios terpenoides con actividad antifingica

il
e —
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Nota. Principales metabolitos secundarios con propiedades antifingicas. A) Mentona, B)

Piperitenona, C) Limoneno, D) B-felandreno, E) (Z)-B-ocimeno, F) Pulegona, G) Carvona, H) Timol

y I) a-pineno (PubChem, 2020).

La mentona (Fig 1.1 A) es un monoterpeno monociclico con propiedades
antibacteriales y fungicidas que tiene un estereoisémero conocido como isomentona.
Este metabolito debido a sus caracteristicas aromaticas es ampliamente utilizado en la

industria de la perfumeria (Sandborn, 1929; Zheng, Kenney, & Lam, 1992; Russo, 2011;
Quispe, 2017).
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La piperitenona (Fig 1.1 B) y B-felandreno (Fig 1.1 D) son terpenos monociclicos
presentes en plantas con la capacidad de inhibir el desarrollo de bacterias Gram-
positiva, Gram-negativo y algunos hongos. Se han observado las mismas
caracteristicas en (Z)-B-ocimeno (Fig 1.1 E), que es un monoterpeno alifatico (Lopez,

2008; Rajesh, 2014; Govindarajan & Benelli, 2016)

El limoneno (Fig 1.1 C) es un metabolito secundario de la familia de los
terpenoides que debido a su inocuidad es utilizado en la industria alimenticia y
farmacéutica como conservante y disolvente. Ademas esta molécula es empleada en el
disefio de insecticidas y fungicidas (Francia Patente n°® W02004021787A1, 2003;
Cussa, 2017). Otra aplicacion descubierta en estudios recientes ha demostrado que el
limoneno es capaz de promover la actividad de la glutation S-transferasa, una enzima
gue se encarga de eliminar sustancias que el cuerpo no necesita y que podrian llegar a

ser toxicas (Zheng, Kenney, & Lam, 1992).

La pulegona (Fig 1.1 F), mejor conocido como pulegium poleo es un
monoterpeno, incoloro y de olor agradable. Este componente es toxico contra plagas,
parasitos, insectos y ratas. Si a esta molécula se la consume en cantidades elevadas
puede provocar dafios hepaticos y abortos. Debido a sus caracteristicas aroméaticas a

esta molécula se la utiliza para la creacion de perfumes (Aigaje, 2016; Quispe, 2017).

La carvona (Fig 1.1 G) es un compuesto organico terpenoide con dos
enantibmeros, (R)-carvona y (S)-carvona. El metabolito (R)-carvona provoca efectos
toxicos contra pardsitos y plagas, mientras que, (S)-carvona genera efectos supresores
en la alimentacion. Ambas moléculas también son utilizadas para el desarrollo de
aromatizantes (Quispe, 2017; Merck, 2020; University of Hertfordshire, 2020). Ademas
promueve la detoxificacion xenobidtica, lo que indica que esta molécula tiene

propiedades anticancerigenas (Zheng, Kenney, & Lam, 1992).
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El timol (Fig 1.1 H) es un terpenoide que ha manifestado efectos, insecticidas,
antimicrobianos y antifiingicos. El metabolito es muy utilizado en una disolucion 5% en
etanol para tratar infecciones de hongos. (Cano, Bonilla, Roque, & Ruiz, 2008; Quispe,

2017).

El metabolito a-pineno (Fig 1.1 I) es un terpeno con propiedades muy
interesantes. Esta molécula, ademas de ser antimicrobiana y antifingica, actia como
broncodilatador y antiflamatorio. Esto se debe a que disminuye la actividad de la
mieloperoxidasa que es un enzima productora de especies reactivas de oxigeno
vinculada a cuadros inflamatorios, fibrosis pulmonar idiopética y enfermedad pulmonar
obstructiva. Ademas esta molécula es capaz de inhibir la colinesterasa impidiendo la
degradacion de la acetil colina, lo que prolonga los tiempos de concentracion y mejora
la memoria. Inclusive actla sobre los receptores GABBA ayudando a tratar problemas

neuroldgicos como la epilepsia (Sierra & Vargas, 2006; Russo, 2011).

Clinopodium tomentosum (Kunth) Govaerts. Esta es una especie endémica
del Ecuador poco estudiada. Esta especie es conocida como “punin” o “santa maria”.
Pertenece al phylum Streptophyta, orden Lamiales y a la familia Lamiaceae (Ofia, 2015;

NCBI:txid332438, 2020).

Esta planta es perenne y crece a 2500 m.s.n.m. Es una especie con tallo de tipo
herbaceo y una altura de hasta 1 m. Las hojas son ovuladas con margen dentado y
opuestas. La flor es hermafrodita, tubular y de color rojo anaranjado. El fruto es de tipo

esquizocarpo con cuatro nucleos (Fig. 1.2) (Ofa, 2015; Urquizo, 2017).
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Figura 1.2

Clinopodium tomentosum

Nota. Fotografia de Clinopodium tomentosum (Kunth) Govaerts. A) Flor tubular (Romo, 2016). B)
Planta completa (Aguirre, 2020).

En Asia esta planta ha sido utilizada por el pueblo palestino en forma de polvo
para aplicarlo en heridas logrando evitar infecciones y hemorragias. En Latinoamérica
Clinopodium ha sido empleada tradicionalmente para evitar dolores de estdmago,
flatulencias, como antigripal y relajante. En las zonas andinas del Ecuador Clinopodium
tomentosum es utilizada como antinflamatoria y antiséptica (Mohammed, Rana, &

Salam, 2018; Moncayo, 2020).

El aceite esencial de Clinopodium tomentosum esta constituido en un 97 % por
monoterpenos. Las moléculas que predomina son la pulegona (30 %) e isomentona (40
%), en menor cantidad se encuentran: a-pineno, limoneno, mentona, timol y piperitona

(Benzo, Gilardonia, & Gandini, 2007; Vera Saltos, 2014; Moncayo, 2020).

El estudio fitoquimico de esta planta ha permitido encontrar una nueva molécula,
el acido 2-O-benzoil-3-O-cinnamoil tartarico, acompafiado de varios compuestos

fendlicos como hesperitina, dihidrodehidroconiferil alcohol 9°-O-B-D-glucopiranosido,
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blumenol ¢ glucosido, siringaresinol 4’-O-3-D-glucopiranosido, acido rosmarinico, éster
metilico del acido rosmarinico, pinocembrina 7-rutindsido, acido clinopodico E, acido
cafeico, éster metilico del 4cido cafeico, éster etilico del 4cido cafeico y acido p-

coumarico, no se tiene conocimiento sobre su actividad biolégica (Vera Saltos, 2014).

Recientemente Amirova, Dimitrova y Marchev (2019) identificaron el potencial
anticancerigeno de Clinopodium. En condiciones in vitro e in vivo la aplicaciéon de
extractos de Clinopodium inhibieron la expresién de la ciclooxigenasa-2, enzima que
esta vinculada al desarrollo de cancer. El estudio despert6 interés en la busqueda de
moléculas inhibidoras de ciclooxigenasa-2 de origen vegetal, ya que en la actualidad los

farmacos anticancerigenos no suelen inhibir esta enzima.

Tagetes minuta L. Es una especie nativa de Sudamérica conocida como
“suico”, en Peru y Bolivia se la conoce como “huacatay”, en Argentina como “chinchilla”
y en Ecuador como “chincho” o “asnayuyo”. Pertenece al phylum Streptophyta, orden
Asterales y a la familia Asteraceae (Visintin & Bernardello, 2005; NCBI:txid169607,

2020).

Esta planta es un arbusto anual que crece a partir de 233 m.s.n.m. El tallo es
lefioso de tipo erecto y alcanza alturas hasta 1.80 m. Las hojas superiores son alternas
y las inferiores son opuestas con perfil aserrado. Las flores son de color amarillo,
presenta involucro cilindrico y se ubican en una inflorescencia de tipo capitulo
pleomorfo. El fruto es simple y en capsula (Fig. 1.3) (Visintin & Bernardello, 2005;

Davila, 2011; CONABIO, 2020).
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Figura 1.3

Tagetes minuta

Nota. Fotografia de Tagetes minuta L. A) Inflorescencia tipo capitulo pleomorfo (Santacreu, 2017).

B) Planta completa (Aguirre, 2020).

Ancestralmente la planta sido ha sido usada como relajante, diurético,
diaforético, laxante, hipotensor, espasmolitico, antifingico, insecticida y estimulante
menstrual. Adema4s se utiliza para estabilizar personas con fiebre, ataques de epilepsia,
gastritis, indigestién, hemorroides y viruela. Inclusive es muy utilizado en la gastronomia

peruana (Bazan & Benites, 2014).

En el aceite esencial de Tagetes minuta se encuentran principalmente
monoterpenos, cuya presencia varia mucho dependiendo de que parte de la planta se
extraiga el aceite. Entre las moléculas mas abundante estan la dihidrotagetona (67 %),
en menor cantidad se encuentran: limoneno, (Z)-B-ocimeno, y tagetona (Davila, 2011;

Bazan & Benites, 2014).

El aceite de Tagetes tiene actividad citotdéxica debido a la presencia de
dihidrotagetona, un monoterpeno capaz de destruir células de fibroblasto. Esta molécula

es la principal causante de otorgar propiedades insecticidas al aceite. Existen algunos
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estudios sobre la actividad biologica de los aceites esenciales de T. minuta para el bio-
control de plagas como Lucilia cuprina, que provoca una mortalidad del 97% de los
insectos al ponerlos en contacto con el aceite (Chaaban, Vera, & Carvalho, 2019). Otros
estudios evidenciaron que el aceite de T. minuta es capaz de inhibir en un 100 % la
reproduccidn de parasitos como Anisakis larvae. Estos resultados indican que los
compuestos organicos de Tagetes son una alternativa atractiva para la formulacién de

insecticidas y antiparasitarios (Cussa, 2017; Giarratana, Muscolino, & Ziino, 2017).

Minthostachys mollis (Kunth) Griseb. Es una especie que se encuentra
distribuida en Latinoamérica, conocida comunmente como “mufia”. En Ecuador recibe
otros nombres como “poleo de Quito” o “tifo”. Esta planta pertenece al phylum
Streptophyta, orden Lamiales y a la familia Lamiaceae (Hernandez, 2018;

NCBI:txid260606, 2020).

La planta es un arbusto anual que crece en pendientes a alturas entre 2500 a
3500 m.s.n.m y que desprende un aroma mentolado. Su tallo es herbaceo, ramificado y
alcanza una altura de 1.2 m. Las hojas son opuestas, aovadas y aserradas. La flor es
pequefia, pedicelada, zigomorfa, reunidas en cortos racimos y de color blanco (Fig. 1.4)

(Hernandez, 2018).
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Figura 1.4

Minthostachys mollis

Nota. Fotografia de Minthostachys mollis (Kunth) Griseb. A) Flor zigomorfa (Ripley, 2015). B) Planta
completa (Aguirre, 2020).

M. mollis es una especie con propiedades insecticidas, antifingicas,
antihelminticas, antidiarreicas, antiespasmadica, hemostatico y carminativa. Es una
planta que sirve para aliviar cuadros clinicos como gastritis, vomitos, dolor estomacal,
temblores nerviosos y taquicardias. Ademas, ancestralmente se la ha usado para
descongestionar vias respiratorias (Guerrero & Pozo, 2016; Castro, Chavez, & Silva,

2019).

El aceite esencial esta principalmente constituido por monoterpenos (Mora &
Araque, 2009). Las moléculas mas abundantes son la pulegona (55 %) y mentona (30
%). En menor cantidad estan presentes a-pineno, isomentona, limoneno, cineol, linalool,
timol, B-felandreno y carvona (Guerrero & Pozo, 2016; Hernandez, 2018; Castro,
Chavez, & Silva, 2019). Estudios farmacoldgicos realizados por Primo, Rovera y Zanon
(2001) detectaron que los componentes de Minthostachys poseen caracteristicas

antivirales. En condiciones in vitro los virus del herpes y la pseudorabia dejaron de
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replicarse en presencia de este aceite esencial. Ademés Cariddi y Panero (2007)
comprobaron la actividad antihistaminica. La aplicacion del aceite detuvo la liberacién
de la B-hexosaminidasa de los basdbfilos, inhibiendo la respuesta inflamatoria inducida
por alérgenos. Este resultado es importante para tratamiento del asma vy rinitis que no
responden a los antialérigicos comunes como los B-andrenérgicos (Cariddi & Panero,
2007). Se han descrito que muchos de los componentes de este aceite tienen
propiedades antifungicas. Resultados obtenidos por Quispe (2017) comprobaron que el
aceite de M. mollis presenta actividad antifingica. En condiciones in vitro el crecimiento
miceliar del hongo Fusarium sp. fue inhibido en un 87 % en presencia del aceite

esencial.
Hipotesis
Los aceites esenciales de Clinopodium tomentosum (Kunth) Govaerts., Tagetes

minuta L., y Minthostachys mollis (Kunth) Griseb., presentan actividad antifangica para

el control in vitro de Aspergillus niger y Fusarium oxysporum.
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Materiales y métodos
Participantes

Esta investigacion ha sido realizada por Kevin Emilio Aguirre Carvajal egresado
de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia, bajo la tutoria de la Dra. Karina Proafio
Ph. D. jefe del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal y la asesoria de Blanca Naranjo M.
Sc. docente investigadora de la Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE. El
financiamiento de la investigacidn estuvo a cargo del Laboratorio de Biotecnologia

Vegetal de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE.
Zona de estudio

El trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnhologia Vegetal
de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE campus Sangolqui, ubicado en el
cantén Rumifiahui, de la Provincia Pichincha en la Av. General Rumifiahui S/N y calle

Ambato, Sector Santa Clara, Latitud: 0°18°53”S, Longitud 78°26°36""O.
Duracién de la investigacion

El tiempo de duracion de esta investigacion fue de aproximadamente 10 meses.

Se inici6 en el mes de septiembre del 2019 y culmind en julio del 2020.
Metodologia

La presente investigacion evaluo el efecto de los aceites esenciales de
Clinopodium tomentosum (Kunth) Govaerts, Tagetes minuta L y Minthostachyys mollis
(Kunth) en el desarrollo miceliar y germinacion de esporas de Aspergillus niger y

Fusarium oxysporum mediante un ensayo in vitro.
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Material biolégico

Material vegetal. EI material biol6gico utilizado en esta investigacion fue
material vegetal de las especies Clinopodium tomentosum (Kunth) Govaerts., Tagetes

minuta L., y Minthostachys mollis (Kunth) Griseb.

La muestra vegetal de Tagetes minuta — Chincho se obtuvo en la parroquia de
Zambiza en la ubicacién -0.149383, -78.435775. La muestra de Minthostachys mollis —
Tifo se recolecté en la ciudad de Latacunga en las coordenadas -0.747856, -
78.608635. La identificacion taxondmica de las plantas se realizd en el Herbario de la

Pontificia Universidad Catolica del Ecuador por el taxonomo Alvaro Pérez.

Adicionalmente se utiliz6 material vegetal de Clinopodium tomentosum (Kunth)
Govaerts — Punin disponible en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la

Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE he identificado previamente.

Material fungico. La actividad antifangica de los aceites esenciales se evalud
en los hongos Aspergillus niger y Fusarium oxysporum. Los hongos Aspergillus niger y
Fusarium oxysporum se obtuvieron del cepario de hongos del Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE. Para la
multiplicacion de estos hongos fitopatégenos se utilizé cepas madres en medio de
cultivo agar PDA a temperatura de 28 °C, para una buena conservacion y actividad del

hongo.
Extraccidn de aceites esenciales

El Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad de las Fuerzas
Armadas - ESPE proporcion6 los aceites de Tifo, Punin y Chincho de su banco de

extractos. En el caso del aceite de Tifo, fue extraido para esta investigacion.
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La extraccion se llevé a cabo por el método de destilacion por arrastre de vapor
de agua. Se utilizé 60 gramos de muestra vegetal con agua destilada caliente hasta la
mitad de la capacidad del balén de extraccién y se colocé sobre una manta de
calentamiento a 55 °C hasta ebullicién. El vapor de agua generado asciende hasta la
trampa de Dean-Stark arrastrando los compuestos volatiles que forman el aceite
esencial hasta el refrigerante, donde se condensaron los vapores. El hidrodestilado
obtenido desciende a la probeta de la trampa donde por diferencia de densidades se
separaron el aceite del hidrolato o hidrodestilado. Finalmente, el aceite se recolectd en

un frasco ambar y se lo conservé en refrigeracion a 4 °C.
Deteccion de actividad antifungica

Para la deteccion de la actividad antifingica se empled la técnica de difusion en
disco de Kirby — Bauer. En esta técnica se mide los halos de inhibicion y se realiza el

conteo de esporas mediante la camara de Neubauer.

Cultivos monospdéricos. En este ensayo se realizaron cultivos monosporicos

de cada hongo para eliminar la variabilidad genética en el disefio experimental.

03 esporas

Se prepard 5 mL de una solucion de 1x1 de la cual se tom¢ 20 pL para

depositarlos en la caja Petri con medio de cultivo (PDA+ 30 gotas/L Ac. Lactico 85 %).
El in6culo se dispersé en el medio de cultivo empleando la técnica de estriacién en el
area de microbiologia con condiciones asépticas en la camara de flujo. Este

procedimiento se repitié por cada uno de los hongos.

Posteriormente, se limpid el estereoscopio con alcohol al 70 % y sablén para
identificar esporas aisladas en las cajas Petri. Las secciones del medio de cultivo donde
se ubicaron las esporas fueron recortadas con un bisturi estéril. Cada trozo de agar

obtenido se coloco en otra caja Petri con medio de cultivo (PDA+ 30 gotas/L Ac. Lactico
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85 %). Para asegurar un area limpia se trabajo con tres mecheros de alcohol. Los
cultivos se incubaron por 15 dias a 28 °C. Se supervis6 diariamente que la espora

germine y que crezca sin contaminaciéon (Brunner & Ayala, 2013).

Preparacion de solucién de esporas. Luego de obtener los cultivos

monosparicos, se procedié a preparar una solucion de esporas de A. nigery F.

05 esporas

oxysporum a 1x1 —

para realizar el ensayo de antibiograma.

En la cAmara de flujo se abrieron las cajas Petri inoculadas, donde se afiadié 25
mL de agua estéril y se agitd. En el caso Fusarium oxysporum se realiz6 una filtracion
con una gasa después de la agitacion. La solucion se guard6 en un tubo Falcon en
refrigeracion a 4 °C. El conteo de esporas se realizd6 mediante la cAmara de Neubauer

en los cinco cuadrantes de 1 mm?Z.

Se utilizo la siguiente formula para el célculo de esporas por mL:

#esporas contadas
5

[esporas] = * 10% (2.1)

Para ajustar la solucion a la concentracion deseada se utilizo la siguiente

ecuacion:

C1V1 = C2V2 (22)
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Preparacion de los aceites esenciales para evaluar el potencial antifiingico.
A partir del aceite puro extraido se prepararon soluciones a diferentes concentraciones
para realizar los ensayos de seleccidon y sensibilidad mediante la técnica de
antibiograma. Las soluciones se prepararon con el aceite esencial concentrado y

polisorbato 20 (Tween 20) al 0.1 % (L6pez, Pefa, & Beryl, 2018).

En el ensayo de seleccion de los aceites esenciales se evaluaron soluciones de
aceites a concentraciones de 25, 50, 75y 100 % v/v (Malmorejon, 2018). En la Tabla

2.1 se muestra el detalle de las soluciones de los aceites empleados.
Tabla 2.1

Concentracién de las soluciones utilizadas en el ensayo de seleccion de aceites

esenciales
Soluciones 100 % 75 % 50 % 25% 0%
Aceite esencial [pL] 500 375 250 125 0
Tween 20 0.1% [pL] 0 125 250 375 500
Volumen Final [pL] 500 500 500 500 500

Nota. Se indica la preparacion de las soluciones de aceites esenciales a concentraciones de 100,

75, 50 y 25 % con disolvente Tween 20.

En el ensayo de sensibilidad se evaluaron las soluciones de aceites esenciales a
las siguientes concentraciones 25, 10,5y 1 % v/iv. Enla Tabla 2.2 se muestra el detalle

de las soluciones de los aceites empleados.
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Tabla 2.2

Concentracion de las soluciones utilizadas en el ensayo de sensibilidad de aceites

esenciales
Soluciones 25 % 10 % 5% 1% C- C-- C+
Aceite Esencial [pL] 500 375 250 125 0 0 0
Tween 20 0.1 % 0 125 250 375 500 0 0
Agua 0 0 0 0 0 500 0
Volumen Final [uL] 500 500 500 500 0 500 0
Ridomil Gold 3.5 [g/L] 0 0 0 0 0 0 500

Nota. Se indica la preparacion de las soluciones de aceites esenciales concentraciones de 25, 10,

5y 1 % con disolvente Tween 20.

Técnica de difusion en disco de Kirby — Bauer. Los ensayos de seleccion y
sensibilidad de los aceites esenciales se realizaron a través de la técnica de difusion en
disco de Kirby — Bauer con ciertas modificaciones. Se prepararon cajas Petri con 22 mL
de medio de cultivo (Muller - Hinton + 30 gotas/L Ac. Lactico 85 % + 2 % Dextrosa
Anhidro) y se refrigeraron por 24 horas (Bernal & Guzman, 1984). Al dia siguiente, 2
horas antes de iniciar el ensayo, se sacaron las cajas Petri del refrigerador para que
alcancen la temperatura ambiente. A continuacion en la camara de flujo se coloco las
cajas entreabiertas por 30 minutos para eliminar el exceso de humedad del agar y se

inici6 el experimento (Sociedad Espafiola de Enfermedades, 2000).

Se afiadié al medio solidificado 300 pL de una solucién con 1x10° esporas/mL.
Con ayuda del asa triangular de siembra se dispersé por todo el medio de cultivo y se
dej6 secar de 3 a 5 minutos antes de colocar los discos (Bernal & Guzman, 1984;

Sociedad Espafnola de Enfermedades, 2000).
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Con una pinza estéril se sumergio el disco de papel filtro (6 mm de didmetro) en
500 uL de la solucién de aceite esencial, este procedimiento se repitié para cada una de
las diferentes concentraciones analizadas. En cada una de las cajas Petri se colocaron
4 discos, se los dispuso de tal manera que se forme un cuadrado a una distancia
minima de 15 mm de la periferia de la placa. Se sell6 las cajas Petri con Parafilm y los
in6culos se incubaron a 28 °C por 48 horas (Sociedad Espafiola de Enfermedades,

2000). .

Cumplido el periodo de incubacion se midié el diametro del halo de inhibicion
con el programa ImageJ. Los antibiogramas se conservaron por 5 dias para dar inicio al

ensayo de conteo de esporas (Bernal & Guzman, 1984).

Los halos de inhibicién se clasificaron de acuerdo a la escala de Duraffourd con

ciertas modificaciones (Rojas, 2016). En la Tabla 2.3 se detalla los valores analizados.

Tabla 2.3

Escala de Duraffourd

Sensibilidad Diametro halo de inhibicién [mm]
Nula - x=6
Sensible + 6<x<12
Muy Sensible ++ 12<x<18
Altamente Sensible +++ x> 18

Nota. Se indica las categorias de la escala de Duraffourd

Para el control positivo se utilizé Ridomil Gold 3.5 g/L (C+), que es un fungicida
de amplio espectro que ha demostrado ser efectivo contra A. niger y F. oxysporum

(Haider & Javaid, 2015; Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
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Alimentacion, 2018). Como controles negativos se emplearon soluciones con tween 20
0.1 % (C-) y agua estéril (C- -). Las soluciones se guardaron en refrigeracion a 4 °C

cubiertas con papel aluminio.

Conteo de esporas. El conteo de esporas se realizé para determinar la
inhibicién de la germinacion de las esporas en las cajas Petri donde se realizaron los

ensayos del antibiograma.

En primer lugar, se realiz6 un raspado con un asa de siembra para desprender
el micelio del medio de cultivo, se afiadié 5 mL de agua estéril y se agitdé con cuidado.
La solucidn del interior de la caja Petri se filtré con una gasa para evitar observar micelio
en el microscopio. Utilizando la micropipeta se tom6 1 mL de la solucién para
depositarlo en un microtubo Eppendorf de 1.5 mL. Se repitié este procedimiento para
cada caja Petri del ensayo. Las soluciones obtenidas se conservaron en refrigeracion a
4 °C.

A continuacion, con ayuda del microscopio 6ptico a 40X se contabilizaron las
esporas en la camara de Neubauer. Finalmente, el célculo de porcentaje de inhibicién
de la germinacion de esporas se realiz6 aplicando la siguiente férmula (Vasquez,

Belmont, Jiménez, & Flores, 2013):

#Esporas control #Esporas tratamento

%BIE = mL mL * 100 (2.3)

#Esporas control
mL

Disefio Experimental

En esta investigacion se empled un disefio factorial 4x3x2 para el ensayo de
sensibilidad y de conteo de esporas. El primer factor es el aceite esencial con tres
niveles: aceite esencial de Clinopodium tomentosum (Kunth) Govaerts., Tagetes minuta

L., y Minthostachys mollis (Kunth) Griseb. El segundo factor es el tipo de hongo, que
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contiene 2 niveles que son Aspergillus niger y Fusarium oxysporum. El tercer factor es

la concentracion del aceite, con cuatro niveles 25, 10,5y 1 %.

Ensayo de sensibilidad - Antibiograma

En este ensayo se evalu6 los halos de inhibiciéon producidos por los aceites
esenciales: Clinopodium tomentosum (Kunth) Govaerts., Tagetes minuta L., y
Minthostachys mollis (Kunth) Griseb en cultivos de Aspergillus niger y Fusarium

oxysporum en medio Miller — Hinton.

La unidad experimental para este ensayo fue cada disco de papel filtro utilizado
en el antibiograma. Se emplearon 12 réplicas, un total de 3 cajas por tratamiento. Se
midié el diametro del halo de inhibicibn en milimetros para las concentraciones de 1, 5,
10 y 25 % de los aceites esenciales de Clinopodium tomentosum (Kunth) Govaerts.,
Tagetes minuta L., y Minthostachys mollis (Kunth) Griseb. En la Tabla 2.4 se muestra

los diferentes tratamientos utilizados para evaluar los halos del antibiograma.
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Tratamientos utilizados para la evaluacion de los halos del antibiograma de los

aceites esenciales contra los hongos.

Tratamiento  Cdédigo  Aceite Esencial Dilucién Hongo
T1 AE1D1An T. minuta AE al 25 % A. niger
T2 AE2D1An . tomentosum AE al 25 % A. niger
T3 AE3D1An M. mollis AE al 25 % A. niger
T4 AE1D2An T. minuta AE al 10 % A. niger
T5 AE2D2An . tomentosum AE al 10 % A. niger
T6 AE3D2An M. mollis AE al 10 % A. niger
T7 AE1D3An T. minuta AE al 5% A. niger
T8 AE2D3An . tomentosum AE al 5 % A. niger
T9 AE1D3An M. mollis AE al 5% A. niger
T10 AE1D4An T. minuta AE al 1% A. niger
T11 AE2D4An . tomentosum AE al 1% A. niger
T12 AE3D4An M. mollis AE al 1 % A. niger
T13 AE1D1F T. minuta AE al 25 % F. oxysporum
T14 AE2D1F . tomentosum AE al 25 % F. oxysporum
T15 AE3D1F M. mollis AE al 25 % F. oxysporum
T16 AE1D2F T. minuta AE al 10 % F. oxysporum
T17 AE2D2F . tomentosum AE al 10 % F. oxysporum
T18 AE3D2F M. mollis AE al 10 % F. oxysporum
T19 AE1D3F T. minuta AE al 5% F. oxysporum
T20 AE2D3F . tomentosum AE al 5% F. oxysporum
T21 AE1D3F M. mollis AE al 5% F. oxysporum
T22 AE1D4F T. minuta AEal 1% F. oxysporum
T23 AE2DAF . tomentosum AEal 1% F. oxysporum
T24 AE3D4F M. mollis AEal 1% F. oxysporum

Nota. Se indica los tratamientos del disefio experimental de la presente investigacion para los

ensayos de sensibilidad y conteo de esporas. Incluye 12 réplicas por tratamiento.

El efecto de los distintos aceites esenciales se determiné mediante un disefio
experimental donde la variable de interés fue el area de los halos de inhibicién. En la

Tabla 2.5 se observa los factores y variables utilizadas para el analisis estadistico.
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Tabla 2.5

Factores y variables para el andlisis estadistico del ensayo de la técnica de Kirby

— Bauer
, L. Variable S
Hongo A. esencial Concentracion - Definicion
Dependiente
Area donde el
M. mollis 25 % ) hongo no creci6
A. niger T C 10 % Area del halo después de un
. minuta S -
F. oxysporum 5% de inhibicién periodo de
C. tomentosum . o
1% incubacion de
48h.

Nota. Esta tabla muestra los factores y niveles del disefio experimental para el ensayo de

sensibilidad.

Ensayo de conteo de esporas

En este ensayo se evalud los porcentajes de inhibicién de esporas producidos
por los aceites esenciales de Clinopodium tomentosum (Kunth) Govaerts., Tagetes
minuta L., y Minthostachys mollis (Kunth) Griseb en cultivos de Aspergillus niger y

Fusarium oxysporum en medio Miiller — Hinton.

La unidad experimental para este ensayo fueron las cajas Petri. Se realiz6 3
réplicas por ensayo. Se midi6 el porcentaje de inhibiciébn de esporas para las
concentraciones de 1, 5, 10 y 25 % de los aceites esenciales de Clinopodium
tomentosum (Kunth) Govaerts., Tagetes minuta L., y Minthostachys mollis (Kunth)
Griseb. Los tratamientos fueron los mismos que los realizados en los ensayo de

sensibilidad (Tabla 2.4).

El efecto de los distintos aceites esenciales se determiné mediante un disefio
experimental donde la variable de interés fue el porcentaje de inhibicién de germinacién
de esporas. En la Tabla 2.6 se observa los factores y niveles utilizados para el analisis

estadistico.
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Tabla 2.6

Factores y niveles para el andlisis estadistico del ensayo de conteo de esporas

Hongo A. esencial Concentracion Varlat_)le Definicién
Dependiente
Diferencia
A. niger C 10 % de P
T. minuta o L s control con el
F. oxysporum C. tomentosum 5% germinacion tratamiento
' 1% de esporas

dividida para el
control.

Nota. Se observa los factores y niveles del disefio experimental para el ensayo de conteo de

esporas.

Analisis estadistico

Para determinar el efecto de las diferentes concentraciones de los aceites

esenciales de Clinopodium tomentosum (Kunth) Govaerts., Tagetes minuta L., y

Minthostachys mollis (Kunth) Griseb en cultivos de Aspergillus niger y Fusarium

oxysporum se utilizo el software Infostat para analizar los datos obtenidos de los

ensayos in vitro.

Se comprob6 la normalidad y homocedasticidad de los datos para aplicar la

prueba ANOVA en conjunto con la prueba de Tukey con una significancia de 0.05 para

encontrar diferencias significativas entre los tratamiento. Los datos que no cumplieron

con las condiciones para aplicar estas pruebas se analizaron mediante la prueba no

paramétrica de Kruskal — Wallis.
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Las hipotesis que se plantearon fueron las siguientes:

- Hol: Lainhibicion del crecimiento de Aspergillus niger y Fusarium

oxysporum es independiente de la concentracion del aceite esencial.

- Hal: La inhibicion del crecimiento de Aspergillus niger y Fusarium

oxysporum es dependiente de la concentracion del aceite esencial.

- Ho2: La esporulacion de Aspergillus niger y Fusarium oxysporum es

independiente de la concentracion del aceite esencial.

- Ha2: La esporulacion de Aspergillus niger y Fusarium oxysporum es

dependiente de la concentracion del aceite esencial.

Para obtener las concentraciones 6ptimas de inhibicién se deben desarrollar
modelos mediante regresiones polindbmicas. Los modelos matematicos se deben
realizar en funcion de la poblacién y no de la muestra. En este trabajo se utilizo la
funcion de Infostat “Todas las muestras posibles” para tomar el mayor nimero de k
elementos que genere la poblacién mas grande posible. Se generaron 17296 datos en
funcién de los halos de inhibicién y 978 datos en funcion del porcentaje de inhibicién de

esporas para realizar la regresion polindmica.



Resultados
Ensayos in vitro

En este capitulo se muestran los datos obtenidos de la experimentacion
realizada con los aceites esenciales y los hongos evaluados. Los resultados
corresponden a la seleccién de los aceites esenciales con potencial antifiingico y a la

identificacion de su efecto en los hongos mediante antibiograma y conteo de esporas.
Identificacion del potencial antifiungico de los aceites esenciales

En la figura 3.1 se indica el ensayo que se realiz6 para la identificacion del
potencial antifiingico de los aceites esenciales. En este ensayo se aplicé los aceites
esenciales de Clinopodium tomentosum, Tagetes minuta, Minthostachys mollis y
Dalea coerulea (100, 75, 50 y 25 % de concentracion) en cultivos de Aspergillus niger
mediante la técnica de difusion de disco. El experimento sirvid para determinar si los
aceites esenciales evaluados inhibian el crecimiento del hongo, de esta manera

seleccionar los aceites con posible actividad antifingica.
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Figura 3.1

Ensayo de seleccion de aceites esenciales con actividad antifingica
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Tratamientos

D. coerulea

C. tomentosum

M. mollis

100 %

5%

50 %

25 %

Nota. Resumen gréfico después de 2 semanas de aplicar los tratamientos para detectar el potencial

antifingico de los aceites esenciales de D. coerulea, T. minuta, M. mollis y C. tomentosum al 25,

10,5y 1 %.

En la figura se observa una inhibicién del 100% del crecimiento de Aspergillus

niger luego de la aplicacion de los tratamiento con los aceites esenciales de C.

tomentosum, T. minuta y M. mollis en todas las concentraciones evaluadas (100, 75, 50

y 25 %) durante las tres semanas de observacion. Sin embargo, el aceite esencial de

Dalea coerulea no inhibio el crecimiento del hongo con las concentraciones aplicadas, el

hongo crecié a las 48 horas y a las 2 semanas habia contaminado la mayor parte del

agar. El crecimiento del hongo fue similar al control sin el aceite esencial, por tal razén

el trabajando contindo Gnicamente con los aceites de Clinopodium tomentosum,

Tagetes minuta y Minthostachys mollis.
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Efecto de los aceites esenciales sobre el desarrollo de Aspergillus nigery

Fusarium oxysporum

El efecto de los aceites esenciales se evalu6 en los cultivos de Aspergillus niger
y Fusarium oxysporum mediante los antibiogramas y conteos de esporas, los cuales

determinaron la sensibilidad e inhibicién en la germinacién de las mismas.

Respuesta de sensibilidad de Aspergillus niger a los aceites esenciales
mediante antibiograma y conteo de esporas. La sensibilidad de Aspergillus niger a
los aceites esenciales se evalu6 determinando el didmetro de los halos de inhibicion
gue se formaban alrededor del disco, como se puede observar en la figura 3.2. En este
ensayo se aplicaron los aceites esenciales de T. minuta, C. tomentosum y M. mollis a
las concentraciones del 1, 5, 10 y 25 % en cultivos de A. niger mediante la técnica de

difusion de disco.
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Figura 3.2

Antibiograma en cultivos de Aspergillus niger

Tratamientos T. minuta C. tomentosum M. mollis

25 %

10 %

5%

1%

Nota. Resultados a las 48 h del antibiograma realizado en A. niger con los aceites esenciales de T.

minuta, M. mollis y C. tomentosum al 25, 10, 5y 1 %.

La figura muestra los halos de inhibicién que se formaron en los cultivos de A.
niger con los diferentes tratamientos a diferentes concentraciones y aceites esenciales
evaluados. Los halos de inhibicion se observaron claramente a la concentracion del 25
% del aceite esencial de T. minuta, C. tomentosum y M. mollis. A la concentracién del
10 % se observé halos de inhibicién anicamente para los aceites C. tomentosum y M.
mollis. En el caso del aceite esencial de M. mollis se observé mayor sensibilidad en el
hongo, puesto que se visualizaron halos de inhibicion exclusivamente a la concentracion

del 5 %. La inhibicion del crecimiento del hongo con el aceite esencial de M. mollis a la



67

menor concentracion muestra que el aceite esencial de esta especie esta generando

sensibilidad en A. niger a bajas concentraciones.

Al analizar la inhibicion total de este aceite al 25 % y con el objetivo de obtener
una medida representativa, se procedid a dividir el area total de la caja de cultivo por la
cantidad de discos aplicados en el tratamiento para calcular el diametro del halo en

relacién al area del circulo (Anexo 7).

En el control C - del eluyente (Tween 20), el hongo crecié normalmente (Fig 3.2),
indicativo de que la formacién de los halos de inhibicién observados son producto del

efecto de los aceites esenciales en el crecimiento de A. niger.

La Tabla 3.1 muestra las medidas de los halos obtenidos en los antibiogramas
realizados con los distintos tratamientos en A. niger. Los aceites esenciales de C.
tomenstosum y M. mollis a la concentracidén de 25 % vy el control positivo formaron halos
de inhibicion de aproximadamente 25.71, 35.28 y 24.58 mm de diametro
respectivamente, mientras que T. minuta presentd un valor de 17.69 mm. Segun el
tamafio del halo de inhibicién se asigna una de las categorias de la escala de
Duraffourd para determinar el nivel de sensibilidad de los tratamientos. En esta escala
existen cuatro categorias: resistente (-), sensible (+), muy sensible (++) y altamente

sensible (+++) (revisar el detalle de la escala Duraffourd en Tabla 2.2).
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Tabla 3.1

Medias de diametros de los halos de inhibicion [mm] en Aspergillus niger

Tratamiento T.minuta C.tomentosum M. mollis C+ C- C--
25 % 17.69 ++ 25.71 +++ 35.28 +++
10 % -
6 14.71 ++ 16.42 ++ 2458 ++4 G- 6-
5% 6 - 6 - 16.80 ++
1% 6 - 6 - 6 -

Nota. Sensibilidad de A. niger a los aceites esenciales evaluados. Simbologia: Resistente (-),

Sensible (+), Muy sensible (++) y Altamente Sensible (+++).

En la tabla se puede observar que el hongo presentd dos categorias de
sensibilidad: muy sensible y altamente sensible. Con los tratamientos evaluados se
identificé que A. niger fue muy sensible a los aceites esenciales de T. minuta al 25 %, C.
tomenstosum al 10 % y M. mollis al 5y 10 %. Para los aceites esenciales de C.
tomenstosum y M. mollis a la concentracion del 25 % y el control positivo se determino

gue el hongo es altamente sensible.

Es importante mencionar que A. niger presento resistencia a algunos
tratamientos aplicados. Los tratamientos a los que el hongo demostré ser resistente
fueron al aceite esencial de T. minuta a las concentraciones 10, 5y 1 % y al aceite de
C. tomenstosum a las concentraciones de 5y 1 %. En el caso del aceite esencial de M.
mollis Unicamente se observo resistencia a la concentracion del 1 %. Estos resultados
sugieren que el aceite esencial de M. mollis es el mejor tratamiento para generar

sensibilidad en el hongo (Tabla 3.1).

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente utilizando la prueba de

Kruskal — Wallis con un nivel de significancia de 0.05. El analisis de los supuestos de
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normalidad y de homocedasticidad de los datos, asi como el andlisis de Kruskal — Wallis

se muestra en los Anexos 1y 2 respectivamente.

La prueba de Kruskal — Wallis manifiesta que el p-valor (0.0001) es menor al
nivel de significancia (0.05). Estos datos estadisticos obtenidos permiten tomar la
decisiéon de rechazar la hipétesis nula (Hol) y aceptar la hip6tesis alternativa (Hal), es
decir que la inhibicién del crecimiento de A. niger es dependiente de la concentracion de

los aceites esenciales (Anexo 2).

La figura 3.3 indica la formacién de halos de inhibicién en cultivos de A. niger
luego de la aplicacién de los aceites esenciales de T. minuta, C. tomentosum y M. mollis

a diferentes concentraciones (1, 5, 10 y 25 %).

Figura 3.3

Efecto inhibitorio de los aceites esenciales en Asperdillus niger
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Nota. Efecto de los aceites esenciales M. mollis, T. minuta y C. tomentosum a concentraciones de
1, 5, 10 y 25 % en la formacion de halos de inhibicion en A. niger. Los valores con diferente letra

muestran diferencias significativas (p-valor > 0.05).
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.El andlisis estadistico determin6 que los tratamientos que formaron mayores
halos de inhibicion fueron los aceites esenciales de C. tomenstosum y M. mollis a la
concentracion del 25 % vy el control positivo, mientras que T. minuta a la misma
concentracion presenté halos de menor tamafo. A concentraciones del 1,5y 10 % de
T. minuta se observé crecimiento del hongo en el medio de cultivo sin formar halos de
inhibicién. Estos resultados indican que la concentracion del 25 % los aceites esenciales
de C. tomenstosum y M. mollis presentan mayor potencial antifingico que T. minuta,

siendo su desempefio similar al del control positivo (Fig 3.3).

Adicionalmente, se evidencio que el aceite esencial de M. mollis a concentraciéon
de 5 % formé un halo de inhibicién de aproximadamente 16.80 mm de diametro,
mientras que en C. tomentosum y T. minuta a la misma concentracion no hubo
inhibicion. El aceite esencial de M. mollis a concentracion de 5 % tuvo el mismo efecto
gue T. minuta y C. tomentosum a concentraciones de 25y 10 % respectivamente (Fig
3.3), mostrando que se necesita menor cantidad de aceite esencial de M. mollis que de
T. minuta y C. tomentosum para generar sensibilidad en el hongo. Este resultado

muestra que el aceite esencial de M. mollis cuenta con un elevado potencial antifungico.

Los resultados analizados demuestran la importancia de optimizar la
concentracion de los aceites esenciales de tal manera que se encuentre la menor

concentracion a la que se generé un grado de sensibilidad significativo.

La optimizacion de la concentracion del aceite esencial se realiz6 mediante
modelos matematicos para cada uno de los aceites empleados, que describen la
formacion de los halos de inhibicién en cultivos de A. niger segun la cantidad del aceite
aplicado. En el Anexo 3 se encuentran las pruebas estadisticas donde se evidencia la
significancia para cada factor de la ecuacién y su respectivo ajuste. Los modelos se

detallan a continuacion:
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Donde:
y: Diametro del halo
x: Concentracion del aceite esencial

- Modelo T. minuta

y =0.01x% + 0.31x + 4.5 (3.1)

- Modelo M. mollis

y =—0.0016x2 + 1.16x + 6.92  (3.2)

- Modelo C. tomentosum

y =0.87x +4.16 (3.3)

Para obtener las concentraciones 6ptimas de inhibicién se fija un parametro en
los modelos para resolver las ecuaciones. El parametro a fijar es el diametro del halo de
inhibicién. De acuerdo a los estandares de CLSI y a Duraffourd se establece que la
concentracidn éptima para inhibir el crecimiento de hongos fitopatégenos es aquella
capaz de generar un halo de inhibicién de al menos 12 mm de didmetro. En la Tabla 3.2

se presentan los valores obtenidos.



Tabla 3.2

Concentraciones 6ptimas para inhibir el crecimiento de Aspergillus niger

Aceite Esencial Concentracion Optima
T. minuta 15.97 %
M. mollis 4.41 %

C. tomentosum 9.01 %

Nota. Menor concentracion requerida de aceites esenciales a la que A. niger es sensible.

Estos andlisis muestran que M. mollis es el aceite esencial que requiere de
menor concentracion de extracto (4.41 %) para inhibir el crecimiento del hongo. Se
estima que la aplicacion de esta concentracién formara un halo de inhibicion de al
menos 12 mm de didmetro. Sugiriendo que el crecimiento del hongo a esta

concentracion debera inhibirse en condiciones in vitro (Tabla 3.2).

En relacién a la esporulacién de A. niger, la Tabla 3.3 muestra los porcentajes
de inhibicion en la germinacién de esporas por cada tratamiento. En este ensayo se
realizé el conteo de esporas en los cultivos del hongo con los aceites esenciales de T.

minuta, C. tomentosum y M. mollis a las concentraciones de 1, 5, 10 y 25 %.

72
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Tabla 3.3

Porcentajes (%) de inhibicibn de germinacion de esporas en cultivos de

Asperqillus niger

Tratamiento  T.minuta C.tomentosum M.mollis ¢+ C- C--

25% 68.84 56.35 99.18
10 % 20.91 19.78 60.85
23.17 411 O
5% 11.99 12.16 16.30
1% 1.82 1.64 8.04

Nota. Porcentajes de inhibicion en la germinacién de esporas de A. niger provocada por los aceites

esenciales evaluados.

En la tabla se observa que los tratamientos del aceite esencial de M. mollis
presentan los mejores resultados. La inhibicién de la germinacion de esporas generada
por el aceite de M. mollis es superior a la de T. minuta y C. tomentosum a las
concentraciones de 10 y 25 %. El porcentaje de inhibicion generado por el aceite de M.

mollis a estas concentraciones fue del 60.85 y 99.18 % respectivamente.

El analisis estadistico del conteo de esporas se realiz6 mediante las pruebas
ANOVA y de Tukey para comprobar su significancia. Las pruebas estadisticas se

realizaron con un nivel de significancias de 0.05.

El analisis de los supuestos de normalidad y de homocedasticidad de los datos,
asi como el analisis ANOVA y la prueba de Tukey se encuentran en los Anexos 4y 5

respectivamente.

La prueba ANOVA manifiesta que el p-valor (0.0001) es menor al nivel de
significancia (0.05). Los datos estadisticos obtenidos permiten rechazar la hipétesis nula

(Ho2) y aceptar la hipétesis alternativa (Ha2), es decir que la inhibicién de la
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germinacion de esporas de A. niger es dependiente de la concentracion de los aceites

esenciales (Anexo 5).

En la figura 3.4 se observa el efecto inhibitorio de los aceites esenciales de T.
minuta, C. tomentosum y M. mollis a las concentraciones de 1,5, 10y 25 % en la

germinacion de esporas en cultivos de A. niger.

Figura 3.4
Efecto inhibitorio de los aceites esenciales en la germinacién de esporas de

Asperqillus niger

1.2
= 1 -
0
¥ E
= d
E de
50 i} I
W
W ona
S
= -
= = bc a
S n b abd -
=] 5 - abc
802 g I
-+ a :|: = I E
. 1 - I =
i. mollis T. minuta C. Tomentosam Controlkes

13

10% 25% EC+s

Ln

i
o

[}
[

Nota. Efecto inhibitorio de los aceites esenciales M. mollis, T. minuta y C. tomentosum a
concentraciones de 1, 5, 10 y 25 % en la esporulacion de A. niger. Los valores con diferente letra

muestran diferencias significativas (p-valor > 0.05).

El analisis estadistico determind que el tratamiento que generd el mayor
porcentaje de inhibicion de la germinacion de esporas fue el aceite esencial de M. mollis

al 25 %, inhibiendo la esporulacion en un 99.18 %. Ademas, la concentracion del 10 %
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generd un efecto similar a los observados con la el 25 % de los aceites esenciales de T.
minuta y C. tomentosum, superando al control positivo (Fig 3.4). Estos resultados
muestran la eficacia del aceite esencial de M. mollis para inhibir la esporulacion de A.

niger en relacion a los otros tratamientos evaluados.

Se evidenci6 ademas, que a medida que se aumenta la concentracion de los
aceites esenciales, aumenta el porcentaje de inhibicién en la esporulacion de A. niger
(Fig 3.4). Sugiriendo que la germinacién de esporas se inhibe a altas concentraciones.
La estimacion de la inhibiciéon de esporulacion del hongo se realiz6 mediante modelos
matematicos para cada uno de los aceites empleados. En el Anexo 6 se encuentran las
pruebas estadisticas donde se evidencia la significancia para cada factor de la ecuacién

y Su respectivo ajuste. Los modelos se detallan a continuacion:
Donde:
y: % de inhibicion de esporas

x: Concentracion de aceite esencial

- Modelo T. minuta:

y = 0.03x — 0.02 (3.9)

- Modelo M. mollis:

y = 0.04x + 0.05 (3.5)

- Modelo C. tomentosum:

y = 0.02x (3.6)



Para estimar los porcentajes de inhibicion de la germinacion de esporas, se

introdujo en las ecuaciones la concentracion 6ptima de inhibicion de cada aceite

esencial calculada anteriormente. La Tabla 3.4 presenta los valores obtenidos.

Tabla 3.4
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Estimacién de porcentajes de inhibicion de esporas a concentraciones Optimas

para inhibir el crecimiento de Aspergillus niger

Aceite Esencial Concentracion Optima Inhibicién de esporas
T. minuta 15.97 % 46 %
M. mollis 4.41 % 22 %

C. tomentosum 9.01% 18 %

Nota. Estimaciones de los porcentajes de inhibicion de esporas de A. niger mediante modelos

matematico desarrollados a concentraciones 6ptimas que generan sensibilidad.

Este andlisis muestra los porcentajes de inhibicion de esporas a la concentracion

Optima calculada, para obtener un diametro de inhibicién de al menos 12 mm como

valor de referencia de inhibicion del hongo.

El porcentaje de inhibicion obtenido entre el 18 al 46 % a partir de la

concentracion 6ptima de los aceites esenciales indica una clara disminucién en la

esporulacién y por ende inactiva el crecimiento del hongo. El analisis de los resultados

indican que el aceite de M. mollis a concentracion del 4.41 % es la menor concentracion

empleada que permite inhibicidn, sugiriendo la eficiencia de este aceite para el control

de A. niger (Tabla 3.4).
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Respuesta de sensibilidad de Fusarium oxysporum a los aceites
esenciales mediante antibiogramay conteo de esporas. La sensibilidad de Fusarium
oxysporum a los aceites esenciales fue evaluada determinando el diametro de los halos
de inhibicion que se forman alrededor del disco, como se observa en la figura 3.5. En el
ensayo se aplicaron los aceites esenciales de Tagetes minuta, Clinopodium
tomentosum y Minthostachys mollis a concentraciones de 1, 5, 10 y 25 % en cultivos de

F. oxysporum mediante la técnica de difusion de disco.

Figura 3.5

Antibiogramas en cultivos de Fusarium oxysporum
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Nota. Resultados a las 48 h del antibiograma realizado en F. oxysporum con los aceites esenciales

de T. minuta, M. mollis y C. tomentosum al 25, 10,5y 1 %.
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La figura indica los halos de inhibicién que se formaron en los cultivos de F.
oxysporum con los diferentes tratamientos de concentracion y aceites esenciales
evaluados. Los halos de inhibicion se observaron claramente a la concentracion del 25
% del aceite esencial de C. tomentosum y M. mollis. Al 10 % se observé halos de
inhibicién Unicamente para el aceite esencial de M. mollis, indicando que este aceite

genera sensibilidad en el hongo a concentraciones menores que C. tomentosum.

En el control C- del eluyente (Tween 20), el hongo crecié normalmente (Fig 3.5),
esto indica que la formacién de los halos de inhibicién observados son producto del

efecto de los aceites esenciales en el crecimiento de F. oxysporum.

La Tabla 3.5 muestra las medidas de los halos obtenidos en los antibiogramas
realizados con los distintos tratamientos en F. oxysporum. Los aceites esenciales de C.
tomenstosum y M. mollis a la concentracidén de 25 % vy el control positivo formaron halos
de inhibicion de aproximadamente 15.79, 35.28 y 14.12 mm de diametro
respectivamente. Al 10 % de concentracién se observo halos de inhibicion Unicamente
para el aceite de M. mollis con un diametro de 16.12 mm. Segun el tamafio del halo de
inhibicion se asigna una de las categorias de la escala de Duraffourd para determinar el
nivel de sensibilidad de los tratamientos. En esta escala existen cuatro categorias:
resistente (-), sensible (+), muy sensible (++) y altamente sensible (+++) (revisar el

detalle de la escala Duraffourd en Tabla 2.2).
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Tabla 3.5

Medias de diametros de los halos de inhibicion [mm] en Fusarium oxysporum

Tratamientos T.minuta C.tomentosum M. mollis C+ C- C--
25 % 6 - 15.79 ++ 35.28 +++
10 % 6 - 6 - 16.12 ++
++ - -
5 0 6- 6- 6- 14.12 6 6

1% 6 - 6 - 6 -

Nota. Sensibilidad de F. oxysporum a los aceites esenciales evaluados. Simbologia: Resistente (-),

Sensible (+), Muy sensible (++) y Altamente Sensible (+++).

En la tabla se puede observar que el hongo presenté dos categorias de
sensibilidad: muy sensible y altamente sensible. En los tratamientos evaluados se
observo que F. oxysporum fue muy sensible a los aceites esenciales de C.
tomenstosum al 25 %, M. mollis al 10 % y el control positivo. Solamente para el aceite

esencial de M. mollis al 25 % se determiné que el hongo es altamente sensible.

Es importante mencionar que F. oxysporum presento resistencia a varios
tratamientos aplicados. Los tratamientos a los que el hongo demostr6 ser resistente
fueron al aceite esencial T. minuta en todas las concentraciones evaluadas y al aceite
de C. tomenstosum a concentraciones de 10, 5y 1 %. En el caso del aceite esencial de
M. mollis solo se presenté resistencia a concentracion de 1y 5 %. Estos resultados
sugieren que el aceite esencial de M. mollis es el mejor tratamiento para generar

sensibilidad en el hongo (Tabla 3.5).

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente utilizando la prueba de
Kruskal — Wallis con un nivel de significancia de 0.05. El analisis de los supuestos de
normalidad y de homocedasticidad de los datos, asi como el andlisis de Kruskal — Wallis

se muestran en los Anexos 1y 2 respectivamente.
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La prueba de Kruskal — Wallis manifiesta que el p-valor (0.0001) es menor al
nivel de significancia (0.05). Los datos estadisticos permiten rechazar la hipétesis nula
(Hol) y aceptar la hipétesis alternativa (Hal), es decir que la inhibicién del crecimiento
de F. oxysporum es dependiente de la concentracion de los aceites esenciales (Anexo

2).

La figura 3.6 se observa la formacién de halos de inhibicién en los cultivos de F.
oxysporum luego de la aplicacién de los aceites esenciales de T. minuta, C.

tomentosum y M. mollis a diferentes concentraciones (1, 5, 10 y 25 %).

Figura 3.6

Efecto inhibitorio de los aceites esenciales en Fusarium oxysporum
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Nota. Efecto inhibitorio de los aceites esenciales M. mollis, T. minuta y C. tomentosum a
concentraciones de 1, 5, 10 y 25% en la esporulacion de F. oxysporum. Los valores con diferente

letra muestran diferencias significativas (p-valor > 0.05).
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El andlisis estadistico determiné que el tratamiento que formé el mayor halo de
inhibicion fue el aceite esencial de M. mollis al 25 %, mientras que C. tomentosum a la
misma concentracion y el control positivo presentaron halos de menor tamafio. En el
caso del aceite de T. minuta en todas las concentraciones evaluadas presentaron
crecimiento del hongo en el medio de cultivo sin formar halos de inhibicién. Los
resultados indican que la concentracion del 25 % del aceite esencial de M. mollis
presenta mayor potencial antifingico que los de C. tomentosum y T. minuta, siendo su

desempefio superior al del control positivo (Fig 3.6).

Adicionalmente, se evidencio que el aceite esencial de M. mollis al 10 % formé
un halo de inhibicion de aproximadamente 16.12 mm de didmetro, mientras que en C.
tomentosum a la misma concentracion no hubo inhibicién (Fig 3.6). Lo que indica que se
necesita menor cantidad de aceite esencial de M. mollis que de C. tomentosum para
generar mayor sensibilidad en el hongo. Este resultado muestra la capacidad del aceite
esencial de M. mollis para inhibir el crecimiento miceliar de F. oxysporum inclusive a

bajas concentraciones.

Los resultados analizados demuestran la importancia de optimizar la
concentracion de los aceites esenciales de tal manera que se encuentre la menor

concentracion que provoque un grado de sensibilidad significativo.

La optimizacién de la concentracidn del aceite esencial se realiz6 mediante
modelos matematicos para cada uno de los aceites empleados, estos describen la
formacion de los halos de inhibicién en cultivos de F. oxysporum segun la cantidad del
aceite aplicado. El Anexo 3 indican las pruebas estadisticas donde se evidencia la
significancia para cada factor de la ecuacion y su respectivo ajuste. Los modelos se

detallan a continuacion:
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Donde:
y: Didmetro del halo

x: Concentracion del aceite esencial

- Modelo M. mollis:

y = 0.0038x2 + 1.21x + 2.93 (3.7)

- Modelo C. tomentosum:

y = 0.01x% + 0.24x + 4.81 (3.8)

Para obtener las concentraciones Optimas de inhibicion se fija un parametro en
los modelos para resolver las ecuaciones. El pardmetro a fijar es el didmetro del halo de
inhibicion. De acuerdo a los estandares de CLSI y a Duraffourd se establece que la
concentracion optima para inhibir el crecimiento de hongos fitopatégenos es aquella
capaz de generar un halo de inhibicién de al menos 12 mm de diametro. La Tabla 3.6

presenta los valores obtenidos.

Tabla 3.6

Concentraciones Optimas para inhibir el crecimiento Fusarium oxysporum

Aceite Esencial Concentracion Optima
M. mollis 7.33%
C. tomentosum 17.38 %

Nota. Menor concentracion requerida de aceites esenciales a la que F. oxysporum es sensible. No

se realizé el modelo para T. minuta, puesto que el hongo es resistente a este aceite.
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Los andlisis muestran que M. mollis es el aceite esencial que requiere menor
concentracién para provocar que el hongo sea muy sensible. Se estima que la
aplicacion de una concentracion de 7.33 % formara un halo de inhibicion de al menos
12 mm de didametro, indicando que a esta concentracion el crecimiento del hongo

debera inhibirse en condiciones in vitro (Tabla 3.6).

En relacién a la esporulacion de F. oxysporum, en la Tabla 3.7 se observa los
porcentajes de inhibicidn en la germinacién de esporas por cada tratamiento. En el
ensayo se realiz6 el conteo de esporas en los cultivos del hongo con los aceites
esenciales de T. minuta, C. tomentosum y M. mollis a concentraciones de 1, 5, 10y 25

%.

Tabla 3.7

Porcentajes (%) de inhibicion de germinacion de esporas de Fusarium oxysporum

Tratamientos T. minuta C. tomentosum M. mollis C+ C- C--
25 % 17.99 37.27 95.10
10 % 15.79 20.53 42.73
21.15 1.87 0
5% 16.05 18.82 19.20
1% 16.51 18.46 12.40

Nota. Porcentajes de inhibicion de la germinacion de esporas de F. oxysporum provocada por los

aceites esenciales evaluados.

La tabla presenta los tratamientos del aceite esencial de M. mollis con los
mejores resultados. La inhibicion de la germinacion de esporas generada por el aceite
de M. mollis fue superior a la de T. minuta y C. tomentosum a concentraciones de 10 y
25 %. El porcentaje de inhibicién provocado por el aceite de M. mollis a estas

concentraciones fue del 42.73 y 95.10 % respectivamente.



84

El andlisis estadistico del conteo de esporas se realizé mediante las pruebas
ANOVA y de Tukey para comprobar su significancia. Las pruebas estadisticas se

realizaron con un nivel de significancias de 0.05.

El analisis de los supuestos de normalidad y de homocedasticidad de los datos,
asi como el analisis ANOVA y la prueba de Tukey se muestra en los Anexos 4y 5

respectivamente.

La prueba ANOVA manifiesta que el p-valor (0.0001) es menor al nivel de
significancia (0.05). Estos datos estadisticos permiten rechazar la hipétesis nula (Ho2) y
aceptar la hipétesis alternativa (Ha2), es decir que la inhibicién de la germinacién de
esporas de F. oxysporum es dependiente de la concentracion de los aceites esenciales

(Anexo 5).

La figura 3.6 indica el efecto inhibitorio de los aceites esenciales de T. minuta, C.
tomentosum y M. mollis a concentraciones de 1, 5, 10 y 25 % en la germinacion de

esporas en cultivos de F. oxysporum.
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Figura 3.7
Efecto inhibitorio de los aceites esenciales en la germinacion de esporas de

Fusarium oxysporum

12
- 1 d
F I
5
T 0,8
2
E 0,6
= c
8 pa I c
£ I
02 b bbb I & I
I I
i 3
0 =
M. mollis T. minuta C. Tomentosum Controles
m 1% 5% 0% 25% mC+ mC-

Nota. Efecto inhibitorio de los aceites esenciales M. mollis, T. minuta y C. tomentosum a
concentraciones de 1, 5, 10 y 25 % en la esporulaciéon de F. oxysporum. Los valores con diferente

letra muestran diferencias significativas (p-valor > 0.05).

El andlisis estadistico determind que el tratamiento que gener6 el mayor
porcentaje de inhibicion de la germinacién de esporas fue el aceite esencial de M. mollis
a la concentracion del 25 %, inhibiendo la esporulacion en un 95.10 %. Ademas, la
concentracion del 10 % generd un efecto comparable a lo observado con la del 25 % del
aceite esencial de C. tomentosum y al control positivo (Fig 3.7). Estos resultados
muestran la eficacia del aceite esencial de M. mollis para inhibir la esporulacién de F.
oxysporum en relacién a los otros tratamientos evaluados, inclusive a menor

concentracion.
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Adicionalmente, se evidencié que a medida que se aumenta la concentracion de
los aceites esenciales aumenta el porcentaje de inhibicién en la esporulacion de F.
oxysporum, sugiriendo que la germinacion de esporas es mayormente inhibida a altas
concentraciones. En el caso de T. minuta no se observo esta inhibicién, por lo que tras
el andlisis estadistico no existieron diferencias significativas entre las diferentes

concentraciones aplicadas (Fig 3.7).

La estimacion de la inhibicion de esporulacién del hongo se realiz6 mediante
modelos matematicos para cada uno de los aceites empleados. En el Anexo 6 se
encuentran las pruebas estadisticas donde se evidencia la significancia para cada factor

de la ecuacién y su respectivo ajuste. Los modelos se detallan a continuacion:
Donde:
y: % de inhibicion de esporas

x: Concentracion de aceite esencial

- Modelo T. minuta:

y = 0.0007x + 0.16 (3.9)

- Modelo M. mollis:

y = 0.04x + 0.06 (3.10)

- Modelo C. tomentosum:

y = 0.01x + 0.15 (3.11)

Como vemos en la Ecuacion 3.9 la variable regresora esta multiplicada por un

factor que tiende a cero, es decir que independientemente de la concentracion que se
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utilice este valor no influencia sobre el porcentaje de inhibiciébn que se puede obtener.
Lo que sugiere gue el porcentaje de inhibicién de la germinacion de esporas se
mantiene constante a medida que aumenta la concentracion del aceite esencial de T.

minuta.

Para estimar los porcentajes de inhibicion de la germinacién de esporas, se
introdujo en las ecuaciones la concentracion 6ptima de inhibicion de cada aceite

esencial calculada anteriormente. En la Tabla 3.8 se presentan los valores obtenidos.

Tabla 3.8

Estimacién de Porcentajes de inhibicién de esporas a concentraciones 6ptimas

para inhibir el crecimiento de Fusarium oxysporum

Aceite Esencial Concentracion Optima Inhibicion de esporas
M. mollis 7.33% 35%
C. tomentosum 17.38 % 32%

Nota. Estimaciones de los porcentajes de inhibicién de esporas de F. oxysporum mediante

modelos matematico desarrollados a concentraciones 6ptimas que generan sensibilidad.

El andlisis indica que los porcentajes de inhibicion de esporas a la concentracion
Optima calculada, para obtener un didmetro de inhibicién de al menos 12 mm como

valor de referencia de inhibicién del hongo.

El porcentaje de inhibicién obtenido entre el 32 al 35 % a partir de la
concentracion 6ptima de los aceites esenciales insindia una clara disminucion en la
esporulacion y por ende en el crecimiento del hongo. Al analizar los resultados se

observa que el aceite de M. mollis a la concentraciéon del 7.33 % es la menor



concentracion empleada que logra la inhibicién fungica, lo que sugiere la eficiencia de

este aceite para el control de F. oxysporum (Tabla 3.8).
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Discusion

Esta investigacion se enfoca en la busqueda de alternativas para el control de

Aspergillus niger y Fusarium oxysporum.

Aspergillus niger y Fusarium oxysporum son hongos fitopatégenos con una
amplia gama de hospederos. A nivel mundial han contaminado numerosas plantaciones
de cultivos como tomate, lechuga e inclusive algunos frutos entre los como la naranja,
manzano, uvay el platano, ademas de granos como maiz y arroz (Torres & Acufia,
1995; Acufia & Diaz, 2005; Arrua, 2013; Fon, Barzola, & Moran, 2016; Vasquez &

Castano, 2017; Parra, Quiroga, & Giménez, 2018).

Aspergillus niger representa un problema adicional, ya que produce micotoxinas
gue pueden afectar al ser humano. Las toxinas son tan resistentes que se conservan en
la carne del animal y en los subproductos como leche, queso y yogurt. Cuando un
humano consume estos alimentos contaminados puede experimentar inmunosupresion,
desbalances hormonales e inclusive desarrollar cancer en higado y pulmén (Liu & Wu,

2010; Carvajal, Berumen, & Guardado, 2012).

Se han desarrollado distintos agroquimicos sintéticos en contra de estos
fitopatdgenos, pero varias investigaciones muestran que los hongos pueden desarrollar
resistencia y que ademas son toxicos para el ser humano (Maldonado, Santa, &

Navarro, 2005; San Juan, Fernandez, & Almague, 2017).

Varias estrategias se han propuesto para resolver este problema, entre estas se
ha planteado el uso de microorganismos antagonistas, aunque se ha demostrado que
tiene limitaciones por las consecuencias que puede generar su aplicacion en el

ecosistema (Van Driesche, Hoddle, & Center, 2007).
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Debido a las razones mencionadas, esta investigacion busca demostrar el efecto
in vitro de los aceites esenciales de Tagetes minuta, Minthostachys mollis y
Clinopodium tomentosum para inhibir el crecimiento de estos hongos contribuyendo

como una alternativa para el control de Aspergillus niger y Fusarium oxysporum.
Metabolitos secundarios que generan actividad antifiangica

Las plantas con actividad antifingica se caracterizan por tener aceites
esenciales con terpenoides altamente liposolubles como: mentona, piperitenona,
limoneno, B-felandreno, (Z)-B-ocimeno, pulegona, carvona, timol y a-pineno. Estudios
sobre metabolitos secundarios han evidenciado que debido a su caracter hidrofébico
estas moléculas interacttan con los lipidos de la pared y membrana celular del hongo

para inhibir su desarrollo (Russo, 2011; Rajesh, 2014; Cussa, 2017; Quispe, 2017).

Estos metabolitos secundarios son capaces de atravesar la pared celular del
hongo hasta llegar a la membrana celular constituida por ergosterol y quitinas
sintetasas. Estos metabolitos son capaces de unirse al ergosterol de la membrana
plasmatica provocando dafios en su fisiologia, generando la formacion de un poro, que
permite un flujo descontrolado de iones, azlicares y agua hasta provocar la destruccion
de la célula. Asi mismo, estos principios activos son capaces de afectar la enzima
quitina sintetasa provocando la inhibicion de la produccion de quitina, que es vital para
el proceso de gemacioén, formacion de hifas y conidi6foros, lo que influye directamente
en el crecimiento y division celular del hongo (Tapia, 2005; Pellegrini, Alonso-Salces,

Umpierrez, & Rossini, 2017).

Los mecanismos de reaccién de los monoterpenos para provocar la actividad
antifingica a nivel de membrana se deben a dos principales razones, la afinidad de

interaccion ergosterol-monoterpeno y la despolarizacién de la membrana (Arfa,



91

Combes, Preziosi-Belloy, Gontard, & Chalier, 2006; Rao, Zhang, Muend, & Rao, 2010;

Miron, Battisti, & Silva, 2014).

Estudios de Miron, Battisti y Silva (2014), quienes utilizaron la microscopia
electrénica de barrido y la microscopia electronica de transmisién, observaron reduccion
del espesor y degradaciéon de la membrana en presencia de monoterpenos, la actividad
biolégica de estos sobre el constituyente de la membrana, ergosterol, puede deberse a
gue tiene como precursor a una molécula terpenoide (escualeno). Es probable que
debido a la relacién quimica entre las dos moléculas, cuenten con afinidad reactiva
(Devlin, 2004). Los monoterpenos, por su naturaleza lipofilica, disuelven la membrana
celular al romper los enlaces de los fospolipidos (Torrenegra, Alarcén, & Duran, 2016),
grupos fosfatos son liberados para fosforilar doblemente a un carbono del monoterpeno.
Mediante una rotura heterolitica el pirofosfato sale de la molécula terpenoide,
generando un carbocation muy reactivo que sufre un ataque nucleofilico del doble
enlace de la cadena alifatica del ergosterol. De esta manera ergosterol y un
monoterpeno quedan unidos pudiendo continuar uniéndose a otros monoterpenos,
logrando desestabilizar la membrana celular y provocar la muerte del hongo (Lamarque,

2008; Claramunt & Farran, 2013).

Estudios de Arfa y colaboradores (2006), sugieren que los monoterpenos
oxigenados son mas reactivos contra los hongos, puesto que, son capaces de generar
un grupo hidroxilo. EI monoterpeno mueve al hidroxilo cerca de la membrana donde se
disocia liberando un proton (H*). La acumulacion de protones despolariza la membrana,
provocando la apertura de los canales de sodio (Na*) y el aumento de la permeabilidad

de la célula hasta que revienta.

Rao y colaboradores (2010), sugieren que los terpenos también podrian

provocar la muerte del hongo a nivel transcripcional. Concentraciones entre 0.01 y
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0.005 % de carvacrol estimularon la transcripcion de genes relacionados a la autofagia
de hongos (ATG1, PBN1, COX20, SNX4, LAP4 y STE13) e inhibieron genes

relacionados a la division celular fangica (RPF2, DBP6, LHP1 y URA7Y).

Por las evidencias cientificas existentes, esta investigacion evalué el potencial
antifingico de los aceites esenciales de Tagetes minuta, Minthostachys mollis y

Clinopodium tomentosum para inhibir el crecimiento de hongos.

En este trabajo se pudo observar que los aceites esenciales de las plantas
evaluadas de Tagetes minuta, Minthostachys mollis y Clinopodium tomentosum lograron
inhibir el crecimiento de Aspergillus niger al aplicarlos a concentraciones del 25, 50, 75 y
100 %, posiblemente debido a los componentes terpenoides que son capaces de inhibir

el crecimiento miceliar de hongos fitopatdégenos.

Los resultados concuerdan con investigaciones realizadas por Nasser, Farukh y
Saeed (2014) y la caracterizacién quimica del aceite esencial de Tagetes minuta, donde
se identifico la presencia de moléculas con caracter antifangico como el limoneno y (2)-
-ocimeno. Estudios realizados por Campo y Ambuludi (2017) sobre el aceite esencial
de Minthostachys mollis mencionan la identificacion de ocho moléculas de importancia
antifangica: mentona, piperitenona, limoneno, B-felandreno, pulegona, carvona, timol y
a-pineno. Investigaciones de Moncayo (2020) con el aceite esencial de Clinopodium
tomentosum detallan la identificacion de seis moléculas con potencial antimicético como

mentona, piperitenona, limoneno, pulegona, timol y a-pineno.

Es fundamental recalcar la importancia de realizar ensayos preliminares para la
busqueda de plantas con potencial antifungico. En relacién a los resultados obtenidos
con el aceite esencial de Dalea coerulea, los ensayos permitieron descartar este aceite

debido a que no inhibié el crecimiento del hongo A. niger en el medio de cultivo.



93

Estudios de Benites, Rijo, & Bravo (2016) mencionan haber identificado terpenoides con
actividad antifangica como: limoneno, (Z)-B-ocimeno, B-felandreno y a-pineno en Dalea
strobilacea. Sin embargo, con respecto Dalea coerulea no existen evidencias sobre la
caracterizacién quimica del aceite esencial, por lo que es probable que esta especie no
cuente con los mismos principios activos que poseen actividad antifingica, explicando

posiblemente la inactividad en el crecimiento del hongo por el aceite de Dalea coerulea.

Al analizar la composicion quimica de los aceites esenciales de T. minuta, M.
mollis y C. tomentosum se comprobé que el limoneno se encontraba presente en las
tres especies. Este principio activo puede ser la razén de la inhibicién del crecimiento de
los hongos ya que se lo ha descrito en varias investigaciones por su actividad
antifangica (Nasser, Farukh, & Saeed, 2014; Campo & Ambuludi, 2017; Moncayo,
2020). Investigaciones realizado por Chee, Kim, & Hee Lee (2009) sugieren que
extractos de limoneno a concentraciones del 0.5 % provocan fuerte inhibicion en el
crecimiento miceliar de Trichophyton rubrum. Asi mismo, estudios realizados por
Archana y colaboradores (2018) demostraron que este terpenoide es capaz de inducir
apoptosis en el hongo Candida albicans, por lo que el limoneno es un principio activo

candidato para ser estudiado en el control de hongos fitopatégenos.

Efecto de los aceites esenciales de T. minuta, M. mollis y C. tomentosum sobre el

crecimiento in vitro de A. niger y F. oxysporum

En esta investigacion se evidencié mediante los antibiogramas el efecto de los
aceites esenciales de T. minuta, C. tomentosum y M. mollis sobre el crecimiento de los
hongos A. niger y F. oxysporum, mediante la formacion de halos de inhibicién con los

diferentes tratamientos aplicados.
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El aceite esencial de Minthostachys mollis gener6 sensibilidad en Aspergillus
niger a concentraciones de 25,10 y 5 %, mientras que en Fusarium oxysporum genero
sensibilidad a concentraciones de 25y 10 %. Estos resultados concuerdan con los
demostrados por Stashenko y Duran (2009) quienes evaluaron la actividad antifiingica
de M. mollis contra especies de Aspergillus y observaron fuertes inhibiciones del aceite
esencial en el crecimiento miceliar. Asi mismo, estos resultados concuerdan con
estudios realizados por Quispe (2017) quien reporté que Fusarium sp. era altamente

sensible el aceite esencial de M. mollis a partir del 20 % de concentracion.

Con el aceite esencial de Clinopodium tomentosum se observé sensibilidad en
A. niger a concentraciones del 25 y 10 %, mientras que en F. oxysporum se observo
sensibilidad al 25 % de concentracion. Estos resultados concuerdan con la investigacion
realizada por Debbabi & EI Mokni (2020), quienes evaluaron el potencial antifingico del
aceite esencial de varias especies de Clinopodium y observaron que especies de
Aspergillus eran sensibles a este aceite en condiciones in vitro. Igualmente, estos
resultados concuerdan con la investigacion de Cardenas (2014) quien evidencio que el
aceite esencial de Clinopodium spp. provoco fuerte inhibicién en el crecimiento de
Fusarium sp. Ademéas, Tomaylla, Jiménez y Merma (2020) confirman el potencial
antifangico de especies de Clinopodium, ya que el aceite esencial de Clinopodium
brevicalyx inhibié la reproduccion del hongo Trichophyton rubrumde a concentraciones

del 1 al 50 %.

En relacion a los tratamiento del aceite esencial de T. minuta, solo a la
concentracion del 25 % se observd que Aspergillus niger fue sensible. Los resultados
concuerdan con los resultados de Zygadio, Guzman y Grosso (2011) quienes
determinaron que el potencial antifiingico del aceite esencial de T. minuta provocé una

toxicidad media en el hongo Alternaria solani. Corroborado ademas por Lépez, Pefia 'y
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Beryl (2018) al analizar el aceite esencial deTagetes provocaba sensibilidad en hongo
A. niger, al observarse una reduccion del crecimiento micelair del 21 %. En general se
observé una menor sensibilidad de A. niger y F. oxysporum a la aplicacién del aceite
esencial de T. minuta en comparacion a los otros aceites eseciales estudiados. Segun
Nasser, Farukh y Saeed (2014) esto puede deberse a que en T. minuta se ha
identificado apenas dos terpenoides con actividad antifingica, mientras que en los
demas aceites evaluados se han descrito al menos seis, que pueden interactuar entre si

incrementando el potencial antifingico.

En resumen, en esta investigacion se evidencié que el aceite esencial de M.
mollis presenta el mayor potencial antifingico, seguido por C. tomentosum. Los aceites
esenciales de estas dos especies cuentan con similares moléculas terpenoides con
actividad antifingica. Posiblemente el mejor resultado obtenido en M. mollis se debe a
la carvona, identificado Unicamente en esta especie (Campo & Ambuludi, 2017;
Moncayo, 2020). Esto sugiere, que la carvona puede provocar que el aceite esencial de
M. mollis genere mayor sensibilidad en A. niger y F. oxysporum. La importancia
antifangica de esta molécula concuerdan con la investigacion de Morcia y Malnati
(2012), quienes identificaron que extractos de carvona a concentraciones entre 0.01 y
0.1 % generaron una fuerte inhibicion en el crecimiento miceliar de F. oxysporum y

Aspergillus spp.

El factor que incrementa la inhibicién del crecimiento del hongo es la disminucion
en la germinacién de esporas. En relacién a los ensayos de concentracion de los
aceites esenciales realizados sobre la esporulacion, se evidencié que a medida que se
aumenta la concentraciéon del aceite disminuye la germinacién de esporas. Se
alcanzaron porcentajes de inhibicién de esporas de hasta 99.18 % para A. niger y 95.10

% para F. oxysporum. Estos resultados concuerdan con el estudio de Vasquez y
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colaboradores (2013), quienes evaluaron el efecto de los aceites esenciales de
Chenopodium album a diferentes concentraciones sobre la germinacion de esporas de
Fusarium spp, observando que a medida que aumentaba la concentracion del aceite de
Chenopodium album este reducia la esporulacién del hongo hasta un 100 %. Segun
Tapia (2005) la inhibicién de la germinacion de esporas puede deberse a los
terpenoides presentes en la muestra, interfiriendo con la funcioén de la quitina sintetasa.
Esta enzima posiblemente deja de sintetizar la quitina necesaria para formar
conidioforos, lo que influye directamente sobre la cantidad de esporas que se producen

y sobre la reproduccién del hongo.

Segun los resultados obtenidos en esta investigacion, el aceite esencial de M.
mollis es una buena alternativa para el control in vitro de hongos fitopatégenos como A.
niger y F. oxysporum, debido a la inhibicién en el crecimiento y reduccién de la
esporulacion en los ensayos realizados. Ademas muestra la importancia de evaluar la
actividad antifingica de aceites esenciales de diferentes plantas para el control de

hongos fitopatégenos.
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Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos sobre la evaluacién de la actividad

antifingica de los aceites esenciales de Tagetes minuta, Clinopodium. tomentosum y

Minthostachys mollis para el control in vitro de Aspergillus niger y Fusarium oxysporum,

se puede concluir lo siguiente:

Los ensayos preliminares a altas concentraciones de 25 al 100 % de
aceites esenciales permitieron detectar rapidamente la actividad
antifingica de los metabolitos secundarios de M. mollis, C. tomentosum y

T. minuta.

Las concentraciones 6ptimas de inhibicién de los aceites esenciales de
M. mollis, C. tomentosum y T. minuta mediante la técnica de difusion de
disco se estim6 mediante modelos matematicos que describen el

comportamiento de los datos recopilados.

Segun el modelo matematico, para inhibir el crecimiento del hongo A.
niger se necesitaria de al menos 4.41, 9.01 y 15.97 % de aceite de M.
mollis, C. tomentosum y T. minuta respectivamente. En relacion a F.

oxysporum se necesitaria de al menos 7.33 y 17.38 % de aceite de M.

mollis y C. tomentosum respectivamente.

Mediante la técnica de antibiograma se evidencié un claro efecto
inhibitorio de los aceites esenciales sobre el crecimiento miceliar de los
hongos. En A. niger los aceites esenciales de M. mollis, C. tomenstosum
y T. minuta al 25 % provocaron la formacién de halos de inhibicion de
35.28, 25.71 y 17.69 mm de didmetro respectivamente. En F. oxysporum

la misma concentracion de los aceites de C. tomenstosum y M. mollis
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indujeron la formacion de halos de inhibicién de 15.79 y 35.28 mm

respectivamente.

e Lareduccion en la germinacion de esporas es un factor fundamental para
inhibir el crecimiento de los hongos. La concentracion al 25 % de los
aceites M. mollis, C. tomenstosum y T. minuta inhibio la esporulacion en

A. niger entre un 56 al 99 % y en F. oxysporum entre un 18 al 95 %.

e La concentracion del 25 % de aceite esencial de M. mollis fue el
tratamiento que provocd la mayor inhibicion del crecimiento miceliar y la
reduccién de la germinacién de esporas en los hongos A. nigery F.
oxysporum, mostrando que esta planta posee principios activos con un

elevado poder antifungico.

e Las concentraciones del 5y 10 % de aceite esencial de M. mollis
presentaron mayor actividad antifingica que los aceites de C.
tomentosum y T. minuta a las mismas concentraciones, sugiriendo que el
aceite esencial de M. mollis es una posible alternativa para el control de

hongos fitopatdégenos como A. niger y F. oxysporum.

Este trabajo deja las bases de una metodologia estandarizada para evaluar en el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la ESPE la actividad antifungica de aceites

esenciales mediante la técnica de difusion de disco.
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Recomendaciones

En futuras investigaciones relacionadas con el estudio de la actividad antifungica

de aceites esenciales se recomienda lo siguiente:

e Utilizar concentracion de aceites esenciales entre 25y 15 % para los
ensayos de deteccién de actividad antifiingica para minimizar la cantidad

de AE en la fase de seleccion.

e Realizar la caracterizacion quimica de los aceites esenciales para
confirmar la presencia de principios activos responsables de la actividad

antifingica reportados en otras investigaciones.

e Evaluar la actividad antifingica de los aceites esenciales de
Minthostachys mollis y Clinopodium tomentosum con otros hongos, para

incrementar las evidencias cientificas del potencial antifingico.

¢ Validar en el laboratorio el nivel de prediccion de los modelos
matematicos desarrollados para estimar la actividad antifangica de los

aceites esenciales de M. mollis y C. tomentosum.

e Evaluar la actividad antifingica de los aceites esenciales de

Minthostachys mollis y Clinopodium tomentosum en condiciones in vivo.

e Estudiar la ruta metabdlica y los genes que intervienen en la sintesis de
los principios activos con actividad antifiingica para potenciar mediante

transformacion genética su produccion.
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