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RESUMEN

La resistencia de los productos fitosanitarios existentes tiende a incrementarse, razén por la
cual existe un creciente interés en la busqueda de nuevos agentes antifungicos de origen natural
como alternativa a los productos de sintesis quimica utilizados tradicionalmente. Cabe indicar que
solo los hongos fitopatdgenos provocan una pérdida de cerca del 20% de los principales productos
hortofruticolas de mayor importancia econdmica.

En el presente trabajo se evalud la actividad antifungica de los aceites esenciales Satuerja
montana y Mentha longifolia sobre los hongos fitopatégenos y de post-cosecha Alternaria
alternata (AA), Botrytis fuckeliana (BF), Curvularia hawaiiensis (CH), Fusarium equiseti (FE),
Fusarium oxysporum lycopersici (FOL1), Rhizoctonia solani (RS) y Verticillium dahliae (VD) con el fin
de identificar las potencialidades de dichos aceites esenciales para conseguir un biofungicida
botanico respetuoso con el medioambiente, y de bajo riesgo. La composicidon quimica de los aceites
esenciales de Satureja montana y Mentha longifolia (quimiotipo dxido de piperitona-éxido de
piperitenona) se determind mediante cromatografia de gases (GC) y cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Dichos aceites esenciales son de origen comercial
(Ajedrea) y obtenidos mediante hidrodestilacién de planta cultivada en parcelas experimentales de
la UPV (M. longifolia).

La actividad antifungica “in vitro” de los aceites esenciales se evalud siguiendo la metodologia
de Singh et al., (2008) modificada. Los bioensayos se realizaron a las distintas dosis de 100, 200,
300y 400 pg/mL.

El aceite de S. montana mostré excelentes resultados, ya que a 300 pg/mL inhibio el
crecimiento de todos los hongos objeto de estudio, con valores de inhibicidon del crecimiento
miceliar (MGI) del 100% en todas las especies fungicas, a excepcion de Botrytis fuckeliana y
Fusarium oxysporum lycopersici que muestran un 92,8% y 97,6%, respectivamente. A la dosis de
200 pg/mL inhibiod totalmente el crecimiento de cuatro de las siete especies flngicas estudiadas, y
a la dosis de 100 pg/mL mantuvo la capacidad antifingica, con resultados de inhibicién (MGI) que
oscilaron del 50 al 80% sobre los hongos ensayados.

El aceite esencial de la menta, M. longifolia, reveld resultados también satisfactorios a la dosis
de 300 pg/mL, mostrando valores de inhibicion del crecimiento miceliar (MGl) entre el 45 y el 60%,
siendo del 77% sobre Fusarium oxysporum lycopersici, alcanzando el 100% de inhibicion del
crecimiento miceliar sobre Verticillium dahliae.

En este estudio se pone de manifiesto el gran potencial del aceite esencial de Satureja
montana para el control de los hongos y se muestra como alternativa sdlida a los agroquimicos.
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RESUM

La resistencia dels productes fitosanitaris existents tendeix a incrementar-se, raé per la qual
hi ha un creixent interes en la recerca de nous agents antifungics d'origen natural com a alternativa
als productes de sintesi quimica utilitzats tradicionalment. Cal indicar que només els fongs
fitopatogens provoquen una pérdua de prop del 20% dels principals productes hortofructicoles de
major importancia economica.

En el present treball es va avaluar |'activitat antifungica del olis esencial Satureja montana y
Mentha longifolia sobre els fongs fitopatogens i de post-collita Alternaria alternata (AA), Botrytis
fuckeliana (BF), Curvularia hawaiiensis (CH), Fusarium equiseti (FE), Fusarium oxysporum lycopersici
(FOL1), Rhizoctonia solani (RS) i Verticillium dahliae (VD) per tal d'identificar les potencialitats
d'aquests olis essencials per aconseguir un biofungicida botanic respectuds amb el medi ambient,
i de baix risc. La composicié quimica dels olis essencials de Satureja montana i Mentha longifolia
(quimiotip oxid de piperitona-oxid de piperitenona) es va determinar mitjancant cromatografia de
gasos (GC) i cromatografia de gasos acoblada a espectrometria de masses (GC-MS). Aquests olis
essencials son d'origen comercial (S.Montana) i obtinguts mitjangant hidrodestilacion de planta
conreada en parcel-les experimentals de la UPV (M. longifolia).

L'activitat antifungica "in vitro" dels olis essencials es va avaluar seguint la metodologia de
Singh et al., (2008) modificada. Els bioassaigs es van realitzar a diferents dosis de 100, 200, 300 y
400 pg/ml.

L'oli de S. montana va mostrar excel-lents resultats, ja que a 300 pg/mL va inhibir el creixement
de tots els fongs objecte d'estudi, amb valors d'inhibicié del creixement miceliar (MGI) del 100% en
totes les espécies fungiques, llevat de Botrytis fuckeliana y Fusarium oxysporum lycopersici que
mostren un 92,8% y 97,6%, respectivament. A la dosi de 200 pg/mL va inhibir totalment el
creixement de quatre de les set espécies fungiques estudiades, i a la dosis de 100 pg/mL va
mantenir la capacitat antifingica, amb resultats d'inhibicié (MGI) que van oscil-lar del 50 al 80%
sobre els fongs assajats.

L'oli essencial de la menta, M. longifolia, va revelar resultats també satisfactoris a la dosi de
300 pg/mL, mostrant valors d'inhibicié del creixement miceliar (MGl) entre el 45 i el 60%, sent el
77% sobre Fusarium oxysporum lycopersici, aconseguint el 100% d'inhibicié del creixement miceliar
sobre Verticillium dahliae.

En aquest estudi es posa de manifest el gran potencial de I'oli essencial de Satureja montana
per al control dels fongs i es mostra com a alternativa solida als agroquimics.
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ABSTRACT

The resistance of existing phytosanitary products tends to increase, which is the reason why
there is a growing interest in the search for new antifungal agents of natural origin as an alternative
to the chemically synthesized products traditionally used. It should be noted that only
phytopathogenic fungi cause a loss of about 20% of the main horticultural products of the most
economic importance.

In the present work the antifungal activity of essential oils Satureja montana and Mentha
longifolia was evaluated on the phytopathogenic and post-harvest fungi Alternaria alternata (AA),
Botrytis fuckeliana (BF), Curvularia hawaiiensis (CH), Fusarium equiseti (FE), Fusarium oxysporum
lycopersici (FOL), Rhizoctonia Solani (RS) and Verticillium dahliae (VD) in order to identify the
potential of these essential oils to achieve a botanical biofungicide that is respectful of the
environment and of low risk. The chemical composition of the essential oils of Satureja montana
and Mentha longifolia (piperitone oxide-piperitone oxide chemotype) was determined by gas
chromatography (GC) and gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). These
essential oils are of commercial origin (S. montana) and obtained by hydrodistillation of a plant
grown in experimental plots of the UPV (M. longifolia).

The "in vitro" antifungal activity of the essential oils was evaluated following the methodology
of Singh et al., (2008) modified. The bioassays were carried out at different a doses of 100, 200, 300
and 400ug/mL.

The S. montana oil showed excellent results, since at 300 pg/mL it inhibited the growth of all
the fungi under study, with 100% mycelial growth inhibition (MGI) values in all the fungal species,
with the exception of B. fuckeliana and Fusarium oxysporum lycopersici , which was 92,8% and 97%,
respectively. At the dose of 200 pug/mL it totally inhibited the growth of four of the seven fungal
species studied, and at the dose of 100 pg/mL it maintained the antifungal capacity, with inhibition
results (MGI) that ranged from 50 to 80% over the fungi rehearsed.

The essential oil of the mint, M. longifolia, revealed also satisfactory results at the dose of 300
pg/mL, showing values of inhibition of mycelial growth (MGI) between 45 and 60%, being 77% on
Fusarium oxysporum lycopersici, reaching 100% inhibition of mycelial growth on Verticillium
dahliae.

This study highlights the great potential of the essential oil of Satureja montana for the control
of fungi and it is shown as a solid alternative to agrochemicals.

Key words: essential oil, Satureja, Mentha, antifungal activity
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1. INTRODUCCION



INTRODUCCION

Los hongos constituyen el grupo mas importante de agentes fitopatdégenos en razén del nimeroy
diversidad de enfermedades que causan. La contaminacién por hongos es un problema crénico en
productos alimenticios, ya que tienen un efecto negativo sobre la calidad y la cantidad de alimentos
producidos. Sélo los hongos fitopatdégenos provocan una pérdida de cerca del 20% de los principales
alimentos y cultivos de mayor importancia econdmica (Agrios, 2005; Rosellé y col., 2015).

Las frutas y hortalizas son productos perecederos, susceptibles al ataque de microorganismos
antes o después de la cosecha y durante su almacenamiento. Este tipo de microorganismos son capaces
de producir sustancias, como resultado de su metabolismo secundario, como las micotoxinas, que se
distribuyen con facilidad en el substrato y pueden llegar a ser perjudiciales, aun cuando se encuentren
en concentraciones muy bajas, poniendo en entredicho su inocuidad, ya que un 25 % de las cosechas
de alimentos a nivel mundial estdn contaminadas con algun tipo de micotoxinas, lo cual representa un
fuerte riesgo para la salud de la poblacion (FAO, 2001).

Para la proteccién y control de dichos efectos negativos, se han establecido hasta el momento,
estrategias basadas en la utilizacion de productos quimicos de origen sintético (fitosanitarios). Sin
embargo, las nuevas legislaciones para reducir la contaminacién y hacer un uso sostenible y respetuoso
con el medio ambiente de los productos fitosanitarios, ha suscitado el interés cientifico en la busqueda
de alternativas que permitan mitigar el impacto negativo de los agroquimicos de baja especialidad. Una
estrategia que ha resultado satisfactoria ha sido la utilizacién de sustancias de origen vegetal,
consideradas mas seguras tanto para el medio ambiente como para la salud de los consumidores (Kotan
y col., 2013).

Las sustancias de origen vegetal como los aceites esenciales provenientes de las plantas
aromaticas, han sido popularmente utilizadas en la medicina debido a las propiedades secundarias de
los mismos. En lo Ultimos afos, son numerosos los estudios que se han llevado a cabo para documentar
los efectos antifliingicos de los aceites esenciales, determinando que estos son capaces de reducir e
incluso inhibir el desarrollo de diferentes tipos de hongos (Santamarina y col., 2015). Los géneros
capaces de elaborar estos principios volatiles se agrupan en unas cincuentas familias, casi todas ellas
pertenecientes a los érdenes Magnoliales, Laurales, Rutales, Lamiales y Asterales.

En este trabajo se evalla la capacidad antifingica de los aceites esenciales de Satureja montana 'y
Mentha longifolia frente a hongos fitopatdgenos que causan alteraciones en post-cosecha, y para
relacionarlo con la composicidon quimica, se realiza su estudio analitico.



1. INTRODUCCION.

1.1 Descripcion y ecologia de las especies.
1.1.1 Mentha longifolia.

La Mentha longifolia L. se clasifica en el Reino Plantae, Division Magnoliophyta, Clase
Magnoliopsida, Orden Lamiales, Familia Lamiaceae, Género Mentha, y Especie Mentha longifolia L.

Es llamada cominmente menta de caballo, hortolana o menta silvestre. La palabra longifolia
significa hojas largas, del latin longi- (longus) largo, y —folium que significa hoja. Se describe
botanicamente como una planta perenne y herbacea. Sus tallos son erguidos y comprenden una
longitud entre 24 y 120 cm, siendo de seccidn cuadrangular, con una pilosidad blanquecina o grisacea.
Las hojas de 15-115 x 6-42 mm, son sésiles, de forma lanceolada, lisa o rugosa en la base, con el margen
provisto de dientes irregulares y patentes, el haz gris tormentoso y con el envés de color ceniciento,
por la presencia de tricomas grisaceos.

En cuanto a las inflorescencias, son hermafroditas y pediceladas, reunidas en inflorescencias
bracteadas y ramificadas formadas por numerosos verticilastros que forman espigas densas y
cilindricas, unas 6 por tallo de 4-10 x 1-1,5 cm. El fruto es una ndcula o aquenios de 0,54-0,79 mm, de
elipsoide a subtriangular, de color pardo a claro (Lépez, 2012).

La Mentha longifolia florece de mayo a octubre y crece en zonas himedas ya sean bordes de
arroyos, juncales, prados hiumedos y en ocasiones bordes de carreteras o caminos donde hay mas
aporte de nitrégeno, desde unos 400 a 2300 m de altitud (Lépez, 2012).

Destaca por sus usos medicinales, ya que esta especie posee propiedades antisépticas,
antiasmadticas, carminativas y estimulantes para el aparato digestivo. Sus infusiones se emplean
también para tratar fiebres, dolores de cabeza y problemas digestivos. Cabe destacar sus usos
culinarios, ya que las hojas se emplean crudas o cocinadas, como aditivo a las comidas y como infusidn.
Asimismo, el aceite esencial de sus hojas se emplea como aditivo saborizante en reposteria (Lopez,
2012). Un estudio realizado sobre la actividad antifungica de Mentha longifolia revel6 que el extracto
de dicha planta inhibia el crecimiento de hongos de interés clinico, ademads de ser activo frente a las
enterobacterias Klebsiella pneumoniae y Serratia marcescens (Saeide y col., 2014). Otros estudios
realizados por otros investigadores han demostrado el gran poder del aceite esencial de diferentes
especies de Mentha como insecticida (Kumar y col., 2011).

Figura 1: Mentha longifolia. Flora Ibérica.

Espafia. Cantabria, Hermandad de Campoo de Suso,
Serna, 1000m, borde de arroyo, 26-VIII-2012, Autor de la
foto: C. Aedo.



1.1.2 Satureja montana.

El género Satureja L. pertenece a la familia de las lamiaceas (labiadas), encuadrada
taxondmicamente dentro de las angiospermas dicotiledéneas en la divisidn Magnoliophyta, clase
Magnoliopsidae, subclase Lamidae (lamidas), orden Lamiales (Lamianas) y especie Satureja montana L.
(Sitte y col., 2004).

En Espaiia esta planta, es conocida con el nombre vulgar de ajedrea. El nombre genérico, Satureja,
deriva de la palabra latina Satura, que significa salsa o guiso, en alusién al uso culinario de esta planta
(Mufioz, 2003). Se describe botanicamente como una planta perenne. Sus tallos estan divididos desde
su parte basal, densamente pelosos, con pelos muy cortos, con fasciculos axilares de hojas jovenes,
sobre todo en los nudos inferiores. Las hojas de 12-24(26) x 2-5,5(6,5) mm, de forma lanceoladas, mas
anchas en el tercio superior, muy agudas, casi apiculadas, con frecuencia con el dpice algo arqueado
hacia abajo, con nervio central marcado por el envés, algo pelosas en su parte basal, con cilios muy
cortos, a veces vestigiales, cubiertas de minusculas glandulas esferoidales generalmente rojizas. En
cuanto a las inflorescencias, son espiciforme, formadas por verticilastros axilares con pedunculo 3-4
mm, con 2 o mas flores cada uno. Por ultimo, el fruto es una nucula de 1,3-1,7 x 1,1-1,3 mm, agudas,
con superficie de insercidon formada por dos cicatrices subapicales, con glandulas esferoidales en su
parte redondeada (Castroviejo, 2010).

S. montana esta adaptada a vivir en zonas montafiosas, pudiendo llegar hasta los 2000 m de altitud
(Flora Ibérica, 2010). Es, de todas las especies espafiolas, la que parece manifestar una mayor exigencia
en humedad. Coloniza suelos pedregosos al lado de los acantilados rocosos o grietas de roquedos.
Bioclimaticamente, su area de distribucién estd caracterizada por condiciones templadas o templado-
calidas, pudiendo soportar condiciones mas rigurosas, pero siempre en exposiciones soleadas. No
obstante, también se extiende a lo largo de los cauces de los rios donde encuentra un microclima mas
fresco (Rivas, 1982).

Todas las especies de Satureja se recolectan localmente como plantas medicinales, asi como por
sus aplicaciones condimentarias, todas ellas derivadas en su mayor parte de la composicién de sus
aceites esenciales. En la industria alimentaria son muy apreciadas para el alifio de las aceitunas y el
adobo de las carnes, asi como para la elaboracién de licores (Castroviejo, 2010).

Figura 2: Satureja montana. Flora Ibérica.
Espafa. Huesca, Bielsa, Valle de Pineta, 29-VII-
2009, Autor de la foto: J.L. Benito Alonso.
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1.2 Aceites esenciales.

Los aceites esenciales (AE) se definen como el producto de la destilacion por arrastre de vapor de
material procedente de distintos érganos: hojas, flores y raices de numerosas especies vegetales. Los
componentes de los aceites esenciales constituyen la fraccion relativamente volatil de los metabolitos
secundarios de las plantas (Molina y col., 2012).

Los AE representan una fraccion muy pequefia del total de la planta (menos del 5% del total de
materia seca). Estan compuestos principalmente por terpenoides, en especial monoterpenos (C10) y
sesquiterpenos (C15), y otras sustancias tales como compuestos aromaticos, éxidos, alcoholes, éteres,
esteres, aldehidos y cetonas. Debido a su naturaleza hidréfoba y su densidad, generalmente menor que
la del agua, son compuestos lipdfilos, solubles en disolventes organicos e inmiscibles en agua (Asbahani
y col., 2015).

En la naturaleza juegan un papel ecolégico importante, ya que estan envueltos en las interacciones
entre las plantas, inhiben o estimulan la germinacion de otras especies vegetales, de manera que actian
como aleloquimicos. También representan una defensa contra herbivoros, insectos, hongos y
patdégenos. Pueden atraer a los insectos polinizadores, o incluso ser secretados como respuesta a
situaciones de estrés (Verdeguer, 2011).

Respecto a su composicidn existen numerosas referencias bibliograficas. Pueden contener mas de
60 componentes individuales. Los componentes mayoritarios pueden suponer un 85% del aceite,
mientras que otros componentes se encuentran sélo en trazas. Parece ser que los compuestos fendlicos
son los principales responsables de la actividad antibacteriana y antifingica de estos aceites, hay
evidencias de que los componentes minoritarios tienen un papel importante en su actividad,
produciendo un efecto sinérgico con otros componentes. El andlisis de su composicién detallada se ha
conseguido mediante Cromatografia de Gases y Espectrémetro de Masas.

La composicion de los aceites de algunos tipos de plantas puede variar segln la época de la cosecha
y la situacion geografica. Generalmente, los procedentes de las plantas cosechadas durante o
inmediatamente después de la floracidn, poseen una mayor actividad antimicrobiana. La composicion
de los aceites de diferentes partes de una misma planta, también puede variar ampliamente (Burt,
2004; Santamarinay col., 2015).

La actividad antifungica de los AE no puede ser facilmente correlacionada con un componente
individual, sino con una mezcla de los compuestos presentes en ellos (Tzortzakis, 2009). La interaccién
de compuestos antimicrobianos cuando se aplican en una mezcla no se comprende todavia del todo y
necesita de mas investigacion. Asi, si un par de compuestos antimicrobianos con diferentes mecanismos
de inactivacidn, son aplicados juntos, se podria conseguir un mejor control microbiano, si tienen lugar
los efectos sinérgicos o aditivos (Davidson y col., 2005).

1.2.1 Propiedades antibacterianas y antifungicas de los aceites esenciales.

Desde hace mucho tiempo se han reconocido las propiedades antibacterianas de algunos aceites
esenciales. Ademas de propiedades antibacterianas, los aceites o sus componentes han mostrado
también propiedades antiviricas, antifungicas, herbicidas e insecticidas.

La capacidad antifungica y antibacteriana de los aceites esenciales de muchas especies de plantas
han sido probadas por diferentes autores (Burt, 2004; Jamali, y col., 2012; Blazquez, 2014).

Existen numerosos estudios que revelan la actividad antimicrobiana, aunque no todos presentan
la misma actividad y ésta dependeria de sus componentes. En este sentido, Fisher y Phillips (2006)
estudiaron la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de limén, naranja dulce y bergamota y
de sus componentes principales.



En cuanto a la actividad antimicrobiana de los aceites de pimienta negra, clavo, orégano, geranio,
nuez moscada y tomillo fue examinada por Dorman y Deans (2000), quienes ademas determinaron los
componentes volatiles que podrian contribuir a su actividad. El aceite con un gran espectro de accidn
fue el de tomillo, seguido de orégano, clavo, nuez moscada, pimienta negra y geranio. La actividad de
los aceites estaria relacionada con la composicién de los volatiles de los aceites de las plantas y sus
grupos funcionales, y una posible interaccidon sinérgica entre sus componentes. Los componentes con
estructura fendlica como el carvacrol, el eugenol y el timol, fueron muy efectivos frente a los
microorganismos.

Por otro lado, actualmente la industria alimentaria también esta interesada en las propiedades de
los aceites esenciales, y les estdn dando usos como conservantes, en el desarrollo de nuevos envases y
en la lucha contra patdgenos responsables de las intoxicaciones alimentarias como Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium, Clostridium perfringens, Pseudomonas putida vy
staphylococcus aureus (Asbahaniy col., 2015).

El uso de estos aceites parece prometedor en la agricultura organica, pero su actuacion es muy
rapida y poco persistente, debido a su facil volatilizacién. Ademas, son degradados facilmente por
oxidacion, calentamiento o exposicion a luz, lo que representa un problema en su utilizacién (Dayan y
col., 2009). Para corregir este defecto, se estdn desarrollando formulaciones alternativas que
estabilicen el producto, como son la microencapsulacién o nanoencapsulacidn, con el fin de aumentar
la duracion de su efecto, reducir su volatilizacion, simplificar su manejo, y ralentizar su degradacién en
el medio ambiente (Verdeguer, 2011; Armendariz, 2016).

Muchos estudios ponen de manifiesto el alto poder antifingico y antibacteriano de algunos aceites
esenciales. Por esta razdn, junto con lo beneficiosos y respetuosos que son con el medio ambiente, es
cada vez mas deseable la aplicacidn de estos aceites esenciales como medida preventiva-curativa frente
a hongos y bacterias causantes del deterioro de los alimentos.

1.2.3 Aceite esencial de Mentha longifolia.

La Mentha longifolia destaca por sus usos medicinales, ya que esta especie posee propiedades
antisépticas, antiasmaticas, carminativas y estimulantes para el aparato digestivo. Sus infusiones se
emplean también para tratar fiebres, dolores de cabeza y problemas digestivos. Cabe destacar sus usos
culinarios, ya que las hojas se emplean crudas o cocinadas, como aditivo a las comidas y como infusidn.
Asimismo, el aceite esencial de sus hojas se emplea como aditivo saborizante en reposteria (Loépez
Castafio, 2012).

1.2.4 Aceite esencial de Satureja montana.

Las especies ibéricas del género Satureja se han utilizado tradicionalmente por sus propiedades
medicinales, asi como por sus aplicaciones condimentarias, todas ellas derivadas en gran medida a la
composicion de sus aceites esenciales (Lopez, 1982).

Debido al alto contenido de timol y carvacrol en distintas especies de Satureja y su facil cultivo son
muy apreciadas para el alifio de conservas en salmuera, condimentos, adobo de las carnes, elaboracion
de licores, asi como en industrias farmacéuticas. Las especies de S. montana han sido tradicionalmente
utilizadas para combatir dolores musculares, como ténico, carminativo y para tratar desérdenes
estomacales o intestinales como nauseas, indigestiéon o diarrea (Zargari, 1990).



1.3 Los hongos.
1.3.1 Caracteristicas generales.

Los hongos son pequefios organismos productores de esporas, generalmente microscopicos,
eucaridticos, ramificados y a menudos filamentosos que carecen de clorofila y que tienen paredes
celulares que contienen quitina, celulosa, 0 ambos componentes. La mayoria de las 100.000 especies
de hongos conocidas son estrictamente saprofitas y viven sobre la materia orgdnica muerta, a la que
descomponen. Alrededor de 50 especies de hongos producen enfermedades en el hombre y casi el
mismo numero ocasiona enfermedades en los animales, la mayoria de las cuales son enfermedades
superficiales de la piel o de sus apéndices. Sin embargo, mas de las 8.000 especies de hongos producen
enfermedades en las plantas. Todas las plantas son atacadas por algun tipo de hongo, y cada uno de los
hongos parasitos ataca a uno o mas tipos de plantas (Agrios, 2005).

Los hongos son a la vez destructivos y beneficiosos para la agricultura. Por una parte, son los
descomponedores primarios de materiales orgdnicos, contribuyendo de forma significativa a la
descomposicidn de la materia orgdnicay al reciclado de nutrientes, pero por otro lado son responsables
de las enfermedades que provocan en plantas. La contaminacion fungica de los productos agricolas es
un problema crdénico y conlleva la disminucién en cantidad y calidad de las cosechas y por tanto de los
alimentos. También los hongos pueden degradar productos que son Utiles para la economia humana,
por ejemplo, los productos alimentarios cuando se almacenan mal, frecuentemente estan expuestos al
biodeterioro por hongos, con el resultado de que sus cualidades como alimentos se ven disminuidas.
Ademas, los hongos con frecuencia producen compuestos téxicos cuando crecen sobre alimentos
almacenados (Agrios, 2004).

Respecto al efecto nocivo de los hongos, se debe a su capacidad para destruir fisicamente los
tejidos de la planta, alterar la fisiologia vegetal reduciendo el crecimiento de toda la planta o de 6rganos
determinados, o producir toxinas que afectan tanto a plantas como animales. Algunos hongos,
conocidos como bidtrofos, pueden crecer y multiplicarse manteniéndose durante todo su ciclo de vida
en la planta huésped, viviendo y obteniendo nutrientes sin causar la muerte. Otros son necrétrofos, en
una parte de su ciclo vital requieren una planta huésped pudiendo crecer sobre tejido muerto o producir
la muerte celular para absorber los nutrientes del tejido muerto. Muchas infecciones empiezan con una
fase biotréfica que se convierte mas tarde en necrotrdéfica. Algunos hongos son simbiontes facultativos,
creciendo tanto libres como asociados a plantas, y otros son simbiontes obligados, creciendo sélo si
estdn asociados a plantas (Vichicela y Elisabeth, 2014).

Sin embargo, algunos hongos son utilizados en la industria agroalimentaria debido a su importancia
en procesos de fabricacidn de vinos, pan y cervezas. También participan en la fermentacion del cacao,
preparacion de queso, acido organico, vitaminas, enzimas y son responsables de la fabricacion de varios
antibioticos (Mader y Windelspecht, 2013).



1.3.5 Género Alternaria.

Alternaria alternata

TAXONOMIA

Reino: Fungi; Filo: Ascomycota; Clase: Euascomycetes; Orden: Pleosporales; Familia:
Pleosporaceae; Género: Alternaria (Index Fungorum, 2016).

DESCRIPCION

Alternaria alternata es un hongo filamentoso, saprofito, caracterizado por presentar una
coloraciéon oscura. Microscépicamente se observan conidiéforos simples, tabicados, de forma alargada
u ovoide. En el extremo del conidiéforo se forman unos conidios de color pardo, con septos
transversales y verticales (muriformes) de disposicion irregular. La reproduccion es por gemacién de la
célula apical, a partir de la cual genera un nuevo conidio, formandose asi largas cadenas de conidios.
Las colonias son de crecimiento rapido (tres o cuatro dias) y macroscépicamente presentan un aspecto
velloso, al principio de color gris, después adquieren tonos negros y olivaceos en el centro y reverso y
con un borde gris blanquecino que rodea la colonia (Samson y col., 2004)

FISIOLOGIA

El potencial hidrico éptimo para el crecimiento de Alternaria alternata es de actividades de agua
(aw) superiores a 0.90, pudiendo crecer con aw minimas entre 0.85-0.88 (aw). También puede crecer
en un amplio rango de temperaturas de 2,5 2C a 332C, y amplio rango de pH entre 2-8 (Samson y col.,
2004).

PATOLOGIAS Y MICOTOXINAS PRODUCIDAS

Las principales micotoxinas de Alternaria alternata contaminantes de cereales, aceites de semilla,
vegetales y frutos son: alternariol, alternariol monometileter, acido tenuazdnico (TA) y la tentoxina
pueden causar enfermedades crénicas en la salud humana (Arcella y col., 2016).

ECOLOGIA

Alternaria alternata se considera como el hongo subepidérmico mas comun del grano de trigo. El
"escudete negro" (blackpoint) es un problema de aparicion frecuente en la mayoria de las regiones
trigueras del mundo. Se caracteriza por la presencia de una coloracién parda o negra en la zona del
germen del grano de trigo (Fernandez, 2015). También es un hongo presente en una gran variedad de
cultivos horticolas como las fresas, tomates, zanahorias y esparragos. En los tomates afecta tanto en el
campo como en la post-cosecha, puede comportarse como oportunista o infectar por si solo y se
manifiesta por cubrir al fruto con un moho negro (Guerrero y col., 2007).
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Figura 3: Conidios de Alternaria Figura 4: Alternaria alternata Figura 5: Alternaria alternata
alternata. en medio PDA. en tomate.



1.3.2 Género Botryotinia.

Botryotinia fuckeliana.

TAXONOMIA

Reino: Fungi; Filo: Ascomycota; Clase: Leotiomycetes; Orden: Helotiales; Familia: Sclerotiniaceae;
Género: Botryotinia (Index Fungorum, 2016).

DESCRIPCION

Botrytis fuckeliana es un hongo fitopatédgeno necrétrofo. Las colonias del hongo tienen un
crecimiento moderado en medio artificial, pueden ser blancas o grises dependiendo del medio de
cultivo y, ademads, estas pueden ser de tipo micelial o esporulante. El crecimiento micelial es abundante,
algodonoso y de color pardo. El crecimiento esclerocial es lento, posee un micelio escaso de color
blanco que luego se torna de color gris pardo con abundantes esclerocios de color negro distribuidos
irregularmente en el medio. Sobre los 6rganos afectados de las plantas también se observa el micelio
gris (Walker y col., 2015).

FISIOLOGIA

Se ha registrado crecimiento a 0,93 y a 0,90 a. y crece a una amplia gama de temperaturas, como
minimas 2-82C, maximas 28-352C, y éptimas de 22-259C. Crece en pH entre 2-8 y a concentraciones de
O, menores al 1%.

Hiberna en el suelo en forma de esclerocios o de micelio, el cual se desarrolla sobre restos de
plantas en proceso de descomposicidn. Los esclerocios germinan y forman micelio en una amplia gama
de temperaturas formando conidias, y en éptimas condiciones (15 -18 2C, humedad relativa alta y luz),
las conidias se pueden formar solo en 8 horas. La liberacién de las conidias tiene lugar principalmente
durante el dia y estd influenciada por cambios en la humedad relativa. Las conidias pueden ser
transportadas a largas distancias por las corrientes de aire y en las gotas de agua. Los procesos de
germinacién e infeccion dependen mucho mas de la humedad que de la temperatura. En general
cuando mas altas son las temperaturas, hasta un maximo de 15-202C mas corto es el periodo de
humedad requerido. No es necesaria la lluvia si la humedad relativa es superior al 98%. El conidio invade
y penetra a los tejidos y las células infectadas se colapsan y desintegran causando la pudricion del tejido
(Vichicela y Elisabeth, 2014).

PATOLOGIAS Y MICOTOXINAS PRODUCIDAS

Son capaces de secretar acido oxalico y diferentes toxinas, siendo la mas estudiada el botridial.
Algunas cepas pueden producir otras toxinas diferentes (Vichicela y Elisabeth, 2014).

ECOLOGIA

Causa importantes dafios en mas de 200 especies vegetales, fundamentalmente en dicotiledéneas
(Sanchez, 2017). A su vez ocasiona grandes pérdidas en uva, tanto en el campo como después de la
cosecha, asi como en otros frutos como frambuesas, arandanos, moras y fresas. También causa el
deterioro de manzanas, peras, tomates, frutas de hueso y kiwis (Pitt y Hocking, 2009).

Los sintomas provocados por este patégeno, incluyen: pudricion en frutos y tubérculos
(“podredumbre gris”), necrosis de tejido, manchas foliares, caida de pldntulas, cancros en los tallos, y
tizones en inflorescencias. Los sintomas conllevan una pérdida de coloracidn seguida de la aparicién de
zonas necroticas. Los tejidos pierden turgencia y adquieren una consistencia fragil. En el caso de la uva,
el micelio del hongo produce numerosos conidios que ocasionan mas infecciones, pero el micelio
también se desarrolla, penetra e invade al resto de la inflorescencia, la cual se llena y cubre con moho



intrincado de color gris blanquizco o café claro. En caso de que algun fruto llegue a desarrollarse, el
hongo se propaga desde los pétalos hacia los frutos verdes o maduros y ocasiona la pudricién basal del
fruto, la cual puede destruir todo el fruto o bien se puede propagar hacia otros frutos que estan en
contacto con él (Agrios, 2005; Sanchez, 2017; Vichicela y Elisabeth, 2014).

Para penetrar en los tejidos vegetales, atravesando la cuticula, desarrolla una estructura
denominada apresorio. Esta estructura genera una presion fisica sobre la cuticula, aunque no la
suficiente como para poder penetrarla. La pared del apresorio no contiene suficiente melanina como
para generar la presion de turgencia necesaria, como ocurre en otros hongos. Por tanto, para que la
penetracidn sea posible, es necesaria la accién de enzimas, excretdandose fundamentalmente cutinasas
y lipasas. Ademas, durante el proceso se genera H,0,, que actuaria como sustrato para las oxidasas.

Figura 6: Conidioforos y Figura 7: Botryotinia fuckeliana en Figura 8: Botryotinia
conidios de Botryotinia medio PDA. fuckeliana en uva.
fuckeliana.

1.3.3 Género Curvularia.

Curvularia hawaiiensis

TAXONOMIA

Reino: Fungi; Filo: Ascomycota; Clase: Dothideomycetes; Orden: Pleosporales; Familia:
Pleosporaceae; Género: Curvularia (Index Fungorum, 2016).

DESCRIPCION

El género Curvularia comprende un conjunto de hongos dematidceos que engloba a mas de 35
especies. En su mayoria, son patégenos facultativos de plantas y suelos de dreas tropicales y
subtropicales (Alvarez y col., 2011).

El género Curvularia se caracteriza porque sus colonias cuando se desarrollan en Agar Patata
Dextrosa (PDA) presentan un crecimiento moderadamente rapido, alcanzando un didametro de 3-4 cm
en una semana a 252C, de color negro pardusco, aterciopeladas, llegando a ser, a veces, ligeramente
algodonosas. El reverso es de color marrén. Los conididforos son erectos, septados, pigmentados cada
vez mds cerca de la punta, a veces geniculados. Los conidios generalmente septados en 4, sobre todo
mas curvados unilateralmente en la célula central mas amplia y mas pigmentada, la célula adyacente
menos pigmentada e hialina en las células finales, 18-35(37) x 8-14 um.. La esporulacién se induce con
longitudes de onda préximas a las del ultravioleta (Samson y col., 2004).



FISIOLOGIA

Su rango de temperatura de crecimiento éptima 24-302C (Samson, y col., 2004).

PATOLOGIAS Y MICOTOXINAS PRODUCIDAS

No existen estudios que hayan registrado la producciéon de micotoxinas para esta especie.

ECOLOGIA

Es, principalmente, invasor de plantas monocotileddneas. Los alimentos mas comunes dénde
podemos encontrar éste género son los cereales, entre los que se encuentran: el arroz, la cebada, el
trigo, el maiz y el sorgo (Pitt y Hocking, 2009).

Pueden causar diferentes tipos de dafios en hojas, tallos, flores y semillas, que abarcan desde
pequefias manchas hasta lesiones de mayor tamafio. Estas afectaciones abarcan un gran niumero de
cultivos, muchos de ellos de gran importancia econémica (Estrada y Sandoval, 2004).

Figura 9: Conidios de Figura 10: Curvularia hawaiiensis Figura 11: Curvularia
Curvularia hawaiiensis. en medio PDA. hawaiiensis en mazorcas.

1.3.6 Género Fusarium.

TAXONOMIA

Reino: Fungi; Filo: Ascomycota; Clase: Sordariomycetes; Orden: Hypocreales; Familia: Nectriaceae;
Género: Fusarium (Index Fungorum, 2016).

DESCRIPCION

Los hongos del género Fusarium tienen una amplia distribucién en el mundo y una gran
importancia desde el punto de vista agricola y econédmico. Su ocurrencia es cosmopolita y las diversas
especies son comunes en el suelo, en el aire y en el agua. Muchas especies del género Fusarium tienen
una gran capacidad de ocasionar enfermedades en distintos tipos de plantas cultivadas. Algunas
especies pueden causar infecciones oportunistas en el hombre y en los animales y algunas pocas
producen toxinas que pueden afectar al hombre y a los animales (Torres, 2000).

Se caracteriza por producir colonia de rapido crecimiento, con una tasa diaria cercana a un
centimetro en media papa-dextrosa agar (PDA) a 252C. La morfologia de las colonias es muy variable y
puede presentar dos tipos: una de tipo micelial caracterizada por la produccién de abundante micelio
aéreo, algodonoso, con una coloracion variable, de blanco a rosado y pocas microcondias y una de tipo
pionotal con la formacidn de poco o ningun micelio aéreo y abundantes microconidias (De Granada y
col., 2001).
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FISIOLOGIA

En cuanto a los factores ambientales que mayor influencia tienen en el desarrollo de la enfermedad
y en la expresion de los sintomas: la temperatura éptima para el desarrollo esta entre 25 y 30 9C; la
esporulacidn éptima ocurre entre 20 y 252C, con 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad; el pH éptimo
es de 7.7 y puede desarrollarse entre 2.2 y 9.0 (De Granada y col., 2001).

Este patdgeno se caracteriza por producir tres tipos de esporas: microconidias, macroconidias y
clamidosporas. Respecto a las microcondias son unicelulares, sin septas, rectas o curvadas. Las
macroconidias, son esporas con varias células y de tres a cinco septas transversales, de pared delgada
y largas moderadamente curvadas. Por ultimo las clamidosporas son esporas formadas a partir de la
condensacién de células de las hinfas o de las macroconidias y se caracteriza por poseer paredes
bastante gruesas, lo que las hace muy resistentes a condiciones ambientales desfavorables o a la
ausencia de plantas hospedantes (Agrios, 2008)

_PATOLOGIAS Y MICOTOXINAS PRODUCIDAS

Son los tricotecenos, la zearalenona, la moniliformina y las fumonisinas las toxinas mas comunes
originadas por especies del género Fusarium. Generalmente la contaminacion se produce antes o
durante de la cosecha, aunque también puede desarrollarse durante la etapa del almacenamiento
(Soriano del Castillo, 2007).

ECOLOGIA

Las enfermedades de las plantas causadas por especies del género Fusarium consisten en
marchitamientos vasculares, manchas y afiublos de las hojas, pudricién de raices y de tallos, pudricion
de frutos, granos y semillas (Torres, 2000). En el caso del tomate, se manifiesta cuando aparece un
penacho de pelo blanquecino, rosa o amarillento del moho y la infeccién se desarrolla con mayor
rapidez (Soriano del Castillo, 2007).

Fusarium equiseti

Fusarium equiseti es un hongo de campo que aparece en zonas climaticas moderadas, se
distribuye ampliamente en vegetales, frutas, drboles de coniferas y suelo. Junto con Fusarium
coeruleum es la especie principal que causa la pudricidn seca de tubérculos de patata en América del
Norte y Europa (Jelény col., 1995).

Figura 12: Conidios de Fusarium  Figura 13: Fusarium equiseti en  Figura 14: Fusarium equiseti en
equiseti. medio PDA. calabacin.
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Fusarium oxysporum lycopersici

Algunas de las caracteristicas principales de Fusarium oxysporum, es su macroconidio que se forma
en el esporodoquio, en codiéforios bifurcados o en monofilides, que son abundantes de paredes
delgadas, fusiformes, largas, moderadamente curvadas en forma de hoz, con 3 septos transversales y
con la célula basal enlongada (Leslie y Summerell, 2006).

La mayoria de las formas especiales de Fusarium oxysporum estdn muy especializadas en los
géneros de plantas hospedantes que pueden dafar. En este caso Fusarium oxusporum f.sp. lycopercisi
ataca solamente al tomate; muy conocido también F. oxusporum f.sp. cubense que ataca solamente a
plantas de banano y platano y algunas especies del género Musa (Torres, 2000).
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Figura 15: Conidio de Fusarium Figura 16: Fusarium oxysporum  Figura 17: Fusarium oxysporum
oxysporum lycopersici. lycopersici en medio PDA. lycopersic en tomate.

onal

1.3.7 Género Rhizoctonia.

Rhizoctonia solani

TAXONOMIA

Reino: Fungi; Filo: Basidiomycota; Clase: Hyphomicetes; Orden: Agonomicetales; Familia:
Agonomicetaceae; Género: Rhizoctonia (Index Fungorum, 2016).

DESCRIPCION

No produce esporas asexuales “conidios” y Unicamente en condiciones especiales produce esporas
sexuales “basidiosporas”.

En la naturaleza, este hongo se reproduce asexualmente y existe como micelio vegetativo y
persiste en el terreno formando estructuras de resistencia o esclerocios, que son masas de hifas
estrechamente entretejidas con superficies duras y resistentes. Aunque también puede estar presente
en las raices de algunos hospedantes sin provocar efectos (Angulo y Ericson, 2014).

Se caracteriza por tener el micelio de color marrén oscuro y la formacidn de esclerocios a los 8-10
dias de cultivo. Sobre la superficie de los tubérculos maduros se presentan costras pequefias oscuras a
manera de terrones de tierra dificiles de remover (Alban, 2015).

FISIOLOGIA

Se desarrolla a temperaturas muy diversas en zonas célidas, templadas y frias, ocasionando dafio
considerable en los brotes emergentes del tubérculo cuando las condiciones no favorecen su rapida
emergencia; por ejemplo, en suelos humedos, acidos y frios (Alban, 2015).
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PATOLOGIAS Y MICOTOXINAS PRODUCIDAS

No existen estudios que hayan registrado la producciéon de micotoxinas para esta especie.

ECOLOGIA

En el cultivo de la patata, el hongo causa la enfermedad comuinmente llamada cancer del tallo y
costra negra de los tubérculos. Algunos autores consideran mas apropiado identificarla como
“rizoctoniosis” (Escalonay col, 2011).

Los sintomas de la misma se caracterizan por lesiones necrodticas de raices, estolones y cuello de la
planta, que conducen a la formacion de tubérculos aéreos en las axilas de las hojas; sobre los tubérculos,
ademas, se forman esclerocios aislados o en masa, lo cual se conoce como costra negra. Algunos
aislamientos de R. solani tienen la capacidad de fusionar sus hifas, y si esto ocurre, se dice que las cepas
son genéticamente similares y pertenecen al mismo grupo anastomasico (AG) (Escalonay col, 2012).

Figura 18: Conidio de Figura 19: Rhizoctonia solanien  Figura 20: Rhizoctonia solani en
Rhizoctonia solani medio PDA. patata.

1.3.8 Género Verticillium.

Verticillium dahliae.

TAXONOMIA

Reino: Fungi Filo: Ascomycota Clase: Sordariomycetes Orden: Hypocreales Familia: Icertae sedis
Género: Verticillium (Index Fungorum, 2016).

DESCRIPCION

Verticillium dahliae es la especie patégena mas notaria que puede infectar a cientos de
hospedadores dicotiledoneos. Los sintomas mds frecuentes observados incluyen el enraizado, la
marchitez, la clorosis, la necrosis, la decoloracidn vascular y la senescencia temprana.

FISIOLOGIA

Segln un estudio realizado por Santamarina y Roselld (2006) la actividad del agua 6ptima para el
crecimiento de Verticillium Dahliae a una temperatura entre 15 y 25 2C se encuentra en un rango de

0.98-0.995 au.
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Después de que el hospedante muere o la temporada de crecimiento termina, V. dahliae sobrevive
como micelio, el cual hiberna en residuos vegetales muertos que se encuentran en el suelo; el hongo
también puede vivir sapréfitamente, exista o no un hospedante disponible. La supervivencia puede
ocurrir en raices de especies no hospedantes en las cuales no se produce infeccidn sistémica. Los dias
frios y nublados intercalados con dias calidos y luminosos son mas propicios para el desarrollo de la
marchitez por V. dahliae. La infeccién y el desarrollo de la enfermedad ocurren cuando las temperaturas
del suelo estan entre 12 y 30 °C, con un éptimo entre 21-24 °C. La marchitez por Verticillium se presenta
principalmente en zonas de clima templado (Lazaro y col., 2008)

PATOLOGIAS Y MICOTOXINAS PRODUCIDAS
El hongo produce microesclerocios melanized, que lo ayuda a sobrevivir condiciones ambientales
adversas que puede encontrar dentro de sus huéspedes y en el suelo. (Tiany col., 2017).

ECOLOGIA

Verticillium dahliae tiene un amplio rango de hospedantes, incluyendo plantas anuales y perennes,
herbaceas y lefiosas perennes. Afectando a mds de 300 especies de plantas pertenecientes a diferentes
géneros.

Se ha observado que los cultivos de fresa son muy susceptibles a la infeccion por V. dahliae; de tal
forma que menos de 2 microesclerocios por gramo de suelo pueden ocasionar un 100% de incidencia
de la enfermedad. Asimismo se ha indicado que la marchitez provocada por Verticillium sp. ocasiona
pérdidas del 20-30% en el rendimiento de fresa.

En tallos, los sintomas provocados por V. dahliae en frambuesa, mora y zarzamora, aparecen al
final de la temporada de crecimiento, los tallos se doblan y toman un color azulado. Debido a esta
sintomatologia, la enfermedad se conoce cominmente como tallo azul. Se ha reportado que las
frambuesas negras son mas susceptibles que las rojas. Los tallos infestados generalmente mueren antes
que los frutos maduren, lo que ocasiona frutos pequefios y sin sabor. En cuanto a las hojas, los sintomas
provocados por V. dahliae en fresa incluyen: marchitez, clorosis, enanismo, necrosis, o aclaramiento de
nervaduras (Lazaro y col., 2008).

Figura 21: Conidio de Figura 22: Verticillium dahliae Figura 23: Verticillium dahliae
Verticillium dahliae. en medio PDA. en fresa.
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2. OBJETIVOS.

En el Instituto Agroforestal Mediterraneo y en el Departamento de Ecosistemas
Agroforestales de la Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agronémica y del Medio Natural de Ia
Univesitat Politécnica de Valéncia se llevan a cabo diferentes estudios relacionados con aceites
esenciales. Entre las lineas de investigacidon estd la de evaluar el potencial de los aceites esenciales
como agentes de control frente a distintos hongos patdgenos de cultivos y/o de almacén.

En el presente trabajo se estudia:

— La composicion quimica de los aceites esenciales de Satureja montana y Mentha
longifolia.

— La capacidad antifungica “in vitro” de los aceites esenciales de Satureja montana y
Mentha longifolia frente a Alternaria alternata, Botrytis fuckeliana, Curvularia
hawaiiensis, Fusarium equiseti, Fusarium oxysporum lycopersici, Rhizoctonia solani y
Verticillium dahliae.

— La efectividad de ambos aceites a distintas concentraciones.

El objetivo final es conocer si los aceites esenciales de Satureja montana y Mentha longifolia
podrian ser una alternativa para el control de los hongos anteriormente mencionados, con el fin
ultimo de obtener biofungicidas ecolégicos que pudieran ser utilizados en cultivos en campo,
productos almacenados, y en la conservacién de alimentos y granos, ya que cada vez hay mas
productos quimicos sintéticos prohibidos para el control de hongos patdgenos.
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3. MATERIAL Y METODOS.
3.1 Material vegetal.

El aceite esencial comercial Satureja montana fue suministrado por Esential I'aréme (Lote:
772B021005). En cuanto al aceite esencial de Mentha longifolia Quimiotipo A utilizado en los
ensayos de la actividad antifungica se obtuvo mediante hidrodestilaciéon de planta cultivada en
parcelas experimentales de la UPV.

3.2. Extraccion del aceite esencial Mentha longifolia.
3.2.1 Materiales.

— Equipo Clevenger (Vidrafoc) — Tapones roscados con septum

— Mantas calefactoras (lbs- (LABBOX)

Instruments) — Parafilm (PARAFILM)

— Rotavapory accesorios (Laborota — Vasos de precipitados (PYREX)
4001 HEIDOLPH) con equipo de — Filtro de jeringa (OlimPeak,
refrigeracion y vacio (SELECTA) teknokroma)

— Balanza analitica (Intrumentos — Guantes (Semperguard)
cientificos S.A.) Reactivos:

— Matraces balén (vidraFOC) — Sulfato de sodio anhidro, Purisimo

— Viales cromatograficos de 2 mL (PANREAC).

(LABBOX) — Diclorometano (Scharlau) para GC

— Viales de inserto de 6 mm de estabilizado con 50 ppm de
seccion y 350 microlitros de amileno.

capacidad (LABBOX)

3.2.2 Fundamento (Equipo Clevenger).

La hidrodestilacion es una técnica de destilacion por arrastre con vapor de agua. La
separacion de los componentes mas volatiles del material vegetal (que constituyen el aceite
esencial) se basa en la aditividad de las presiones de vapor de liquidos inmiscibles, como lo son el
aguay los compuestos que forman el aceite esencial. Dado que la ebullicion tiene lugar cuando la
presidn de vapor es igual a la externa (en este caso la atmosférica), al calentar conjuntamente el
agua y el material vegetal, los componentes volatiles de este pueden pasar a estado de vapor a
una temperatura notablemente inferior (en torno a la temperatura de ebullicién del agua) a la de
su temperatura de ebullicién como sustancias puras. De este modo, el vapor generado contiene
pequeiias cantidades de aceite esencial que al condensar, por su inmiscibilidad, quedan separadas
de la fase acuosa (normalmente en la parte superior ya que suelen ser menos densos que el agua).
Este proceso desarrollado durante el tiempo adecuado, permite separar la practica totalidad del
aceite esencial (Barrow, 1972).
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3.2.3 Metodologia (Equipo Clevenger).

En cuanto a la obtencién del aceite esencial para los ensayos de actividad antifingica, se
realizd mediante hidrodestilacién con un equipo Clevenger, el cual se muestra en la figura 24.

El equipo estd compuesto de un baldn junto a una manta calefactora, donde se deposita la
materia prima molida y una cantidad conocida de agua pura. Un condensador va acoplado al balén
y una conexidn, que permite acumular y separar el aceite esencial de la mezcla condensada.

Conforme el vapor entra en contacto con el lecho, la materia prima se calienta y va liberando
el aceite esencial contenido y éste, a su vez, debido a su alta volatilidad se va evaporando. Al ser
soluble en el vapor circundante, es “arrastrado”, corriente arriba hacia el tope del hidrodestilador.
La mezcla, vapor saturado y aceite esencial, fluye hacia un condensador, mediante un “cuello de
cisne” o prolongacién curvada del conducto de salida del hidrodestilador. En el condensador, la
mezcla es condensada y enfriada, hasta la temperatura ambiental. A la salida del condensador, se
obtiene una emulsién liquida inestable (Chavez, 2007).

Refrigerante

Condensacion del vapor de agua junto
con el aceite esencial

Retorno de la fase acuosa al matraz

Cuerpo del Clevenger

Bureta

Matraz balén

Manta calefactora

Figura 24: Equipo Clevenger.

3.3. Composicion de los aceites esenciales.
3.3.1 Materiales y equipos.

En este trabajo, para realizar las determinaciones analiticas se ha utilizado la cromatografia
de gases con detector de espectroscopia de masas (CG-EM) para la identificacidn inicial de los
componentes de las muestras junto con detector de ionizacién de llama (GC-FID) para la
cuantificacidn aproximada basada en el método de normalizacién de las areas de los picos.

Se utilizé la cromatografia de gases para llevar a cabo el estudio cuantitativo de los distintos
aceites esenciales obtenidos, por ser la técnica que permite predecir el grado de complejidad de
un aceite esencial, la naturaleza quimica de sus componentes y sobre todo la proporcién en que
se encuentran, a pesar de que dichos compuestos no hayan sido identificados.

17



El equipo empleado consta de un cromatdgrafo de gases y un detector de masas Clarus 500
GC-MS (Perkin-Elmer Inc. Wellesley, EEUU) equipado con una columna capilar ZB-5 (5% fenil —
95% dimetilpolisiloxano) (30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 um; Phenomenex Inc., Torrance, EEUU). La
cuantificacion de las muestras es realizada mediante un cromatégrafo de gases Clarus 500 GC de
Perkin-Elmer Inc. (Wellesley, MA, EEUU), equipado con una columna capilar ZB-5 de las mismas
caracteristicas mencionadas anteriormente.

Material auxiliar utilizado:
— Guantes (Semperguard®).
— Viales de 1,5 mL (Technokroma).
— Diclorometano (Scharlau, n? CAS: 75-09-2), como reactivo.

3.3.2 Fundamento.

La cromatografia de gases es un método fisico de separacidn en el que los componentes de
una mezcla, disueltos en una fase movil gaseosa, se van desplazando con diferente velocidad a
través de una fase estacionaria, produciéndose una separacion de los diferentes componentes,
de forma que puedan separarse y en cierta medida identificarse atendiendo a su particular
velocidad de avance, dando lugar a una diferencia en los denominados “tiempos de retencion”.
No solo la fase moévil ha de ser un gas, también debe serlo la mezcla a separar; por ello, la
cromatografia de gases requiere la volatilizacién previa de la muestra. El factor mas importante
en la cromatografia de gases es la seleccion de la columna adecuada (fase estacionaria) para la
separacion particular sobre la que se desea experimentar (Garcia y col., 1996).

Para la identificacién de los componentes, la cromatografia de gases se utilizé con detector
de espectroscopia de masas. Esta es una técnica en la que los iones obtenidos de una sustancia
(en general organica), se separan segun su relacion masa-carga idnica por impacto electrénico
con un haz de electrones a 70 eV, dando lugar al espectro de masas. Cuando se acopla con la
espectrometria de masas como sistema de deteccion, es posible la identificacién virtualmente
positiva de los eluidos con una muy alta sensibilidad, creando un sistema analitico muy poderoso.

3.3.3 Metodologia: parametros de funcionamiento en el analisis
cromatografico.

En la espectroscopia de masas, la fase movil es el gas Helio con un caudal de 1,2 mL/min. La
temperatura del inyector es de 2502C, mientras que la temperatura del horno se programé desde
509C a 2509C a razdn de 32C/min. La deteccidon se realizd en modo de ionizacidén de impacto
electronico (método de impacto electrdnico, 70 eV), siendo la temperatura de la fuente de
ionizacién 2009C.

Los espectros se obtuvieron mediante el modo de escaneo total de iones (rango de masas
m/z 45-500 uma). Los cromatogramas y espectros se procesaron con el software Turbomass 5.4
(Perkin-Elmer Inc.). Los datos obtenidos son registrados y comparados con los de la base de datos
NIST MS Search 2.0 (Thermo Electron Corp., Waltham, EEUU), de forma que las sustancias
correspondientes a cada pico del cromatograma son identificadas segun las coincidencias de alta
probabilidad con los espectros de masas dados por la base de datos.

Cuando se utiliza el detector de ionizacién de llama (FID), el gas portador también es Helio,
utilizando un flujo de 1.2 mL/min. La temperatura del inyector y del detector es de 2509C. La
temperatura del horno se programa igualmente desde 50°C a 2509C a razén de 3°C/min. Los
cromatogramas obtenidos se procesan con el software TotalChrom 6.2 (Perkin Elmer Inc.). Para
llevar a cabo cada andlisis se inyecta 1-2 uL de muestra.
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Tanto para los resultados del analisis cualitativo como el cuantitativo, la identificacién ha sido
realizada combinando el cdlculo de los indices de retencidn lineales y el andlisis mediante CG-EM.
Mediante una sencilla hoja de calculo, se puede aplicar la fdrmula del indice lineal que se muestra
a continuacion:

1K=100 - (n2 C HCn-1+[(TR X-TR HCn-1)/(TR HCn+1-TR HCn-1)]).

Donde:

n es el nimero de dtomos de carbono del n-alcano que eluye antes del pico analizado.
tRx es el tiempo de retencidon del pico analizado.

tRn es el tiempo de retencion del n-alcano anterior al pico analizado.

tRN es el tiempo de retencidn del n-alcano posterior al pico analizado.

El siguiente diagrama (figura 25) ilustra todo el proceso analitico llevado a cabo en esta parte
del trabajo:

-

Andlisis por Andalisis
CG-MS Columna por CG-
__ | Determinacion CromloTo FID Aplicacion
dde Iofs r|errjpc2‘s grdfica Determinacion de un
erefencion de IB-5 de los tiempos estandard
patrones de de retencion de .
aleanos patrones de Intarmo
alcanos (acetato
de octilo)
. L. Patrones
Determinacion Determinacion da
delosindices ] delosindices i
sustancias
de Kovats de Kovats puras
¥
Espectros
de masas
Lireria ] ['gentificacién de los
NIST componentes
Cuantificacién por
el método de
» norm'c:\lzomon de . .
las areas de los
picos —» Cuantificacion

Figura 25: Diagrama del proceso analitico cromatografico.
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3.4. Determinacién de la actividad antifungica de los aceites esenciales.
3.4.1 Materiales.

— Aceites esenciales — Mango Kolle con asa de siembra

— Placas Petri — Sacabocados de 0,8 y 0,9 cm

— Potato Dextrose Agar (Laboratorios — Papel de aluminio (Albal)
Conda) — Reglade30cm

— Tween 80 — Guantes

— Agua destilada — Rotulador Permanente

— Lejia — Mechero Bunsen

—> Placas Petri de 90 y 150 mm — Equipo autoclave (Raypa)

— Matraz de Erlenmeyer de 1000 mL — Equipo Orbital (Selecta)

— Probeta de 500 ml — Balanza analitica (Kern)

— Varilla de vidrio — Cabina de Flujo Laminar (Indelab)

— Vaso de precipitado de 100 ml — Estufa de cultivo (Raypa)

— Algoddn graso — Frigorifico (Liebherr)

3.4.2 Hongos.

Los hongos utilizados en el presente trabajo fueron los siguientes: Alternaria alternata CECT
20923 (AA), Botrytis fuckeliana CECT 20518 (BF), Curvularia hawaiiensis CECT 20934 (CH),
Fusarium equiseti CECT 20925 (FE), Fusarium oxysporum lycopersici CECT 2715 (FOL), Rhizoctonia
solani CECT 2819 (RS) vy Verticillium dahliae CECT 2694 (VD). AA, CH y FE fueron aislados en el
Laboratorio de Botanica del Departamento de Ecosistemas Agroforestales a partir de caridpsides
de arroz de la variedad Bomba, procedente de la albufera de Valencia. Estos hongos se
identificaron mediante métodos morfolégicos y moleculares, y posteriormente se depositaron en
la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT). Respecto a BF, FOL, RS y VD fueron suministrados
por CECT.

3.4.3 Calculo de la inhibicién del crecimiento miceliar (MGI).

El aceite esencial fue disuelto, mezclado y homogeneizado por agitacién en matraces con
medio de cultivo PDA/Tween 20 (0.1%), previamente esterilizado. Cuando aun esta liquido, se
adiciond a la concentracion de 400 pg/mL ,300 pg/mL 200 pg/mL o 100 pg/mL y se repartié en
placas Petri de 90x15 mm y 150x15 mm. El hongo se sembré a modo de explantes discoidales de
8 mm de didmetro tomados con un sacabocados de una colonia de siete dias de desarrollo, y se
colocaron en el centro de las placas Petri conteniendo el aceite esencial. El experimento se incubd
a 25°C durante 7 dias. El crecimiento miceliar se evalué midiendo a los 7 dias los diametros
perpendiculares de la colonia. Las placas Petri control contenian Unicamente PDA/Tween 20
(0.1%) y el hongo analizado. Se realizaron 5 repeticiones por tratamiento y especie flngica.

La inhibicion del crecimiento miceliar (MGl) se calculd el dia 7 utilizando la siguiente férmula
(Albuquerque y col., 2006):

MGI= [(Didametro de la colonia control - Didametro de la colonia aceite) /Didmetro de la colonia
control] x100

Una vez transcurridos los 7 dias, se midié el didmetro de cada colonia control no tratada con

aceite y el didmetro de la colonia con aceite esencial y se obtuvo la inhibicién del crecimiento
miceliar (MGl).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Caracterizacién quimica de los aceites esenciales.

A continuacién en la tabla 1, se muestran la composicién quimica para cada uno de los aceites
esenciales estudiados: Satureja montana y Mentha longifolia.

En el aceite esencial de S. montana se identifican 36 compuestos entre ellos destacamos:
carvracol 24%, y-terpinene 15,9%, p-cymene 14,2 %, beta-caryophylene 9,1% y carvacrol methyl
ether 7,3%.

Existen muchas referencias bibliograficas en cuanto a la composicién del aceite esencial
Satureja L. Generalmente en su aceite esencial tiene un 75,13% de monoterpenos de los cuales
son componentes fundamentales (mas del 10%), carvacrol (37,69%), p-cimeno (12,47%),
componentes menores (entre 9,9% y 1%), borneol (8,8%), timol (5,55%) terpinen-4-ol (3,05%),
limoneno cineol (1,28%), carvona (1,05%), y-terpineno (1,01%) y el resto microcomponentes (de
0,99% a 0,1%). Los sesquiterpenos suman un 24,87% de los cuales damos como probables:
cariofileno (1,85%), bisaboleno (8,67%), a-cadineno (4,08%), y-cadineno (0,55%) y humuleno
(0,50%) (Velasco, 1983).

En cuanto a la composicién quimica de dicho aceite esencial, cabe destacar que son
numerosos los factores ecoldgicos que influyen en la composicién cualitativa y sobre todo
cuantitativa de los aceites esenciales. El origen geografico de las plantas, y como consecuencia el
componente bioclimatico y edafico de las mismas, influyen notablemente en la composicién de
los aceites esenciales. (Rellan, 2013).

Respecto a la Mentha longifolia quimiotipo A se observan en el perfil cromatografico como
componentes mayoritarios el éxido de piperitenona (52,72%), seguido de éxido de piperitona
(23,5%) y en menor cantidad de germacrene-D (3,8%).

La Mentha longifolia, cuyos componentes mayoritarios son los éxidos de piperitenona y de
piperitona, concuerda notablemente con los descritos por Viljoen y col., (2006) y Pal Singh y col,,
(2008).
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Tabla 1: Composicion quimica de los aceites de Satureja montana y Metha longifolia. Compuestos en orden

de elucién en columna HP-1.

S. Montana M. longifolia
COMPUESTO! IR (lineal) exp.? | IR (lineal) ref.? AREA %* AREA %
Tricyclene 921 921 tr® 5
a-tuyeno 925 924 1,1 -
a-pineno 930 932 1,7 1.0
Canfeno 945 946 0,5 tr
Sabineno 969 969 0,1 0.8
B-pineno 974 974 tr 13
Octen-2-ol 980 982 0,7 -
Mirceno 991 988 3,1 1.2
2-octanol 997 994 - 0.4
o-felandreno 1004 1002 0,2 tr
d-3-careno 1010 1008 tr -
a-terpineno 1016 1014 1,9 -
p-cimeno 1019 1020 14,2 -
Limoneno 1027 1024 1,8 1.4
1,8-cineol 1030 1026 0,7 1.8
(2)-B-ocimeno 1038 1032 0,2 2.2
(E)-B-ocimeno 1049 1044 0,2 0.2
y-terpineno 1055 1054 15,9 2.4
(2)-sabinen hidrato 1067 1065 0,6 -
Terpinoleno 1088 1086 0,3 -
2-metil butanoato de
isopentilo 1099 1102 - 0.3
Linalool 1102 1095 3,2 -
Acetato de 3-octilo 1120 1120 - tr
Alcanfor 1142 1141 0,1 -
Neomentol 1158 1161 - tr
Borneol 1166 1165 3,6 -
d-terpineol 1167 1162 - 0.2
terpinen-4-ol 1177 1174 2,7 tr
a-terpineol 1195 1186 0,2 0.9
Timol, metil éter 1235 1232 0,3 -
Pulegona 1236 1233 - tr
Carvona 1241 1239 - tr
Carvacrol metil éter 1246 1241 7,3 -
Oxido de piperitona 1248 1250 - 23.5
(2)-6xido de carvona 1267 1259 - 0.1
Isopiperitenone 1272 1272 - -
Formiato de nerilo 1275 1280 0,1 -
Timol 1299 1289 3 -
6-hidroxicarvotanacetona 1300 1300 - 0.1
Carvacrol 1321 1298 24 -
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Piperitenona 1333 1340 - tr
Acetato de timol 1357 1349 tr -
Oxido de piperitenona 1359 1366 - 52.72

a-copaeno 1376 1374 tr -
B-bourboneno 1384 1387 - tr
-elemeno 1387 1389 - tr
(E)-jasmona 1400 1390 - tr
(2)-jasmone 1407 1392 - 0.1
B-cariofileno 1420 1417 9,1 3.0
(2)-muurola-3,5-dieno 1447 1448 - 0.4

a-humulene 1452 1452 0,2 -

(E)-B-farneseno 1458 1454 - -
Germacrene-D 1474 1484 - 3.8
Biciclogermacreno 1487 1500 - 0.2
a-muuroleno 1498 1500 - 0.1

j- bisaboleno 1508 1505 1,5 -
y-cadineno 1512 1513 - 0.1

d-cadinene 1522 1522 tr -
Germacreno-D-4-ol 1568 1574 - 0.2
Oxido de cariofileno 1580 1582 0,4 tr
Muurolol epi-a 1647 1640 - 0.1

a— cadinol 1655 1652 tr -

Compuestos en orden de elucién en una columna ZB-5.
indice de retencién de Kovats experimental.

indice de retencién de Kovats de referencia (Adams, 2007).
Area normalizada a partir del cromatograma FID.

> tr:trazas (% < 0.05).

— No detectado.

4.2 Determinacion de la actividad antifungica de los aceites esenciales
sobre el crecimiento miceliar.

Aceite esencial Satureja montana.

En la tabla 2 se estudia el efecto del aceite esencial S. montana donde se muestra el didmetro
medio del crecimiento (mm) de Alternaria alternata, Botrytis fuckeliana, Curvularia hawaiiensis,
Fusarium equiseti, Fusarium oxysporum lycopersici, Rhizoctonia solani y Verticillium dahliae en
los distintos tratamientos ensayados: PDA (control), PDA- 300 pg/mL, PDA-200 pug/mL y PDA-100
pug/mL. En esta tabla se observa que el crecimiento a la dosis de PDA-300 pg/mL fue nulo en la
mayoria de los casos, exceptuando Botrytis fuckeliana y Fusarium oxysporum. Respecto al medio
PDA-200 pg/mL, el crecimiento micelar aumentd también en Alternaria alternata. Y por Gltimo,
en medio PDA-100ug Rhizoctonia solani muestra un crecimiento mayor respecto al resto y siendo
Verticillum dahliae el de menor crecimiento.
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Tabla 2: Diametro medio (mm) del crecimiento de los distintos hongos ensayados en PDA-control y PDA-
Satureja montana a distintas dosis a los 7 dias de incubacién.

Satureja montana

HONGOS PDA-CONTROL 300pg/mL  200pg/mL  100pg/mL
AA 75,5 0 15,1 24,2
BF 108,3 7,8 19,1 41,3
CH 24 0 0 12,1
FE 87,6 0 0 25,7
FOL 86,1 2,1 9,6 43,4
RS 113,4 0 0 51,3
VD 22,6 0 0 >4

Aceite esencial Mentha longifolia.

En la tabla 3 se estudia el efecto del aceite esencial Mentha longifolia donde se muestra el
crecimiento medio miceliar (mm) de Alternaria alternata, Botrytis fuckeliana, Curvularia
hawaiiensis, Fusarium equiseti, Fusarium oxysporum lycopersici, Rhizoctonia solaniy Verticillium
dahliae en los distintos tratamientos ensayados: PDA (control), PDA- 400 pug/mL, PDA-300 pg/mL,
PDA-200 pg/mL y PDA-100 pg/mL. Se observa que el crecimiento entre el medio PDA-400 pg/mL
y PDA-300 pg/mL disminuyd significativamente, mostrandose, solamente, una ligera desviacion
en Curvularia hawaiiensis y Alternaria alternata. Botrytis fuckeliana, Fusarium equiseti, Fusarium

oxysporum lycopersici y Rhizoctonia solani

experimentan un crecimiento miceliar notable.

Respecto a los medios PDA-200 pg/mL y PDA-100 ug/mL Verticillium dahliae aumentd su

crecimiento micelar visiblemente pero en menor medida.

Tabla 3: Diametro medio (mm) del crecimiento de los distintos hongos ensayados en PDA-control y PDA-
Mentha longifolia a distintas dosis a los 7 dias de incubacidn.

Mentha longifolia
HONGOS PDA-CONTROL 400pug/mL  300pg/mL  200ug/mL  100ug/mL
AA 85,5 32,3 47,5 63 72,6
BF 108,3 33,2 37,5 45,5 50,5
CH 26 10,3 12,1 15 18
FE 89,5 18 34,8 48,7 54,8
FOL 74,3 4,9 17,1 45,4 64,6
RS 113,4 59,4 49,9 74 82,8
VD 28,6 0 0 8,3 10,8
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4.3 Célculo de la inhibicién del crecimiento miceliar (MGI).

Aceite esencial Satureja montana.

A continuacidn, se calcula y se representa la inhibicion del crecimiento miceliar (MGl) del
hongo creciendo en cada medio de cultivo con aceite esencial de la S. montana (Tabla 4 y Figura
26) donde se observan unos excelentes resultados, ya que a 300 pg/mL inhibié el crecimiento de
todos los hongos objeto de estudio, con valores de inhibicién del crecimiento miceliar (MGI) del
100% en todas las especies fungicas, a excepcion de Botrytis fuckeliana y Fusarium oxysporum
lycopersici que muestran un 92,8% y 97,6%, respectivamente. A la dosis de 200 pg/mL, inhibid
totalmente el crecimiento de cuatro de las siete especies fungicas estudiadas, y a la dosis de 100
pug/mL mantuvo la capacidad antifiingica, con resultados de inhibiciéon que oscilaron del 50% al
80% sobre los hongos ensayados, siendo valores nada despreciables teniendo en cuenta la baja
concentraciéon de aceite esencial utilizada. Cabe destacar el escaso crecimiento de VD y la gran

efectividad del aceite S. montana sobre este hongo incluso a dosis muy bajas.

Tabla 4: Calculo del MGI (porcentaje de inhibicion) para cada especie en el medio de cultivo PDA con

Satureja montana.

Conc.pg/mL AA BF CH FE FOL
300 100 92,80 100 100 97,56
200 80 82,36 100 100 88,82
100 67,95 61,87 49,58 70,66 49,62 54,70 79,23

Satureja montana
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50%
40%
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20%

MGI %
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B

RS

n

P
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Figura 26: Representacion grafica del MGl (%) de Satureja montana a las dosis de 300 pg/mL, 200 ug/mLy

100 pg/mL para las distintas especies ensayadas.
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Aceite esencial Mentha longifolia.

Seguidamente se calcula y representa la inhibicién del crecimiento miceliar para el medio de
cultivo con aceite esencial de Mentha longifolia (Tabla 5 y Figura 27) donde se observan unos
resultados bastante satisfactorios. Con este aceite se utilizaron cuatro concentraciones
diferentes, siendo la mayor de ellas 400 pg/mLy la menor 100 pg/mL. En primer lugar destacando
la inhibicién del crecimiento miceliar de Verticillium dahliae, con un valor de MGl del 100%, a la
dosis de 400 pg/mL y 300 pg/mL, y con una inhibicién del 70,98 % y 62,24 % a la dosis de 200
pug/mLy 100 pg/mL, respectivamente. Respecto al resto de hongos ensayados, a la dosis de 400
ug/mL, Fusarium oxysporum lycopersici alcanza una inhibicién del 93,41 % vy a la dosis de 300
pug/mL, se observa una inhibicién del 60 al 80% del crecimiento miceliar en los hongos BF, FE y

FOL.

Tabla 5: Calculo del MGl (porcentaje de inhibicién) para cada especie en el medio de cultivo PDA con

Mentha longifolia.

Conc.ug/mg AA BF CH FE FOL RS VD
400 62,22% 69,34% 60,38% 79,89% 93,41% 56,00% 100%
300 44,44%  65,37% 53,46% 61,12% 76,99% 47,62% 100%
200 26,32% 58% 42,31% 45,59%  38,93% 34,74%  70,98%
100 15,09% 53,37% 30,77% 38,69%  13,02% 26,98%  62,24%

Mentha longifolia
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Figura 27: Representacién grafica del MGl (%) de Mentha longifolia a las dosis de 400 ug/mL, 300 ug/mL,
200 pg/mLy 100 pg/mL para las distintas especies ensayadas.

@400 pg/mL @300 pg/mL

200 pg/mL @100 pg/mL
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En las siguientes figuras se observa el crecimiento miceliar de los hongos que han sido objeto
de estudio para los distintos aceites y dosis ensayadas en el presente trabajo. Se compara el
crecimiento del hongo en medio PDA, sin adicionar aceite esencial en el medio, con el crecimiento
del hongo crecido en PDA a las distintas concentraciones de aceite esencial tanto de S. montana
(Figura 28) como de Mentha longifolia (Figura 29). Los hongos Alternaria alternata, Botryotinia
fuckeliana, Fusarium equiseti, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani se caracterizan por un
crecimiento rapido, ya que a los 7 dias de inoculaciéon ocupan la totalidad, o gran parte, de la
placa. En cambio, los hongos Curvularia hawaiiensis y Verticilium dahliae presentan un
crecimiento mas lento, teniendo poco desarrollo a los 7 dias de inoculacién.

El medio PDA conteniendo el aceite esencial de Satureja montana (Figura 28) inhibid
completamente el crecimiento para la concentracion de 300 pg/mL de todos los hongos:
Alternaria alternata, Botryotinia fuckeliana, Curvularia hawaiiensis, Fusarium equiseti, Fusarium
oxysporu, Rhizoctonia solaniy Verticilium dahliae. A una concentracién menor, 200 pg/mL, sigue
inhibiendo totalmente el crecimiento en cuatro de ellos: Curvularia hawaiiensis, Fusarium
equiseti, Rhizoctonia solaniy Verticilium dahliae. En cambio se observa un ligero crecimiento en
Alternaria alternata, Botryotinia fuckeliana y Fusarium oxysporum. Por ultimo, en cuanto a la
concentracidén de 100 pg/mL, destacamos la inhibicién del crecimiento de Verticilium dahliae.
Respecto al cambio morfoldgico que experimentan todas las especies fungicas, se atenua la
intensidad de tonalidad y varia la apariencia en su textura.

En el caso del medio PDA con aceite esencial Mentha longifolia (Figura 29), resulté altamente
efectivo frente a Verticillum dahliae, ya que es el hongo cuyo valor MGl es el mas alto respecto al
resto (100%). Por el contrario, Alternaria alternata presentd el valor de MGI mas bajo. Botryotinia
fuckeliana, Curvularia hawaiensis, Fusarium equiseti, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani
experimentan un cambio de color, disminuyendo la intensidad de tonalidad; un cambio de
apariencia en su textura; y una variacion en la forma de desarrollo, siendo mas uniforme y circular
€n su escaso crecimiento.
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Figura 28: Crecimiento de AA, BF, CH, FE, FOL, RSY VD en PDA (control) y en PDA con el aceite esencial de
S. montana a las dosis de 300 pg/mL, 200 pg/mLy 100 pg/mL, a los 7 dias de incubacién.
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Figura 29: Crecimiento de AA, BF, CH, FE, FOL, RS Y VD en PDA (control) y en PDA con el aceite esencial de
M. lonfifolia a las dosis de 400 pg/mL, 300 pg/mL, 200 pg/mLy 100 pug/mL, a los 7 dias de incubacion.
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4.4 Determinacion del efecto fungicida y/o fungistatico.

Una vez realizada la determinacién de la actividad antifunfica de ambos aceites esenciales,
cuyos resultados mostraron inhibiciones del 100%, procedimos a comprobar el efecto fungicida
y/o fungistatico de los mismos.

De las placas que dieron el 100% de inhibicidon del crecimiento fldngico a los 7 dias de
incubacidén, se tomo el mismo disco fungico de inoculacidén (8 mm) y se sembrd en el centro de
placas Petri conteniendo Unicamente PDA. El experimento se incubd a 252C durante 7 dias y una
vez transcurrido el periodo de incubacidn se midid el didmetro de crecimiento de cada hongo.

En el caso del aceite esencial Satureja montana a la concentracion de 300 pg/mL el efecto
fue fungicida en Rizhoctonia solani y a 200 pg/mL todos los hongos ratificaron un efecto
fungistatico. Destacamos el cambio de efecto que experimenta RS, ya que a 300 pg/mL su efecto
es fungicida y a 200 pg/mL el efecto es fungistatico siendo su crecimiento medio menor al
crecimiento estandar (crecimiento en PDA 113,4 mm). Por otra parte, Fusarium equiseti es un
hongo mas sensible una vez tratado con aceite, su crecimiento es menor al crecimiento estandar.
Lo que nos hace pensar que probablemente al aumentar la concentracién el efecto seria fungicida.

Tabla 6: Crecimiento medio (mm) de los hongos AA, CH, FE, RSy VD, cuyo MGl fue 100% a 300 pg/mL con
aceite de S. montana, en medio de cultivo PDA a los 7 dias de incubacidn.

Satureja montana
Tratamiento/ Hongos AA CH FE RS VD

Diametro medio (mm) 76 30 78 0 21,5
300 pg/mL - PDA

PDA 75,5 24 87,6 113,4 22,6

Tabla 7: Crecimiento medio (mm) de los hongos CH, FE, RS y VD, cuyo MGl fue 100% a 200 pg/mL con
aceite de S. montana, en medio de cultivo PDA a los 7 dias de incubacidn.

Satureja montana

Hongos CH FE RS VD

Diametro medio (cm) 25 70,5 81 26,5
200 pg/mL > PDA

PDA 24 87,6 113,4 22,6
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Por otra parte, en el caso de la Mentha longifolia el efecto se estudid en el hogo Verticillium
dahliae cuyo MGI fue del 100%. Como podemos ver en la siguiente tabla el efecto, a la dosis de
300 pg/mL, fue fungistatico.

Tabla 8: Crecimiento medio (mm) del hongo VD, cuyo MGI fue 100% a 300 ug/mL con aceite de M.
longifolia, en medio de cultivo PDA a los 7 dias de incubacion.

Mentha longifolia
Hongo VD
Diametro medio (cm) 23,3

300 pg/mL > PDA

PDA 22,6

4.5 Discusion.

En la revision realizada acerca de la actividad antifungica de los aceites esenciales parece
indicar que la actividad no se puede atribuir a un Unico componente mayoritario, sino que, al
tratarse de mezclas muy complejas, su actividad antimicrobiana es el resultado de una sinergia
entre todos sus componentes. Algunos autores indican que los aceites esenciales son
significativamente mas efectivos que sus componentes mayoritarios, mientras que otros
muestran resultados contrarios (Santamarina y col., 2015).

Los resultados obtenidos en la composicién del aceite esencial de S. montana coinciden con
estudios previos realizados sobre la composicién de dicha especie en diferentes paises de la
cuenca mediterranea. Asi, distintos autores obtuvieron el compuesto carvacrol como el
mayoritario del aceite esencial de S. montana (Angelini y col., 2003; Skocibusi¢ y Bezi¢, 2004;
Fraternale y col., 2007; Grosso y col., 2010; Serrano y col., 2011), recolectadas todas ellas en la
época de floracién. Otros autores también obtuvieron una composicidn semejante en muestras
comerciales (Giordaniy col., 2004; Silva y col., 2009). Otros autores obtuvieron el compuesto timol
(isémero del carvacrol) como componente mayoritario en el aceite esencial (Masteli¢ y Jerkovié,
2003; Coutinho de Oliveira y col., 2012).

También existen muchas referencias bibliograficas que corroboran la actividad antiflingica
del aceite esencial de S. montana sobre diferentes hongos. En Francia Giordani y col., (2004),
estudiaron la actividad antifungica de S. montana sobre Candida albicans y su composicion
quimica, cuyo componente mayoritario en el aceite esencial fue el carvacrol (31.43%). Estos
autores obtuvieron resultados igual de satisfactorios que los nuestros pero a concentraciones
mucho mas elevadas.

En Croacia (Skocibusi¢ y Bezi¢, 2004; Bezi¢ y col., 2005), se llevaron a cabo ensayos de
actividad antifungica del aceite esencial de S. montana sobre dos levaduras (C. albicans y
Saccharomyces cerevisiae) y el hongo Aspergillus fumigatus, resultando el componente
mayoritario del aceite esencial de S. montana el carvacrol (45.7%). En el primer trabajo (Skocibusié¢
y Bezi¢, 2004), se determind la concentracién minima inhibitoria que oscilé entre 5000 pg/mL y
600 pg/mL de aceite esencial. En el segundo trabajo (Bezi¢ y col., 2005), se determiné la inhibicidn
del crecimiento miceliar de A. fumigatus, C. albicans y S. cerevisiae estudiando distintas
concentraciones del aceite. Ambos estudios comparten con nuestra investigacion el gran poder
de inhibicidn frente a diferentes hongos y levaduras, aunque a diferencia de nuestro trabajo, las
concentraciones utilizadas por estos autores son mayores.
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En Italia Tampieri y col., (2005) ensayaron la actividad antifungica del aceite esencial de S.
montana (con carvacrol como compuesto mayoritario, 27.06%) sobre el crecimiento de C
albicans, inhibiendo completamente el crecimiento fungico a una concentracién de 0.5 pL/mL.
También en Italia (Fraternale y col., 2007) se realizd un ensayo con el aceite esencial de S.
montana (nuevamente carvacrol como componente mayoritario, 18.0%) con el objetivo de
evaluar su actividad antifingica contra nueve hongos fitopatdgenos: Fusarium poae, Fusarium
equiseti, Fusarium graminearum, Fusarium sporotrichoides, Fusarium culmorum, Alternaria
solani, Rhizoctonia solani, Phytophthora cryptogea y Botrytis cinerea. Se determind en este caso
la concentracion minima inhibitoria de aceite esencial sobre estos nueve patégenos. También en
estos estudios se demuestra una vez mas el gran poder de inhibicién del aceite esencia S. montana
frente a diferentes hongos, siendo una concentracidn superior a la utilizada en este trabajo.

Por otra parte, en ltalia Lopez y col., (2010) aplicaron el aceite esencial S. montana como
agente antifingico (p-cimeno 40.59% y carvacrol 36.19%) para el control de dos hongos de pos-
cosecha: Penicillium expansum y Botrytis cinerea. En este caso el ensayo consistié en inocular
sobre heridas realizadas en frutos de cuatro variedades de manzana, Golden Delicious, Granny
Smith, Red Chief y Royal Gala, el agente patégeno y afadir distintas concentraciones del aceite
esencial (1 y 10 %) sobre ellas, midiendo a los 15 y 30 dias el didametro de la podredumbre que
habia causado el hongo. La inhibicién y reduccién de la podredumbre de los frutos tratados con
aceite esencial fue en todos los casos estadisticamente significativa.

En el presente estudio el aceite esencial de S. montana, ha mostrado una potente actividad
antifungica frente a: Alternaria alternata, Botryotinia fuckeliana, Curvularia hawaiiensis,
Fusarium equiseti, Fusarium oxysporum lycopersici, Rhizoctonia solani y Verticillium dahliae, con
valores de inhibicion del crecimiento miceliar (MGI) del 100% en todas las especies flungicas, a
excepcion de dos de los hongos ensayados que fue de mas del 90%.

Teniendo en cuenta la composiciéon quimica de dicho aceite esencial, parece claro que existe
una relacién entre su elevada actividad fungicida y la presencia de compuestos fendlicos en el
aceite esencial como el carvacrol y sus precursores p-cimeno y —terpineno, tal y como se ha
confirmado en numerosos estudios previos de esta misma especie u otras con idéntica
composicion.

Respecto al aceite esencia Mentha longifolia, los resultados obtenidos concuerdan con
diferentes investigaciones acerca de la composicion de dicho aceite en diferentes paises. En Italia
segun Maffeiy col. (1988), los componentes mayoritarios fueron: éxido de piperitenona (77.4%),
germacreno D (3.7%), 1,8-cineol (1.6%). En India fueron Oxido de piperitenona (54.2%), 6xido de
trans-y cis- piperitona (24.1% y 7%), B- cariofileno (3%), dl-limoneno (1.4%), eucaliptol (1.2%) los
componentes identificados (Pal Singh y col., 2008). Por ultimo, un estudio realizado en Pakistan
por Hussain y col. (2010), se obtuvo como componentes principales: éxido de piperitenona (40.1-
64.6%), piperitenona (2-16.4%), borneol (4.4-13.3%), germacreno D (5.1-6%), B-cariofileno (2.5-
4.2%), pulegona (2.1-3.9%).

En la investigacion realizada por Hajlaoui y col.,, (2010), reportan la composicién y
propiedades antibacterianas de aceite esencial de Mentha longifolia. Ssp longifolia, contra
bacterias Gram positivas y Gram negativas y sefialan que el analisis quimico del aceite esencial
mostré la presencia de 34 compuestos.

Gracias a la sinergia de todos los componentes del aceite esencial de la menta, los resultados
también fueron bastante satisfactorios a la dosis de 300 pug/mL, mostrando valores de inhibicion
del crecimiento miceliar (MGI) entre el 45 y el 60%, siendo del 77% sobre Fusarium oxysporum
lycopersici, alcanzando el 100% de inhibicidn del crecimiento miceliar sobre Verticillium dahliae.
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Aceite esencia Satureja montana

Los compuestos mayoritarios encontrados en el aceite esencial de S. montana pertenecen
al grupo de los monoterpenos, que representan el 75% del total.

En el aceite esencial de S. montana el compuesto mayoritario es el carvacrol que aparece
en una proporcioén del 24 %.

A 300 pg/mL inhibio el crecimiento de todos los hongos objeto de estudio, con valores de
inhibicién del crecimiento miceliar (MGI) del 100% en todas las especies fungicas, a
excepcion de Botrytis fuckeliana y Fusarium oxysporum lycopersici que muestran un
92,8% y 97,6%, respectivamente. A la dosis de 200 pg/mL inhibié totalmente el
crecimiento de cuatro de las siete especies fungicas estudiadas.

El valor mas bajo del MGl lo encontramos a concentracion de 100 pg/mL para los hongos
Curvularia hawaiiensis y Fusarium oxysporum con una inhibicién entre el 40-50%, valores
nada despreciables.

En el caso de los hongos Curvularia hawaiiensis, Fusarium equiseti, Rhizoctonia solani y
Verticillium dahliae las dosis de 200 y 300 pg/mL de aceite esencial S. montana son
igualmente efectivas, siendo la inhibicién de su crecimiento del 100%.

El aceite esencial de S. montana presentd una excelente inhibicién del crecimiento
miceliar en los hongos ensayados, por lo que este aceite y/o sus componentes podrian
ser una alternativa para el control de estos hongos, y para alargar la vida util de los
productos agricolas en post-cosecha y almacenados.

Aceite Mentha longifolia

En el aceite esencial de M. longifolia el compuesto mayoritario es el dxido de piperitenona
con una proporcién del 52,72%.

En cuanto a la actividad antifingica del aceite esencial de M. longifolia alcanzanzé el 100%
de inhibicion del crecimiento miceliar sobre Verticillium dahliae a una concentracion de
300 pg/mL.

Para el aceite esencial de M. longifolia el valor mas bajo del MGI lo encontramos a
concentracién de 300 pug/mL para los hongos Alternaria alternata y Curvularia hawaiiensis
con una inhibicién entre 40-60%, valores nada despreciables.

La mayor actividad antifungica de M. longifolia, se debe a su elevado contenido en

cetonas monoterpénicas, concretamente, la carvonay sus derivados, pulegona, mentona
e isomentona.
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