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Resumen

La composicion general de diversas plantas y vegetales los hace susceptibles a
contaminacion de microorganismos; uno de los principales agentes fitopatogenos
son los hongos, Colletotrichum sp., Fusarium oxysporum, Aspergillus niger y A.
wentii y son de alto impacto en la inocuidad alimentaria a nivel mundial, por lo que
su control e inhibicibn es de relevancia durante la pre y pos cosecha. Una
alternativa mas "natural" para su control es la implementacion de extractos de
plantas con antecedentes de actividad antimicrobiana, algunas nativas del estado
de Puebla son X'kijit (Renealmia alpinia), eucalipto (Eucalyptus sp.), cuachalalate
(Amphipterygium adstringens (Schitdl) Schiede ex Standl) y cancerina

(Hippocratea excelsa).

En el presente trabajo el material vegetal que se empleé fue secado previamente
para someterse a una extraccion con metanol y maceracién, en el caso particular
del eucalipto se utilizé la hidrodestilacion como método de extraccion para

posteriormente ser homogenizados por sonicacion.

Los extractos fueron incorporados al medio de cultivo en concentraciones de 200,
500 y 800 ppm mismos que fueron inoculados por los respectivos hongos, los
cultivos se midieron para obtener la velocidad maxima de crecimiento radial,

tiempo Lag e indice de inhibicion.

Los resultados indicaron un mayor potencial antifungico por parte del extracto de
X'kijit debido a que afecto a Fusarium oxysporum Yy Aspergillus niger
disminuyendo su velocidad maxima de crecimiento en un 15 y 11%
respectivamente y en Colletotrichum sp incremento su tiempo Lag en un 91% en la
concentraciones de 800 ppm; de igual forma se obtuvieron resultados relevantes
con el tratamiento con aceite esencial de eucalipto emulsionado con 60 s de
sonicacion, el cual disminuy6 la velocidad de crecimiento de Fusarium oxysporum
en un 79% y sobre Colletotrichum sp. en un 66% su velocidad maxima de
crecimiento en la concentraciones de 800 ppm. En el caso de las cepas fangicas

Colletotrichum sp. fue la mas susceptible debido a que con la mayoria de los



tratamientos probados se inhibié en un 70% o mas, por su parte Aspergillus niger
fue aquella con mayor resistencia ya que con las mayores concentraciones de los

extracto se logro una maxima inhibicién del 11%.

Los resultados obtenidos con los extractos de X'kijit y aceite esencial de eucalipto
emulsionado con 60 s de sonicacion representa una alternativa para poder ser
probados in vivo en tratamientos post cosecha de frutas y hortalizas. Ademéas del
posterior estudio de ciertos compuestos contenidos en los extractos evaluados y

demostrar su efectividad.



I. Introduccién

Las frutas y hortalizas son productos perecederos, susceptibles a contaminacion
de microorganismos antes o después de la cosecha y durante su almacenamiento;
tal es el caso de los hongos fitopatégenos, los cuales, de acuerdo con Herrera-
Estrella y Carsolio (1998) pueden provocar grandes pérdidas en la produccion de
vegetales. Aunado a esto, los hongos son capaces de producir sustancias, como
resultado de su metabolismo secundario, conocidas como micotoxinas, que
pueden llegar a ser perjudiciales, aun cuando se encuentran en concentraciones
muy bajas, afectando la inocuidad de los productos alimentarios (Trigos et
al.,2008). Datos revelan que un 25 % de las cosechas de alimentos a nivel
mundial estan contaminadas con algun tipo de micotoxina(Bhat y Vasanthi, 1999;
GOmez-Ayala, 2007), lo cual representa un gran riesgo para la salud de la
poblacién de paises importadores que no controlan estos contaminantes en
alimentos. Especies de Penicillum, Aspegillus asi como Fusarium han mostrado
produccién de micotoxinas en productos derivados de manzanas, cebollas,
tomates entre otros productos frescos (Baert et al.,, 2006; Velez-Rodriguez y
Rivera-Vargas, 2007). Por su parte Fusarium y Colletotrichum son catalogados
como unos de los mas importantes géneros de hongos patdgenos en cultivos de

frutales, ornamentales y hortalizas (Kyanko et al., 2010),

Actualmente existen diversos productos antifingicos en el mercado; sin embargo,
muchos de estos tienen una formulacién a base de metales, como el cobre y el
mercurio. Estas sustancias a pesar de sus beneficios son una fuente de
contaminacion quimica ya que se pueden mantenerse en niveles considerables en

los alimentos (Vazquez, 2001).

Por su parte el uso de agentes antimicrobianos sintéticos en alimentos ha sido
fuertemente discutido durante décadas, marcando una tendencia creciente por la
demanda de productos con cantidades minimas en aditivos (incluyendo
conservadores antimicrobianos) y o bien utilizar antimicrobianos "naturales”
(L6pez-Malo et al.,2000). Estudios actuales han demostrado que plantas, hierbas y

especies asi como sus aceites esenciales y compuestos aislados, contienen



sustancias conocidas como agentes inhibitorios de varias actividades metabdlicas
de bacterias, levaduras y hongos (Lopez-Malo et al.,2000). Debido a que su origen
es "natural" y en su mayoria son sustancias generalmente reconocidas como
seguras, se ha valorado en los ultimos afios su aplicacion como método de
conservacion o medio de control de agentes patdgenos en frutas y hortalizas.
Cabe recalcar que su utilizacion implica una reduccion en la incorporacion de

compuestos quimicos “toxicos” en alimentos.

Hoy en dia existe la necesidad de desarrollar nuevos métodos de control como
son los agentes fungicos de origen natural, ya que con esto se minimiza en gran
medida las afectaciones a la inocuidad de los alimentos y se proporciona
productos que satisfacen las nuevas necesidades y tendencias de los
consumidores sobre productos mas sanos y con menor contenido de aditivos

sintéticos o nocivos para la salud.

Una alternativa clara en México implica el aprovechamiento de la diversidad de la
flora con la que cuenta, y que, mediante su aplicacion en la medicina tradicional se
ha demostrado que presentan actividad bioldgica antibacteriana y antifingica
(Ghasemi-Pirbalouti et al., 2009).De ahi que su aplicacion como de extracto y su

valoracion con actividad fungicida.

El X'kijit (Renealmia alpinia), eucalipto (Eucalyptus sp.), cuachalalate
(Amphipterygium adstringens (Schitdl) Schiede ex Standl) y cancerina
(Hippocratea excelsa) han demostrado producir una gran variedad de compuestos
con propiedades antimicrobianas. Es por ello la posibilidad de presenten actividad
antifangica y representen una alternativa de origen natural para el desarrollo de

antimicrobianos aplicables en alimentos.



Il. Objetivos
General:

Evaluar la actividad antifingica de extractos obtenidos a partir de especies
vegetales X'kijit (Renealmia alpinia), eucalipto (Eucalyptus sp.), cuachalalate
(Amphipterygium adstringens (Schiltdl) Schiede ex Standl) y cancerina

(Hippocratea excelsa).
Especificos:

e Obtener extractos mediante diferentes procedimientos de extraccion con el
uso de solventes (X'kijit, cuachalalate y cancerina) e hidrodestilacion
(eucalipto) y evaluar su rendimiento.

e Evaluar la actividad antifangica sobre Colletotrichum sp., Fusarium
oxysporum, Aspergillus niger y A. wentii con diferentes concentraciones de
extractos en sistemas modelo (200, 500 y 800 ppm).

e Evaluar la efectividad de los agentes antifungicos en funcion de las
variables de crecimiento como velocidad maxima de crecimiento radial,

tiempo Lag e indice de inhibicién del crecimiento del micelio.
[ll. Hipotesis

Se presentaran diferentes potenciales antifungicos en los extractos a partir de
X’kijit  (Renealmia alpinia), eucalipto (Eucalyptus sp.), Cuachalalate
(Amphipterygium adstringens (Schitdl) Schiede ex Standl) y cancerina

(Hippocratea excelsa) sobre los mohos en estudio.



Capitulo 1. Marco Teodrico
1.1. Agentes fungicos

La composicion general de diversas plantas y vegetales se encuentra en un rango
del 72 al 95 % de agua (Rodriguez-Rivera y Simon-Magro, 2008), 8.6% de
carbohidratos, 1.9% de proteinas, 0.3% de lipidos y 0.84% de cenizas. Desde el
punto de vista del contenido de nutrientes, las frutas y vegetales son susceptibles
al crecimiento de hongos, levaduras y bacterias, y como consecuencia, pueden
ser contaminados por algunos de estos microorganismos; es por ello que los
cultivos y cosechas son atacados por un gran numero de patégenos que causan
varios tipos de pérdidas en rendimiento incluyendo manchas en los productos
frescos o la pudricion completa. Aunado a ello en algunos sistemas, los patdégenos
de plantas son dificiles de manejar porque sus poblaciones varian en el tiempo, el

espacio y el genotipo (lvic, 2010).

Los agentes fangicos son unos de los contaminantes mas comunes en frutas y
vegetales; ellos son los agentes causales de numerosas enfermedades y
contaminaciones causando pérdidas en todo el mundo debido a que han
desarrollado mecanismos muy eficientes para efectuar una infeccion, crecer,
multiplicarse y propagarse en periddicos muy cortos de tiempo (lvic, 2010).
Algunos de los més géneros méas significativos en el deterioro de vegetales se
presentan en la Tabla 1. Asimismo la razon por la cual los agentes fangicos son
tan patogénicos es debido a que la mayoria producen varias clases de esporas,
gue entran en contacto con tejido de la planta, germinan, y penetran en la planta
durante el proceso de infeccion. Después de la infeccion, los hongos siguen
creciendo como micelio en o sobre érganos de la planta, donde producen sus

nuevas estructuras vegetativas o generativas para su propagacion (lvic, 2010).
1.1.1. Relevancia de las micotoxinas en la seguridad alimentaria

Las micotoxinas son metabolitos fungicos, los cuales cuando son ingeridos,
inhalados, o bien absorbidos a través de la piel, pueden causar intoxicaciones o

incluso la muerte en humanos. Algunas de las micotoxinas de importancia son las



producidas por especies de hongos como Aspergillus, Fusarium y Penicillium ya
que son toxicas para los seres humanos y la mayoria son quimicamente estables

y/o sobreviven el tratamiento térmico prolongado (Soriano del Castillo, 2007).

Los efectos toxicos de las micotoxinas pueden ser significativos y variados
dependiendo de la toxina, désis, anfitrion y matriz del alimento en cuestion. Estos

efectos incluyen:
» Carcinogenicidad (que causan cancer), especialmente en el higado
» Hepatotoxicidad (dafio hepatico)
» Mutagenicidad (cambios en el ADN)

» Otros efectos toxicos incluyen enfermedad renal, immumo-supresion y
alteracion de los sistemas nervioso y hormonal (Soriano del Castillo,
2007).

Las micotoxinas son responsables de los brotes y muertes en todo el mundo cada
ano y a lo largo de la historia han sido responsables de una gran cantidad de
epidemias en humanos y animales. Por ejemplo la toxina alimentaria aleukia,
causada por la T-2 toxina producida por Fusarium sporatrichioides en granos, fue
responsable de la muerte de al menos 100,000 rusos entre 1942 y 1948. Por su
parte estudios recientes de Victor-Ortega et al. en 2013 evidencian de que aun se
presentan niveles elevados de patulina, micotoxina producida por especies del
hongo Penicillum, en jugos de manzana comerciales asi como otros de sus
derivados (Baert et al., 2006); asimismo se han reportado la presencia de
micotoxinas de especies de Alternaria en diversos productos frescos como
manzanas, tomates, frutos citricos y olivos (EFSA, 2011). Por su parte Velez-
Rodriguez y Rivera-Vargas, (2007); Monbaliu et al. (2009) y Degraeve et al.,(2015)
reportan cebollas y pimientos contaminadas por Aspegillus y diversas especies de
Fusarium, este Ultimo se asocid con la produccién de micotoxinas FB1, FB2,
DON, ZEA, toxina T-2 y HT-2.



Tabla 1. Principales condiciones de contaminacion fungica en frutas y vegetales,

agentes etiologicos y productos tipicamente afectados

Condiciéon de
contaminacioén

Agente Etiologico

Productos
tipicamente afectados

Pudricién por Alternaria

Antracnosis (podredumbre
amarga)

Antracnosis

Podredumbre negra
Podredumbre por moho azul
Podredumbre por Cladosporium

Pudricién de la corona

Podredumbre seca
Podredumbre de molde gris
Podredumbre de molde verde
Podredumbre de lenticel

Podredumbre negra de pifia
Podredumbre phytophthora
Podredumbre de molde rosa
Podredumbre por Rhizopus
Podredumbre parda viscosa

"Carbon" (podredumbre de moho
negro)

Pudricion acida
Pudricion del peddnculo

Pudricién acuosa

Costra de trigo
Huitlacoche

Tizén del arroz

Tizdén de la papa

Plaga

Pudricién de la raiz
Muerte repentina del &rbol

A. tenuis
Colletotrichum musae

C. lindemuthianum
C. lagenarium
Aspergillus niger, Alternaria

Penicillium digitatum
C. herbarum

Colletotrichum musae
Fusarium roseum

Verticillium theobromae
Ceratocystis paradoxa

Fusarium spp.
Botrytis cinerea
Penicillium digitatum

Cryptosporiopsis malicorticis,
Phylctaena vagabunda
Ceratocystis paradoxa

Colletotrichum coccodes
Trichothecium roseum
Rhizopus stolonifer
Rhizoctoria spp
Aspergillus niger

Geotrichum candidum

Phomopsis citri, Diplodia
natalensis, Alternaria citri
Sclerotinia sclerotiorum

Fusarium graminearum
Ustilago maydia
Magnaporaathe grisea
Phytophthora infestans
cinnamomi

sojae

ramorum

Frutos citricos
Bananas

Frijoles
Sandias
Cebollas, coles

Frutos citricos

Duraznos, cerezas

Platanos

Uvas

Uvas

Frutos citricos
Manzanas, peras
Pifias

Vegetales

Vegetales

Papas dulces, tomates

Duraznos, albaricoque

Tomates, frutos citricos
Frutos citricos

Zanahorias

Trigo, cebada
Maiz

Arroz

Papas

Arbol de castafas
Frijoles de soya
Arbol de roble

Fuente. Jay et al., 2005



Para comprender mejor el nivel de incidencia e impacto que tienen ciertas
especies de hongos sobre la inocuidad de los alimentos, se describen a

continuacion algunas de ellas y sus principales caracteristicas.
1.1.1.2. Fusarium

El género Fusarium se encuentra ampliamente distribuido en el mundo ademas de
que persiste en residuos del suelo, de la planta y materia organica. El género
incluye un grupo amplio y complejo de hongos de numerosas especies
teleomorfas y ascomicetos que producen metabolitos secundarios nocivos
(Shabani et al., 2014).

Especies de Fusarium producen micotoxinas FHB tales como: deoxinivalenol
(DON) y el nivalenol (NIV) que son toxicos para los seres humanos y otros
animales (Fig. 1). Por lo que el Comité Conjunto OMS / FAO de Expertos en
Aditivos Alimentarios evaluaron el riesgo de DON y estableciendo una ingesta
diaria tolerable méaxima provisional de 1 mg/kg de peso corporal en 2001. Las
medidas tomadas para su control se debe a que estas toxinas tienen un fuerte
efecto inhibitorio sobre la sintesis de proteinas mediante su unién a los ribosomas,
un efecto inhibitorio sobre la sintesis de ADN y ARN, y efectos toxicos sobre las
membranas celulares. Ademas, puede inducir apoptosis en el timo linfatico, tejido
hematopoyético a través de la proteina quinasa. Alimentos contaminados con tales
toxinas pueden dar lugar a una intoxicacién alimentaria grave acompafiado de
nauseas, vomitos y diarrea y generar inmunotoxicidad, que es un efecto crénico
de micotoxinas, que disminuye la resistencia del huésped, ademéas de estar

acompafado de efectos promotores del cancer.

Deoxynivalenol (DON) Nivalenol (NIV)

Figura 44 Estructura quimica de deoxinivalenol (DON) y nivalenol (NIV)



En forma particular Fuxarium oxysporum es considerado por la como el quinto
hongo de importancia patogénica (Dean et al., 2012) y ha sido causante de
diversos problemas como el dafio a la produccion bananera de Taiwan en 1970
(Smith, 2007), una de las afectaciones tipicas de este hongo es sobre el melén

como se puede observar en la Figura 2.

Figura 45 Pudricion de melén causada por Fusarium oxysporumf. sp. melonis

1.1.1.3. Colletotrichum

El género Colletotrichum incluye un nimero de patdgenos de plantas de gran
importancia, causando enfermedades en una amplia variedad de especies
herbaceas y sus frutos. Su principal distribucién es en las zonas tropicales y
subtropicales aunque existen algunas especies que afectan a los cultivos de clima
templado. La produccién de frutas que esta especialmente afectada son las de
fresa, mango, citricos, aguacate y cultivos basicos como el platano (Fig. 3)
(Cannon et al., 2012).

Especies de Colletotrichum causan enfermedades devastadoras de las vallas de
café en Africa, y afectan seriamente los cereales como el maiz, la cafia de azlcar
y sorgo. Asimismo de acuerdo con Dean et al. (2012) se consider6 que
Colletotrichum es el octavo género de hongos patégenos de plantas en el mundo,

en base a la percepcién importancia cientifica y econémica.

Las especies de Colletotrichum son principalmente causantes de las
enfermedades de antracnosis, aunque también se ha reportado como causante de

la podredumbre roja de la cafia de azucar, enfermedad de la baya de café,
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podredumbre de la corona de fresa y platano, y mancha marrén de caupi (Lenné,
2002).

Debido a que durante su proceso de germinacion se puede presentar una etapa
asintomatica de aparente inactividad para entrar a la posterior fase de necrotrosis
que resulta en la muerte significativa de las células vegetales y la emergencia de
lesiones de patdgenos, lo que puede conducir a importantes pérdidas posteriores
a la cosecha con los cultivos aparentemente sanos en degeneracion durante el

almacenamiento (Prusky y Plumbley, 1992) (Fig 3).

Figura 46 A. La antracnosis en frutos de fresa causada por C. nymphaeae (acutatum
clado) B. Hoja de Brachyglottis repanda causada por C. beeveri (boninense clado). C.
Sintomas de antracnosis en las hojas de Tecomanthe speciosa causada por C. agg
boninense. D . Antracnosis del bulbo de la cebolla causada por C. circinans (clado
dematium). E. Antracnosis de frutos de platano causada por C. musae (gloeosporioides
clado). F. Enfermedad del fruto del café causada por C. subsp kahawae. kahawae
(gloeosporioides clado).
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1.1.1.4. Aspergillus

El género Aspergillus, que comprende unas 200 especies, tiene un notable
impacto en la salud publica, ya que comprende especies descritas como
patdbgenos humanos y productores de micotoxinas, varias nocivas para la salud
(Reverberi et al., 2010).

En el caso particular de la cepa Aspergillus niger, esta tiene la mayor adaptacion a
las condiciones ambientales, comparado con varias especies (Oliveira et al.,
2015), y diversos investigadores la declaran como la principal fuente infecciosa
fungica de deterioro rapido y extenso de uvas durante la cosecha, ademas de ser
un obstaculo importante durante el almacenamiento; A. niger se encuentra en
practicamente todo nuestro entorno y es fuente constante de deterioro de los
alimentos, productos industriales y agricolas, junto con la producciéon de
micotoxinas (ocratoxina A, malforminas, maftoquinonas Yy nigragillin) que

comprometen la seguridad alimentaria (Li et al., 2013; Tolouee et al., 2010).

Por otro lado Aspergillus wentii, un hongo halotolerante, es una cepa comun en
climas célidos, se ha logrados aislar en tierras no cultivadas como bosques y en
productos como el de maiz, arroz, pifia, nueces y entre otros; se ha demostrado

su produccion de las micotoxinas emodina (2-metil-4,5,7-trihidroxiantraquinona),

wentilacton, acido kéjico, acido 3-nitropropionico y fisicon (Smith, 2012).
1.1.2 Modelos de crecimiento microbiano

Para el estudio del crecimiento de los microorganismos y las afectaciones sobre
sus compoatmiento por incremento de ciertos sustratos en los modelos de
cremiento, es necesario conciderar las curvas de cremiento de los agentes
patogenos y sus modificaciones por las condiciones de crecmiento. Para ello es
necesario definir que un curva de cremiento describe el comportamiento del
microrganismos. Se encuentra secmentada por distintas fases una de ellas es la
face de latencia o fase Lag, que concide con el periodo de adaptacion del
microrganismos a la nuevas condiciones nutricionales y ambientales. Se presenta

inmediatamente despues de la inoculacién y su duracion depende la fisiologia de
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la celula inoculada y de las condicones ambientales. Durante este tiempo no existe
aumento en el nimero de células ya que el microrganismo utiliza la energia
disponible con el fin de sintetizar las enzimas que requiere para su desarrollo en el

nuevo medio (Hernandez, 2013 ).

En la fase logaritmica o esponencial, las celulas se multiplican a la maxima
velocidad y su cremiento puede ser cuantificado en base al aumento de biomasa

por unidad de tiempo (para hongos filamentosos).

C

A. Fase de latencia

LDH B D B. Fase logaritmica

biomasa ‘ & o
C. Fase estacionaria
D. Fase de muerte

A
Tiempo

Figura 47 Curva de crecimiento de un microorganismo (Hernandez, 2013 ).

El modelo de crecimiento mas popular para describir las curvas de crecimiento
microbiano, en los alimentos al menos, es el modelo de Gompertz. Sus
propiedades y usos son econtrados en varios capitulos de libros e inumerables
articulos. Una de las formas mas usuales para escribirla es por la ecuacion 1
(Peleg, 2006).

/)

y = ae T 1)

donde a y b son constantes ajustables. El parametro X, de este modelo es

considerado como la medida de crecmiento al tiempo Lag.
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1.2. Agentes antifungicos

La Enciclopedia Britanica define a un fungicida como cualquier sustancia toxica
capaz inhibir el crecimiento de los hongos capaces de causar dafios econémicos a
los cultivos o plantas ornamentales asi como ponen en peligro la salud de los

animales domésticos o de seres humanos.

Las medidas de control quimicas son particularmente comunes en la gestion de
control de plagas por hongos, y la mayoria de estas medidas se basan en el uso
de fungicidas. Aunque, hoy en dia existen desacuerdos en la comunidad cientifica
sobre si continuar con el empleo de fungicidas para controlar enfermedades
fungicas o prohibirlos para proteger la salud humana y del medio ambiente (lvic,
2010).

El control quimico de enfermedades de las plantas comenzé a desarrollarse en la
segunda mitad del siglo XIX cuando se hicieron recomendaciones sobre el uso de
preparaciones de fungicidas basados en ingredientes activos con azufre, cal y
sulfato de cobre; aunque la cantidad de sustancias fungicidas conocidas era
limitada. En la época posterior a la Segunda Guerra Mundial se introdujeron
nuevas sustancias para el control de agentes fungicos tales como mancozeb (un
ditiocarbamato) y captafol (una ftalimida). Sin embargo, el mayor logro de 1960 fue
la introduccién de fungicidas sistémicos como el tiabendazol y benomil, ambos se
caracterizan por su modo de accion con el carbamato de metilbenzimidazol
(CBM), que actua a nivel intracelular en los cultivos (Ferndndez-Ortufio et
al.,2010). Posteriormente el Fosetil-Al, un fungicida a base de fosfonato con la

propiedad Unica de ser mévil a nivel del floema.

Opciones para el control de enfermedades fungicas se ampliaron en la década de
1980 a traves de la introduccion de varios triazoles, los primeros miembros de la
clase de los inhibidores de desmetilacion esterol (DMI) y varios miembros

adicionales del grupo morfolina (Russell, 2005).

Los primeros fungicidas en exhibir accion protectora, sistémica y erradicante

fueron aquellos a base de estrobilurinas, de este tipo los que alcanzaron el
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mercado fueron la azoxistrobina y kresoximmetil. En conjunto a estos fungicidas
se les llama el grupo Qol, un término derivado de su modo de accion en la unién
en el sitio Qo del citocromo b. Por otro lado las estrobilurinas rapidamente se
convirtieron en uno de los fungicidas agricolas mas importantes, representando
mas del 20% del mercado mundial. Sin embargo, una de las aparentes ventajas
de los fungicidas sistémicos es su alta especificidad (Fernandez-Ortuiio et al.,
2010).

La mayoria de los fungicidas se aplican en forma de aerosoles o polvos. Para las
semillas se aplican fungicidas como una cubierta protectora antes de la
germinacion. Los fungicidas sistémicos, o0 productos quimioterapéuticos, se
aplican a las plantas, donde se distribuyen en todo el tejido y actuan a fin de
erradicar enfermedades existentes o para prevenir dichas plagas (Morell y
Candela, 1998). Cabe recalcar que casi todos los fungicidas utilizados hoy en dia
muestran un mejor efecto si se aplica antes de que ocurra la infeccién; si esta ya
se encuentra presente en la superficie de 6rganos de la planta los fungicidas
destruyen las esporas de hongos o suprimen tubos de germinacién, hifas, y otras

estructuras fungicas (lvic, 2010).

En general se aplican fungicidas después de la cosecha para controlar la
descomposicion, asimismo requieren ser aplicados una vez que los productos se

lavan y se ponen a secar antes de ser empacarlos (FAO, 1993).
1.2.1. Clasificacion de los fungicidas

Los fungicidas pueden ser divididos en 2 grupos en base al modo de accion en las

células fungicas (Rouabhi, 2010):

a. Inhibidores en sitio especifico: son inhibidores especificos del sitio se dirigen

a sitios individuales dentro de la célula fungica (Fig. 4).

b. Inhibidores en sitios multiples: son inhibidores que actian sobre varios a

sitios en cada célula fungica (Fig. 5).
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Inhibidores de sitio especifico

Fungicidas DMI-
inhiben la sintesis de
ergoesterol

Benzimidazoles-
inhiben la sintesis de
DNA

Craboxamidas-
inhibenla
respiracion

Fungicidas de nitrilo
ditiocarbonatos
peroxidos

Inhibidores de sitio multiple

Figura 48 Estructura de la célula fungica donde ER es el reticulo endoplasmatico, Gt es el

aparato de Golgi, M es mitocondrias, N es nucleo, V es vesiculas y Vac es vacuola junto

con algunos ejemplos de los inhibidores de sitio especifico y los inhibidores de sitio

multiple.

Por otra parte algunos investigadores clasifican a los fungicidas en funcién de su

composicion (Tabla 2) por lo cual se establecen distintos grupos de sustancias.

Otra forma de clasificar a los fungicidas es agrupandolos por su composicion en

dos grandes grupos: a) inorganicos, donde se encuentran compuestos de azufre,

cobre o mercurio y b) organicos, entre los que se incluyen ditiocarbamatos,

tiazoles, trazinas, aromaticos sustituidos, dicarboximidas, entre otros (Morell y

Candela, 1998).
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Tabla 2. Grupos quimicos de fungicidas y sus nombres genéricos

Grupo quimico

Nombre genérico

Triazoles

Pirimidinas

Estrobilurinas

Polioxinas
Benzimidazoles

Dicarboxamines

Fenilamidas
Carbamatos
Fosfonatos

Ditiocarbamatos

Hidrocarburos aromaticos

Peroxidos
Nitrilos
Fenilpiroles
Cianoimidazoles

Carboxamidas

Biofungicidas

Propiconazola
Triadimefon
Miclobutanil
Triticonazole

Fenarimol

Fluoxastrobina
Trifloxistrobina
Azoxistrobina
Piraclotrobina
Polioxina D

Methiltiofanato

Iprodione
Vinclozolin

Mefenoxam
Propamocarb
Fosetil aluminio fosfanato

Mancozeb
Tiram

Quintozene
Cloroneb
Etazola

Dioxido de hidrogeno
Clorotalonil
Fludioxonil
Cyanofamid

Flutolanil
Boscalid

Ecoguard
Sonata
Soilguard

Fuente Burpee, 2006.

A continuacion se describen algunos de estos compuestos asi como sus

mecanismos de accion:



1.2.1.1 Polienos

Algunos de los antifungicos poliénicos que estan en uso actualmente son:
nistatina, natamicina, y anfotericina B (Fig. 6). Su modo de accién es la alteracion
de la membrana fungica de la célula mediante su union al ergosterol (esterol
principal en la membrana celular). Esto resulta en la formacion de poros y salida
de cationes y aniones celulares, lo que conduce a la muerte celular de los
hongos (Gallis et al., 1990).
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Figura 49 Estructura de la amfotericina B.

1.2.1.2. Triazoles

La primera descripcion de las propiedades antifungicas con azoles fue en 1944
cuando los investigadores al estudiar la deficiencia de biotina en animales
observaron que el bencimidazol, es estructuralmente similar a la biotina, la cual
tenia actividad sobre levaduras (Woolley, 1994). Los azoles se han seguido
modificando particularmente en el grupo triazol, que es caracterizado por un anillo
de cinco miembros. Los azoles comparten un modo de accidn comun: ya que
inhiben la enzima fangica citocromo P450 lanosterol 14-alfa-desmetilasa(CYP450),
lo que facilita la conversion del lanosterol a ergosterol, un componente fangico. La
interrupciéon de la biosintesis del ergosterol es lo que causa dafio a la membrana
celular de los hongos, favoreciendo la lisis celular que conduce a la muerte celular
o la inhibicion del crecimiento celular, dependiendo de en funcion de las especies
fungicas y compuestos azoles (Dodd, 2010).
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Todas las clases de azoles son sustratos e inhibidores deenzimas CYP450, pero
en la medida en que sean metabolizados inhiben diversas isoformas de CYP
(Venkatakrishnan et al., 2000; Sakaeda et al., 2005, Niwa et al., 2005). Finalmente
los triazoles individuales exhiben diferentes propiedades asi como espectros de
actividad (Fig. 7) (Ashbeea y Gilleeceb, 2014).

\ N HN
——N \ A
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Figura 50 Isbmeros quimicos del triazol

1.2.1.3. Fungicidas Qol

Las estrobilurinas son sustancias naturales producidas principalmente por hongos,
su nombre deriva de género Strobilurus. Las estrobilurinas A, la primera molécula
de Qol, se aisl6 a partir de cultivos liquidos de S. tenacellus y compuestos
similares fueron posteriormente identificados y nombrados en el orden de su
descubrimiento (B, C, D y asi sucesivamente) (Fernandez-Ortufio et al., 2010). En
los hongos, estos productos son biosintetizados a partir de fenilalanina a través del
ciclo del &cido shikimico (Balba, 2007). Estructuralmente, la caracteristica comun
de todas las estrobilurinas es la presencia de un grupo metilo (E) -3-metoxi-2- (5-
fenilpenta-2,4-dienilo) acrilato, unido al resto de la molécula y varia la posicion de

las sustituciones en los anillos aromaticos, especificamente en las posiciones 3y

4 (Fig. 8).
R, l N CHs

R;

Figura 51 La estructura quimica basica de estrobilurinas. El residuo de B-metoxiacrilato
se resalta con un circulo y el oxigeno del carbonilo responsable de la union se indica por
una flecha. R1 y R2 representan radicales que son distintos en las diferentes
estrobilurinas de origen natural.
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Ademas de las estrobilurinas, hay otros compuestos tales como la famoxadona y
fenamidona que son distintos quimicamente de las estrobilurinas, pero forman

parte del mismo grupo fungicida de resistencia cruzada Qol(Fig. 9).

g

H,C

Y

I
fenamidone H

Figura 52 La estructura quimica de la fenamidona. El residuo tox6foro se resalta con un
circulo y el oxigeno del carbonilo responsable de la unién se indica por una flecha.

En la actualidad, basada en similitudes estructurales, ocho grupos quimicos de los
inhibidores de Qo se pueden distinguir, lo que representa quince ingredientes
activos Qol (Tabla 3). Es por ello que los fungicidas Qol comerciales son algunos
de los fungicidas agricolas mas comercializados a nivel mundial y se utilizan
principalmente como productos fitosanitarios contra la mayoria de los principales
patégenos fangicos.

Tabla 3. Principales fungicidas Qol utilizados como productos fitosanitarios.

Clases Compuestos fungicidas Nombre comercial actual
Metoxiacrilatos Azoxistrobina Syngenta
Picoxistrobina Syngenta
Enestrobina ss®
Piraoxistrobina SRICI®
Oximinoacetatos Metil Kresoxim BASF
Trifloxistrobina Bayer
Oxazalidinedionas Famoxadono DuPont
Oximinoacetamidas Metominostrobina Bayer
Dimoxistrobina BASF
Orisastrobina BASF
Imidazolinones Fenamidone Bayer
Metoxicarbamatos Piraclostrobina BASF
Pyrametostrobin SRICI
Dihidrodioxazinas Fluoxastrobina Bayer
Bencilcarbamatos Piribencarb KCI®

¥Sinochem Shanghai

®Shenyang Research Institute of Chemistry Industry
“Kumiai Chemical Industry

Fuente Fernandez-Ortufio et al., 2010.
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1.2.1.4. Benzimidazoles

Los fungicidas benzimidazoles (BFS) son la familia quimica mas amplia que tiene
un anillo midazol en su estructura (Fig. 10). Son eficientes en dosis bajas e inhiben
el desarrollo de una amplia variedad de hongos. Algunos bencimidazoles también
han encontrado aplicaciones como fungicidas pre o post-cosecha. Se aplican ya
sea directamente al suelo, o pulverizados sobre los campos de cultivo (Wu et al.,
2009). La mayoria de estos compuestos persisten en el medio ambiente después
de su aplicacion, incluso durante muchos afos. Este grupo incluye los analogos de
tiabendazol y carbamatos de benzimidazol (Torres-Padron et al., 2010).

1
N

N
H

R

Figura 53 La estructura quimica basica de los bencimidazoles

1.2.2. Fungicidas y su toxicidad

En su mayoria los microorganismos patégenos se controlan principalmente de
forma quimica, sin embargo el uso de compuestos sintéticos resulta limitada
debido a varios efectos indeseables, que incluyen carcinogenicidad,
teratogenicidad, toxicidad aguda y la exigencia de un periodo de degradacion
prolongado con el consiguiente desarrollo de problemas de contaminacion
ambiental(Galvez et al.,2014).

La toxicidad de los pesticidas incluyendo fungicidas puede ser evaluada en
funcién de su dosis letal o toxicidad relativa aguda (DLsp 0 CLsp). DLsg €s la dosis a
la cual la mitad de los animales de ensayo mueren y se mide en miligramos de
sustancia estudiada por kilogramo de animales (mg / kg). Cuanto mayor sea la
DLsp, menos téxico del material. Algunos fungicidas por ejemplo los triazoles se
absorben rapidamente y distribuidos en todos los tejidos de quien los consume y

estos compuestos presentan diversos efectos deletéreos sobre los sistemas

21



biologicos de mamiferos, especialmente en el sistema nervioso(Ferreira-Faro,
2010).

1.3. Plantas con potencial antifungico

En la dltima década se ha visto un incremento en consumidores con una nueva
conciencia acerca de los problemas mencionados en el capitulo 2.2, y es asi como
se ha creado un perfil de consumidor "verde" con el interés por productos con
menos aditivos y mas "naturales”, tal es el caso del uso de agentes
antimicrobianos (Sokovic et al., 2013). Diversos estudios avalan la efectividad de
ciertas sustancias de origen natural contra contaminantes biologicos de alimentos.
Hierbas y especias han sido reconocidas por poseer un amplio espectro de
componentes activos que exhiben actividad antibacteriana, antifingica,

antiparasitaria, y/o actividades antivirales.

La Tabla 4 presenta una lista de platas, hierbas y especias que han demostrado
una capacidad antimicrobiana natural. Estos compuestos pueden ser letales para
los microorganismos o inhibir ciertos metabolismos. La mayoria de los compuestos
con actividad antimicrobiana encontrados en plantas son compuestos fendlico
(Fig. 11) , terpenos, alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas, acidos e isoflavonas
(Gutiérrez et al., 2008).

Los aceites esenciales se han utilizado durante siglos como parte de la medicina
tradicional natural. Son liquidos aceitosos arométicos obtenidos a partir de
material vegetal (flores, brotes, semillas, hojas, ramas, cortezas, hierbas, madera,
frutos y raices). Los principales grupos de componentes principales que hacen que
los aceites esenciales antimicrobianos eficaces incluyen saponinas, flavonoides,

carvacrol, timol, citral, eugenol, linalol, terpenos y sus precursores (Burt, 2004).

Es asi que aceites esenciales y componentes de distintas plantas, que presentan
un potencial como agentes antimicrobianos naturales son reconocidos como. De
ahi que pueden resultar ser una alternativa natural para controlar el crecimiento de
microorganismos patdgenos y deteriorativos en alimentos. Asimismo pueden

resultar utiles para inhibir la generacion de metabolitos (Gutiérrez et al.,2008).
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Tabla 4 Componentes con actividad antimicrobiana encontrada en plantas,

hierbas y especias.

Planta, hierba

Componente(s) mayoritario(s)

Otros componentes

Pimienta (Pimienta dioica)
Albahaca (Ocimum basilicum)

Pimiento negro (Pipper nigrum)

Laurel (Laurus nobilis)

Semillas de comino (Apium
graveolens)

Semillas de apio (Apium
graveolens)

Canela (Cinnamomum zeylanicum)

Clavo (Syzygium aromaticum)
Cilantro (Coriandum sativum)
Comino (Cuminum cyminum)
Hinojo (Foeniculum vulgare)

Ajo (Allium sativum)

Limoncillo (Cymbopogon citratus)

Mejorana (Origanum majorama)

Mostaza (Brassica hirta, B. juncea,

B. nigra)

Cebolla (Allium cepa)

Oregano (Origanum vulgare)
Perejil (Petroselinum crispum)

Savia (Salvia officinalis)
Estragon (Artemisia dracunculus)
Tomillo (Thymus vulgaris)

eugenol
d-linalool, metil chavicol

monoterpeno, sesquiterpeno,
compuestos oxigenados

cineol

carvona

d-limonene

aldehido cinnamico

eugenol

d-linalol

cuminaldehido

anetole

disulfuro de dialilo, trialil disulfuro
citral

Lanalool, cineol, eugenol,
terpinineol

Alil-isotiocianato
d-n-propildisulfuro, metil-n-propil
disulfuro

Timol, carvacrol

a-pineno, fenol-eter-apiol borneol,

cineol

Tuyona, cineol, borneol
metil chavicol
timol

metil eter cineol

eugenol, cineol, geraniol

I-linalool, eugenol, geraniol

limoneno

I-linalool, p-cimeno, eugenol
cariofileno
d-a-pineno, B-pineno

p-cimeno

sulfuro de dietilo, alicina geraniol
geraniol

metil chavicol

a-pineno
alcanfor, a-pineno, acetato de
bornilo, terpinol

Anetol,

anetol

Carvacrol, I-linalool, geraniol, p-
cymene

Fuente Gutiérrez et al., 2008
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Figura 54 Estructura de los compuestos fendlicos de origen natural con actividad
microbiana

A continuacion se describen las plantas empleadas en el presente trabajo ademas

de mencionarse sus antecedentes en relacion con su potencial antimicrobiano.
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1.3.1. X’kijit (Renealmia alpinia)

El género Renealmia L.f. (Zingiberaceae) se distribuye por las regiones tropicales
de América y Africa. Consta aproximadamente de 85 especies, de las cuales 62 se
encuentran en el trépico americano (Maas y Maas, 2001). En México existen
cuatro especies, aunque es posible que actualmente su nimero sea mas elevado
debido a las muchas colecciones botanicas realizadas en las ultimas décadas. Las
especies citadas para México son: Renealmia cernua, R. mexicana, R.
occidentalis y R. alpinia (Fig. 12) (Maas, 1977).

Figura 55 Planta y frutos de R. alpinia

1.3.1.1 Caracteristicas Taxondmicas

Nombre Cientifico: Renealmia alpinia
Reino: Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Zingiberales
Familia: Zingiberaceae
Género: Renealmia
Epiteto Especifico: alpinia

1.3.1.2 Antecedentes

Los frutos comestibles de Renealmia alpinia son muy apreciados en la Sierra

Norte de Puebla (México), en donde son manejados a nivel familiar. La planta
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crece en forma silvestre en la region, aunque es una especie poco frecuente. La
parte comestible es el arilo de los frutos. Ocasionalmente los frutos se
comercializan en los mercados tradicionales. Solamente el 19 % del peso total de

los frutos se aprovecha para alimentacion (Macia, 2003).

En América tropical, R. alpinia ha sido utilizada para diferentes propdsitos.
Ademas del uso comestible del arilo; el exocarpo carnoso de los frutos se ha
utilizado como tinta y de las semillas se han extraido aceites usados para frituras
en la alimentacién. Finalmente su uso medicinal se ha relacionado contra
sintomas como nauseas y vomitos (Acero, 1979; Maas, 1977; Martinez et al.,1995;
Villalobos-Contreras, 1994).

1.3.1.3 Propiedades antimicrobianas

R. alpinia es tradicionalmente eficaz contra infecciones fangicas y para la
preparacion de aceites de semillas (Benjumea y Gomez-Betancur, 2014), algunas
partes, como trozos de hojas vainas, se afiaden a la plantacion de algunos
cultivos, como el maiz, para evitar ser comido por los roedores y aves (Macia,
2003). De acuerdo con Coe (2008) R. alpinia cuenta con reportes del uso
tradicional de los tallos, raices y la planta entera para infecciones en vias

digestivas y urinarias.
1.3.2. Eucalipto

Se conocen mas de 500 especies diferentes de eucaliptos, de las cuales casi la
totalidad son originarias de Australia, y algunas de Nueva Guinea y las islas
vecinas (Geilfus y Bailon, 1994).

Figura 56 Capullos, capsulas, las flores y el follaje de Eucalyptus
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1.3.1.1 Caracteristicas Taxonémicas

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Subfamilia: Myrtoideae
Tribu: Eucalypteae
Género: Eucalyptus

1.3.1.2 Antecedentes

La introduccion del eucalipto en México fue gradual, y con distintos fines. En el
ualtimo tercio del siglo pasado los médicos impulsaron la aclimatacion de eucalipto
en el Valle de México con el fin de sanear la ciudad y reducir los casos de malaria.
Esto tuvo como precedente el estudio eucalipto para dictaminar sobre su efecto
higiénico y los posibles usos medicinales. En ese entonces el Consejo Superior de
Salubridad concluy6 que la introduccién del arbol originario de Australia en suelos
mexicanos seria provechosa (Hinke, 2000).

1.3.1.3 Propiedades antimicrobianas

El eucalipto contiene 3 a 5% de aceite esencial, con 60% 6 mas de cineol 0
eucaliptol (Fig. 14), con actividad antigripal, balsamica y astringente, siendo
utilizado en el combate de la gingivitis (Forever, 1999; Xavier, 1995). Por su parte
diversos estudios han demostrado su actividad antimicrobiana en distintas
concentraciones contra cepas como Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis
y Lactobacillus casei (Barreto et al., 2005), asi como con Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi, Vibriocholerae y Pseudomonas aeroginosa (Alzamora et al.,
2001).
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Figura 57 Estructura quimica del eucaliptol

1.3.3. Cuachalalate (Amphipterygium adstringens (Schitdl) Schiede ex
Standl)

Amphiptherygium adstringens Schiede ex Schlecht es una planta Julianiaceae. La
caracteristica de esta especie es que los arboles son resinosos. Es un género que

se desarrolla en América desde México hasta Peru (Hutchinson, 1973).

La planta se conoce como cuachalalate, quechalalatl o cuachalala (Fig. 15). Se
cultiva en Estados de México como: Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Morelos y
Puebla, (Stanley, 1920, Rzedowski, 1978; Pennington y Sarukhén, 1998).

Figura 58 Imagen del arbol y corteza del cuachalalate
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1.3.1.1 Caracteristicas Taxonémicas

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Sapindales;
Familia: Anacardiaceae;
Género: Amphipterygium;
Especie: A. adstringens(Schltdl.) Schiede ex Standl.

1.3.1.2 Propiedades antimicrobianas

El cuachalalate es una planta medicinal utilizada en México y su corteza se vende
en casi todos los mercados del pais. Algunas personas atribuyen diversas
propiedades curativas como son: cicatrizante, atenuante, antibiético, para disolver
los calculos biliares y calculos renales, para eliminar los célicos y fiebre,
antipaludicos, anti-inflamatorias, cancer del tracto digestivo, y Ulceras gastricas.
Estudios previos muestran que el &acido hidroxi-masticadienénico y acidos
masticadiendnicos se encuentran en la resina de arboles machos, mientras que
estos Ultimos se encuentra en la resina de arboles femeninos (Ortega y Soto-
Hernandez,1999).

1.3.4. Cancerina (Hippocratea excelsa HBK)

Hippocratea excelsa HBK (Hippocrateaceae) (sin.: Hemiangium excelsum HBK) es
un liana nativa de México y América Central (Smith, 1940). La corteza de la raiz de
esta planta (Fig. 16), conocida como 'Cancerina’, se utiliza en la medicina
tradicional mexicana para el tratamiento de las Ulceras pépticas, enfermedades de
la piel, enfermedades renales y trastornos de la menstruacion (Martinez, 1969;

Palacios et al., 1989). En México rural esta planta es conocida como 'mata piojo;
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como el nombre lo indica, las propiedades pesticidas son valorados por los

agricultores y ganaderos (Palacios et al., 1989).

Figura 59 Tallo (izquierda) y raiz seca (derecha) de Hippocratea excelsa

1.3.4.1 Caracteristicas Taxondmicas

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Celastrales
Familia: Celastraceae
Género: Semialarium

Especie: S. mexicanum (Miers) Mennega Sin.: Hemiangium excelsum

Debido a diversos factores la clasificacién taxonémica de esta planta aun esta en
revision; dentro de sus sinGbnimos se encuentra: Hemiangium excelsum (Kunth).

Hippocratea excelsa, Hippocratea mexicana.

1.3.4.2 Propiedades antimicrobianas

Diversos estudios ha encontrado actividad antimicrobiana como el caso de Alanis
et al. (2005) donde se encontré6 que extractos de esta plata presenta actividad
inhibitoria contra Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli 0157:H7, Shigella
sonnei-1, Shigella sonnei-2, Shigella flexneri-1, Shigella flexneri-2 y Salmonella sp.
De igual forma ha mostrado un Giardia intestinalis con una concentracién de
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inhibicion de 27.4 uM (Mena-Rejo et al., 2007). Mientras que su actividad
antimicrobiana més valorada es contra Helicobacter pylori, esta Ultima cepa es
causante de ulceras gastrointestinales, los reporte indican en la minima
concentracion inhibitoria (MIC) varia de 7.81 a 125 pg/mL dependiendo de que
parte de la plata y regidon geografica proceda la materia vegetal de la que se

obtiene el extracto metandlico (Escobedo-Hinojosa et al., 2014).

1.4 Métodos de extraccion

Las técnicas para la obtencién de extractos dependen de cada especie de plantay
de los componentes bioldgicos de interés que se deseen extraer, es asi como se
pueden obtener extractos etandlicos, acuosos, fracciones solubles en agua,
empleo de temperatura para su liberacion, extraccion hidro-alcohdlica, extraccion
con diclorometano, extraccion en hexano, entre otros (Tabla 5) (Falcdo et al,
2008).

La hidrodestilacion o destilacion de material vegetal por medio de arrastre del
aceite con vapor de agua es un procedimiento ampliamente utilizado debido a que
es relativamente sencillo el equipo requerido. La hidrodestilacion es utilizada para
la obtencion de aceites esenciales, lo anterior debido a que, los aceites esenciales
presentan un punto de ebullicion superior al del agua, pero la mezcla de este méas

agua presenta un punto de ebullicién inferior por lo que es posible su destilacion.

Al pasar por un condensador los vapores se enfrian y condensan pasando a fase
liquida (Fig. 17). Debido a que la fase organica es un aceite esencial esta se
separa faciimente de la fase acuosa por diferencia de densidades (Ortufio-
Sanchez, 2006).
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Tabla 5 Métodos de extraccion en plantas del continente Americano

Nombre botanico

Parte utilizada

Modelo

Astronium urundeuva
(allemafio) Engl.

Artemisia annua L.

Aster squamatus (Spreng.)
Hieron.

Baccharis genistelloides Pers.

Baccharis rubricaulis Rusby.

Bidens subalternans DC.

Franseria artemisioides Wild.

Neurolaena lobata (L.) R. Br
Tanacetum vulgare L.

Celastraceae
Austroplenckia populnea
(Reiss.) Lund.

Maytenus aquifolium
Calophyllum brasiliense

Bryophyllum calycinum
Salisb

Davilla rugosa Poiret

Syngonanthus arthrotrichus

Dalbergia monetaria L.

Corteza seca

Parte aérea seca

Flores secas

Flores secas

Flores secas

Parte aérea seca

Flores secas

Parte aérea seca
Parte aérea seca

Hojas secas

Flores secas

Corteza seca

Jugo fresco

Tallo seco

Raiz seca

Corteza seca

Extr EtOh. 100%
Extr. EtOh 100%

EXt.HzO

Fraccién soluble H,O
Extracto de dicloromentano
Ext. EtOH 100%
ext.H20

Extracto de hexano
Extracto de dicloromentano

Ext. EtOH 100%

Extracto de hexano

Ext.MeOH
Extracto de dicloromentano
Ext. EtOH 100%

Ext H,O

Ext.de Hexano
Ext CHCI;
Ext. EtOH 95%
Ext Hexane

Ext.Hidro-alcoholico
Ext.CHCI;

Ext de hexano
MeOH ext.
Ext. EtOH 70%
Ext. caliente H20

Fraccién cromatografica

Fraccion de flavonoides
Ext. EtOH 100%
Ext. EtOH 70%

Ext. EtOH-H,0 (1:1)
Ext. EtOH 100%
fraccién de flavonoides

Flavonoid-deficient
fraction

H20 ext.
Lyophilized ext.

Fuente: Modificado de Falcao et al., 2008.
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Materia
egetal

Figura 60 Esquema de equipo de hidrodestilacion

En general los rendimientos de cada tipo de extraccion se calculan de acuerdo con
la cantidad de material vegetal utilizada, empleando la ecuacion propuesta por
Boelens (1985):

RHE(%): (mHE/ms)x1 00, (2)

donde mpe= cantidad del extracto (mL), ms= Masa del vegetal en materia seca (Q)

y Rue= Rendimiento del extracto (%).
1.5 Métodos de emulsificacion y dispersion

Cuando dos liquidos inmisibles son dispersados como gotas en una fase continua
el resultado de la mezcla es una emulsion. El proceso mediante el cual es formada
una emulsion se llama emulsificacion. Existen distintos metodos para su formacion
utilizando baja energia, alta enegias y metodos combinados (Figura #). Los
metodos de emulsificacion de alta energia son inducidos por la accion de
dispositivos tales como alta agitacion de cizallamiento, emulsificacion por

ultrasonidos, homogeneizacion a alta presion, y la emulsificacion por membrana.
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Los métodos de baja energia mas ampliamente utilizados incluyen el método de
la temperatura de inversion de fase (PIT), método del punto de inversion emulsién

(EIP), y el método de emulsion espontanea (Preedy, 2015).

Generador de
ultrasonido
Homogenizador de alta
presion
Gotas de

Microfluidiador
\ nanoemulsion

\M
00 o

8] jo

OC Temperatura de
, o inversion de fase

Fase de inversion de

omposicion

Emulsificacion

espontanea

Emulsion en masa |'K’ﬁ ) A

Figura 61 Peparacion de nanoemulsiones por varios metodos de emulsificacion de baja y
alta energia (Preedy, 2015).

1.5.1. Importancia de la sonicacion como proceso de emulsificacién.

Las gotas de nanoemulsion son formados bajo sonicacion debido al colapso de la
burbuja inicial y la liberacién de una cantidad sustancial de energia. La sonicacién
utiliza ondas sonoras de alta intensidad y produce una intensa fuerza perturbadora
para romper el aceite y fases de agua en gotitas finas. La preparaciéon de
nanoemulsién por sonicacion se muestra en la figura #. El uso de ultrasonidos
para la formacién de nanoemulsion que aumente la calidad alimentaria y a su vez
haga frente a patdgenos bacterianos transmitidos por los alimentos ha sido
estudiado (Preedy, 2015).
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Figura 62 Preparacion general de nanoemulsiones por tecnica de sonicacién (Preedy,
2015).
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Capitulo 2. Materiales y métodos

La metodologia que se siguio se describe en la Figura 20.
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Figura 63 Diagrama general del trabajo
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2.1. Obtencion y seleccién del material vegetal

Las cascaras del fruto de X'kijit (Renealmia alpinia) se obtuvo de frutos de la Sierra
Norte del Estado de Puebla, en tanto que el eucalipto (Eucalyptus sp.),
cuachalalate (Amphipterygium adstringens (Schitdl) Schiede ex Standl) y
cancerina (Hippocratea excelsa) se obtuvieron de un centro de venta de plantas

medicinales del estado de Puebla, Puebla.
2.2. Preparacion del material vegetal

La cascara del X'kijit se sometié a secado por conveccion a 65°C por 5 horas.
Posteriormente las cortezas y cascara fueron pulverizadas con un molino de café
(KRUPS GX410011V), seguido de un tamizado con malla de 500 um. El material
vegetal tratado se almacend en bolsas con cierre hermético tipo ziploc a

temperatura ambiente en un lugar seco y fresco hasta su utilizacion.
2.3. Obtencion de extractos

Los métodos de extraccién aplicados a cada especie vegetal se describen en la
Tabla 6.

Tabla 6. Métodos y condiciones de extraccion

Obtencién de

Material vegetal Condiciones de extraccion
extractos
X kijit (Renealmia Maceracion con
alpinia) solventes (Camilo-

Patifion et al., 2013) se coloco el polvo de materia
vegetal en maceracion con
etanol al 95% a una
concentracion de 0.375 gr/mL

Cuachalalate(Amphiptery
giumadstringens (Schiltdl)

Schiede ex Standl) Maceracién con  (P/V) a 25°C con agitacion (60
solventes (Rosas- PM); _ realizando
Pindfia et al., 2012) concentraciones cada 24 h por
Cancerina (Hippocratea tres dias.
excelsa HBK)
Eucalipto (Eucalyptus Hidrodestilacion A 96°C a presion atmosférica
sp.) (Mann et al., 2011) 1 hora por ciclo de extraccién
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Los extractos etanodlicos obtenidos se concentraron con un rotavapor a 60 °C

aplicando vacio para eliminar las trazas de etanol (Mbaya et al., 2006).

Los extractos obtenidos, se pesaron y almacenaron a una temperatura de -20°C.
Los rendimientos se estimaron de acuerdo con la cantidad de material vegetal

utilizada, empleando la ecuacion propuesta por Boelens (1985):
RHE(%): (mHE/ms)x’I 00 (2)

Donde mye= cantidad del extracto (mL), ms= Masa del vegetal en materia seca (Q)

y Rue= Rendimiento del extracto (%).
2.4. Preparacion de los sistemas modelo

Se aplicaron sistemas modelo debido a que permite simular el proceso de manera
controlada para su posterior analisis de datos. Para la preparacion de los sistemas
modelos se utilizo el medio de crecimiento para hongos PDA (Papa Dextrosa
Agar), al cual, previamente estéril, se afladié cada extracto etandlico y acuoso a
una concentracion de 0, 200, 500 y 800 ppm para posteriormente vertirse en
placas. Para obtener una dispersion homogénea en el medio de crecimiento, los
extractos etandlicos se volvieron a suspender en etanol en relacion de 0.1% del
volumen total de PDA (Monsélvez et al., 2010). En tanto que para garantizar la
estabilidad de la emulsion con el aceite esencial se emple6 un método de
agitacion y otro de sonicacién; en el primer caso se prepard una suspension al 1%
del aceite con una solucion salina tampén de fosfato (50 mM de solucion buffer de
fosfatos [ PBS ; pH 7 ]); seguido de una vigorosa agitacion (Friedman et al., 2002)
con ayuda de un Vortex y su posterior dilucibn en las concentracion antes
mencionadas en el medio de PDA, por otro lado la sonicacion se aplic6 a una

amplitud de 90% durante un tiempo de 60 y 90 s. (Mirmajidi y Soleiman, 2014).

Se establecieron tres repeticiones por cada tratamiento y un control (PDA).
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2.4.1. Cultivos fungicos

Las cepas de hongos que se utilizaron en el estudio fueron obtenidas de aislados
de cultivos de vainas de vainilla enfermas procedentes de municipios de Veracruz
y Puebla, previamente identificadas mediante andlisis macroscopicos y por
secuenciacion de ADN. Las cepas empleadas en el presente trabajo fueron
Colletotrichum sp., Fusarium oxysporum, Aspergillus niger y A. wentii las cuales se
mantuvieron en cufias de PDA y se resembraron cada mes para garantizar su
viabilidad.

2.4.2. Inoculacion

En cada placa preparada se inoculd por picadura (alicuota de 10 uL) a partir del
lavado de esporas de cada uno de los hongos previamente seleccionados,
provenientes de cufias de 5 dias de crecimiento. Se garantiz6 una concentracion
de 10° esporas/mL mediante el conteo en camara de Neubauer (Pekmezovic et
al., 2015). Posteriormente se incubardon a 28° C hasta el cubrimiento de total de la

caja.

2.5. Mediciones de crecimiento radial: variaciones en la fase Lag, velocidad

de crecimiento radial e indice de inhibicién de crecimiento del micelio.

El crecimiento promedio radial acumulado se determind en cuatro ejes, la
medicion se realizd hasta que el micelio cubrid toda la placa (French y Hebert,
1981). Ademas de los datos obtenidos, se determino el indice de inhibicién del
crecimiento del micelio (Gll)

(Gll) = [(GMC - GMT) / GMC] X 100 +...ccvoverreeeerseereeeeene. 3)

donde: GMC = crecimiento del micelio en el control, GMT = crecimiento del micelio
en los sistemas modelo (Monsélvez et al., 2010).

Finalmente se aplicé el Modelo de Gompertz de tres parametros (ecuacion 1) en

el software SigmaPlot 12.0 para obtener las cinéticas de crecimiento los valores la

39



fase Lag y velocidad de crecimiento radial maxima para cada tratamiento. Todos

los parametros de las cinéticas con un valor de R> mayor a 0.86.

0

y = ae T 1)

Donde la variable "x" es el tiempo de incubacion y "y" es el crecimiento mientras a,

b y x0 son los pardmetros caracteristicos de cada cinética.
2.6. Sistemas Modelo

Se empleo un disefio experimental completamente al azar en todos los

experimentos. Las variables implicadas se mencionan en la siguiente tabla:

Tabla 7. Disefio experimental completamente al azar

Variables independientes Variables dependientes
Agentes antifungicos GlI*
X kijit tiempo Lag
Cuachalalate velocidad de crecimiento
Cancerina radial
Eucalipto

Eucalipto (60 s de sonicacion)
Eucalipto (90 s de sonicacion)

Concentraciones (ppm)
200
500
800

Hongos
Colletotrichum sp.
Fusarium oxysporum
Aspergillus niger
Aspergillus wentii
* Indice de inhibicién del crecimiento del micelio

2.7. Andlisis Estadistico

De acuerdo con el disefio experimental propuesto se analizd el efecto de los
tratamientos (variables independientes) sobre las variables de respuesta,

mediante analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia de a=0.05,
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seguido por pruebas de Tukey para evaluar las diferencias significativas entre las

variables de respuesta.
Capitulo 3. Resultados y Discusién
3.1.- Rendimientos de extractos

En la Tabla 8 se presentan los rendimientos obtenidos con los diferentes
antimicrobianos, calculados a partir de la ecuacion 3. Especificamente el
rendimiento de la corteza de cancerina (Hippocratea excelsa) coincide con valores
obtenidos por Escobedo-Hinojosa et al., (2014), con extractos etandlicos con
hojas y tallos de la planta. Sin embargo los usos tradicionales de esta planta son
aplicando la corteza (Garcia-Jiménez ,2009). En relacion con el rendimiento
obtenido a partir del pericarpio del X'kijit fue ligeramente superior al reportado por
Gbomez-Betancur et al.(2015) con un valor del 4.93%. Por su parte al comparar los
rendimientos del aceite esencial de eucalipto coincide con otros estudios donde se
mostraron rendimientos de 0.21 a 0.5 %, dicha variacion esta en funcion de la
localidad en la que se obtuvo la muestra y la época del afio en la que se realiza la

coleta del material vegetal (Silou et al., 2009).

Tabla 8. Rendimiento de extractos metandlicos y acuosos

Materia vegetal Tipo de extracto Rendimiento (%)
X kijit etandlico 6.03
cuachalalate etandlico 5.81
cancerina etanolico 4.04
eucalipto acuoso 0.25

3.2. Actividad antifungica

Para la valoracién de la actividad antifingica se obtuvé la cinética de crecimiento
respectiva de cada cepa fungica y mediante el modelo de Gompertz se obtuvieron
los valores de tiempo Lag y velocidad maxima de crecimiento, los valores para los

controles se presentan en la tabla 9.
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Tabla 9. Velocidad maxima de crecimiento radial y tiempo Lag para los controles

Control PDA PDA + e-OH PDA+PSB
Cepa fungica Tiempolag Vmax Tiempolag Vmax Tiempolag  Vmax
F. oxysporum 19.25 25.45 18.25 25.58 15.15 23.75
Colletotrichum sp. 39 36.36 26.75 25.81 10.5 15.92
A. niger 32 38.27 24.5 33.17 33.75 46.38
A. wentii 5 3.2 5 1.52 3 1.93

A continuacion se describe el efecto antifingico de cada uno de los extracto sobre

las cinéticas de crecimiento radial de cepas fungicas de interés.

3.2.1. Sistemas Modelo con Extracto de X'kijit (Renealmia alpinia)

El extracto de X'kijit presentdé propiedades antifungicas teniendo un efecto
significativo sobre el comportamiento cinético de Fusarium oxysporum (Fig 21A,
22A 'y 23A), disminuyendo su velocidad méaxima de crecimiento de 15.41 a 13.08
mm?%h. De forma similar fue el comportamiento de Aspergillus niger donde su
velocidad de crecimiento se redujo del 30.74 a 27.41mm?h (Fig. 21C, 22C y
23C). Por su parte el Colletotrichum sp. mostré un incremento en su tiempo Lag
conforme cambio la concentracion del extracto (200-800ppm), variando de 42 a
80.5 h, lo cual implica una mayor sensibilidad de este hongo a los compuestos del
extracto del fruto X'kijit. Cabe mencionar que un incremento en tiempo Lag es de
relevancia y que esto revela un efecto sobre la homeodstasis de los
microorganismos, lo cual ayuda a la preservacion de los alimentos, esto debido a
que al permanecer por mas tiempo en la fase Lag estos no pueden reproducirse
durante este periodo (Castillo, 2006).
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Figura 64 Cinética de crecimiento radial (en mm? de Fusarium oxysporum (A),
Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con
extracto de Xkijit (Renealmia alpinia) a concentracion de 200 ppm.

Tabla 10 Velocidad maxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con extracto de X'kijit a 200ppm

Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MM?/h)

F. oxysporum 28.00 15.41
Colletotrichum sp. 42.00 15.74
A. niger 8.75 30.74
A. wentii 35.50 3.48

En estudios previos se ha identificado compuestos a partir de extractos

metandlicos del Xkijit (R. alpinia) tales como: pinostrobin, 7,40-dimetil éter

naringenina, 20,60-dihidroxi-40-metoxicalcona, 4-metoxi-6-(2-feniletenil) 2H-piran-

2-ona, 7-metil éter naringenina y 1,7-difenil,3,5-heptanodiol. De acuerdo con

Gbomez-Betancur et al. (2015) la composicion fitoquimica de R. alpinia ha
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mostrado la presencia de flavonoides, diarilheptanoides, kavalactonas y varias

saponinas, donde algunos presentan actividad antimicrobiana.
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Figura 65 Cinética de crecimiento radial (en mm? de Fusarium oxysporum (A),
Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con
extracto de X'kijit (Renealmia alpinia) a concentracion de 500 ppm.

Tabla 11. Velocidad méxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con extracto de X'kijit a 500ppm

Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MmM?/h)
F. oxysporum 24.00 14.34
Colletotrichum sp. 22.25 10.49
A. niger 26.25 27.41
A. wentii 39.25 2.96

Especificamente el pinostrobin, cuya estructura pertenece a los propoleos mismos
que han demostrado actividad antimicrobiana y antifangica. El efecto

antimicrobiano de los propoleos se correlaciona con su compleja composicion que
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comprende flavonoides (Patel et al., 2015). Si bien el mecanismo de accion no se
conoce claramente, algunos estudios sugieren que ciertas moléculas interfieren
con la division celular a través de la generacion de compuestos
pseudomulticellulares, ademas producen desorganizacion citoplasmatica, lisis

celular e inhibiciéon en la sintesis de proteinas (Takaisi-Kikuni y Schilcher, 1994).
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Figura 66 Cinética de crecimiento radial (en mm? de Fusarium oxysporum (A),
Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con
extracto de Xkijit (Renealmia alpinia) a concentracion de 800 ppm.

Tabla 12. Velocidad maxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con extracto de X'kijit a 800ppm

Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MmM?/h)

F. oxysporum 17.00 13.08
Colletotrichum sp. 80.50 7.81
A. niger 20.75 28.41
A. wentii 39.00 2.89
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Mientras tanto en las evaluaciones realizadas por Soleo-Funari et al. (2012) sobre
la actividad antimicrobiana de la naringenina (concentracibn minima inhibitoria
mayor a 125 pug/mL) extraida de especies de Lippia, mostré un efecto inhibitorio
sobre los hongos como Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis y
Cryptococcus neoformans. Otro estudio similar en relacion con la actividad de la
hidroxi-lactona demostraron el efecto antimicrobiano sobre Micrococcus flavus,
Bacillus cereus, Saccharomy cescerevisiae, Penicillium sp. y Rhodotorula rubra
(Grabarczyk et al., 2015).

Asimismo Colletotrichum sp presentd los mayores indices de inhibicion en los
sistemas modelos con 800 ppm del extracto (Fig. 17B, 18B y 19B).

En tanto que las cinéticas de crecimiento radial de Aspergillus wentii y Aspergillus
niger no presentaron cambio en relacion con la concentracion del extracto Xkijit
manteniendo mayor inhibicion con 200 ppm y 500 ppm (Fig. 21C, 22C, 23C, 21D,
22Dy 23D).

3.2.2. Sistemas Modelo con Extracto de Cancerina (Hippocratea excelsa)

Los sistemas modelos adicionados con los extractos de cancerina(Hippocratea
excelsa) inoculados con Fusarium oxysporum, Colletotrichum sp. y Aspergillus
wentii, presentaron cambios significativos (P<0.05) en sus cinéticas de
crecimiento radial en relacion con la concentracion del agente antimicrobiano (Fig.
24A, 25A, 26A, 24B, 25B y 26B). De forma particular Colletotrichum sp. mostré un
incremento en su tiempo Lag de 50.25 a 70.75 h en los sistemas modelo con
800ppm. De forma similar Aspergillus wentii exhibié inhibicién resultando ser el
moho menos resistente, donde mostro una disminucion de su velocidad méaxima
de crecimiento de 2.06 a 1.45 mm%h con los tratamientos del extracto de
cancerina(Hippocratea excelsa) (Fig. 24D, 25D y 26D).

Para entender el efecto de la canceriana sobre los mohos es necesario mencionar
que dentro de los compuestos que se han aislado de extractos metandlicos de
Hippocratea excelsa se encuentran a-amirina, B-amirina, [B-sitosterol y su
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glucosido que tienen un grupo hidroxilo (libre o derivado) en la posicion C-3 de la
estructura de triterpenoides o esterol. A demas de presentar los flavonoides:
catequina, 3-O-metilcatequina y (+)cianidanol (Navarrete et al., 2002). Otro estudio
logré aislar alcaloides de extractos etandlicos de la plata entre los que se
encuentran emarginatina A y hipocrateina I. Ademas de los dos anteriores

presenta una combinacién de otros 12 alcaloides (Furukawa et al., 2002).
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Figura 67 Cinética de crecimiento radial (en mm? de Fusarium oxysporum (A),
Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con
extracto de cancerina (Hippocratea excelsa) a concentracion de 200 ppm.
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Tabla 13. Velocidad méxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con extracto de cancerina a 200ppm

Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MmM?/h)

F. oxysporum 15.00 23.59
Colletotrichum sp. 50.25 30.97
A. niger 12.25 30.98
A. wentii 31.00 2.06
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El compuesto de B-amirina (un triterpeno) ha demostrado actividad antimicrobiana

con Staphylococcus aureus y Salmonella typhi con una concentracion minima

inhibitoria para ambos de 2.5 mg/mL (Abdel-Raouf et al., 2015). Asimismo la -

amirina es el segundo compuesto mayoritario de la F. drupacea, la cual ha

demostrado actividad antifungica contra Aspergillus ochraceus y Aspergillus

versicolor (Yessoufou et al.,, 2015). Otros estudios han reportado fuertes

actividades antimicrobianas y antifungicas de a y [- amirinas (triterpenos

pentaciclicos) extraidos de diversas especies de Ficus (Vazquez et al., 2012).
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Figura 68 Cinética de crecimiento radial (en mm? de Fusarium oxysporum (A),
Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con
extracto de cancerina (Hippocratea excelsa) a concentracion de 500 ppm.
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Tabla 14. Velocidad maxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con extracto de cancerina a 500ppm

Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MmM?/h)

F. oxysporum 16.50 22.58
Colletotrichum sp. 50.25 24.85
A. niger 25.25 38.06
A. wentii 33.50 2.09
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Figura 69 Cinética de crecimiento radial (en mm? de Fusarium oxysporum (A),
Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con
extracto de cancerina (Hippocratea excelsa) a concentracion de 800 ppm.

Tabla 15. Velocidad méaxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con extracto de cancerina a 800ppm

Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MM?/h)

F. oxysporum 23.50 20.35
Colletotrichum sp. 70.75 24.25
A. niger 19.25 31.81
A. wentii 31.00 1.45
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Por su parte el B-sitosterol un compuesto presente en diversas plantas y con una
concentracion minima inhibitoria superior a 256 ug/mL presentdé actividad
antibacteriana con Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Providencia stuartii (Seukep et al.,
2015; Tankeo et al.,, 2015); de modo similar la catequina y su derivados,
compuesto fendlicos, han presentado un efecto inhibitorio significativo en el

crecimiento de H. pylori (Diaz-Gomez, 2013).

3.2.3. Sistemas Modelo con Extracto de cuachalalate (Amphipterygium
adstringens (Schltdl) Schiede ex Standl)

Los extractos de cuachalalate mostraron un efecto antifingico significativo sobre
los mohos en estudio (P<0.05), especificamente sobre Colletotrichum sp. redujo
su velocidad maxima de crecimiento de 20.67 a 18.24 mm?/h con los tratamientos
de 800 ppm (Fig. 29B). De igual forma Aspergillus wentii se vié afectado su
comportamiento con los tratamientos de 800 ppm presentando un tiempo Lag vy
velocidad méaxima de crecimiento de 3950 h y 1.09 mm%h,

respectivamente(Figura 27D, 28D y 29D).

Algunos de los compuestos que se han logrado identificar de extractos de la
corteza del é&rbol de cuachalalate incluyen &cidos masticadiendnico y un
hidroximasticadienénico asi como dos mezclas de &cidos masticadiendnico /
isomasticadienonico y el acido hidroximasticadiendnico con un compuesto
desconocido(Ortega et al., 1999). Otro estudio similar realizado por Castillo-Juarez
(2007) también identificaron triterpenos a partir de la de corteza del cuachalalate
(Amphipterygium adstringens (Schltdl) Schiede ex Standl), tales como: &cido
masticadienodnico, acido 3a-hidroxi masticadiendnico, acido 3-ep-oleandlico; asi
como el esterol B-sitosterol junto con los acidos fendlicos alquino saturados (C15:
0, C16: 0, C17: 0 C19: 0), estos ultimos han demostrado ser una nueva fuente de

compuestos con actividad anti-Helicobacter pylori .
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Figura 70 Cinética de crecimiento radial (en mm? de Fusarium oxysporum (A),

Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con

extracto de cuachalalate (Amphipterygium adstringens (Schitdl) Schiede ex Standl) a

concentracion de 200 ppm.

Tabla 16. Velocidad méxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con extracto de cuachalalate a 200ppm

Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MmM?/h)
F. oxysporum 19.00 14.82
Colletotrichum sp. 43.00 20.67
A. niger 16.75 28.10
A. wentii 24.00 1.13
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Figura 71 Cinética de crecimiento radial (en mm? de Fusarium oxysporum (A),
Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con
extracto de cuachalalate (Amphipterygium adstringens (Schitdl) Schiede ex Standl) a
concentracion de 500 ppm.

Tabla 17. Velocidad maxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con extracto de cuachalalate a 500ppm

Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MM?/h)

F. oxysporum 18.50 20.60
Colletotrichum sp. 45.50 18.80
A. niger 25.25 29.09
A. wentii 35.50 1.30
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Figura 72 Cinética de crecimiento radial (en mm?) de Fusarium oxysporum (A),
Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con
extracto de cuachalalate (Amphipterygium adstringens (Schitdl) Schiede ex Standl) a
concentracion de 800 ppm.

Tabla 18. Velocidad méxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con extracto de cuachalalate a 800ppm

Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MM?/h)

F. oxysporum 23.00 22.33
Colletotrichum sp. 40.25 18.24
A. niger 19.25 31.77
A. wentii 39.50 1.09

3.2.4. Sistemas Modelo con Aceite Esencial de Eucalipto (Eucalyptus sp.)

El aceite esencial de eucalipto afecto significativamente el desarrollo de Fusarium
oxysporumy y Colletotrichum sp., quienes redujeron su velocidad maxima de
crecimiento de 14.88 a 12.98 mm?h y de 2.69 a 2.32 mm?/h, respectivamente con

los tratamientos con 500 ppm y se rebel6 una variacion en la velocidad maxima de
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crecimiento (Figura 30A, 31A, 32A, 30B, 31B y 32B). Mientras que para
Aspergillus nigery A. wentii no se observo un efecto tan notorio sobre sus cinéticas
de crecimiento (Figura 28C, 29C, 30C, 28D, 29D y 30D).
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Figura 73 Cinética de crecimiento radial (en mm? de Fusarium oxysporum (A),
Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con
extracto de eucalipto (Eucalyptus sp.) a concentracion de 200 ppm.

Tabla 19. Velocidad maxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con extracto de eucalipto a 200ppm

Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MmM?/h)
F. oxysporum 23.00 22.33
Colletotrichum sp. 40.25 18.24
A. niger 19.25 31.77
A. wentii 39.50 1.09

En la composicion del aceite esencial de eucalipto se encuentran compuestos

tales como: a-pineno, o-cimeno, limoneno, 1,8-cineol, a-terpinoleno, (-) isopulegol
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y B-citronellol (Maciel et al.,2010). El aceite esencial de eucalipto es conocido por
su potencial antifungico y su efecto sobre Microsporum canis, Trichophyton
mentagrophytes y Trichophyton rubrum con una concentracion minima fungicida
de 1.25 uyL/mL (Tolba et al., 2015).

De los compuestos antes mencionados Barakat (2011) y Liu et al. (2010)
demostraron que la actividad de los aceites esenciales se atribuye a la presencia
de pineno con un alto efecto toxico contra el pulgon del algodén Aphis gossypii
(DLsp alcanz6 0,65 10-1 g por individuo).
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Figura 74 Cinética de crecimiento radial (en mm? de Fusarium oxysporum (A),
Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con
extracto de eucalipto (Eucalyptus sp.) a concentracion de 500 ppm

55



Tabla 20. Velocidad maxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con extracto de eucalipto a 500 ppm

Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MmM?/h)

F. oxysporum 10.75 14.63
Colletotrichum sp. 43.00 2.44
A. niger 27.50 33.60
A. wentii 27.50 2.35

De acuerdo con Ojeda-Sana et al. (2013) los aceites esenciales de eucalipto y
especificamente la presencia de a-pineno revelaron un amplio espectro
antibacteriano frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas. Los reportes
de Cox et al.(2000) y Matsuo et al. (2011) revelaron que el mecanismo de accién
del a-pineno radica en alterar la integridad celular incrementando la permeabilidad
de la membrana, asimismo se conoce que este compuesto es capaz de permear

la membrana mitocondrial externa a nivel celular.
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Figura 75 Cinética de crecimiento radial (en mm?) de Fusarium oxysporum (A),
Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con
extracto de eucalipto (Eucalyptus sp.) a concentracion de 800 ppm.
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Tabla 21. Velocidad maxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con extracto de eucalipto a 800 ppm

Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MmM?/h)

F. oxysporum 10.00 12.98
Colletotrichum sp. 34.00 2.42
A. niger 24.50 31.10
A. wentii 20.00 2.60

Por su parte el 1,8-cineol es activo contra las bacterias Gram-negativas con
valores de concentracion minima inhibitoria de 8 a 20 pL/mL (Ojeda-Sana et al.,
2013). Debido a la naturaleza lipdfila de a-pineno y 1,8-cineol, se cree que su
actividad antibacteriana se lleva a cabo por la alteracion en las membranas
celulares (Sikkema, de Bont y Poolman, 1995). El limoneno, es un compuesto
aromatico y mayoritario en diversas plantas, el cual ha mostrado actividad
antimicrobiana y antifingica contra varias especies como Microcystis aeruginosa,
Trichoderma viride, Cladosporium herbarum y Aspergillus flavus (Mourey y
Canillac, 2002; Ozturky-Ercisli, 2006; Singh et al., 2010; Sanchez-Aldana et al.,
2015).

3.2.5. Sistemas Modelo adicionados Aceite Esencial de Eucalipto
(Eucalyptus sp.) homogenizados mediante sonicacion

a) Sistemas modelo adicionados aceite esencial de eucalipto (Eucalyptus
sp.) sonicados durante 60 s
Con la aplicacion de 60 s de sonicacion en la dispersion del aceite esencial de

eucalipto se observo un efecto significativo sobre el crecimiento radial Fusarium
oxysporum, con una disminucién de la velocidad maxima de crecimiento de 39 a
8.22 mm?/h, y un incremento del 27% del tiempo Lag de 31.50 a 40.25 h, con el
tratamiento de 200 ppm (Fig. 33A, 34A y 35A). Una tendencia similar se observo
con el crecimiento de Colletotrichum sp. y una disminucion del 66% de la
velocidad méxima de crecimiento (de 18.97 a 6.60 mm?/h) con una concentracion
de 800 ppm (Fig. 33B, 34B y 35B).
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Figura 76 Cinética de crecimiento radial (en mm? de Fusarium oxysporum (A),

Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con

extracto de eucalipto (Eucalyptus sp.) con 60 s de sonicacion a concentraciéon de 200

ppm.

Tabla 22. Velocidad maxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con eucalipto y 60s de sonicacion a

200ppm
Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MM?/h)
F. oxysporum 31.50 39.00
Colletotrichum sp. 46.75 18.97
A. niger 22.25 25.60
A. wentii 33.75 2.94

Por otra parte, A. wentii disminuyd su velocidad maxima de crecimiento de 2.94 a
1.86 mm?/h con los tratamientos con mayores concentraciones de antimicrobiano.
Mientras que una tendencia opuesta se presentd con Aspergillus niger quien
incrementé su velocidad de crecimiento de 25.60 a 36.39 mm%h con el
tratamiento de 500ppm(Fig. 33C, 34C y 35C).
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Figura 77 Cinética de crecimiento radial (en mm<“) de Fusarium oxysporum (A),

Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con
extracto de eucalipto (Eucalyptus sp.) con 60 s de sonicacién a concentracion de 500
ppm.

Tabla 23. Velocidad méxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con eucalipto y 60s de sonicacion a

500ppm
Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MmM?/h)
F. oxysporum 39.50 27.59
Colletotrichum sp. 30.25 22.98
A. niger 20.00 36.39
A. wentii 29.00 2.22
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Figura 78 Cinética de crecimiento radial (en mm? de Fusarium oxysporum (A),
Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con
extracto de eucalipto (Eucalyptus sp.) con 60 s de sonicacion a concentraciéon de 800
ppm.

Tabla 24. Velocidad méxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con eucalipto y 60s de sonicacion a

800ppm
Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MM?/h)
F. oxysporum 40.25 8.22
Colletotrichum sp. 31.50 6.60
A. niger 22.00 28.13
A. wentii 40.75 1.86

Estas alteraciones sobre el tiempo Lag y velocidad maxima de crecimiento sobre
los cuatro hongos de interés alimentario son significativamente diferentes a los
valores mostrados con los tratamientos con aceite esencial de eucalipto
Unicamente; este cambio sustancial se puede relacionar con un cambio en la

composicién del aceite esencial inducido por el sometimiento a sonicacion, esta
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modificacion es avalado por diversos estudios como el realizado por Adid et al.
(2014) donde se rebel6 un incremento significativo en compuestos polifendlicos,
aunque se observo una ligera disminucién en algunos de ellos cuando el tiempo
del tratamiento se duplico. Otro estudio sobre el jugo de naranja tratado con alta
presion también mostré una mejora significativa en la presencia de flavanonas en
comparacion con el zumo sin tratar (Plaza et al., 2011). Una explicacion para esta
mejora podria ser la posible unién de radicales hidroxilo al anillo aromatico de los
compuestos fendlicos que pueden ser producidos durante las reacciones
sonoquimicas. Por otra parte, ha sido previamente informado la adicion del
segundo grupo hidroxilo en las posiciones orto o para para mejorar la capacidad

antioxidante de los compuestos fendlicos (Ashokkumar et al., 2008).

Otros posible efecto del empleo de sonicacién sobre el aceite esencial de
eucalipto es su nanoemulsion lo cual representa un cambio sustancial en el
tamafo de particula del aceite en el medio de cultivo. Ese efecto es descrito por
Sugumar et al. (2014) donde se sometid a Staphylococcus aureus con emulsiones
de eucalipto nanoemulsionado por ultrasonicacién; se observo un incremento en la
perdida de contenido intracelular atreves de los estudios de permeabilidad en
comparacion con el tratamiento sin nanoemulsion. Ademas las células tratadas de
S. aureus con nanoemulsion mostraron cambios morfolégicos en comparacién con

las células intactas.

b) Sistemas modelo adicionados aceite esencial de eucalipto (Eucalyptus
sp.) sonicados durante 90 s

La aplicacion esencial de eucalipto con 90 s de sonicaciéon provocé un cambio
significativo en la cinética de crecimiento radial Aspergillus wentii donde mostro
una reduccién en su velocidad de 2.54 a 1.64 mm? y un incremento del tiempo
Lag de 35.25 a 39.50 h (Figura 36D, 37D y 38D ). Mientras que Colletotrichum sp.,
Fusarium oxysporum y Aspergillus niger no mostraron una alteracion significativa
en sus comportamientos. Cabe mencionar que aun que se incremento el tiempo

de sonicacion para realizar la emulsion del aceite, este no observo una respuesta
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de la capacidad antifungica en comparacion con los sistemas antifungicos con 60
s de sonicacion. El comportamiento mencionado se puede relacionar con una
posible degradacion de los compuestos ciclicos y fendlicos propios del aceite,
comportamiento semejante observado en el estudio por Adid et al. (2014) quienes
reportan una ligera disminucion en algunos compuestos cuando el tiempo del

tratamiento de sonicacion se duplica.
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Figura 79 Cinética de crecimiento radial (en mm? de Fusarium oxysporum (A),
Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con
extracto de eucalipto (Eucalyptus sp.) con 90 s de sonicacién a concentracion de 200

ppm.

Tabla 25. Velocidad méxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con eucalipto y 90s de sonicacion a

200ppm
Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MmM?/h)
F. oxysporum 33.00 8.48
Colletotrichum sp. 35.75 4.46
A. niger 23.25 27.45
A. wentii 35.25 2.54
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Figura 80 Cinética de crecimiento radial (en mm? de Fusarium oxysporum (A),
Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con
extracto de eucalipto (Eucalyptus sp.) con 90 s de sonicacién a concentraciones de 500
ppm.

Tabla 26. Velocidad méxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con eucalipto y 90s de sonicacion a

500ppm
Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MM?/h)
F. oxysporum 36.50 7.66
Colletotrichum sp. 37.25 5.88
A. niger 20.00 25.97
A. wentii 35.50 2.44
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Figura 81 Cinética de crecimiento radial (en mm? de Fusarium oxysporum (A),
Colletotrichum sp. (B), Aspergillus niger (C) y A. wentii. (D) en sistemas modelo con
extracto de eucalipto (Eucalyptus sp.) a con 90 s de sonicacién concentraciones de 800
ppm.

Tabla 27. Velocidad maxima de crecimiento radial y
tiempo Lag con eucalipto y 90s de sonicacion a

800ppm
Cepa fungica Tiempo Lag (h) Vinax (MM?/h)
F. oxysporum 34.25 9.41
Colletotrichum sp. 31.75 7.34
A. niger 22.00 33.87
A. wentii 39.50 1.64

3.3 indice de inhibicion
En general los porcentajes de indice de inhibicion (Tabla 28, 29 y 30) sobre F.

oxysporum indican una diferencia significativa para los extractos de Xkijit y aceite

de eucalipto con 90 s de sonicacion. Obteniendo el mayor porcentaje de inhibicion
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con el extracto de X'kijit con 800 ppm. Estudios previos sobre la actividad
antifngica de otros compuestos naturales contra F. oxysporum emplean
concentraciones mayores con los que se obtuvieron valores de inhibicion
semejantes a los del presente trabajo, tal es el caso de la actividad antifingica de
extracto etanolico de Rhus muelleri en sistemas modelo con 6000 ppm con la que
se consiguié una inhibicion del 70.7% del hongo (Jasso de Rodriguez et al.,
2015) o de los resultados obtenidos por Rodriguez-Maturino et al. (2015) donde
se emplearon compuesto fendlicos y carotenoides del chiltepin (Capsicum
annum var. glabriusculum) sobre el mismo hongo mostraron nula actividad y
20,3 % de inhibicion respectivamente con una concentracion del agente
antimicrobiano de 100 mg/mL, caso similar para el trabajo de Rosado-Alvarez et
al. (2014) donde se aplicaron 0,063 y 0,127 mg/mL de flavonoides de extractos
de esparrago en sistemas modelo presentando una actividad inhibitoria del 63.2 %
y 85.5 % respectivamente sobre el hongo ya mencionado. Para contrastar los
valores sobre compuesto cinéticos cabe mencionar un estudio realizado sobre
compuestos sintéticos derivados de complejo de cobre (llI) 2-(difenilmetileno)
carboxamida hidracina con concentraciones de 1000, 500 y 250 ug/mL
mostrando una actividad inhibitoria en un intervalo de 33-94 % conforme se vari6

el derivado y se incremento su concentracion (Yi-Chen et al., 2014).

En el caso de Colletotrichum sp. se apreciaron indices de inhibicion en varios de
los tratamientos superiores al 40%, siendo los de mejor resultado con 79.08, 78.5,
73.34 y 73.34% con extracto de X'kijit, eucalipto y 60 s de sonicacion, eucalipto
unicamente y eucalipto con 90 s de sonicacién, todos a 800 ppm, lo cual
demuestra su potencial actividad para el control del desarrollo de este patégeno.
En contraste con estudios previos sobre actividad fungicida sobre especies del
genero Colletrotrichum se encuentra el trabajo de Yenijit et al. (2010) donde se
probaron distintos compuesto aislados del pericarpio de Areca catechum contra
Collectotrichum gloeosporioides, en estos analisis in vitro los compuesto
mostraron una concentracion efectiva para inhibir el 50% del crecimiento micelar

con valores de 36.7, 47. 5, 111.5 hasta mayores a 200 mg/L.
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Tabla 28 indice de inhibicién (%) para cada hongo con tratamientos a 200 ppm

F. oxysporum Colletotrichum sp. A. niger A. wentii
X'kijit 31.07+1.73 Aap 49.27+10.11 Aba NO Bbp NO Bbu
Canserina NO Cb 1.98+1.98 BCb 4.75%+1.15 Aa 37.24+2.05
Cuachalalate NO CB NO Cap NO BB 43.60+10.38Aaa
Eucalipto NO Cba 35.85+28.77 Aaa NO Ba 24.25+9.8%aa
Eucalipto +TS1 NO Cbp NO Cbp NO Bap 32.96+6.06aa
Eucalipto +TS2 36.95+3.33 Bap 66.00+6.23 Aaa 5.64+1.48 Aap  21.73+11.82aBp
Mayusculas Diferencia entre tratamiento en un mismo hongo a una misma concentracion
Minusculas  Diferencia entre concentraciones de un tratamiento en un mismo hongo
Griegas Diferencia entre hongos en un mismo tratamiento a una misma concentracion

Tabla 29 indice de inhibicién (%) para cada hongo con tratamientos a 500 ppm

F. oxysporum Colletotrichum sp. A. niger A. wentii
X kijit 35.53+0.84 Bbp  59.15+8.45 Abar  4.01+3.51 AabBp NO Bbp
Canserina 3.33+1.85Cb 18.33+5.86 Ba 6.72+4.16 Aa 43.1945.11
Cuachalalate NO CB NO Bap NO AB 49.29+3.02aa
Eucalipto NO Cbp 68.47+13.59 Aaa NO Au 29.731£10.50aB
Eucalipto +TS1 NO Cb 67.18+7.67 Bb 4.65%+2.97 Aa 33.73+5.65a
Eucalipto +TS2 42.9014.76 Aap 70.00+5.44 Aaa 7.87+3.47 Aap 38.89+5.47ap
Mayusculas Diferencia entre tratamiento en un mismo hongo a una misma concentracién
Minusculas  Diferencia entre concentraciones de un tratamiento en un mismo hongo
Griegas Diferencia entre hongos en un mismo tratamiento a una misma concentracion

Tabla 30 indice de inhibicién (%) para cada hongo con tratamientos a 800 ppm

F. oxysporum  Colletotrichum sp. A. niger A. wentii
X'kijit 42.38+1.81 Bcp  79.08+2.81 Aaa 6.30£2.22 Abp  10.14+5.4352Aau
Canserina 15.04+7.63 Ca 21.21+8.97 Ba 9.38+1.13 Aa 41.94+2.29
Cuachalalate NODB 11.87+9.59 Bap NO AB 51.0518.21aa
Eucalipto 7.05+2.72 Cdap  73.34+10.30 Aaa NO Ap 35.26+3.89af

Eucalipto +TS1 56.34+2.77 Aafp  78.55+4.39 Aaa  11.48+10.76 Aap 32.16+7.43ap
Eucalipto +TS2 40.49+6.50Ba B  73.34+2.77 Aaa 6.26+4.01 Aap 38.16+5.46aB

Mayusculas Diferencia entre tratamiento en un mismo hongo a una misma concentracion
Minusculas  Diferencia entre concentraciones de un tratamiento en un mismo hongo
Griegas Diferencia entre hongos en un mismo tratamiento a una misma concentracion
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Por su parte A. wentii es el que mostré menos sensibilidad al extracto de X kijit
aun en la mas alta concentracion pero revel6 un porcentaje de inhibicion 51% con

el extracto de cuachalalate, siendo asi el hongo mas susceptible a tal tratamiento.

I 200 ppm
A. wentii | — 1 500 ppm
I | I 800 ppm

A. niger E

Colletotrichum sp.

[
I
|
F. oxysporum
T

0 20 40 60 80 100
% de inhibicidn

Figura 82 Intervalos del indice de inhibicion de cada hongo con concentraciones de 200
ppm, 500 ppm y 800 ppm.
Al analizar la Figura 39 sobre dispersidn es posible observar que se incremento el
valor promedio del indice de inhibicibn conforme se incremento la concentracion
en los tratamientos. Siendo Coletrotrichum sp. el mas susceptible a los
tratamientos con una media de 25.5, 36.69 y 56.23% en las concentraciones de
los tratamientos de 200, 500 y 800 ppm; en contraparte A. niger demostré una
resistencia contra todos los tratamientos y dando valores promedio de 1.73, 3.87 y
5.67 % de inhibicion conforme se incremento el contendio de los extractos en los

sistemas modelo.
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Figura 83 Intervalos del indice de inhibiciébn de cada tratamiento con extracto de X'kijit
(1), cancerina (2), cuachalalate (3), aceite esencial de eucalipto (4), aceite esencial de
eucalipto méas 60s de sonicacion (5), aceite esencial de eucalipto mas 90 s de sonicacion
(6) a las concentraciones de 200 ppm, 500 ppm y 800 ppm.

En el caso individual de cada tratamiento (Figura 40) se observé una orientacion al
incremento del indice de inhibicion al elevar la intensidad del tratamiento,
fendbmeno que coincide con lo sugerido por Lopez-Malo (1995), ya que mientras
sea mayor la concentracion aplicada de extracto, mayor sera la inhibicién de
crecimiento de los microorganismos. En este caso los sistemas modelo con el
extracto de X'kijit y con eucalipto mas 60 y 90 s de sonicacidbn mostraron los
mejores promedio de inhibicién; con valores para el primero de 20.09, 24.67 y
34.47%; para el segundo de 8.24, 11.35 y 43.33%; para el tercero resultados
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promedio de 32.58, 39.21 y 40.95; todos para las concentraciones de 200, 500 y
800 ppm, respectivamente. Lo anterior muestra que los tratamientos con eucalipto
y 60 s de sonicacion tienen un cambio significativo en la concentracion de 800
ppm en tanto que las defenecias para el tratamiento con eucalipto y 90 s de

sonicacion son menos significativas al cambiar de concentracion.

Es importante sefialar que se ha informado de la actividad antibacteriana y
antifingica de las plantas seleccionadas para este trabajo. Sin embargo,
decidimos evaluar estas especies ya que las propiedades antifingicas sobre
Colletotrichum sp., Fusarium oxysporum, Aspergillus niger y A. wentii hongos de
interés para la inocuidad alimentaria, es de relevancia en el campo de

investigacion para la implementacién de compuestos mas naturales.
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VII. Conclusiones y subgerencias

Se logro obtener extractos etandlicos y acuosos semejantes a los reportados
en bibliografia.

Se encontré que Colletotrichum sp. fue la cepa més susceptible frente a los
tratamientos probados, asi como Fusarium oxysporum quien mostré una
inhibicién considerable con los tratamientos aplicados en el trabajo, revelando
ser una alternativa para el control de estos principales hongos que
comprometen la inocuidad de productos frescos. Se encontré que Aspergillus
niger es la cepa con mayor resistencia frente a los tratamientos probados, por
lo que encontrar una fuente natural para su inhibicién o control muestra ser una
alternativa interesante para posteriores investigaciones.

El extracto fueron los tratamientos con mayor actividad antifingica y el aceite
esencial de eucalipto con 60 s de sonicacion. Renealmia alpinia afectd a
Fusarium oxysporum y Aspergillus niger disminuyendo su velocidad maxima de
crecimiento en un 15y 11% respectivamente y en Colletotrichum sp incremento
su tiempo Lag en un 91% en la concentraciones de 800 ppm; y el aceite
esencial de eucalipto con 60 s de sonicacion el cual disminuy6 la velocidad de
crecimiento de Fusarium oxysporum en un 79% y sobre Colletotrichum sp. en
un 66% su velocidad maxima de crecimiento en la concentraciones de 800
ppm. De ahi su potencial para poder ser probados in vivo en tratamientos post
cosecha de frutas y hortalizas. Cabe recalcar que las concentraciones
empleadas de los tratamientos utilizados en esta investigacion fueron menores
que las reportadas con otros agentes antifungicos, lo que demuestra la

capacidad inhibitoria de los extractos.

El proceso de homogenizacién con sonicacion mostré un efecto significativo
sobre la actividad antifingica de aceite esencial del eucalipto incrementandola,
por lo que representa un alternativa interesante a valorar para posteriores

trabajos.
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Debido a que los hongos empleados se aislaron de cultivos de vainilla, el
empleo de los extractos con mayor potencial antifingico pueden ser valorados
como tratamientos pre y post cosecha.

Se sugiere en estudios posteriores trabajar con ciertos compuestos contenidos

en los extractos evaluados y demostrar su efectividad.
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W kijit

Cuachalalate Cancerina

Eucalipto

Anexo 1

Evidencia grafica de efecto significativo de tratamientos en crecimiento radial de

cada hongo.

Figura 84a Tratamientos en F. oxysporum a concentraciones de 200, 500 y 800 ppm.
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Eucalipto + T51

Eucalipto + T52

— Figura 41b Tratamientos en F. oxysporum a concentraciones de 200, 500 y 800 ppm.
*TS1 (60s de sonicacion) **TS2 (90s de sonicacion)
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¥ Kijit

Eucalipto

Eucalipto + TS1

Eucalipto + T52

Figura 85 Tratamientos en Colletrotrichum sp. a concentraciones de 200, 500 y 800 ppm.
*TS1 (60s de sonicacién) *TS2 (90s de sonicacion)
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* Kijit

Eucalipto + T51

Eucalipto + T52

Figura 86 Tratamientos en A. wentii a concentraciones de 200, 500 y 800 ppm. *TS1
(60s de sonicacién) *TS2 (90s de sonicacion)
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