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RESUMEN

La mayoria de las plantas producen compuestos con
propiedades antimicrobianas que pueden ser empleadas en el
control de enfermedades fitopatégenas que afectan a cultivos
de interés econdmico entre ellos al del fame. Ante la

incesante blUsqueda de alternativas mas confiables vy
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benéficas para el control de plagas y enfermedades en
cultivos, se ha abierto un amplio panorama de investigacion
en torno al uso de extractos vegetales y aceites esenciales
gue poseen efectos antifingicos. En este estudio se
determiné el efecto antimicético de cinco bioproductos
obtenidos de Lippia alba sobre fusarium equiseti mediante el
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial y germinacion
de conidias. Para esto se hizo la extraccién del aceite esencial
por hidrodestilacion asistida por microondas y el extracto con
sus fracciones se obtuvieron empleando etanol (99%) y
cromatografia en columna, ademas, se realiz6 una
caracterizacion del aceite esencial por el método GC-MS. La
investigacion reveld como resultados principales que el aceite
esencial contiene mayoritariamente geraniol (51,3%), y citral
(35,75%). los mejores porcentajes de inhibicidn se alcanzaron
empleando aceite esencial a una concentracion de 200 ppm,
logrando el 100% de inhibicién de UFC de conidias y a la
concentracion de 20.000 ppm se alcanzé el 57,4 % de
inhibicion de crecimiento micelial, lo que indica que el uso de
estos bioproductos son una buena alternativa para reemplazar
los compuestos quimicos que son utilizados para el control de

enfermedades fitopatdgenas.

Palabras claves: aceites esenciales, extractos, fusarium

equiseti, Lippia alba, Name.
ABSTRAC

The majority of the plants produce compounds with
antimicrobial properties that can be used in the control of
diseases phytopathogens that affect to cultures of economic
interest between them that of the yam. Before the incessant
search of the most reliable and charitable alternatives for the

control of plagues and diseases in cultures, a wide panorama
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of investigation has been opened concerning the use of
vegetable extracts and essential oils that possess effects
antifangicos. In this study the antimycotic effect of five decided
bioproductos obtained of white Lippia on fusarium equiseti by
means of the percentage of inhibition of the growth micelial
and germination of conidias. For this there was done the
extraction of the essential oil for hidrodestilacion represented
by microwave and the extract by his fractions they were
obtained using ethanol (99 %) and chromatography in column,
in addition, realized a characterization of the essential oil for
the method GC-MS. The investigation revealed as principal
results that the essential oil contains for the most part geraniol
(51,3 %), and citral (35,75 %). The best percentages of
inhibition were reached using essential oil to a concentration
of 200 ppm, achieving 100 % of UFC's inhibition of conidias
and to the concentration of 20.000 ppm there was reached
57,4 % of inhibition of growth micelial, which indicates that the
use of these bioproductos they are a good alternative to
replace the chemical compounds that are used for the control

of diseases phytopathogens.

Key words: Yam, Lippia alba, fusarium equiseti, essential oils,

extracts.

El Aiame (Dioscorea spp.) es un alimento de
importancia econémica para los habitantes
del Oeste de Africa, de Asia, del Lejano
Oriente, del Pacifico y del Caribe Obidiegwu
et al., (2009). Este es un rizoma de amplia
distribucién y produccién en la region del
Caribe colombiano, donde su produccién se

concentra principalmente en los

departamentos de Sucre, Cérdoba y Bolivar
a los cuales se les atribuye una produccion
para el afio 2016 de 35.854 (ton), 161.023
(ton) y 184.393 (ton) respectivamente con un
rendimiento del 10.40 (ton/ha), 12.54
(ton/ha) y 12,31 (ton/ha).
(MINAGRICULTURA, 2016). Este -cultivo,

como todo cultivo, también es susceptible a
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enfermedades que generan fuertes dafos en
la cantidad producida, rendimiento y calidad
del producto final Villa-Martinez et al., (2015);
Herrera, (2015).

En Colombia, la produccion de fiame se ha
visto afectada por una infeccién llamada
antracnosis causada por el hongo
Colletotrichum gloeosporioides y hongos del

genero fusarium ( Vitola & Hernandez, 2015).

El género Colletotrichum gloeosporioides se
ha venido investigando desde hace tiempo
por ser el principal causante de esta
enfermedad, pero sin embargo no es el tnico
hongo que genera este tipo de enfermedad
fitopatdbgena. Investigaciones recientes
llevadas a cabo por Olascuaga Vargas, 2017
y el grupo de investigacion Bioprospeccion
agropecuaria de la Universidad de Sucre
logro identificar que el hongo fusarium
equiseti es un hongo al cual se le atribuye la
causa de esta enfermedad en los cultivos de

flame en el departamento de Sucre.

En una investigacion realizada por Tofifio-
Rivera et al, (2016) muestran que el
Fusarium equiseti es un habitante del suelo
y puede infectar semillas, raices, tubérculos
y frutas. A esta especie se le atribuye como
agente causal de la enfermedad en diversas
especies de plantas, como el algodén
(Chimbekujwo, 2000), Caupi (Rodrigues &
Menezes, 2005), lentejas (Chaudhary & Kaur
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, 2002), remolacha azucarera (Stojsin et al .,
(2001), café (Contreras, et al., (2015). De
otra parte Herrera, et al., (2015) evaluaron
perfiles de PCR-RFLP en staphylococcus
aureus meticilina-resistentes aislados a partir
de queso fresco artesanal mientras Carrillo et
al., (2015); Rojas C., et al, (2017).
Realizaron la caracterizacion fenotipica de
metanogénicas aisladas de un sistema DI-
FAFS operado con lixiviado, agua residual y
estiercol porcino. En la actualidad se estan
empleando tecnologias emergentes como el
uso de Nanoparticulas de plata en el control
de microorganismos patdgenos presentes en

alimentos, Villamizar et al., (2015).

Bajo toda esta problematica planteada han
surgido nuevas alternativas amigables con el
medio ambiente que son capaces de actuar
como agentes controladores de
enfermedades fitopatogenas, como lo son
los aceites esenciales (AE) y los extractos
vegetales (Pérez, et al., 2017; Vitola, D., y
Hernandez, J. (2015); Zambrano-M., E.
(2013)). Los cuales han adquirido gran
importancia en los Ultimos afios debido a sus
componentes naturales y a sus propiedades
bactericidas y antifungicas. Rodriguez et al.,
(2016). En los aceites esenciales del genero
Lippia se han realizado diversos estudios
sobre el efecto antifungico en la especies de
monilia (Moniliophthora roreri) Lozada et al.,
(2012). Rhizoctonia solani Silva et al., (2018).
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Fusarium  Oxysporum .sp.pisi (Ruano
Unigarro & Vallejo Hormaza, 2014). Por
ende, el objetivo principal de este estudio fue
evaluar la capacidad antifingica de cinco
bioproductos obtenidos de Lippia alba sobre

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y procesamiento del material
vegetal: Las plantas de L. alba fueron
recolectadas en las instalaciones de la
Universidad de Sucre Sede Puerta Roja
ubicada en el Municipio de Sincelejo- Sucre-
Colombia a los 9°1855.193’N vy
75°23'20.894"W. dicha planta y sus tejidos
de interés fueron colectados, lavados con
agua y seleccionadas para garantizar un
buen estado; seguidamente se trocearon,
pesaron y se sometieron al proceso de

extraccion.

Extraccion del aceite esencial: Los aceites
esenciales fueron extraidos por el método
hidrodestilacion asistida por microondas
(MWHD),

hidrodestilacion con capacidad para 2 L. Se

utiizando un equipo de

pesaron aproximadamente 440 g de material
vegetal, seleccionado y troceado, y fueron
introducidos en el balon de extraccion, el cual
contenia 1.000 ml de agua destilada. En el
proceso de arrastre con vapor empleando
calentamiento el tiempo de extraccién fue de

60 minutos divididos en 3 ciclos de 15
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Fusarium equiseti causante de la pudricion

del tubérculo de fame.

minutos cada uno con intervalos de
descanso. En ambos casos, los aceites
esenciales (AE) se colectaron en un
recipiente tipo Dean Stark y se separaron por
decantacion e inmediatamente  fue

almacenado en viales tipo &mbar.

Obtencion de los extractos: Los extractos
etandlicos se obtuvieron partir de 113 g de
hojas frescas de Lippia alba por el método de
reflujo, empleando 600 ml de solvente
(etanol al 99%). Los extractos previamente
rotaevaporados se llevaron a una columna
cromatografica de vidrio con bulbo
previamente empaquetada con gel de silice
60 como fase estacionaria y como fase movil
en gradiente las mezclas de los solventes
(F1) Ciclohexano: Tricloroetileno (6:4), (F2)
Cloroformo: Acetona (8:2) y (F3) Metanol,
obteniendo tres fracciones por extracto, las
cuales se concentraron en rotaevaporador a
temperatura reducida de 50 °C a bafio de

Maria.

Hongo: El hongo utilizado para los ensayos

antimicrobianos corresponde a la cepa
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identificada por el Grupo de Investigacion
Bioprospeccion  Agropecuaria de la
Universidad de Sucre como Fusarium
equiseti agente causal de la pudricién del
tubérculo de flame en el departamento de

Sucre.

Caracterizacién Quimica del aceite

esencial de lippia alba

La determinacibn de los componentes
guimicos del AE de lippia alba se realizé
mediante la técnica instrumental de
Cromatografia de Gases acoplado a
(GC-MS)

desarrollada en el centro de cromatografia

Espectrometria de Masa

del grupo de investigacién Bioprospeccion

Agropecuaria de la Universidad de Sucre.

Evaluacién in vitro de la actividad
antifungica de los bioproductos sobre el

crecimiento micelial.

Para la prueba de actividad inhibitoria se
siguié la metodologia propuesta por Vitola y
Hernandez (2015), empleando el método de
siembra directa con crecimiento puro de los
aislados de aproximadamente 7 mm de
diametro de area de crecimiento. Se
sembraron sobre la superficie del medio
papa dextrosa agar (PDA). La prueba de
inhibicion se desarroll6 de la siguiente
manera: Los aislados sembrados en PDA, se

les adicion6 40 pyL de cada bioproducto a
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diferentes concentraciones en ppm disuelto
en Tween 20 al 0.85% y NaCl 0.85%. Se
utilizé un control negativo con el disolvente,
y un testigo absoluto sin ningun tipo de
tratamiento. Los ensayos se incubaron a
30°C por 8 dias en intervalos de luz y
oscuridad. La actividad antifingica se evalu6
midiendo el crecimiento radial de cada
aislado con las diferentes concentraciones

después del dia octavo.

El resultado se interpreté como porcentaje de

indice antifangico:

D
%1.A=[1—D—Z]*100

Doénde:
Da: crecimiento de cada tratamiento

Db: crecimiento del testigo absoluto Guo et
al., (2007).

Evaluacién in vitro de la actividad
antifungica de los bioproductos sobre la

germinacion de conidias

Para la prueba de actividad antifungica se
siguié el método de microdiluciéon acoplado
al conteo de colonias propuesto por
(Malbran, 2012). Se hicieron microdiluciones
de cada bioproducto, luego se tomaron 100
puL de cada dilucibn y se colocaron en

micropozos de una placa de lectura de
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ELISA que contenian 100 pL del inéculo de
conidias ajustado a una concentracién de
105 conidias/mL. La placa se incubd a
28+2°C por 24 h, hasta alcanzar el tiempo de
maxima germinacion. Posteriormente se
tom6 una alicuota de 50 pL de cada
tratamiento y se plaqueo6 en caja de Petri con
PDA. Después de 48 horas de incubacion
bajo un ciclo de 12 h luz y 12 h oscuridad, a
28+2°C, se realiz6 el conteo de colonias de
cada placa el cual se expres6 como el
NUumero de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC).

El porcentaje de inhibicion de UFC se

determind de la siguiente manera:

% Inhibicion de UFC

_ [ UFC tratamiento
B UFC control

]*100

Disefo estadistico

Se realiz6 un disefilo experimental
multifactorial con dos factores: tipo de
bioproducto y concentracién, para corroborar
los resultados obtenidos. Para esto todos los
ensayos se realizaron por triplicado, para un
total de 60 corridas experimentales. Los
resultados se expresaron como la media +
DE (desviacién estandar). Se realiz6 una

prueba de Shapiro-Wilk para corroborar la
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normalidad de los datos, las diferencias
significativas se determinaron mediante el
andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de
Tukey para establecer la correlacién de la
actividad antifingica de los bioproductos en
funciobn a la concentracién. El analisis
estadistico se realizé utilizando el programa
STATGRAPHICS Centurion XVI.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion quimica del aceite esencial

de Lippia Alba.

La cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de Masa (GC-MS) mostré
gue el metabolito con mayor presencia en el
aceite esencial de lippia alba fue el geraniol
con un (51,3%), seguido de citral (35,75%),
B-Myrcene (16%), Humuleno (12,34%) y
Linalool (11,13) (Ver figura 1). Los resultados
obtenidos concuerdan con los reportados
por Aular et al., (2016) donde muestra que
hay mayor presencia de geraniol (45,30%)
en el AE de lippia alba. Por otro lado
Zambrano et al, (2013) obtuvieron
resultados similares con L. alba: geraniol
(50%), neral (32%), carvona (47%) vy
limoneno (36%). Otro estudio, realizado por
Lopez et al., (2011)

componentes principales L. alba: citral,

encontraron seis

geraniol, trans—p—cariofileno, carvona,

limoneno y biciclosesquifelandreno.

La composicion quimica del aceite esencial
de L. alba depende del origen geografico de
la planta, las condiciones de su cultivo, la
edad y la parte de la planta empleada para la
extraccién, y de algunos otros factores
geobotanicas Montiel et al., (2007). Para dar
validez a este argumento los resultados
obtenidos en esta investigacion difieren un

poco de aquellos que muestra la
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investigacion realizada por Pérez Cordero et
al., (2017) donde dan a conocer que el
mayor componente del AE de lippia alba
obtenido de la parte foliar de la planta en el
mismo lugar pero en diferentes meses del
afio es el citral con un (34,62%) y no el
geraniol, aunque el porcentaje de citral de
esta investigacion es muy parecido al
obtenido por Pérez Cordero et al.,(2017).
Segun Linde et al., (2016) esto se puede
explicar debido a los estimulos ambientales
qgue puede redirigir la ruta de biosintesis
cambiando la composicibn  quimica,
produccion y actividad biolégica de los

aceites esenciales en las plantas.

60,00

51,3
50,00
40,00 35,75

30,00

% Area

16
20,00 11,13 12,34

10,00

0,00

Figura 1. Composicién quimica del aceite
esencial de lippia alba. Constituyentes

Mayoritarios
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Evaluacién de la actividad antifungica

sobre el crecimiento micelial.

El aceite esencial de lippia alba a la
concentracion de 20000 ppm mostro un 57%
de inhibicién micelial, el extracto (45%), F1
(45%), F2 (42%) y F3 (45%). El mayor
crecimiento micelial del fusarium equiseti se
dio en F2 a una concentracion de 5000 ppm
donde solo se logré un 10% de inhibicién
(ver figura 2). La prueba de rangos multiples

(Tukey) corrobora los resultados obtenidos.

0= = Consanteacén
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Figura 2. Porcentaje de inhibicibn de

crecimiento radial de micelio.

La efectividad a altas concentraciones del
aceite esencial de L. alba para inhibir el
crecimiento de hongos podria atribuirse
principalmente a la volatilizacion de los cons-
tituyentes de los aceites y/o inestabilidad en
presencia de aire, la luz, el calor, la humedad

y metales, lo cual modifica la atmdsfera del
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interior de las cajas de Petri ( Vitola &
Hernandez, 2015). Las concentraciones de
20000 ppm y 15000 ppm evaluadas se
compararon con la muestra testigo donde se
evidencia el claro efecto que tiene el aceite
esencial y el extracto sobre el crecimiento
micelial (ver figura 3) debido a la actividad
antifungica presentada por el metabolito
predominante en el AE que es el geraniol, al
cual se le atribuye la causa del menor
crecimiento radial del hongo fusarium
equiseti. En la literatura se ha evidenciado el
efecto que tiene el aceite esencial de lippia
alba  sobre el crecimiento micelial en
distintos tipo de hongos, como es el caso
reportado por Lozada et al.,(2012). Donde
utiliz6 una concentracion de 800 ug/ml de
AE de lippia alba logrando una inhibicion del
53.43% en el hongo Moniliophthora roreri.
Pérez Cordero et al., (2017) Uso una
concentracién de 10000 ppm logrando una
inhibicion del 97.8% en Colletotrichum

gloeosporioides.
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Figura 3. Inhibicion micelial del fusarium
equiseti. (A) Muestra control, (B) AE 20000
ppm, (C) Extracto 15000 ppm.

Los datos arrojados por el presente estudio
se evaluaron a través de un analisis de
varianza donde mostr6 que los valores de la
prueba de crecimiento micelial con respecto
a los factores tipo de bioproducto (A) y
concentracion  (B) presentan  una
significancia estadistica, debido a que los
valores - P de (A) y (B) son menores que
0,05 lo que nos indicé que estos factores
tienen un efecto estadisticamente
significativo sobre el porcentaje I.A, con un

95,0 % de nivel de confianza.

Evaluacién de la actividad antifiUngica

sobre la germinacién de conidias.

La prueba de evaluacion de la actividad
antifungica sobre la germinacién de conidias
arrojo como resultado principal que para toda

las concentraciones evaluadas (200 ppm,

E[@c 1menTECH
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1500 ppm, 3000 ppm y 4500 ppm) el aceite
esencial obtuvo un 100% de inhibicion de
UFC siendo el mejor bioproducto. A
diferencia del aceite esencial, F3 obtuvo los
valores més bajos de inhibicion de UFC (15%
a 200 ppm, 20% a 1500 ppm, 40% a 3000
ppm y 55% a 4500 ppm). F1, F2 y el extracto
obtuvieron una inhibicibn maxima de 98%,
95% vy 97% respectivamente a una
concentracion de 4500 ppm (ver figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de inhibicibn de

germinacion de conidias.

El poder inhibitorio del aceite esencial de
lippia alba se le atribuye a los metabolitos
secundarios presentes. Principalmente al
geraniol y citral que son los que se
encuentran en mayor proporcion segun la
cromatografia de gases realizada. El
mecanismo de accion de estos componentes

se debe a la inactivacién o inhibicion de la
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sintesis de enzimas intra y extracelulares por
la ruptura que ejercen sobre la membrana

celular del hongo. Garcia et al., (2008).

El efecto de los diferentes metabolitos F1,
F2, F3, el extracto y el aceite esencial varian
significativamente segun los resultados del
ANOVA multifactorial ~ (ver figura 5). Se
muestra el resumen de las diferentes
concentraciones utilizadas y %I.A. Los
valores-P prueban la significancia estadistica
de cada uno de los factores. Puesto que 3
valores-P son menores que 0,05, estos
factores tienen un efecto estadisticamente
significativo sobre %I.A con un 95,0% de
nivel de confianza. La prueba de rangos

multiples (Tukey) mostré que para el aceite

CONCLUSIONES

El aceite esencial de lippia alba demostré ser
eficiente para ser utilizados como agente
bioactivo controlador del hongo fusarium
equiseti causante de la pudricion del fiame.
Su caracterizacion mediante el método GC-
MS arrojo como resultado principal que el
geraniol y citral se encuentran en mayor
proporcion (51,3 %) vy (3575 %)
respectivamente. Ademas los mejores
porcentajes de inhibicidn de germinacién de
conidias se alcanzaron empleando aceite
esencial a las diferentes concentraciones

evaluadas (200 ppm, 1500 ppm, 3000 ppm y

E[@c 1menTECH

A Pt
esencial en las diferentes concentraciones
no presentaron crecimiento de UFC,
mientras que para el extracto, y los diferentes
metabolitos la concentracion donde se
presenté mayor crecimiento fue a 200 ppm.

A B

Figura 5. Inhibicion micelial del fusarium
equisetti. (A) Muestra control, (B) AE 20000
ppm, (C) Extracto 15000 ppm.

4500 ppm) logrando un 100 % de actividad
antifingica para cada una de ellas. Para la
inhibicion de crecimiento de micelio, las
mejores condiciones se lograron empleando
aceite esencial a 20.000 ppm alcanzando el
57,4 % de actividad fungicida.
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