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Resumen

Titulo: Evaluacion de Aceites Esenciales, Aislados de Plantas Aromaticas Colombianas, como
Agentes Antimicrobianos Contra el Hongo Mycosphaerella fijiensis, Fitopatogeno Causante

de la Enfermedad Sitagoka negra en Banano*

Autor: Daniela Carolina Monsalve Lopez**

Palabras clave: Mycosphaerella fijiensis, Sigatoka negra, Aceites esenciales, Actividad

antifangica

Descripcion: El banano, después de los citricos es una de las frutas mas consumidas en el mundo y su

produccion constituye una importante fuente de empleo para el pais productor; sin embargo, los cultivos de banano

son afectados por varias enfermedades que ponen en riesgo su produccion.

Actualmente la enfermedad que genera méas pérdidas para los productores de banano es la Sigatoka negra, una
enfermedad foliar causada por el hongo ascomiceto Mycosphaerella fijiensis. Con el propésito de explorar otras
estrategias de control frente a la Sigatoka negra se evalud la actividad antifungica de ocho aceites esenciales:
Tomillo (Thymus vulgaris), cardamomo (Elettaria cardamomum), limoncillo (Cymbopogon flexuosus), palmarosa
(Cymbopogon martinii), naranja (Citrus sinensis), citronela (Cymbopogon nardus) y orégano (Lippia origanoides)
quimiotipos timol-carvacrol 1 y Il y mezclas de estos: Grupo 1 (Tomillo, cardamomo y limoncillo), Grupo 2
(Naranja, citronela y palmarosa) y Grupo 3 (Orégano T-C | y orégano T-C Il) contra cuatro cepas del hongo
fitopatégeno M. fijiensis (Cepas C86, C139, 111033 y 111029). Por el método de dilucion en agar se encontrd
que fueron los aceites esenciales de limoncillo, citronela y palmarosa los que presentaron mayor PIM contra la
cepa C86. Por la técnica de microplato se determind que fue el aceite esencial de orégano T-C | y el grupo 3 los

que presentaron mayor actividad antifngica contra las cuatro cepas de M. fijiensis.

* Trabajo de Grado
™ Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: William Fernando Bucheli. Doctor en Quimica. Codirector:
Inés Hernandez Celi. Magister en Ciencias Bésicas Biomédicas
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Abstract

Title: Evaluation of Essential Oils, Isolated from Colombian Aromatic Plants, as Antimicrobial
Agents Against the Fungus Mycosphaerella fijiensis, a Phytopathogen that Causes Black Leaf

Streak Disease in Bananas*

Author: Daniela Carolina Monsalve Lopez**

Key words: Mycosphaerella fijiensis, Black sigatoka, Essential oils, Antifungal activity

Description: Banana, after citrus fruits, is one of the most consumed fruits in the world and its production

constitutes an important source of employment for the producing country; however, banana crops are affected by
various diseases that put their production at risk.

Currently the disease that generates the most losses for banana producers is black leaf streak disease, a foliar
disease caused by the ascomycete fungus Mycosphaerella fijiensis. In order to explore other control strategies
against Black Sigatoka, the antifungal activity of eight essential oils was evaluated: Thyme (Thymus vulgaris),
cardamomum (Elettaria cardamomum), lemongrass (Cymbopogon flexuosus), palmarosa (Cymbopogon martinii),
orange (Citrus sinensis), citronela grass (Cymbopogon nardus) and oregano (Lippia origanoides) thymol-
carvacrol chemotypes I and Il and mixtures of these: Group 1 (Thyme, cardamomum and lemongrass), Group 2
(Orange, citronella grass and palmarosa) and Group 3 ( Oregano T-C | and oregano T-C II) against four strains of
the phytopathogenic fungus M. fijiensis (Strains C86, C139, 111033 and 111029). By the agar dilution method, it
was found that the essential oils of lemongrass, citronela grass and palmarosa were those that presented the highest
PIM against the C86 strain. Using the microplate technique, it was determined that the essential oil of oregano T-

C I and group 3 were those that presented the highest antifungal activity against the four strains of M. fijiensis.

* Degree work
** Science Faculty. School of Chemistry. Director: William Fernando Buchelli. Doctor in Chemistry. Co-director:
Inés Hernandez Celi. Master in Basic Biomedical Sciences



ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA 14

Introduccion

El banano constituye una importante fuente de alimento para millones de personas en
el mundo, después de los citricos, es una de las frutas que mas se consumen(Pareek, 2015a).
Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
en el afio 2018, esta variedad frutal se cultivo en 138 paises aproximadamente, principalmente
en las regiones tropicales de Africa, Asia y Latinoamérica, con una produccion de 115 millones
de toneladas anualmente(Estadisticas | Organizacion de Las Naciones Unidas Para La
Alimentacion y La Agricultura, n.d.). India, China, Filipinas, Ecuador y Colombia se

encuentran entre los principales productores de banano(Ploetz et al., 2015).

En el afio 2018 el banano se consolidd como el tercer producto agricola de exportacion
en Colombia, después del café y las flores, aportando a la economia un ingreso de 800.8
millones de ddlares, posicionando al pais en el cuarto puesto como exportador de
banano(ASBAMA, n.d.). A pesar de que existen diversos factores como el estado del suelo, la
nutricion vegetal, el tipo de cultivo y la densidad de siembra que pueden poner en riesgo la
produccion de banano tanto en Colombia como en el mundo, uno de los factores de mayor
impacto son las enfermedades por agentes bidticos que afectan los cultivos; causando pérdidas

econdmicas en el sector agricola(Ploetz et al., 2015).

Por décadas, los cultivos de banano se han visto afectados por varias enfermedades,
entre ellas la mas recordada; enfermedad de Panaméa dado el impacto negativo que genero6 en
la produccion de banano, siendo necesario reemplazar la variedad Gros Michel tipo por las
variedades del subgrupo Cavendish(Marin et al., 2003). En la actualidad, la enfermedad que

presenta mayor riesgo para los productores de banano es la sigatoka negra, causada por el
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hongo ascomiceto Mycosphaerella fijiensis, considerado como el fitopatbgeno méas agresivo
para los cultivos del subgrupo Cavendish(M. Hidalgo et al., 2006) llegando a generar pérdidas

hasta de un 50% en la produccion total(Marin et al., 2003).

Actualmente, el control quimico es el método méas eficaz para combatir la sigatoka
negra; sin embargo, esta estrategia trae consigo serias consecuencias para la salud de los
agricultores de banano, genera un dafio ecolégico considerable para el medio ambiente y
ademas representa un alto costo para el agricultor. De igual manera es importante resaltar que,
la aplicacion constante de fungicidas, conlleva un riesgo potencial en el desarrollo de
resistencia en M. fijiensis, siendo necesario aumentar el nimero de aplicaciones de fungicidas
al aflo(Donzelli & Churchill, 2007), lo que en el costo de produccion representa un valor de

hasta 800 ddlares por hectarea para su control(Maria et al., n.d.).

Por lo anterior, en la actualidad se han desarrollado diversas estrategias para disminuir
el uso de sustancias quimicas en la agricultura, entre estas se encuentran el mejoramiento
genetico(Camayo, 2015), control biolégico(Guzméan, 2012), manejo integrado del

cultivo(Sanabria & Inta, 2006) y el uso de productos naturales(Rodriguez Sauceda, 2011).

Durante la implementacién del control con productos naturales, han sido ampliamente
estudiadas varias familias de plantas como Anacardiaceae, Rubiaceae y Myrtaceae(Wena et
al., 2011) por la actividad antimicrobiana que exhiben los extractos crudos (a partir de material
vegetal como hojas, tallos, semillas y flores o igualmente aceites esenciales de los mismos)
contra bacterias como: Escherichia coli(Gutiérrez-Jiménez et al.,, 2017), Bacillus
subtilis(Ferrer, 2003), Staphylococcus aureus(Ferrer, 2003), y Listeria monocytogenes(Ferrer,
2003) y hongos como: Aspergillus flavus(Viuda et al., 2008), A. nige(Viuda et al., 2008),
Fusarium oxysporum(Gakuubi et al., 2017), Mycosphaerella graminicola(Jabeur et al., 2017),

entre otros.
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Motivados por el amplio espectro de actividad biologica que exhiben los aceites
esenciales(Nakatsu [xc*] et al., 2000) y por los escasos estudios realizados sobre el uso de estos
para combatir al hongo M. fijiensis, en el presente trabajo de grado se evalué la actividad
antifungica de los aceites esenciales de Tomillo (Thymus vulgaris), Cardamomo (Elettaria
cardamomum), Limoncillo (Cymbopogon flexuosus), Palmarosa (Cymbopogon martinii),
Naranja (Citrus sinensis), Citronela (Cymbopogon nardus) y Orégano (Lippia origanoides),
con el fin de explorar otras estrategias de menor impacto ecoldgico y que ademas favorezcan
la reduccion del uso indiscriminado de fungicidas comerciales como control frente al agente

causal de la sigatoka negra.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de seis aceites esenciales aislados de plantas

aromaticas colombianas en la inhibicion del hongo M. fijiensis.

1.2 Objetivos especificos
Evaluar la actividad antimicrobiana de seis aceites esenciales contra el hongo M.

fijiensis mediante la técnica de dilucion en agar.

Determinar la concentracion de inhibicion del 50% de la poblacion (1Cso) de los aceites

esenciales y mezclas de estos utilizando la técnica de dilucion en microplato.
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2. Marco tedrico

2.1 Antecedentes

De acuerdo con la base de datos bibliografica Scopus consultada en abril de 2020,
usando como palabra clave [“Mycosphaerella fijiensis’] en el afio 1970 se realizo la primera
publicacion sobre el hongo ascomiceto Mycosphaerella fijiensis y hasta la fecha, se han
publicado alrededor de 1,282 articulos que abordan esta tematica(Scopus - Document Search
Results, n.d.), siendo Estados Unidos el pais con mas publicaciones con 224 documentos.
Colombia actualmente cuenta con 57 publicaciones ubicandose en el noveno puesto a nivel
mundial. En el periodo entre 2001-2010 Colombia ocupo el puesto 14 con un total de 13
publicaciones, desde entonces, hasta la fecha se han publicado 44 documentos posicionando a
Colombia en el octavo puesto en el periodo 2011-2020(Scopus - Document Search Results,

n.d.).

Al realizar la busqueda en la base de datos Scopus con la palabra clave [ “essential
oils '], esta arrojé 56,897 resultados. Los enfoques de investigacion mas relevantes de los
articulos publicados sobre esta tematica son: Ciencias agropecuarias y bioldgicas (23,464
publicaciones), quimica (17,683), bioquimica, genetica y biologia molecular (13,715),
farmacologia, toxicologia y farmacia (12,738) y medicina (11,152)(Scopus - Document Search

Results, n.d.).

Cuando se realiz6 la basqueda con las palabras clave [ “essential oils” And banana ],
la base de datos Scopus arrojé 4,233 resultados(Scopus - Document Search Results, n.d.); India

se ubica en el primer puesto con 628 publicaciones. Colombia, por su parte, ocupa el puesto 26
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con 58 documentos en total, todos publicados en el periodo 2011-2020(Scopus - Document

Search Results, n.d.).

Por Gltimo, al usar como palabras clave [“Essential oils” And ‘“Mycosphaerella
fijiensis ] en la base de datos Scopus, con el fin de conocer las publicaciones realizadas que
abarcan estos dos temas, se encontraron 31 documentos(Scopus - Document Search Results,
n.d.), de los cuales 21 tuvieron como enfoque de investigacion ciencias agropecuarias y
bioldgicas, siete fueron de farmacologia, toxicologia y farmacia y siete de quimica, sin
embargo, ninguno de estos corresponde a la evaluacion de la actividad antifingica de aceites

esenciales contra M. fijiensis.

En cuanto a las publicaciones més recientes de articulos referentes a la actividad
antifngica de aceites esenciales sobre el hongo M. fijiensis, Camara et al. (2017)(Camara et
al., 2017) publicaron un estudio en el cual evaluaron la actividad in vitro de dos aceites
esenciales contra el hongo en cuestion, encontrando que el aceite de Monodora myristica
presenta alto efecto toxico a nivel fangico a concentraciones superiores a 7000 ppm con un
ICso igual a 744 ppm: para el aceite esencial de Eucalyptus torelliana este presentd un 1Cso de
3158 ppm. En conclusion, los autores atribuyen el efecto antifungico de los aceites esenciales
a los compuestos mayoritarios de M. myristica, los cuales fueron: a-felandreno (24.2%) y p-
cimeno (30%) vy, en el caso del aceite esencial de E. torelliana, fueron los compuestos de a-

pineno (42.85%) y S-cariofileno (14.54%).

En el afio 2017, Gutiérrez et al.(Gutiérrez-Jiménez et al., 2017) reportaron un estudio
en el cual evaluaron la actividad bioldgica de diferentes aceites esenciales sobre M. fijiensis
bajo condiciones in vitro. Los aceites utilizados fueron: Pimenta dioica, Piper auritum,
Syzygium aromaticum, Cinnamomum zeylanicu, Origanum vulgare, Artemisia ludoviciana y

Origanum majorana. Los aceites de P. dioica, C. zeylanicum y O. vulgare fueron los que
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generaron menor porcentaje de crecimiento micelial de M. fijiensis a una concentracion de 500
ppm, seguidos de O. majorana y A. ludoviciana a 1000 ppm y por Gltimo los aceites de P.
auritum y S. aromaticum a 5000 ppm. En este estudio, Gutiérrez et al. atribuyen la actividad
antifungica de los aceites de P. dioica, C. zeylanicum y O. vulgare a la presencia de los

compuestos eugenol, cinamaldehido y carvacrol.

Lo anterior demuestra que los aceites esenciales pueden ser una alternativa potencial
frente al control fitosanitario en las plantaciones de banano y platano, especialmente en el

manejo y control del hongo M. fijiensis.

2.2 Aspectos generales y taxonomia del banano
El banano, fruta tropical cuyo nombre cientifico es Musa x paradisiaca es un hibrido
entre las especies silvestres Musa acuminata y Musa balbisiana, proviene del sudeste asiético,

pertenece a la familia Musaceae y hace parte del género Musa(Valmayor et al., 2000).

Las plantas de banano se caracterizan por ser hierbas perennes de gran tamafo, poseen
entre 5y 20 racimos de bananos, cada uno con 2 a 20 frutos, también cuentan con un rizoma
corto y un tallo conico que resulta de la unién de las vainas foliares, el cual puede medir desde
3.5 a 7.5 m de alto, terminado en un racimo de hojas que pueden llegar a medir hasta cuatro

metros de largo y 1.5 m de ancho(Infoagro, n.d.).

En cuanto a los bananos, estos tienen un alto valor nutricional, pues contribuyen a la
ingesta de carbohidratos, fibra, vitaminas C, A y B, minerales como potasio y

magnesio(Pareek, 2015b) y antioxidantes como la dopamina(Kanazawa & Sakakibara, 2000).

Existen diferentes variedades de banano, entre las mas conocidas y comercializadas se
encuentran aquellas pertenecientes al subgrupo Cavendish como Grand Naine, Valery y
Williams que, aungue sean susceptibles a la enfermedad Sigatoka negra (Tabla 1), cumplen

con estandares requeridos en términos de caracteristicas postcosecha, rendimiento y sabor que
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se esperan de un banano apto para ser exportado. Entre los paises que lideran las exportaciones
de banano se encuentran Ecuador, Filipinas, Costa Rica, Guatemala y Colombia; mientras que
los paises con mayor demanda son Estados Unidos, Japdn y paises de Europa como Bélgica,

Italia, Alemania, entre otros(Soto, 2011).
Tabla 1

Variedades de banano con diferentes niveles de resistencia a la Sigatoka negra (Hidalgo

Bucheli, 2009)

Variedad Genoma Nivel de resistencia
Calcutta 4 AA HR
Tuu gia AA HR
Bocadillo AA S
Fougamou ABB PR
Niyarma yik AA S
Cavendish AAA VS
Gross michel AAA VS
Balbisiana BB HR
Pelipita ABB PR

Nota: HR: Muy resistente, PR: Parcialmente resistente, S: Sensible, VS: Muy sensible

2.3 Mercado bananero en Colombia e impacto econdémico

En Colombia, el banano de exportacion se cultiva en la region de Uraba y en los
departamentos de Magdalena y la Guajira, su produccion constituye una importante fuente de
empleo para el pais, ademas de ser uno de los productos con los mayores ingresos en
exportaciones segin la Asociacion de Bananeros del Magdalena y la Guajira

(ASBAMA)(ASBAMA, n.d.). El banano se posiciona como el tercer producto agricola
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exportable del pais despues del café y las flores, con un ingreso de 800.8 millones de ddlares
en divisas en el afio 2018. De acuerdo con ASBAMA, el Departamento Administrativo
Nacional de Estadisticas (DANE) report6 que en el afio 2018 Colombia exporté 1,738,504
toneladas de banano del subgrupo Cavendish, equivalentes a 86.9 millones de cajas de 20 Kg,

6.8 millones de cajas menos que en el afio 2017(ASBAMA, n.d.).

De acuerdo con la informacién reportada por el DANE, la causa de la disminucién del
7.2% de las exportaciones nacionales respecto al afio 2017, se debid principalmente a la
reduccion en volumen exportado en el Uraba antioquefio que paso6 de 1,271,844 toneladas en
el 2017 a 1,055,569 toneladas en el 2018. En el caso de los departamentos del Magdalena, La
Guajiray Cesar, las exportaciones aumentaron un 13.3% respecto al afio 2017, lo cual permitio
que la region pase de representar el 32% en el 2017 al 9.2% de las exportaciones de banano en

el pais en el 2018(ASBAMA, n.d.).

La distribucion del volumen exportado por comercializadora a nivel nacional en 2018
la liderd la comercializadora UNIBAN S.A. con el 34.5% del mercado, seguida por TECBACO
S.A. (17.4%) y BANASAN S.A. (12%). En cuanto a la region Caribe, TECBACO S.A. es el
mayor exportador (44.3%), seguido por BANASAN S.A. (30.7%) y en tercer lugar

BANARRICA S.A. (9.4%)(ASBAMA, n.d.).

El sector bananero, a nivel nacional aporta 168,782 empleos de los cuales 42,069 son
directos y 126,713 indirectos. De la cifra total, la region Caribe aporta 51,821 empleos de los

cuales 12,916 son indirectos y 38,905 directos(ASBAMA, n.d.).

Respecto a los paises a los cuales se exporta el banano colombiano, Bélgica es el
principal destino con un porcentaje del 25.39%, seguido por Estados Unidos 17.40% y Reino

Unido con 16.04% (ASBAMA, n.d.)(Figura 1).

Figural
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Exportaciones de banano colombiano en el afio 2018 segun pais de destino
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2.4 Enfermedades que afectan la produccion de banano

Existen diversos factores abidticos que influyen en la produccion de banano en el
mundo; entre estos se encuentran el suelo y la nutricion vegetal, drenaje e irrigacion, tipo de
cultivo, la densidad de siembra y bidticos como los agentes infecciosos: hongos, bacterias,
virus y nematodos; este ultimo factor es el de mayor preocupacién para los productores de

banano por ser el que ocasiona mayor numero de pérdidas en los cultivos en el mundo(Ploetz

etal., 2015).

Las enfermedades del banano mas importantes a lo largo del tiempo han sido
principalmente tres, la enfermedad de Panama, la Sigatoka amarilla y la Sigatoka negra. La
Enfermedad de Panama es causada por el hongo Fusarium oxysporum, en los afios 60 fue este
hongo el responsable de que la variedad de banano de exportacion conocida como Gros Michel,
la mas famosa para ese entonces se dejara de cultivar y fuera reemplazada por las variedades

del subgrupo Cavendish(Marin et al., 2003). La Sigatoka amarilla fue la primera enfermedad
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foliar que tuvo un impacto significativo a nivel econdmico para los cultivos de banano, sobre
todo del subgrupo Cavendish, el hongo causante de esta enfermedad es Mycosphaerella
musicola(Churchill, 2011)(Aman & Rai, 2015). La sigatoka negra, conocida en inglés como
Black leaf streak disease (BLSD), es la enfermedad foliar que genera mayor preocupacion para
el sector bananero comparada con otras enfermedades, pues se caracteriza por ser la mas
agresiva para los cultivos del subgrupo Cavendish; ademas, debido a las caracteristicas
bioldgicas del hongo causante de esta enfermedad, como por ejemplo la alta produccién de
ascosporas, incremento en el nimero de ciclos sexuales por afio y una tasa elevada de
colonizacién de tejidos, han permitido posicionar la Sigatoka negra como la principal
enfermedad foliar del banano(M. Hidalgo et al., 2006). Por esta razon, en las secciones

siguientes se profundizara en la enfermedad de la Sigatoka negra.

2.5 Enfermedad Sigatoka negra

En Colombia, la Sigatoka negra se detectd por primera vez en octubre de 1981, en la
zona bananera de Uraba y desde entonces se ha difundido por las regiones Atlantica, Pacifica
y hacia el centro del pais alcanzando los departamentos de Caldas, Cundinamarca y
Tolima(Hidalgo Bucheli, 2009), lo cual generd problemas en los cultivos de banano, pues
disminuyd su produccion, aumento el costo del cultivo por el manejo que se le debia dar a la
enfermedad y también aumento el riesgo para la salud de los agricultores por el uso de

fungicidas(Churchill, 2011).

2.5.1 Aspectos generales de la interaccion Mycosphaerella fijiensis-Musa (planta de
banano)

M. fijiensis es el microorganismo causante de la enfermedad Sigatoka negra. Este es un
hongo filamentoso, ascomiceto haploide, de orden Capnodiales, perteneciente a la familia
Mycosphaerellaceae y de género Mycosphaerella(Churchill, 2011). M. fijiensis se reproduce

sexual (teleomorfo) y asexualmente (anamorfo) lo cual genera una recombinacion genética que
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asegura el mejoramiento y la evolucion de la especie. Tiene un hébito alimenticio

hemibiotréfico, esto indica que el hongo inicialmente forma una asociacion con las células

vivas de la hoja en la cual se nutre de estas y luego cambia a un desarrollo destructivo y

necrotrofico(Nieuwenhuis & James, 2016).

2.5.1.1 Ciclo de la enfermedad Sigatoka negra

El ciclo de la enfermedad Sigatoka negra (Figura 2) causada por el hongo M. fijiensis

consta de cuatro etapas: germinacion de esporas, penetracion del huésped, desarrollo de

sintomas y produccion de esporas(Churchill, 2011; Henderson et al., 2006).

Germinacion de esporas: El ciclo de la enfermedad inicia cuando las ascosporas
germinan en la superficie de la hoja, cuya germinacion depende en gran medida de la
humedad y temperatura del ambiente. La penetracion de la estoma por los tubos

germinales se favorece a temperaturas mayores a los 20°C y humedad cercana al 100%.

Penetracion del huésped: Luego de la germinacion, el hongo experimenta un periodo
de crecimiento epifitico que dura entre dos y tres dias, lo cual significa que el hongo
existe sobre la superficie de la hoja sin causarle dafio. Luego, el tubo germinal produce
un apresorio sobre un poro estomatal a través del cual el hongo dirige una hifa

infectante.

Desarrollo de sintomas: Una vez estando dentro de la hoja, la hifa infectante forma una
vesicula sub-estomatal, desde esta vesicula crece una hifa intercelularmente,
extendiéndose a través de las capas mesofilicas y las camaras de aire hacia la capa
empalizada. Estando en la capa empalizada, la hifa prolifera, creciendo en las cAmaras

de aire entre las venas. En esta etapa comienzan a aparecer los primeros sintomas, que
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se presentan como pequefias rayas color marron rojizo y es en ese momento cuando
inicia el periodo de transicion que se conoce como el tiempo que lleva el desarrollo de

sintomas desde las pequefias rayas hasta las manchas negras en la hoja.

Produccién y dispersién de esporas: La produccién de conidias en M. fijiensis ocurre
en una etapa temprana del desarrollo de la lesion y principalmente en la superficie
abaxial de la hoja. M. fijiensis genera cantidades pequefias de conidias y se producen
en grupos individuales o pequefios de conidiéforos. Las conidias de este hongo son
facilmente desalojadas por el viento, haciendo fécil su desplazamiento hacia hojas mas
jovenes y hacia otras plantas, mientras que las ascosporas requieren de agua para ser

expulsadas del peritecio, dispersandose por salpicadura sobre hojas y plantas.

Figura 2

Ciclo de la enfermedad Sigatoka negra causada por el hongo M. fijiensis(Churchill,

2011)
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2.5.2 Efecto de la Sigatoka negra en las plantas de banano

En las enfermedades foliares, todos los procesos que lideran el flujo de carbono vegetal
como la fotosintesis, respiracion y transporte, se pueden ver afectados con el fin de favorecer
la demanda de carbono por parte del microorganismo. M. fijiensis ataca las hojas de los cultivos
de banano produciendo un deterioro en el area foliar de la planta, ademas retrasa la floracion,
ocasionando una disminucion en el llenado del racimo y afectando la vida verde de la fruta
induciendo una maduracién prematura de los racimos.(Churchill, 2011)/(M. Hidalgo et al.,

2006)

Mederedith y Lawrence (1969)(Churchill, 2011; Marin et al., 2003) describieron del
desarrollo de sintomas por el hongo M. fijiensis en plantas de banano y lo dividieron en seis

etapas.

- Etapa 1: En la superficie abaxial de la hoja se observan pequefias manchas color marron

rojizo (Figura 3. A).

- Etapa 2: Aparecen rayas color marron rojizo tanto en la superficie abaxial como adaxial

de la hoja (Figura 3. B).

- Etapa 3: Comienzan a aparecer rayas mas anchas, su color empieza a cambiar de marron

rojizo a marron oscuro (Figura 3. C).

- Etapa 4: Las manchas pasan de ser marron oscuro a negro (Figura 3. D).

- Etapa 5: Se desarrolla un halo clorético alrededor de las manchas negras y las lesiones

estan ligeramente sumidas (Figura 3. E).
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- Etapa 6: El centro de la mancha se seca y pasa a ser color blanco griséceo, la mancha

esta rodeada por un borde marrén oscuro y se observa mas sumida (Figura 3. E).

Figura 3

Etapas del desarrollo de la enfermedad Sigatoka negra segun lo descrito por Meredith
y Lawrence. A) Etapa 1, B) etapa 2, C) etapa 3, D) etapa 4, E) etapa 5, F) etapa 6(Churchill,

2011)

En cuanto a la reacciéon de la planta (hospedero) al ataque del hongo (patdgeno),
Fullerton y Olsen (1995)(Fullerton & Olsen, 1995), determinaron el grado de reaccion de
acuerdo con el progreso de los sintomas, los cuales dependen de la relacion planta-hospedero

(Tabla 2).
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Tabla 2

Grados de reaccion de acuerdo con el progreso de los sintomas(Fullerton & Olsen, 1995)

Grado Sintomas Patogeno Hospedero
(Etapa/tiempo)
1 Max 102 Avirulento Resistencia alta
2 Max 3 Virulencia baja Resistencia moderada
3 4>45 dias Virulencia baja Resistente
4 4<45 dias Virulencia alta Moderadamente susceptible
5 4<30 dias Virulencia muy alta Altamente susceptible

2.5.3 Influencia de la Sigatoka negra en el mercado bananero.

La presencia de Sigatoka negra en los cultivos de banano puede ocasionar una
disminucion en la produccion del 50% o mas si no se trata de manera adecuada la enfermedad.
La susceptibilidad de los cultivos de banano a M. fijiensis hace que sea necesario el uso de
multiples fungicidas aplicados de forma constante en los cultivos, lo cual genera un aumento
en el costo del manejo de esta enfermedad, mayor riesgo para la salud y el medio
ambiente(Churchill, 2011). La aplicacion de fungicidas para el control de la Sigatoka negra en
América Central es responsable de al menos el 27% del precio minorista del banano, con gastos
que van desde 400 a 1400 ddlares por hectarea por afio debido a las multiples aplicaciones de
fungicidas requeridas para el control de la enfermedad que pueden llegar a ser hasta de 45
aplicaciones al afio®?’. En Colombia, el uso de fungicidas se ha incrementado de 19 ciclos por
afio en 1993 a 32 ciclos por afio en 2013, repercutiendo negativamente en el mercado y

produccién del banano pues, incrementa los costos del manejo de la enfermedad, siendo los
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pequefios agricultores los més afectados por el alto costo que involucra el uso de este método

de control(Gutierrez-Monsalve et al., 2015).

2.5.4 Control de la Sigatoka negra

Actualmente existen diferentes sistemas de control contra Mycosphaerella fijiensis,
entre estos se encuentran: manejo integrado del cultivo, control biloégico y control quimico. El
manejo integrado del cultivo consiste en mejorar el drenaje del suelo, disminuir la densidad de

siembra, controlar maleza y eliminar el tejido enfermo(Sanabria & Inta, 2006).

El control bilégico consiste en usar microorganismos o los productos de su
metabolismo para controlar total o parcialmente las poblaciones de un patégeno. Diferentes
hongos del género Trichoderma(Cavero, 2011) han sido evaluados en el control de la Sigatoka
negra, encontrando que podria ser una opcion para tratar la enfermedad. Sin embargo, aunque
es una alternativa al uso de productos quimicos y tiene la ventaja de presentar un bajo riesgo y
menor impacto tanto en el medio ambiente como en la salud de las personas, el control
bioldgico es més eficaz controlando enfermedades del suelo y no foliares como la enfermedad

de la Sigatoka negra producida por M. fijiensis(Guzman, 2012).

El control quimico es actualmente el método mas eficiente en el manejo de esta
enfermedad y consiste en la aplicacion de fungicidas con el fin de detener el crecimiento y
desarrollo de patdgenos en las plantas(Martinez-Bolafios et al., 2012). Sin embargo, el hongo
M. fijiensis presenta una alta capacidad de adaptacion, lo cual hace necesario el uso de
diferentes tipos de fungicidas; entre los mas comunes se encuentran los inhibidores de la
quinona (Qol) e inhibidores de la biosintesis del esterol (como los inhibidores de desmetilacion

y las aminas), que se describiran brevemente a continuacion(Lorenz, 2012).

Inhibidores de la quinona (Qol): Esta clase de fungicidas inhibe la respiracién

mitocondrial en los hongos a través de la union en el sitio “externo” de la quinona expuesto en
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el complejo enzimaético citocromo bci (complejo que interviene en la respiracion mitocondrial),
blogueando la transferencia de electrones y deteniendo la sintesis de ATP(Fernandez-Ortufio
et al., 2008). Se introdujeron en América Latina entre los afios 1997 y 2000 y con solo dos a
tres afios de uso, el hongo M. fijiensis desarrollé fungo resistencia. En Colombia, los niveles
de resistencia a estos fungicidas son muy altos, aunque desde el afio 2010 no se tiene reporte
de su uso(Lorenz, 2012). Entre los Qol mas comunes se encuentran: el trifloxystrobin, el

azoxystrobin y el pyraclostrobin (Figura 4)":8,
Figura 4

Inhibidores externos de la quinona: Trifloxystrobin (1), azoxystrobin (2) y

pyraclostrobin (3)
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Inhibidores de desmetilacion (DMI): Este tipo de fungicida inhibe las enzimas
implicadas en la biosintesis del ergosterol (Figura 5), componente principal de la membrana
plasmatica de los hongos. Esta deficiencia en ergosterol conlleva a la formacion de membranas
celulares con estructuras y funciones alteradas que afectan el crecimiento del hongo, e inducen
la acumulacién excesiva de precursores de ergosterol los cuales, son tdxicos para el
microorganismo(Leroux et al., 2008). La primera aparicion de los DMI en el mercado fue en
los afios 80 y los cambios en la sensibilidad se observaron por primera vez diez afios
después(Ngando et al., 2015). Entre los fungicidas inhibidores de desmetilacion utilizados en
los cultivos de banano se encuentran: el bitertanol, el difenoconazol y el propiconazol (Figura

6).
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Figura 5

Estructura del ergosterol (4), componente principal de la membrana plasmatica de

los hongos

Figura 6

Inhibidores de desmetilacion (DMI): Bitertanol (5), difenoconazol (6) y propiconazol
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Aminas: M. fijiensis presenta alta sensibilidad principalmente frente a las aminas
terciarias; el mecanismo de accion de este grupo de fungicidas ocurre a través de la inhibicion

de la biosintesis del ergosterol. Entre estas se encuentran la espiroxamina, el fenpropimorf y el

tridemorf (Lorenz, 2012) (Figura 7).

Figura 7
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Aminas inhibidoras de la biosintesis del esterol: Espiroxamina (8), fenpropimorf (9) y

tridemorf (10)
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2.6 Propiedades bioldgicas de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son producto de la sintesis natural que ocurre en diferentes partes
de las plantas durante los procesos de metabolismo secundario. Estos contienen alrededor de
20 a 60 compuestos que estan presentes en diferentes concentraciones, siendo los mas comunes
metabolitos tipo terpenos, aldehidos, ésteres, cetonas, alcoholes, compuestos aromaticos y
lactonas(Nakatsu [xc*] et al., 2000). No obstante, se ha determinado que los terpenos son los
metabolitos mas abundantes en los aceites esenciales, especialmente los monoterpenos y

sesquiterpenos(Puskarova et al., 2017).

El estudio de los aceites esenciales y sus componentes principales ha demostrado que
estos tienen un amplio espectro de actividad biologica y terapéutica. Tayarani-Najaran et al
(2013)(Tayarani-Najaran et al., 2013) realizaron un estudio de actividad antiemética para los
aceites de hierbabuena (Mentha spicata) y menta piperita (Mentha piperita) en nauseas y
vomitos inducidos por quimioterapia, obteniendo como resultado, una reduccién significativa
tanto en la intensidad como en el nimero de eventos eméticos en las primeras 24 horas para
los dos aceites esenciales encontrandolos como seguros y efectivos para el tratamiento de las

nauseas y vomito.

Tung et al. (2010)(Tung et al., 2010) estudiaron el aceite esencial de canela indigena
(Cinnamomum osmophloeum), encontrando que este posee actividad antiinflamatoria, pues
inhibe la produccion de oxido nitrico NO (ICsp 9.7-15.5 ug/mL), compuesto que cuando esta

presente en grandes cantidades en el cuerpo es asociado con diversas enfermedades
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inflamatorias, demostrando asi el potencial de este aceite esencial para ser empleado en

productos naturales para la salud.

También se han realizado estudios de la actividad antioxidante de los aceites esenciales,
Lagouri et al. (1993) (Lagouri et al., 1993) evaluaron cuatro aceites provenientes de las
siguientes plantas: Origanum vulgare, O. onites, Coridothymus capitatus y Satureja thymbra,
encontrando que todos estos tienen actividad antioxidante al ser evaluados en placas de
cromatografia de capa fina rociada con una solucion de B-caroteno y acido linoleico, lo cual
demuestra el potencial de los aceites esenciales en la industria alimentaria para ser empleados

con el fin de retrasar los cambios en los alimentos debidos a su oxidacion.

Adicional, los aceites esenciales también han sido reportados como promisorios agentes
antimicrobianos contra diferentes microorganismos patégenos, tanto de interés clinico como
agricola. En la Tabla 3 se reportan algunos aceites esenciales evaluados contra hongos

patogenos.
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Tabla 3
Actividad antimicrobiana determinada para diferentes aceites esenciales sobre diversas
clases de hongos
Aceite esencial Microorganismo Concentracién | Referencia
de inhibicién
Limon (Citrus lemon) Aspergillus niger
Mandarina (Citrus reticulata) | Aspergillus flavus
(Viuda et
Pomelo (Citrus paradisi) Penicillium 0.94%?
al., 2008)
Naranja (Citrus sinensis) chrysogenum
Penicillium verrucosum
Fusarium oxysporum,
F. solani
Eucalipto (Eucalyptus e b .
camaldulensis) F.verticillioides 7-8 uL/mL (Geatﬂ;l:ubl
F. proliferatum 2017)
F. subglutinans
Tomillo (Thymus vulgaris) M. graminicola 31.04 pL/L® Slabg(l));%t
Pimienta (Pimenta dioica)
Canela (Cinnamomum
zeylanicum) M. fijiensis 100 ppm? (Gutiérrez-
' Jimeénez et
Oregano (Origanum vulgare) al., 2017)
Monodora myristica 744.05 ppm°©
Eucalipto (Eucalyptus M.fijiensis (Camara et
torelliana) 315.90 ppm°© al., 2017)

a. Concentracion inhibitoria del 100%

b. Concentracion minima inhibitoria (CMI)

c. Concentracion inhibitoria del 50% (1Cso)



ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA 36

En el presente proyecto de grado se evalu la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de tomillo (Thymus vulgaris), cardamomo (Elettaria cardamomum), limoncillo
(Cymbopogon flexuosus), palmarosa (Cymbopogon martinii), naranja (Citrus sinensis),
citronela (Cymbopogon nardus) y orégano (Lippia origanoides) quimiotipo timol-carvacrol |
(En adelante se denominara como orégano T-C I) y quimiotipo timol-carvacrol Il (orégano T-
C II). Por tanto, a continuacion, se presenta una breve revision respecto a cada aceite esencial,

su composicion quimica y potencial bioldgico.

e Tomillo (Thymus vulgaris)

El tomillo es una planta aromética y medicinal nativa del mediterraneo occidental de
Europa, ha sido comunmente utilizada como conservante natural de alimentos. Ademas, es
ampliamente conocida por sus propiedades expectorantes, antitusivas, antibroncoliticas,
antiespasmodicas y diuréticas(Fachini-Queiroz et al., 2012). Se han realizado diferentes
estudios sobre la actividad antifingica del aceite esencial de tomillo, encontrando que presenta
actividad sobre Trichophytum rubrum y Trichophytum tonsurans, hongos responsables de la
dermatomicosis(Sokovi¢ et al., 2008), Myscosphaerella graminicola patdgeno de las plantas
de trigo(Jabeur et al., 2017), Candida albicans, Aspergillus niger, Aspergillus

flavus(Rahimifard et al., 2008), entre otros.

El aceite esencial de tomillo estd compuesto principalmente por timol (47,59%), p-
cimeno (8,41%) y y-terpineno (30.9%)(Boruga et al., 2014) (Figura 8), compuestos a los
cuales se les ha evaluado su actividad antimicrobiana, encontrando que el timol presenta
propiedades antifungicas contra los hongos Colletotrichum acutatum y Botryodiplodia
teobroma(Numpaque et al., 2011), Candida albicans(Rahimifard et al., 2008), Fusarium
solani, Fusarium tricinctum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium verticillioides(Stevi¢ et al.,

2014), entre otros. El y-terpineno actua como antifungico contra Sporothrix schenckii y



ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA 37

Sporothrix brasiliensis a una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 62.5-500.0 ug/mL y
125.0-250.0 ug/mL, respectivamente(Couto et al., 2015). El p-cimeno es un monoterpeno que
esta presente en al menos 100 especies de plantas y posee actividad antifingica contra Candida

lusitaniae(Marchese et al., 2017).
Figura 8

Principales componentes del aceite esencial de tomillo: Timol (11), p-cimeno (12) y y-

terpineno (13)

OH

(11) (12) (13)

e Cardamomo (Elettaria cardamomum)

El aceite esencial de cardamomo es utilizado como agente aromatizante en dulces,
encurtidos y en productos de panaderia, ademas se emplea en el tratamiento de problemas

gastrointestinales(Sereshti et al., 2012).

Se ha estudiado la actividad antifingica del aceite esencial encontrando que posee
actividad contra Aspergillus flavus, Candida albicans y Trichophyton simii(Atta-Ur-Rahman
et al., 2000). Los componentes principales del aceite esencial son eucaliptol (54.4%) y acetato
de terpenilo (24%)(Atta-Ur-Rahman et al., 2000) (Figura 9). La actividad antifangica del
eucaliptol se evalud sobre Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus; obteniendo como
resultado una inhibicion del crecimiento micelial de 5.5% a una concentracion de 900

ug/mL(Vilela et al., 2009).



ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA 38

Figura 9

Principales componentes del aceite esencial de cardamomo: Acetato de terpenilo (14)

y eucaliptol (15)

(14) (15)

e Limoncillo (Cymbopogon flexuosus)

El limoncillo es una planta herbacea aromatica nativa de la India, el aceite esencial de
esta planta se utiliza cominmente en la industria cosmética y farmaceutica, esta compuesto
principalmente por citral (43.80%) y neral (18.93%)(Pandey et al., 2003) (Figura 10). El aceite
de limoncillo se ha reportado por presentar actividad antifingica contra los patdgenos
Fusarium oxysporum, Trichophyton mentagrophytes a una concentracion inhibitoria del 100%
a las concentraciones de 1.56 uL/mL y 0.39 uL/mL(Pandey et al., 2003), respectivamente. Este
aceite también se ha evaluado contra el hongo Aspergillus flavus, causante del deterioro de las
plantas medicinales Terminalia arjuna, Acorus calamus, Rauvolfia serpentina, Holarrhena
antidysenterica, Withania somnifera y Boerhaavia difusa, encontrando que inhibio totalmente
el crecimiento de A. flavus con una concentracion inhibitoria del 100% de 1.3 uL/mL(Kumar
et al., 2009). En el caso del citral, este presenta actividad antifangica contra Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Sporothrix schenkii y Aspergillus fumigatus, ha sido determinado
con una concentracion minima inhibitoria (CMI) que varia entre 0.1 a 5 uL/mL(Pattnaik et al.,

1997).
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Figura 10

Principales componentes del aceite esencial de limoncillo: Citral (16) y neral (17)
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e Palmarosa (Cymbopogon martinii)

Palmarosa es una hierba perenne nativa del sudeste de Asia, su aceite esencial es usado
como repelente de insectos, antihelmintico y antifngico. Entre los componentes principales
del aceite se encuentran geraniol (65%) y acetato de geranilo (20%)(Ganjewala, 2009) (Figura
11). El aceite esencial de palmarosa presenta actividad antifungica contra Microsporum
gypseum y Trichophyton rubrum, con una concentracion minima inhibitoria de 200 y 150 ppm,
respectivamente(Prasad et al., 2010). El geraniol por su parte, presenta actividad antifangica
contra Trichophyton rubrum a una concentracion minima inhibitoria (CMI) que varia entre 16
y 256 ppm(De Oliveira Pereira et al., 2015), también contra Candida albicans (CMI de 16
ppm)(Leite et al., 2015). El acetato de geranilo tiene actividad antiflngica contra Trichophyton
rubrum, T. mentagrophytes, T. verrucosum Yy Cryptococcus neoformans a unas
cOncentraciones fungicidas minimas (CFM) que van desde 0.04 hasta 0.64 uL/mL(Pinto et al.,

2013).
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Figura 11

Principales componentes del aceite esencial de palmarosa: Geraniol (18) y acetato de

geranilo (19)
/\)\/\)\ i
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(18) (19)
Naranja (Citrus sinensis)

Debido a sus multiples propiedades, el aceite esencial de naranja es usado ampliamente

en la industria cosmética, alimentaria y en la medicina popular. Estd compuesto principalmente

por limoneno (96.62%)(Velazquez-Nufiez et al., 2013) (Figura 12). Se ha reportado actividad

bioldgica de este aceite ,contra Staphylococcus aureus, Penicillium chrysogenum, Bacillus

subtilis, Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae con CMI que varia desde 4.66 hasta

18.75 ulL/ mL(Tao et al., 2009). Por su parte, el limoneno actia como antifungico contra

Trichophyton rubrum, con un valor CMI de 0.5% v/v(Chee et al., 2009).

Figura 12

Principal componente del aceite esencial de naranja: Limoneno (20)

Citronela (Cymbopogon nardus)

El aceite esencial de citronela ha sido utilizado en la produccién de alimentos, bebidas,

perfumesy en productos farmacéuticos. Actualmente se han venido estudiando sus propiedades

bioldgicas como antifungico sobre varias especies de Aspergillus, Penicillium y Eurotium,
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encontrando que presenta inhibicion a partir de una concentracion de 250 ppm(Nakahara et al.,
2003). El componente principal del aceite esencial es citronelal (29.6%)(Wei & Wee, 2013)
(Figura 13); este presenta actividad antifingica contra Aspergillus, Pyricularia grisea y

Colletotrichum musae con CMI de 25, 50 y 25 ppm respectivamente(Aguiar et al., 2014).

Figura 13

Principal componente del aceite esencial de citronela: Citronelal (21)

e Oregano (Lippia origanoides)

El orégano es una planta ampliamente utilizada en la preparacion de comidas y en la
medicina tradicional. Se ha evaluado la actividad biologica del aceite esencial, encontrando
que inhibe el crecimiento de Candida albicans, Candida parapsilosis, Trichophyton rubrum,
Lactobacillus casei, entre otros microorganismos(Oliveira et al., 2007). Estudios realizados
con el aceite esencial de orégano quimiotipo timol mostraron que este presenta actividad
antifangica contra Candida parapsilosis, Candida krusei, Aspergillus flavus y Aspergillus
fumigatus, con valores de MIC de 157.5, 198.4, 125 y 31 mg/mL respectivamente(Betancur-
galvis et al., 2011). El aceite esencial esta compuesto principalmente por carvacrol (38.6%) y
timol (18.5%)(Oliveira et al., 2007) (Figura 14). La actividad antifangica del carvacrol se ha
evaluado contra Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus, Penicillium
funiculosum, Phomopsis helianthi y otros ocho microorganismos, encontrando que este
presenta un MIC entre 0.1 y 0.2 uL/mL(Sokovi¢ et al., 2002). El timol, por su parte, presenta
actividad antifangica contra 111 aislados de Candida resistentes y sensibles al fluconazol, con

valores de CMI de 100-125 mg/L y 100-150 mg/L, respectivamente(Ahmad et al., 2011).
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Figura 14
Principales componentes del aceite esencial de orégano: Timol (22) y carvacrol (23)
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2.7 Aproximaciones del mecanismo de accion de los aceites esenciales en su actividad
bioldgica contra hongos

Los mecanismos de accion de los aceites esenciales en hongos han sido poco
investigados; a continuacion, se relacionan algunos estudios de referencia. Jun Tian et a.l
(2015)(Tian et al., 2015) realizaron un estudio del mecanismo de accion del aceite esencial de
eneldo (Anethum graveolens) en Aspergillus flavus evaluando el efecto del aceite sobre la
membrana plasmatica y las mitocondrias del hongo. Segun Jun Tian et al, estos son los blanco
o diana por los cuales el aceite ejerce su actividad bioldgica, ya que la membrana plasmatica
desemperfia un papel vital en la conservacion del entorno homeostatico y la transferencia de
energia e informacion en la célula con el fin de mantenerla sana. Las mitocondrias por su parte
proveen un gran numero de servicios a la célula como la produccion de energia, la homeostasis

del pH, la regulacién de la apoptosis, entre otros.

En el estudio se detectdé mediante citometria de flujo una lesion en la membrana
plasmatica dependiente de la concentracion del aceite, lo cual llevd a los investigadores a
evaluar el efecto de este sobre la cantidad de ergosterol, componente principal de la membrana
plasmatica y responsable de mantener la funcion e integridad celular. Se encontrd que el
contenido de ergosterol en la membrana de A. flavus fue significativamente inhibido por las
diferentes concentraciones evaluadas de aceite esencial (0.25, 0.5, 0.75, 1 uL/mL), causando

asi, cambios morfoldgicos en las células. También se encontrd que el aceite de eneldo causé



ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA 43

interferencia en el potencial de membrana mitocondrial (MMP), disminucion de las actividades
de ATPasa y deshidrogenasa en las células del hongo lo cual llevé a la acumulacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en A. flavus. Por lo tanto, se concluy6 que la actividad antifingica
del aceite esencial de eneldo es producto de su capacidad para romper la barrera de

permeabilidad de la membrana plasmatica y por la acumulaciéon de ROS en el hongo.

En otro estudio, De Oliveira et al (2015)(De Oliveira Pereira et al., 2015) evaluaron la
actividad antifungica del geraniol y citronelol, monoterpenos presentes en diferentes aceites
esenciales, contra Trichophyton rubrum, encontrando como resultado que los dos compuestos
causan dafios a la pared y membrana celular de T. rubrum a traves de un mecanismo que parece

implicar la inhibicion de la biosintesis de ergosterol.

Por otro lado, Sharma et al. (2006)(Sharma & Tripathi, 2006) investigaron la toxicidad
del aceite esencial de naranja (Citrus sinensis) en el hongo Aspergillus niger. A través de la
microscopia electronica de barrido (SEM), estudiaron el modo de accién del aceite en el
patogeno, encontrando que el tratamiento con el aceite esencial conduce a la distorsion y
adelgazamiento de la pared hifal, reduccion del didmetro de la hifa y la ausencia de

conidi6foros.

En conclusion, es posible que el mecanismo de accion de los aceites esenciales esté
relacionado con un cambio fisico, quimico o bioquimico en los microorganismos, provocado
por la exposicion a los aceites. Ademas, la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
depende principalmente de la concentracién y tipo de compuestos presentes en el aceite, los
cuales pueden actuar por diferentes mecanismos, lo que significa que la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales esta regulada por mas de un mecanismo de accion(Rao

etal., 2019).
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3. Materiales y métodos

3.1 Reactivos
Los medios de cultivo PDA (Potato Dextrose Agar) y agar Saboraud, asi como el
DMSO (dimetilfulfoxido) 99.9% de pureza, fueron comprados a la compafiia MERCK y

utilizados de acuerdo con las instrucciones/recomendaciones del fabricante.

3.2 Material biolégico

Las cepas de M. fijiensis provienen de plantaciones de banano localizadas en la region
de Uraba (Antioquia) y fueron donados por el Banco de Coleccién de Microorganismos del
grupo de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Nacional de Colombia—Sede Medellin.

Los aislados de M. fijiensis fueron obtenidos de ascosporas, despues de la descarga de
las hojas infectadas con Sigatoka negra sobre agar-agua al 2%, y fueron mantenidas en tubos
con medio PDA a 25+2°C. Los aislados de M. fijiensis fueron caracterizados por amplificacion
de la region ITS por PCR para diferenciar esta de Mycosphaerella musicola(Johanson et al.,
1994). Las siguientes secuencias de oligonucleodtidos fueron utilizadas: MF137
5’ GGCGCCCCCGGAGGCCGTCTA3’  (especifico para M. fijiensis), MM137
5 GGCGCCCCCGGAGGTCTCCTT3  (especifico para M. musicola) en conjunto con el
primer inespecifico R635 5" GGTCCGTGTTTCAAGACGG3™ que codifica para una region
conservada situada en la subunidad 25S del DNA ribosomal. Las cepas de M. fijiensis fueron
clasificadas acorde con Carfias et. al(Cafas-Gutiérrez et al., 2009) y se mantuvieron
criopreservadas a -80°C en el Laboratorio de hongos del Parque Tecnoldgico Guatiguara de la
Universidad Industrial de Santander bajo las referencias: C86, C139, 111033y 111029 (Figura

15).
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Figura 15

Cepas de M. fijiensis utilizadas para el estudio

3.3 Material vegetal

Los aceites esenciales empleados en el presente trabajo de grado fueron suministrados
por el CENIVAM (Centro nacional de investigaciones para la agroindustrializacion de especies
vegetales aromaticas y medicinas tropicales), Universidad Industrial de Santander,
Bucaramanga, Santander, Colombia.

Las plantas bajo estudio se cultivaron en parcelas experimentales ubicadas en el
Complejo Agroindustrial Piloto del CENIVAM (N 07°08,442; WO 73°06,960; 977 msnm), en
la Universidad Industrial de Santander (Bucaramanga, Santander, Colombia). La
caracterizacion taxondmica de las plantas se realiz6 en el Instituto de Ciencias Naturales de la

Universidad Nacional de Colombia (Bogota, Colombia).
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La extraccion de los aceites esenciales utilizados en este estudio se llevo a cabo
mediante la hidrodestilacion asistida por radiacion de microondas(Céceres et al., 2020). La
identificacion y concentracion relativa de los metabolitos presentes en los aceites esenciales se

realizé por GC-MS y se encuentran reportadas por Caceres et al (2020)(Céceres et al., 2020).

3.4 Ensayos bioldgicos

3.4.1 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales contra la cepa
C86 del hongo M. fijiensis mediante la técnica de dilucién en agar

Para evaluar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se emple6 el método
de dilucion en agar(Viuda et al., 2008). Se prepararon soluciones de los aceites de tomillo,
cardamomo, limoncillo, naranja, citronela y palmarosa en medio PDA a concentraciones de
3000, 1000 y 500 uL/mL. Posteriormente, se vertieron en cajas Petri de 10 cm de diametro.
Tan pronto como se solidifico el medio se inocularon las cajas colocando un disco de 8 mm de
diametro de material micelial tomado de cultivos del hongo M. fijiensis -cepa C86- de 15 dias
de crecimiento. Las cajas Petri con el indculo se incubaron a 27°C durante 15 dias. La eficacia
del tratamiento se evalu6 durante 15 dias midiendo el didmetro del hongo colonizado. Todas
las pruebas fueron realizadas por triplicado. Como control se utilizé una caja Petri con medio

PDA vy el inéculo fungico segun lo descrito anteriormente.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se realizo en el
dia 15 determinando el porcentaje de inhibicion micelial (PIM) con la siguiente

formula(Tamayo & Carvalho, 2014):

dc —dt
PIM = x 100
dc

Donde:
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dc: Diametro de la colonia de la muestra control
dt: Didmetro de la colonia con el tratamiento

3.4.2 Determinacion de la concentracion inhibitoria del 50% de la poblacion (I1Cso) de los
aceites esenciales empleando la técnica de dilucién en microplato
La determinacion del 1Cso se determind para los aceites esenciales de tomillo,

cardamomo, limoncillo, naranja, citronela, palmarosa, orégano T-C |y orégano T-C II.

Para determinar la concentracion de inhibicion del 50% de la poblacién (ICso) de los
aceites esenciales se empled el ensayo de dilucion en microplatos(Pelaez et al., 2006). El
indculo se preparé en agua destilada estéril a partir de un cultivo en PDA de 15 dias de
crecimiento, la suspension fue fragmentada por vortex durante tres minutos y filtrada con gasa
estéril. Se realizd el recuento de propagulos en camara Neubauer y se ajustd el indculo a 2x10°
propagulos/mL en agua destilada estéril. Luego, en microplacas estériles NEST de 96 pozos se
adicionaron 50 uL de caldo Saboraud, 50 uL del indculo fungico y 50 uL de solucion de aceite
esencial preparada a partir de una solucién stock en DMSO de 80000 uL/mL. Se evaluaron
concentraciones en el rango de 50 a 1000 uL/ mL. Como control se utilizé 50 uL de caldo
Saboraud, 50 uL del in6culo fungico y 50 uL de solucién de DMSO 6.6%. En todos los
ensayos, la concentracion de DMSO no fue superior a 6.6%. Las microplacas se almacenaron

en una incubadora (MEMMERT) a 27°C durante 10 dias.

El crecimiento micelial se determindé empleando un espectrofotometro (THERMO
SCIENTIFIC), midiendo la absorbancia de la solucion en cada pozo a una longitud de onda de
595 nm en el dia cero y a los diez dias de realizado el ensayo(W. Hidalgo et al., 2009). A la
absorbancia medida se le resté el blanco compuesto por medio y solucién de DMSO. El disefio

experimental consistié en cinco réplicas técnicas y tres réplicas biologicas para cada cepa.
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Todos los aceites esenciales se evaluaron sobre la cepa C86. Aquellos aceites que
presentaron buena actividad contra esta cepa fueron evaluados contra los aislados de M.
fijiensis C139, 111033 y 111029.

Con el fin de determinar si mezclas de aceites esenciales presentaban mejor ICso que
los aceites ensayados individualmente, se formaron tres grupos de aceites esenciales: Grupo 1
(Tomillo, cardamomo y limoncillo), Grupo 2 (Naranja, citronela y palmarosa) y Grupo 3
(Orégano T-C | y orégano T-C Il) (Tabla 6). Los tres grupos de aceites esenciales fueron
evaluados en el rango de 50 a 500 uL/ mL contra las cepas C86, C139, 111033 y 111029. Estos
grupos se formaron a partir de un efecto sinérgico observado en ensayos previos que no se

presentan en este documento.

3.5 Analisis estadistico de los datos

Todos los ensayos experimentales fueron realizados por triplicado. Los resultados fueron
analizados utilizando analisis de varianza de una via ANOVA usando STATGRAPHICS
Centurion XVI.1I (Statgraphics Technologies, Inc. The plains, Virginia, USA). Distribucion
normal y homogeneidad de varianza de los datos fueron verificados usando la prueba de
Shapiro-Wilk y de Levene, respectivamente. Prueba de rangos mdaltiples fue aplicada para
comparaciones multiples con un nivel de confianza del 95%. Valores con p-valor menor a 0.05
fueron considerados estadisticamente significativos. Aquellos conjuntos de datos que no
cumplieron los supuestos estadisticos para ANOVA fueron transformados con logaritmo
natural, logaritmo en base 10 y raiz cuadrada previo al analisis. Prueba de comparacion de
medianas de Krustal-Wallis fue utilizada para comparaciones multiples de datos cuando no

aplica estadistica paramétrica.
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4. Resultados y discusion

A partir de lo descrito en la revision bibliogréafica que soporta el presente Trabajo de
grado, queda claro que los aceites esenciales pueden ser una alternativa potencial frente al
control fitosanitario. Aunque el estudio de la actividad bioldgica de estos ha sido bastante
amplio, en ninguno de los trabajos consultados evallan la actividad antifungica de los aceites
esenciales de tomillo (Thymus vulgaris), cardamomo (Elettaria cardamomum), limoncillo
(Cymbopogon flexuosus), palmarosa (Cymbopogon martinii), naranja (Citrus sinensis),
citronela (Cymbopogon nardus) y orégano (Lippia origanoides) T-C | y T-CII contra el hongo
M. fijiensis; por tanto, en el presente Trabajo de grado se evaluo la actividad antimicrobiana de
estos aceites esenciales frente al hongo objeto de estudio mediante las técnicas de dilucion en

agar y dilucién en microplato.

4. 1 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales mediante la
técnica de dilucion en agar

El método de dilucién en agar se empled con el fin de determinar el porcentaje de
inhibicion micelial de los aceites esenciales de tomillo, cardamomo, limoncillo, naranja,
citronela y palmarosa. Mediante esta técnica se logrdé determinar que, de los seis aceites
esenciales evaluados, los que presentaron mayor porcentaje de inhibicion micelial (PIM) a las
concentraciones empleadas (500, 1000 y 3000 uL/mL) fueron los aceites de limoncillo,

citronela y palmarosa (Tabla 4).
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Tabla 4

50

Porcentaje de inhibicién micelial (PIM) promedio de los aceites esenciales evaluados para la

cepa de M. fijiensis C86

Porcentaje de inhibicion micelial (PIM) £ D.E
Aceite esencial

500 L/ mL  [1000 pL/ mL 3000 uL/ mL
Thymus vulgaris (T) 6.12+ 4.5 29.6° +3.4 61.0°¢ +13.3
Elletaria cardamomum (CA) 27.8°+ 4.8 44.4°¢ + 9.6 44.4°¢ + 9.6
Cymbopogon flexuosus (L) 91.79¢7+14.4 | 91.79¢ +14.4 100°
Citrus sinensis (N) 10.02 +5.8 244+ 154 | 54.4°¢+11.7
Cymbopogon nardus (CI) 68.54 + 5.2 100 100
Cymbopogon martinii (P) 77.8%¢ + 9.6 100° 100°

Nota: Porcentaje de inhibicién micelial promedio * desviacion estandar de la actividad de los aceites esenciales.

T: Tomillo, CA: Cardamomo, L: Limoncillo, N: Naranja, Cl: Citronela, P: Palmarosa. Diferentes letras indican
diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05)

A la concentracion de 500 uL/mL los aceites de limoncillo, citronela y palmarosa
presentaron los mayores PIM, siendo estos 91.7, 68.5 y 77.8, respectivamente. A las
concentraciones de 1000 y 3000 uL/mL, para los aceites de citronela y palmarosa la inhibicion
fue del 100% y para limoncillo fue de 91.7 y 100%, respectivamente. En cuanto a los aceites
esenciales de tomillo, cardamomo y naranja, a 500 uL/mL no presentaron un porcentaje de
inhibicion micelial significativo sobre la cepa bajo estudio. Sin embargo, a 1000 y 3000 uL/mL
estos aceites presentaron un PIM apreciable, tomillo (29.6 y 61.0), cardamomo (44.4y 44.4) y
naranja (24.4 y 54.4).

El aceite esencial de limoncillo a 500 y 1000 uL/mL inhibi6 el crecimiento de la colonia

fangica durante los primeros cuatro dias; no obstante, a los siete dias de exposicion se registrd
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un minimo desarrollo micelial promedio de 0.3 mm, mientras que a la concentracion de 3000
puL/mL, la inhibicion del crecimiento del hongo fue del 100% durante el tiempo de evaluacion
(Figura 16a). Respecto a los aceites de citronela y palmarosa, a 500 uL/mL se observé una
inhibicion en el desarrollo micelial durante los primeros seis y diez dias, respectivamente, con
un crecimiento promedio de 2 mm para el aceite de citronela y 1.3 mm para palmarosa. Sin
embargo, a las concentraciones 1000 y 3000 uL/mL no se registré crecimiento de la colonia

fangica, por lo tanto, la inhibicién fue del 100% (Figura 16b, c).

En el caso del aceite de tomillo, para todas las concentraciones evaluadas el crecimiento
de M. fijiensis se dio a partir del cuarto dia de tratamiento, con un aumento promedio en el
diametro de la colonia de 0.6, 0.2 y 0.3 mm para las concentraciones de 500, 1000 y 3000
uL/mL, respectivamente. Al finalizar los 15 dias del tratamiento, hubo un crecimiento micelial
promedio notorio de 4.0, 3.0 y 1.6 mm para las concentraciones reportadas anteriormente; entre
los aceites esenciales evaluados, este fue el que presentd el menor PIM a la concentracion de

500 uL/mL (Figura 16d).

En cuanto al aceite de cardamomo, a las concentraciones evaluadas de 500, 1000 y 3000
uL/mL, el crecimiento de la colonia se observo a partir de los 4 y 7 dias con un crecimiento
micelial promedio de 0.6, 1.0 y 1.0 mm, respectivamente (Figura 16e). Por Gltimo, para el
aceite esencial de naranja, el crecimiento del hongo se observo a partir del cuarto dia para las
tres concentraciones, con un aumento promedio de 1.3, 1.0 y 1.3 mm respectivamente. A los
15 dias del tratamiento el desarrollo micelial promedio de M. fijiensis para el experimento con

aceite de naranja fue de 2.6, 2.3 y 1.6 mm (Figura 16f).
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Figura 16

Curvas de crecimiento del hongo M. fijiensis cepa C86, representado por el diametro promedio
(= D.E) de la colonia fungica medido durante 15 dias de evaluacion, durante el tratamiento

con los aceites esenciales: (a) Limoncillo, (b) citronela, (c) palmarosa, (d) tomillo, (e)

cardamomo y (f) naranja
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La actividad antimicrobiana del aceite esencial de limoncillo coincide con lo reportado
por Pandey et al. (2003)(Pandey et al., 2003), quienes encontraron que este aceite inhibe el
100% del crecimiento de Fusarium oxysporum, hongo fitopatdégeno causante de la enfermedad
de Panama en el banano, al evaluarse a una concentracion de 1,56 uL/mL mediante el método

de dilucion en serie.

En cuanto al aceite de citronela, es posible que el alto porcentaje de inhibicion micelial
se deba a modificaciones estructurales de las hifas de M. fijiensis, pues Billerbeck et al.
(2001)(De Billerbeck et al., 2001) por medio de microscopia electronica, determinaron que
luego del tratamiento con el aceite hubo modificaciones estructurales de las hifas de Aspergillus
niger, como la disminucién en el diametro de la hifa y la pared de la hifa que se veia
notablemente mas delgada, lo cual se debe a la interferencia del aceite esencial con las enzimas
responsables de la sintesis de esta pared, afectando asi su normal crecimiento. Ademas, el aceite
esencial causé alteracion de la membrana plasmatica y desorganizacion de la estructura

mitocondrial, afectando asi el crecimiento del hongo.

Los tres aceites esenciales que presentaron mayor porcentaje de inhibicién micelial
(PIM) provienen de plantas que pertenecen al género Cymbopogon, limoncillo (Cymbopogon

flexuosus), citronela (Cymbopogon nardus) y palmarosa (Cymbopogon martinii). El aceite de
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citronela contiene principalmente geraniol (17.8%), p-citronelol (16.9%) y citronelal
(11.6%)(Céceres et al., 2020). El aceite esencial de palmarosa al igual que el de citronela
contiene en mayor medida geraniol (38.7%), seguido por linalol (3.2%) y acetato de geranilo
(1.3%)(Céceres et al., 2020). En el caso del aceite de limoncillo es el citral el compuesto
mayoritario con 33.0%, seguido por neral (24.5%) y en tercer lugar se encuentra el geraniol

(7.9%)(Caceres et al., 2020) (Tabla 5).

Es posible que el alto PIM de los tres aceites esenciales del género cymbopogon se deba
a la presencia de los compuestos citral y geraniol, pues Kakarla y Ganjewala (2009)(Kakarla
& Ganjewala, 2009) evaluaron su actividad bioldgica, junto con el acetato de geranilo contra
los hongos Aspergillus flavus y A. fumigatus, encontrando que los compuestos que presentaron
mayor zona de inhibicidn fueron citral y geraniol; en cambio, el acetato de geranilo por su
parte, no presento actividad antifingica notable sobre estos hongos. También hubo otro estudio
realizado por Pattnaik et al (1997)(Pattnaik et al., 1997) en el que se demuestra la capacidad
antifangica de los compuestos citral y geraniol, pues, evaluaron su actividad contra 12 cepas
de diferentes hongos encontrando que fueron efectivos contra todas las cepas, entre las cuales

se encuentran Candida albicans, C. neoformans, Aspergillus fumigatus, A. oryzae.
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Tabla 5
Concentracion relativa (%) de los principales metabolitos identificados en los aceites
esenciales(Caceres et al., 2020)
Aceite esencial
Compuesto Concentracion relativa (%)

No T CA L N Cl P OT-Cl*| OT-Cll*
1 | Timol 23 - - - - - 22.1 32.7
2 | Acetato de terpenilo - 45.5 - - - - - -
3 | Citral - - 33 - - - - -
4 | Limoneno - - - 57.5 - - - -
5 | Geraniol - - 7.9 - 17.8 | 38.7 - -
6 | p-cimeno 20 - - - - - 3.7 1.1
7 | Butirato de linalilo - 9.9 - - - - - -
8 | Neral - - 24.5 - - - - -
9 | Linalol 4.7 6.1 - 7.9 - 3.2 - -
10 | p-citronelol - - - - 16.9 - - -
11 | Carvacrol - - - - - - 10.7 18.8
12 | y-Terpineno 9.5 - - - - - - 5.2
13 | 1,8-cineol - 8.9 - - - - - -
14 | 1-octanol - - - 2.1 - - - -
15 | Citronelal - - - - 11.6 - - -
16 | trans-g-ocimeno - - - - - 1.9 - -
17 | trans-g-cariofileno 9.5 - - - - - 7.9 6.4
18 | Acetato de geranilo - - 0.5 - - 1.3 - -
19 | 4-terpineol - - - 1.7 - - - -
20 | 2,6-dimetil-2,6- - - - - 6.1 - - -

octadieno

21 | Metil timil éter - - - - - - 4.6 -
22 | cis-nerolidol - 3.1 - - - - - -
23 | Valenceno - - - 1.6 - - - -
24 | Acetato de timilo - - - - - - 3.9 -

Nota: Concentracion relativa de los principales metabolitos de los aceites esenciales. T: Tomillo, CA:

Cardamomo, L: Limoncillo, N: Naranja, Cl: Citronela, P: Palmarosa, O T-C I: Orégano T-C I, O T-C II:

Orégano T-C II, *: Aceite esencial no evaluado por el método de dilucién en agar

4.2 Determinacion del 1Cso de los aceites esenciales y mezclas de aceites esenciales

empleando la técnica de dilucion en microplato

Con el proposito de determinar la concentracién de inhibicién del 50% de la poblacion

(ICs0) de los aceites de: tomillo, cardamomo, limoncillo, naranja, citronela, palmarosa, orégano
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T-C | y orégano T-C Il y de los grupos 1, 2 y 3 de mezclas aceites esenciales (Tabla 6), se
realiz6 el ensayo de dilucién en microplato. Empleando esta técnica, se realizO primero un
screening de los aceites esenciales sobre la cepa de referencia C86 para posteriormente evaluar
los tres aceites que presentaron menor ICso sobre las cepas del hongo M. fijiensis: C139,

111033 y 111029. Los grupos de aceites esenciales fueron evaluados contra las cuatro cepas.
Tabla 6

Grupos de aceites esenciales seleccionados para ser evaluados contra las cuatro cepas de M.

fijiensis
Grupo Aceites esenciales
1 Tomillo, cardamomo, limoncillo
2 Naranja, citronela, palmarosa
3 Orégano T-C I, orégano T-C Il

4.2.1 Determinacion de 1Cso de los aceites esenciales evaluados contra la cepa
C86

Después de 10 dias de incubacion, se encontro que la concentracion de inhibicién del
50% de la poblacion para los aceites esenciales evaluados sobre la cepa C86 varia desde 31.1
a 870.5 uL/mL, (Tabla 7). El aceite esencial de tomillo fue el que presento la mejor actividad
contra el hongo M. fijiensis (1Cso de 31.1 uL/mL); mientras que el aceite de citronela fue el que

exhibié la actividad mas baja (ICso de 870.5 uL/mL).
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Tabla 7

Concentracion de inhibicién del 50% de la poblacion de los aceites esenciales evaluados

para la cepa C86 de M. fijiensis

Aceite esencial ICso (uL/mL) £ D.E
Tomillo 31.1*+ 8.6
Cardamomo 613.5° £ 28.4
Limoncillo 112.0°+11.1
Naranja 380.3% + 35.7
Citronela 870.5" + 8.4
Palmarosa 558.7°¢ + 20.8
Orégano T-C | 66.9% + 16.0
Orégano T-C 11 212.9°+15.6

Nota: Promedio de la concentracién de inhibicion del 50% de la poblacion £ desviacion estandar de la actividad

de los aceites esenciales. T: Tomillo, CA: Cardamomo, L: Limoncillo, N: Naranja, Cl: Citronela, P: Palmarosa.
Diferentes letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05)
Los aceites esenciales de tomillo, limoncillo y Orégano T-C | fueron los que

presentaron valores mas bajos de 1Cso, 31.1, 112.0y 66.9 uL/mL, respectivamente.

La actividad antifungica del aceite de tomillo puede estar relacionada con el contenido
de timol, pues autores como Zambonelli y D’ Aulerio (2004)(Zambonelli et al., 2004) evaluaron
la composicién quimica y la actividad fungicida de aceites comerciales de tomillo contra los
hongos Fusarium solani, Rhizoctonia solani y Colletotrichum lindemuthianum y encontraron
que a mayor porcentaje de timol en el aceite esencial, mayor era su porcentaje de inhibicion
microbiana, pues este monoterpeno interrumpe la biosintesis de ergosterol y afecta la

integridad de la membrana plasmatica de los hongos(Ahmad et al., 2011).
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En cuanto a los aceites esenciales de orégano, Miller et al (1995)(Mdller-Riebau et al.,
1995) evaluaron la composicién quimica y las propiedades fungicidas de aceites esenciales de
plantas aromaéticas, encontrando que solo los aceites esenciales que contienen cantidades
considerables de los compuestos fendlicos timol y carvacrol fueron fuertemente inhibitorios
para los hongos fitopatdgenos Fusarium moniliforme, Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum y Phytophthora capsici, pues estos isdmeros (Figura 14), como se menciond
anteriormente, interrumpen la biosintesis del ergosterol y afectan la membrana plasmatica
causando asi un aumento en la permeabilidad de esta(Garcia & Palou, 2008). Por lo anterior,
se esperaba que el aceite esencial de orégano T-C Il (ICso: 212.9 uL/mL) el cual tiene los
porcentajes mas altos de timol y carvacrol en comparacion con orégano T-C | (ICso: 66.9
uL/mL) exhibiera la mejor actividad de inhibicion contra la cepa C86. Sin embargo, los
resultados muestran que la actividad antifingica de los aceites esenciales evaluados no depende
Unicamente de los compuestos mayoritarios. Esto concuerda con lo reportado por Betancur et
al. (2011)(Betancur-galvis et al., 2011), quienes analizaron la actividad antifungica de nueve
aceites esenciales obtenidos de L. origanoides (tres aceites quimiotipo carvacrol: 1A, 5E y 9,
cuatro quimiotipo timol: 3C, 6F, 7G y 8H y dos quimiotipo p-cimeno/trans-f-cariofileno: 2B
y 4D) contra Aspergillus fumigatus. A. flavus, Candida krusei y C. parapsilosis. En el estudio
encontraron que el aceite quimiotipo timol 6F presentd la mayor concentracion de timol
(59.7%), seguido por carvacrol (12.2%). Sin embargo, fue el aceite quimiotipo timol 3C
(Timol: 54.5%, Carvacrol: 1.7%) el que mostré mayor actividad antifingica contra A. flavus,
C. krusei y C. parapsilosis pero no contra A. fumigatus, con MIC de 157, 198, 125y 63 ug/mL,
respectivamente. Para A. fumigatus fue el aceite 7G (Timol: 43.8%, Carvacrol: 12.2%)

quimiotipo timol el que presentd la actividad antifingica mas alta con MIC de 31 ug/mL.

Como se ha descrito anteriormente, la actividad antifingica de diversos aceites

esenciales se relaciona con su contenido de timol, esperando asi que, a mayor porcentaje de
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timol en el aceite esencial, mayor inhibicion microbiana. Sin embargo, de los tres aceites
esenciales que contienen timol: tomillo, orégano T-C | y orégano T-C Il (Tabla 5), el aceite de
tomillo es el que tiene la menor concentracion relativa de este compuesto (22%) vy a la vez
presenta la mejor actividad antimicrobiana contra la cepa C86 de M. fijiensis, lo cual demuestra
que la actividad de los aceites esenciales no depende Unicamente de sus compuestos

mayoritarios y se podria hablar de una posible sinergia entre compuestos.

4.2.1.1 Determinacién de 1Csp de los aceites esenciales evaluados contra las cepas

C86, C139, 111033 y 111029

Los aceites esenciales que presentaron mejor actividad antifangica contra la cepa C86
de M. fijiensis fueron tomillo, limoncillo y orégano T-C I. Por consiguiente, estos fueron

seleccionados para ser evaluados contra las cepas de M. fijiensis C139, 111033y 111029.

Se encontré que, para la cepa C86, el aceite que presentd menor I1Cso fue el de tomillo
con valor de 31.1 uL/mL. En el caso de las cepas C139 y 111033, el aceite que presentd menor
ICso fue el de Orégano T-C | con valores de 569.1y 461.8 uL/mL, respectivamente. Por ultimo,
para la cepa 111029 fue el aceite de limoncillo el que presentd menor valor de I1Cso con 347.2

uL/mL (Tabla 8).
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Tabla 8

ICso determinado para los aceites esenciales evaluados contra las cepas de M. fijiensis C86,

C139, 111033 y 111029

Aceite esencial
Cepa ICs0 (uL/mL) £ D.E
Tomillo Limoncillo Orégano T-C |
C86 31.1°+ 8.6 112.0°+11.1 66.9%Y + 16.0
C139 2289.2" + 499.8 3201.3¢9 +22.1 569.4%¢ + 41.6
111033 1125.6%" + 103.7 889.5"9 + 85.6 461.8%9 + 84.2
111029 1434.3% + 208.6 347.2°+ 452 674.4%7 £ 59.3

Nota: Promedio de la concentracién de inhibicion del 50% de la poblacion * desviacion estandar de la actividad

de los aceites esenciales. T: Tomillo, CA: Cardamomo, L: Limoncillo, N: Naranja, Cl: Citronela, P: Palmarosa.
Diferentes letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05)

No se encontré una tendencia clara entre los aceites esenciales que permita determinar cual
presenta mejor actividad antifungica contra las cuatro cepas de M. fijiensis, sin embargo, se
observa que para dos de las cuatro cepas fue el aceite esencial de orégano T-C I el que presentd

menor valor de 1Csxp.

4.2.3 Determinacion de ICxy de las mezclas de aceites esenciales evaluadas

contra las cepas C86, C139, 111033y 111029

Los grupos de aceites esenciales (Tabla 6) fueron seleccionados por un efecto sinérgico
que se observo entre ellos en ensayos previos que no se presentan en este documento. La
formacion de estos grupos de aceites esenciales se realizo con el fin de determinar si mezclas
de aceites esenciales presentaban mejor actividad biolégica que los aceites ensayados

individualmente.
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Los resultados muestran que, para los grupos de aceites esenciales evaluados contra las
cepas C86, C139, y 111033, el grupo 3 fue el que presentdé mayor actividad antifungica con
valores de I1Cso de 126.2, 795.2 y 609.0 uL/mL, respectivamente. No obstante, para la cepa
111029, el grupo 1 fue el que present6é mayor actividad antifngica con un valor de 1Cso de 306
uL/mL (Tabla 9). En este caso, si fue posible determinar que el grupo de aceites esenciales
con mayor actividad antiflngica fue el grupo 3, pues presenté menor ICso para tres de las cuatro

cepas evaluadas.

Tabla 9

Concentracion de inhibicion del 50% de la poblacion de los grupos de aceites esenciales

evaluados para las cepas de M. fijiensis C86, C139, 111033y 111029

Grupos de aceites esenciales
Cepa ICso (uL/mL) £ D.E
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
C86 317.0° +10.1 471.99+13.0 126.2* £ 1.3
C139 >500 >500 795.2" +54.7
111033 643.1° £ 69.1 643.1° £ 33.4 609.2° £ 10.9
111029 306.0° + 2.2 755.9"+ 7.0 352.1°+ 2.7

Nota: Promedio de la concentracion de inhibicidn del 50% de la poblacion * desviacion estandar de la actividad

de los aceites esenciales. T: Tomillo, CA: Cardamomo, L: Limoncillo, N: Naranja, CI: Citronela, P: Palmarosa.
Diferentes letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05)

A partir de los valores de 1Cso de los aceites esenciales y grupos de aceites (Tablas 7 y
9), fue posible identificar que la cepa mas sensible a los tratamientos es la C86, seguida por

11029 y 111033, mientras que C139 mostré una alta tolerancia a todos los tratamientos

empleados (Figura 17).




ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA 63
Figura 17

ICso de los aceites esenciales y grupos de aceites sobre las cuatro cepas de M. fijiensis.
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Notas: Diferentes letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05)

Finalmente, se esperaba una sinergia entre los aceites esenciales de los grupos
evaluados debido a diferentes estudios publicados, como el de Nikkhah et al. (2017)(Nikkhah
etal., 2017) quienes encontraron un efecto sinérgico de la combinacion de los aceites esenciales
de tomillo/canela/romero para Botrytis cinérea y Penicillium expansum, hongos responsables
del deterioro de la pera. Igualmente, Hossain et al (2015)(Hossain et al., 2016) encontraron un
efecto sinérgico de la combinacion de los aceites de orégano/tomillo contra Aspergillus flavus,
A parasiticus y Penicillium chrysogenum, y de la mezcla del aceite de menta/arbol de té contra
A. niger. Sin embargo, en este estudio no es posible hablar de un efecto sinérgico generalizado

para las tres mezclas de aceites esenciales empleadas (tomillo/cardamomo/limoncillo,
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naranja/citronela/palmarosa y orégano T-C I/ orégano T-C I1), pues en el caso de la cepa C86,
los valores de ICso mas bajos se obtuvieron con los aceites esenciales evaluados
individualmente (Tabla 8), mientras que, en el caso de la cepa 111029 los valores de 1Cso més

bajos se obtuvieron con los grupos de aceites esenciales (Tabla 9).

5 Conclusiones

Los aceites esenciales de limoncillo, citronela y palmarosa presentaron mayor
porcentaje de inhibicién micelial para la cepa C86 de M fijiensis, con una inhibicion del 90-
100% a partir de 1000 uL/mL. Los aceites esenciales de naranja, tomillo y cardamomo
exhibieron una actividad moderada a partir de 3000 uL/mL con PIM de 46.7, 62.8 y 44.4%,

respectivamente.

De los ocho aceites esenciales evaluados contra la cepa C86 de M. fijiensis, el aceite
esencial de tomillo fue el que presentd la mejor actividad antimicrobiana con un valor de ICso

de 31.1 uL/mL.

Para las cepas de M. fijiensis C139 y 111033, el aceite esencial de orégano T-C I fue el
que presento la mejor actividad antimicrobiana con un valor de I1Cso de 569.4 y 461.8 ulL/mL,
respectivamente. Mientras que para la cepa 111029, el aceite esencial de limoncillo presentd

una actividad antimicrobiana moderada con un valor de I1Csode 347.2 uL/mL.

De los tres grupos de aceites esenciales evaluados, el grupo 3 conformado por orégano
T-C 1 y orégano T-C Il presentd la mejor actividad antifingica contra las cepas de M. fijiensis

C86, C139y 111033 con valores de I1Cso de 126.2, 795.2 y 609.0 uL/mL, respectivamente. La
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cepa 111029, fue inhibida en mayor grado por la mezcla de aceites esenciales correspondiente

al grupo 1, con valor de 1Cso de 306.0 uL/mL.

Se encontrd a partir de los valores de 1Cso que, de las cuatro cepas evaluadas de M,
fijiensis, la cepa C86 presentd mayor sensibilidad a los tratamientos empleados, mientas que la
cepa C139 fue mas tolerante. En cuanto a las mezclas de aceites esenciales, no se observé un
efecto sinérgico generalizado entre los aceites de tomillo/cardamomo/limoncillo,
naranja/citronela/palmarosa y orégano T-C I/ orégano T-C Il cuando fueron evaluados contra

las cuatro cepas de M. fijiensis.

Por ultimo, en el presente trabajo de grado se evaluo por primera vez la actividad
antifangica de los aceites esenciales de tomillo (Thymus vulgaris), cardamomo (Elettaria
cardamomum), limoncillo (Cymbopogon flexuosus), palmarosa (Cymbopogon martinii),
naranja (Citrus sinensis), citronela (Cymbopogon nardus) y orégano (Lippia origanoides)
contra Mycosphaerella fijiensis, ratificando asi, el potencial de los aceites esenciales como
alternativa frente al control fitosanitario en las plantaciones de banano y platano, especialmente

en el manejo y control de la enfermedad Sigatoka negra.
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Apéndice B. Anélisis estadistico

Tabla 1

Anélisis de varianza (ANOVA): Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los aceites

esenciales mediante la técnica de dilucion en agar (Seccion 4.1)

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrados libertad medio
Entre grupos | 58177.0 17 3422.17 45.28 0.0000*
Intra grupos | 2720.85 36 75.5793 36
Total 60897.8 53

Nota: *P<0.05: Existen diferencias significativas entre los tratamientos segln prueba de Krustal-Wallis

Tabla 2

Analisis de varianza (ANOVA): Determinacion de 1Cso de los aceites esenciales evaluados

contra la cepa C86 (Seccion 4.2.1)

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrados libertad medio
Entre grupos | 1572.04 7 224,578 505.64 0.0000*
Intra grupos | 7.10631 16 0.444145
Total 1579.15 23

Nota: *P<0.05: Existen diferencias significativas entre los tratamientos segiin prueba de rangos multiples
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Tabla 3

82

Analisis de varianza (ANOVA): Determinacion de ICso de los aceites esenciales evaluados

contra las cepas C86, C139, 111033y 111029 (Seccién 4.2.2)

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrados libertad medio
Entre grupos | 3.08309E7 | 11 2.80281E6 | 102.96 0.0000*
Intra grupos | 653360 24 27223.3
Total 3.14843E7 35

Nota: *P<0.05: Existen diferencias significativas entre los tratamientos segln prueba de Krustal-Wallis

Tabla 4

Determinacion de 1Cso de las mezclas de aceites esenciales evaluadas contra las cepas C86,

C139, 111033y 111029 (4.2.3)

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrados libertad medio
Entre grupos | 1.35206E6 9 150229 165.77 0.0000*
Intra grupos | 18125.2 20 906.259
Total 1.37018E6 29

Nota: *P<0.05: Existen diferencias significativas entre los tratamientos segun prueba de Krustal-Wallis




