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RESUMEN

La contaminacién fungica es un problema grave en la gran mayoria de cultivos. Esta provoca
pérdidas de productividad y calidad del producto, dando lugar a importantes pérdidas
econdmicas.

Se sabe que los aceites esenciales de diferentes plantas aromdticas poseen propiedades
antifungicas y antimicrobianas e incluso medicinales. Por este motivo son muy interesantes
como alternativa a productos de sintesis quimica.

En este estudio se analiza la composicién quimica del aceite esencial comercial de Thymus
serpyllum y su actividad antifungica frente a diferentes hongos fitopatdgenos, causantes de
enfermedades en las plantas y del deterioro de los productos agricolas en cultivo y de los
alimentos, como son Alternaria alternata, Bipolaris spicifera, Curvularia hawaiiensis, Fusarium
oxysporum sp lycopersici y Penicillium italicum.

El andlisis de la composicién quimica se ha realizado acoplada a un detector por
espectrometria de masas (GC-MS), para la identificacidon de los componentes y por deteccién
mediante ionizacién de llama (FID) para su cuantificacidon aproximada. La actividad antifungica
in vitro de los aceites esenciales se evalud siguiendo la metodologia de Singh y col. (2008)
modificada.

Por consiguiente, con el aceite esencial del Thymus serpyllum se han llevado a cabo varias
pruebas en el laboratorio para determinar el grado de inhibicion miceliar (MGI) del aceite
esencial en los diferentes hongos nombrados anteriormente.

Los primeros resultados del estudio realizado muestran la presencia de compuestos de
conocida actividad antifungica, concretamente compuestos fendlicos como timol y carvacrol,
dos compuestos con propiedades fungicidas ampliamente conocidas.

En este estudio se pone de manifiesto el gran potencial del aceite esencial de Thymus
serpyllum como una clara alternativa para el tratamiento de los hongos fitopatdgenos en
cultivos y de esta manera poder alargar la vida util de los productos agricolas.

Palabras clave: Thymus serpyllum, aceite esencial, composicién quimica, carvacrol, actividad antifunfica.
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ABSTRACT

Fungal contamination is a serious problem in the vast majority of crops. It causes productivity
and product quality losses, resulting in significant economic losses.

It is known that essential oils from different aromatic plants possess antifungal, antimicrobial,
and even medicinal properties. For this reason, they are highly interesting as an alternative to
chemically synthesized products.

This study analyzes the chemical composition of the commercial essential oil of Thymus
serpyllum and its antifungal activity against different phytopathogenic fungi, which cause
diseases in plants and deterioration of agricultural and food products. The fungi studied include
Alternaria alternata, Bipolaris spicifera, Curvularia hawaiiensis, Fusarium oxysporum sp
lycopersiciy Penicillium italicum.

The analysis of the chemical composition was performed using gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) for component identification and flame ionization detection (FID) for
approximate quantification. The in vitro antifungal activity of the essential oils was evaluated
following the modified methodology of Singh et al. (2008).

Consequently, several laboratory tests were conducted with the essential oil of Thymus
serpyllum to determine the miceliar grade of inhibition (MIG) against the aforementioned
fungi.

The initial results of the study show the presence of compounds with known antifungal activity,
specifically phenolic compounds such as thymol and carvacrol, two widely recognized
fungicidal compounds.

This study highlights the great potential of Thymus serpyllum essential oil as a clear alternative
for the treatment of phytopathogenic fungi in crops, thus extending the shelf life of agricultural
products.

Palabras clave: Thymus serpyllum, essential oil, contamination, chemical composition, carvacrol,
antifungal activity.
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PROLOGO

Las enfermedades de las plantas, causadas por los hongos fitopatdgenos, son los factores mas
importantes que limitan la produccién de los cultivos a nivel mundial, especialmente en los paises
en desarrollo (Agrios, 1996). A nivel mundial, los hongos fitopatdgenos son la principal causa de
pérdidas en la agricultura, las cuales ascienden a miles de millones de délares al afio. Se sabe que
mas de 8000 especies de hongos pueden causar enfermedades en las plantas. Todas las plantas
superiores pueden ser infectadas y dafiadas por mds de una especie de hongo fitopatégeno
atacando asi mismo a mas de una especie de planta (Guzman, 2001).

Ademas, de las pérdidas en el rendimiento de los cultivos y el deterioro de los alimentos,
muchos de estos hongos representan un serio riesgo para los consumidores debido a los
metabolitos secundarios que producen (Fletcher y col., 2006). Algunos de estos pueden ser las
micotoxinas, que aun en concentraciones muy bajas se distribuyen facilmente y pueden llegar a ser
perjudiciales, lo que pone en entredicho su inocuidad. Dado que, una gran parte de las cosechas de
alimentos a nivel mundial estdn contaminadas con algun tipo de micotoxinas, este problema
representa un fuerte riesgo para la salud de la poblacién (FAO, 2001).

El uso indiscriminado y excesivo de distintos agentes fungicidas, representa un riesgo para la
salud humana y animal debido a la contaminacién de los alimentos y a la acumulacién de residuos
toxicos en el medio ambiente. Como consecuencia de la globalizacidon de los mercados y el cambio
climatico, este problema esta creciendo a un ritmo acelerado (Pergomet y col., 2018), por lo que
existe un consenso generalizado en ambitos académicos y productivos que intenta buscar otras
soluciones ambientalmente amigables. Los productos naturales de las plantas ofrecen un conjunto
de agentes antifungicos estructuralmente diferentes que podrian representar una alternativa a los
fungicidas sintéticos para el control de hongos fitopatdgenos (Singh y col., 2003).

Por todos estos motivos entran en juego los aceites esenciales, los cuales han despertado un
gran interés debido a su efectiva actividad antimicrobiana y antifungica demostrando que podrian
utilizarse de forma segura como alternativas deseadas a los fungicidas quimicos (Sokoli¢-Mihalak y
col., 2012).

En este trabajo se va a valuar la capacidad antifiingica del aceite esencial de Thymus serpyllum
frente a hongos fitopatdgenos que causan alteraciones en postcosecha relaciondndolo asi con su
composicion quimica.



1. INTRODUCCION

1.1. Descripcion y ecologia de la especie Thymus serpyllum.

Thymus serpyllum L. se clasifica en el Reino Plantae, Division Magnoliophyta, Clase
Magnoliopsida, Orden Lamiales, Familia Lamiaceae, Género Thymus, y especie Thymus serpyllum L.

Thymus serpyllum L. es un arbusto perenne, nativo de regiones del norte y centro de Europa.
Se conoce como tomillo de Breckland, tomillo silvestre o tomillo rastrero; sin embargo, su nombre
especifico "serpyllum" proviene de la palabra griega que significa "arrastrarse", debido al habito
rastrero del tomillo silvestre. Tiene un tallo largo, lefioso en la base, pero con una roseta de hojas
estériles en la parte superior (Dikli¢, 1974).

Las hojas son ovaladas (redondeadas en la parte superior, estrechadas en la base), de 4-6 mm
de largo, 2-4 mm de ancho, y sin vellosidades en la cara superior e inferior, mientras que en la base
a lo largo del borde tienen tricomas largos, una vena central prominente y venas laterales menos
prominentes. Las inflorescencias tienen entre 4 y 7 cm de altura y se forman en una serie a lo largo
de un tallo bajo, con una capa uniforme de tricomas en todos los lados. Las flores se encuentran en
la parte superior de los tallos y forman un verticilastro esférico (o raramente alargado) (Dikli¢,
1974). Florece desde mayo hasta septiembre. El tomillo silvestre crece mejor en terrenos secos y
pedregosos, brezales arenosos abiertos y praderas.

Las propiedades medicinales del tomillo silvestre se han utilizado ampliamente tanto en la
medicina oficial como en la tradicional durante muchos afios y siglos, respectivamente. Las hierbas
frescas y secas, especialmente la parte superior de la porcidn aérea del tomillo silvestre recolectada
cuando la planta estd en flor, poseen ciertas propiedades curativas debido a la presencia de
cantidades significativas de aceites esenciales. En afios recientes, ha habido un aumento en el
interés por investigaciones etnobotanicas, fitoquimicas y farmacoldgicas sobre las propiedades
medicinales de la especie T. serpyllum, que sirve como una fuente de alta calidad para muchas
formulaciones diferentes en las industrias farmacéutica y quimica.

La hierba se utiliza en la preparacion de remedios herbales naturales, como jarabes, tinturas,
infusiones, decocciones, té y aceite. El aumento en la presencia de cepas de microorganismos
patégenos resistentes a multiples farmacos ha llevado a extensos estudios fitoquimicos vy
farmacoldgicos de T. serpyllum como una fuente importante de sustancias medicinales con
propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antitumorales y citotdxicas, y su aplicacién medicinal
efectiva, asi como su uso en las industrias farmacéutica, alimentaria y cosmética. Ademas, la
creciente presidn de los consumidores por la demanda de productos naturales como suplementos y
su aplicacidn clinica en lugar de productos quimicos sintéticos, que generalmente se perciben como
mas toxicos por el publico, también ha estimulado la investigacion sobre muchas plantas
medicinales y aromaticas. En este sentido el T. serpyllum ocupa un lugar muy importante, como
producto natural, sobretodo en actividades agricolas (Jari¢ y col., 2015).



Figura 1: Thymus serpyllum. Flora de Galicia. Espafia. Lugo, Os Ancares (Cervantes) 20-08-2014.
Autor de la foto: Suso S.M.

1.2. Aceites esenciales.

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

Dado que los aceites esenciales se encuentran en muy pequefa concentracién en la planta,
generalmente son dificiles de obtener, por lo que es necesaria una gran cantidad de material
vegetal (que hay que cosechar o recolectar) y si a esto afiadimos su caracter volatil y susceptible de
facil alteracion, es comprensible el porqué de su elevado precio (Sanchez, 2006).

Los aceites esenciales no son compuestos puros sino mezclas de multitud de sustancias (es
facil que un aceite esencial sea una mezcla de mas de 100 sustancias quimicas distintas) que se
encuentran en distintas proporciones y que en conjunto proporcionan al aceite esencial sus
caracteristicas propias. Conviene indicar que los productos que detectamos con nuestro sentido del
olfato forman parte de la esencia de la planta que se trate, precisamente por su caracter volatil o
semivolatil (Sanchez, 2006).

Desde el punto de vista quimico y a pesar de su composicidn compleja, los aceites esenciales
se pueden clasificar de acuerdo con el tipo se sustancias que son los componentes mayoritarios. De
este modo estan los aceites esenciales ricos en monoterpenicos, en los que predominan los
compuestos ricos en monoterpenos y sus derivados oxigenados: alcoholes, fenoles, ésteres,
aldehidos, cetonas o éteres, denominados también “monoterpenoides” (p.ej. hierbabuena,
albahaca, salvia, etc.). También podemos distinguir los aceites ricos en sesquiterpenos y sus
derivados “sesquiterpenoides”, que son compuestos tales como cariofileno, germacreno D, etc.,
gue mantienen la estructura de los hidrocarburos sesquiterpénicos pudiendo presentar distintas
funciones organicas (p.ej. copaiba, pino, junipero, etc.). Por ultimo, cabe citar también los ricos en
fenilpropanoides, compuestos tales como el cinamaldehido, derivados de la estructura basica del
fenilpropano (p.ej. clavo, canela, anis, etc.) (Martinez, 1996). Sin embargo, la composicion de los
aceites en algunos tipos de plantas puede variar segin la época y la situacion geogréfica, incluso
segun las partes de una misma planta. En general, los aceites de plantas cosechadas durante o
inmediatamente después de la floracion, poseen una mayor actividad antimicrobiana (Santamarina
y col., 2015).



1.2.1.Propiedades antibacterianas y antifungicas de los aceites esenciales.

Los aceites esenciales de plantas aromdticas poseen un fuerte potencial antimicrobiano y
antioxidante, por lo que su uso como conservantes naturales satisface la demanda de los
consumidores de alimentos seguros, sanos y nutritivos; debido a su gran potencial, pueden actuar
contra los microorganismos patégenos que causan enfermedades en los consumidores y asi mismo
la vida util de los alimentos se alargara y la calidad se mantendrd. Los aceites esenciales tienen una
amplia variedad de compuestos quimicos que actuan estableciendo relaciones de sinergismo para
realizar las actividades antimicrobianas, antioxidantes, antifungicas, antivirales, insecticidas, entre
otras que los caracterizan.

Desde la antigliedad, los aceites esenciales se han utilizado por su potencial plaguicida contra
una amplia variedad de plagas agricolas como parte de las practicas tradicionales. Sin embargo, su
aplicacion como agente antimicrobiano y antifingico es una tendencia creciente y reciente que
refleja el interés hacia el "consumismo verde" (Prakash y col.,, 2016). Tal como ya se indicé
anteriormente, los aceites esenciales suelen caracterizarse por su elevada complejidad quimica
pudiendo contener mdas de 200 constituyentes, muchos de ellos con una contrastada actividad
biolégica (Adelakun y col.,, 2016; Miladi y col., 2016). Numerosos estudios revelan que los
componentes fendlicos son mayormente responsables de los efectos conservadores de los aceites
esenciales en términos de propiedades antibacterianas y antifungicas (Starliper y col., 2015;
Adelakun y col., 2016). Sin embargo, la gran eficacia de estos aceites esenciales no se atribuye a un
compuesto especifico sino que viene dada por la diversidad de componentes (Miladi y col., 2016).
Por lo que se ha sugerido que dicha actividad se trata mds bien de un efecto sinérgico de todos los
constituyentes contenidos (Radaelli y col., 2016).

Debido a estas propiedades, los aceites esenciales han revolucionado la agricultura agricola, y
los pesticidas cada vez son menos efectivos por el riesgo de resistencia de los hongos o bacterias a
estos farmacos. Es por eso, que es importante buscar nuevos agentes antimicrobianos,
principalmente entre los extractos de plantas, donde encontramos el aceite esencial, con el objetivo
de descubrir nuevas estructuras quimicas que superen esta desventaja (Carrillo y col., 2015).

Como vemos, muchos estudios destacan el alto poder antifiingico y antimicrobiano de algunos
aceites esenciales. Por este motivo junto con los beneficios y respetuosos que son con el medio
ambiente, es cada vez mas deseable su aplicacién, por diferentes empresas, como medida
preventiva o curativa frente a hongos y bacterias causantes del deterioro de los alimentos.

1.2.2.Aceite esencial de Thymus serpyllum.

El tomillo silvestre (Thymus serpyllum) es una planta aromatica que pertenece a la familia
Lamiaceae. Esta hierba se utiliza ampliamente debido a sus actividades biolégicas, como su
actividad antiséptica, antitusiva, analgésica, antihelmintica, diaforética, expectorante,
espasmolitica, carminativa y diurética (Boros y col, 2010). Tradicionalmente, se ha utilizado con
mayor frecuencia en problemas relacionados con el tracto digestivo, respiratorio y urogenital (Jaric
y col, 2015).

Se han realizado numerosos estudios sobre la composicidon quimica y los rendimientos de los
aceites esenciales de plantas pertenecientes al género Thymus, incluyendo aquellas de T. serpyllum.
Se considera que la composicién quimica y el rendimiento del aceite esencial de T. serpyllum se ven
afectados por la region geografica, la etapa de desarrollo de la planta, la temporada de cosecha, el
habitat y las condiciones climaticas (Galovicova y col., 2021).



1.3. Los hongos.

1.3.1.Caracteristicas generales.

Los hongos son organismos eucariotos y cada uno tiene al menos un ndcleo y una membrana
nuclear, un reticulo endopldsmico, mitocondrias y un aparato secretor. Muchos son aerobios
obligados o facultativos. Son quimiétrofos secretores de enzimas que degradan una amplia variedad
de sustratos orgdnicos en nutrientes solubles que luego son absorbidos pasivamente o integrados a
la célula por transporte activo (Agrios, 2005). Ademas, son uni o pluricelulares, de paredes rigidas
(por la presencia de quitina), son heterdtrofos (no poseen clorofila), se reproducen sexual y
asexualmente, o solo asexualmente.

De igual manera “se han descrito alrededor de 70.000 especies de hongos, pero se considera
que puede haber 1.5 billones de ellas. De toda esta gran biodiversidad, aproximadamente el 10%
constituye el grupo de hogos estudiados dentro de la Micologia Médica” (Uribarren y col., 2016, p.
1) y se considera que “mas de 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 pardasitos ataca a
uno o mas tipos de plantas” (Agrios, 2005,). Los hongos varian en su habilidad para ocasionar
enfermedad, asi como en su hdbitad parasitico y son los principales agentes fitopatégenos debido a
gue son los microorganismos mdas numerosos, de ahi que la economia mundial sufra anualmente
pérdidas considerables por causas asociadas con ellos (Castafio, 2005).

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 pueden ser bidtrofos, es decir, pueden crecer y multiplicarse manteniéndose durante todo
su ciclo vital en la planta huésped, viviendo y obteniendo nutrientes sin causar la muerte. Otros non
necrotofros, los cuales si que pueden causar la muerte de la planta (Vichicela & Elisabeth, 2014).

Madigan y col. (2003) afirman que los hongos producen enfermedades mediante tres
mecanismos principales. Inducciéon de respuestas inmunitarias. Pueden producir reacciones de
hipersensibilidad por la exposicién a los hongos, lo que puede causar alergia. Produccién y accién
de micotoxinas. Son exotoxinas, entre las cuales estan las aflatoxinas que son muy tdxicas e inducen
tumores en algunos animales, especialmente aves (al alimentarse de granos contaminados). E
infeccion denominada micosis; estos pueden variar entre enfermedades superficiales inocuas y
graves, que ponen la vida en peligro.

Por otro lado, muchas especies de hongos son beneficiosas para el género humano. Estan en la
naturaleza y son esenciales para degradar y reciclar materia organica. Algunos realmente mejoran la
calidad de vida de los seres humanos al contribuir a la produccion de alimentos y bebidas, como
guesos, pan y cerveza. Otros hongos han aportado metabolitos bioactivos secundarios y utiles en la
medicina como antibidticos e inmunosupresores. Los genetistas y bidlogos moleculares han
aprovechado los hongos como modelos para investigar diversos fendmenos eucariotos y los hongos
ejercen su maximo impacto econémico como fitopatégenos (Mader & Windelspecht, 2013).

1.3.2.Género Alternaria.

Alternaria alternata

TAXONOMIA

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




DESCRIPCION

Es un hongo filamentoso con conidiéforos, tabicados, en cuyo extremo se forman conidios
muriformes de color pardo con septos transversales y verticales de disposicién irregular,
caracteristicos del género. Por gemacion de la célula apical se genera un nuevo conidio formandose
largas cadenas de diez o0 mas de ellos. Presenta colonias de crecimiento rapido (tres o cuatro dias)
afieltradas, de color gris al principio con una zona central que se toma mds oscura mientras los
bordes permanecen grisaceos. El reverso de la colonia es de color negro. Es tolerante al fungicida
benomilo (Bial-Aristegui, 2002).

FISIOLOGIA

El potencial hidrico éptimo para el crecimiento de este hongo es de actividades de agua (aw)

superiores a 0.90, pudiendo crecer con aw minimas entre 0.85-0.88 (dw). También puede crecer en
un amplio rango de temperaturas de 22C a 332C, y amplio rango de pH entre 2-8 (Samson vy col.,
2004).

PATOLOGIAS Y MICOTOXINAS PRODUCIDAS

Respecto a las especies fitopatdgenas, A. alternata contiene siete patotipos, que producen
toxinas que causan sintomas en diferentes plantas (fitotoxinas). Estos patotipos presentan similitud
morfoldgica, pero diferencias patoldgicas (Thomma, 2003). Entre ellas, la toxina AF (Aflatoxina)
causa sintomas en frutilla, la toxina AK (Acido Kéjico) afecta pera, la toxina ACT (ACT-Toxin 1) afecta
especificamente mandarinas, tangores (hibridos de mandarina y naranja) y tangelos (hibridos de
mandarina y pomelo), AM (AM-toxin) afecta manzana (Walton, 1996) y la toxina ACR o ACRL (ACR-
toxin) afecta limones (Isshiki y col., 1997; Akimitsu y col., 2003). Se conoce que la toxina ACT vy la
toxina ACR actuan a diferente nivel celular (Walton, 1996).

ECOLOGIA

Este hongo, cuando ocurren periodos prolongados de follaje mojado debido a rocios, lluvia o
alta humedad relativa, los conidios del hongo germinan en respuesta a nutrientes solubles
presentes en la superficie de los frutos invadiendo hasta un 50% de ellos. También se caracteriza
porque su enfermedad es endémica y su severidad varia de acuerdo con las condiciones
prevalecientes durante la madurez de los frutos y el retraso de la cosecha. (Sdnchez-Dominguez y
col. 2007). Esta es una especie cosmopolita que se encuentra como saprofito o fitopatégeno en un
amplio rango de hospedantes y en subproductos (Flores y col. 2013).

La enfermedad causada por Alternaria alternata se nombra mancha negra del fruto y se
caracteriza por depresiones, de ovales a circulares, y lesiones que eventualmente llegan a tornarse
de color negro (como resultado de la esporulacion masiva del patégeno). La pulpa se oscurece y
ablanda a medida que las manchas penetran (Lépez-Mora y col. 2013).

Figura 2: Conidios de Alternaria Figura 3: Alternaria alternata en Figura 4: Alternaria alternata
alternata. medio PDA en naranjo



1.3.3.Género Bipolaris.

Bipolaris spicifera

TAXONOMIA

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

DESCRIPCION

Bipolaris spicifera se caracteriza por sus colonias oscuras, de crecimiento rapido, generalmente
con abundante micelio aéreo, conidiéforos geniculados y conidios subcilindricos, cafés, con tres
septos y extremos redondeados, mas palidos que las células intermedias, 20—-40 x 9-14 um. Este
hongo se encuentra en el ambiente en material vegetal, especialmente pastos, restos vegetales y
suelo, y es un patdgeno oportunista relativamente frecuente, asociado a sinusitis alérgica o
invasoras, abscesos cerebrales, queratitis e infecciones cutaneas y pulmonares (Hoog y col, 2000).

FISIOLOGIA

La especie Bipolaris spicifer presenta conidios gruesos y templados (de 9-14 um) y siempre
tienen 3 distoseptos. Los conididforos alcanzan mds de 300 um de largo. Es una especie
fitopatdégena y se encuentra principalmente en dreas tropicales y subtrdpicales pudiéndose aislar
del suelo, aire, materia orgdnica, plamtas y animales, incluidos humanos (Travis y col., 1991). La
temperatura éptima para el crecimiento in vitro e infeccién en campo varia entre 24 y 302C y se
requiere que para la infeccién exitosa de la planta por el huésped la superficie esté humeda
(Nelson, 1964).

PATOLOGIAS Y MICOTOXINAS PRODUCIDAS

Este hongo se encuentra en el ambiente en material vegetal, especialmente pastos, restos
vegetales y suelo, y es un patégeno oportunista en humanos relativamente frecuente, asociado a
sinusitis alérgica o invasoras, abscesos cerebrales, queratitis e infecciones cutaneas y pulmonares.
Los cuadros superficiales y sinusitis alérgica comunmente afectan a personas inmunocompetentes,
mientras que los invasores involucran predominantemente a pacientes inmunocomprometidos
(Hoog y col., 2000).

ECOLOGIA

El hongo pasa el invierno en el suelo y los residuos de los cultivos e infecta las plantulas
jovenes durante la primavera. La supervivencia en los residuos de los cultivos y en el suelo infectado
son mas o menos similares y la poblacion aumenta inicialmente durante 2 meses (tanto en los
suelos como en los residuos de los cultivos) y luego disminuye (Malaker y col., 2007). Sin embargo,
los conidios pueden sobrevivir en el suelo durante mas de 2 afos. Se ha observado que los conidios
en residuos pueden formar conidios agregados, los cuales son morfolégicamente similar a los
esclerocios. Una infeccidn secundaria puede ser causada por conidios en el aire (Duveiller y col.,
2005) y esto aumenta la gravedad de la enfermedad.



Figura 5: conidios de Bipolaris Figura 6: Bipolaris spicifera en Figura 7: Bipolaris spicifera en
spicifera. medio PDA. planta.

1.3.4.Género Curvularia.

Curvularia hawadiiensis

TAXONOMIA

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

DESCRIPCION

EL género Curvularia se caracteriza porque sus colonias cuando se desarrollan en Agar Patata
Dextrosa (PDA) presentan un crecimiento moderadamente rapido, alcanzando un didmetro de 3-4
cm en una semana a 259C, de color negro pardusco, aterciopeladas, llegando a ser, a veces,
ligeramente algodonosas. El reverso es de color marrén. Los conidiéforos son erectos, septados,
pigmentados cada vez mas 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
pum.. La esporulacidn se induce con longitudes de onda préximas a las del ultravioleta (Samson y
col., 2004).

Las especies dentro del género Curvularia se caracterizan por presentar conidios largos y
elipsoidales, con tres o cuatro septos transversales. Como su nombre indica, los conidios estan a
menudo curvados debido a una célula central hinchada y asimétrica. La mayoria de las especies son
patégenas de plantas (Samson y col., 2004).

FISIOLOGIA

Su rango de temperatura de crecimiento dptima es 24-302C.

PATOLOGIAS Y MICOTOXINAS PRODUCIDAS

Los generos Bipolaris y Curvularia estan estrechamente relacionados por su patogenicidad en
plantas, y también como patdgenos oportunistas en humanos (Manamgoda y col., 2014). Sin
embargo, no existen estudios que registren la produccién de micotoxinas para estas especies.



ECOLOGIA

Las especies de Curvularia son causantes de enfermedades de gran importancia econdmica en
cereales como trigo, maiz y cebada. Causan enfermedades tales como manchas foliares, pudriciones
de coronay pudriciones de raiz. Es invasor de plantas monocotiledéneas. (Pitt & Hocking, 2009)

Figura 8: conidios de Curvularia Figura 9: Curvularia hawaiiensis Figura 10: Curvularia hawaiiensis
hawaiiensis. en medio PDA. en planta.

1.3.5.Género Fusarium.

Fusarium oxysporum lycopersici

TAXONOMIA

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

DESCRIPCION

Los hongos del género Fusarium son habitantes del suelo con muchas especies que causan
serias enfermedades de plantas alrededor del mundo (Agrios, 2005), adaptandose a un amplio
rango de condiciones climaticas, habitats ecoldgicos, y plantas hospedantes (Backhouse, 2001).

Las especies de Fusarium podrian ser consideradas como hemibiotréficas, debido a que son
hongos que infectan tejidos vivos como biétrofos, pero después tienen un periodo de latencia de
dias a semanas en el cual pueden llegar a causar la muerte del tejido del hospedero y comportarse
como necrétrofos (Schulz y col. 2006).

Este hongo produce una colonia de rdpido crecimiento, con una tasa diaria cercana a un
centimetro en medio 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 pionatal con la formacién de poco o ningin micelio aéreo y abundantes
microconidias (De Granaday col., 2001).

Es un agente causal de la marchitez vascular en el cultivo. Este patdgeno es responsable de
numerosas pérdidas econdmicas y actualmente se encuentra distribuido por todos los continentes
(Gonzélez y col., 2012). Se conoce que hasta el momento Fusarium oxysporum lycopersici (FOL) ha
sido agrupado en tres razas fisiolégicas (Raza 1, 2 y 3) (Arie, 2010). FOL ingresa por el sistema
radicular y se desplaza a través del tejido vascular para habitar y obstruir los vasos del xilema, lo
que conlleva al estrés hidrico severo en la planta, cuya sintomatologia se manifiesta en el
amarillamiento de las hojas, iniciando por la parte del tercio inferior de un solo lado en los foliolos,
acompafiado de una decoloracidn vascular, marchitez y finalmente la muerte de la planta (Srinivas y
col., 2019).



Durante la infeccidon Fol secreta algunas enzimas que degradan la pared celular de la planta, tal
es el caso de las poligalacturonasas (PG) a partir de las cuales se han disefiado oligonucleétidos
basadas sobre las diferencias nucleotidicas de los genes de la exopoligalacturonas (pgx4) y
endopoligalacturonas que poseen los tipos patogénicos (Hirano & Arie, 2006).

FISIOLOGIA

Este género se caracteriza por poseer macroconidios y microconidios como estructuras de
propagacion. Los macroconidios pueden producirse tanto en esporodoquios como en el micelio
aéreo, mientras que los microconidios solo se producen en el micelio aéreo. Dependiendo de la
especie, los macro y microconidios que crecen en el micelio aéreo pueden diferenciarse a partir de
células conidiégenas monofialidicas o polifialidicas, mientras que los macroconidios que crecen en
esporodoquios solo se producen a partir de monofidlides.

Algunas especies forman clamidosporas como estructuras de resistencia y de propagacion.
Estas pueden presentarse solitarias, en cadenas, o en grupos y también formarse en los conidios. De
todas las estructuras mencionadas, la morfologia de los conidios es la principal caracteristica
utilizada para la identificacién de especies Fusarium. Muchas de las especies son cosmopolitas, de
amplia distribucién. ComuUnmente colonizan tejidos aéreos y subterraneos de muchas plantas y
pueden ser tanto invasores primarios como secundarios (Nelson y col, 1983).

En cuanto a los factores ambientales que mayor influencia tienen en el desarrollo de la
enfermedad y la expresién de los sintomas; la temperatura éptima para el desarrollo estd entre 25y
309C; la esporulacion dptima 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 vy col., 2001).

PATOLOGIAS Y MICOTOXINAS PRODUCIDAS

Las toxinas mas comunos que son originadas por el género Fusarium son los tricotecenos, la
zearalenona, la moniliformina y las fumonisinas (Soriano del Castillo, 2007).

ECOLOGIA

Las especies de Fusarium pueden infectar el cultivo en todas las etapas y no es posible
detectar su presencia en su estado inicial ya que los sintomas aparecen al mes de la infeccién
(Ochoa y col., 2004). En ausencia de tejidos hospedantes vivos, el patégeno es capaz de sobrevivir
como clamidosporas en tejidos previamente colonizados y en suelo donde puede persistir por
largos periodos, latente o como endoéfito en hospedantes alternativos.

La infeccién se produce como repuesta a exudados de raices primarias y secundarias. Después
de la germinacidn, las hifas se adhieren y penetran directamente en la epidermis. Las especies
patégenas de Fusarium poseen la capacidad de penetrar al igual que otros fitopatégenos por
heridas autogénicas, antropicas o por nematodos. FOL una vez dentro de la planta se mueve hacia
el tejido vascular por colonizaciéon intercelular de los vasos del xilema y los invade cuando estan
maduros y se sitda en ellos. Coloniza los vasos del xilema por crecimiento del micelio o por medio
del transporte pasivo de los microconidios producidas en dichos vasos, lo cual ocasiona una
colonizacion répida y discontinua. Este patdgeno a menudo penetra en una sola raiz y se extiende
por toda la planta. Puede atacar solamente una parte o todo el sistema radicular 14 provocando la
muerte del hospedante (Shew y Lucas, 1991).
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Figura 11: conidios de Fusarium Figura 12: Fusarium oxysporum Figura 13: Fusarium oxysporum en
oxysporum lycopersici. lycopersici en medio PDA. ardandanos

1.3.6.Género Penicillium.

Penicillium italicum

TAXONOMIA

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

DESCRIPCION

Esta especie de Penicillium se caracteriza por la presencia de una estructura en forma de pincel
conocida como conididforo. Los conidiéforos pueden ser simples o ramificados y estan terminados
por racimos de fidlides con forma de botella (Agrios, 2005).

El género Penicillium debe su nombre a la morfologia de esta estructura, que se asemeja a un
pincel pequefio (del latin “Penicillus”). Los conidios se agrupan en cadenas y se originan a partir de
una célula especializada llamada fidlide. El conidiéforo esta conectado al micelio a través del
estipite. Entre el estipite y las fidlides pueden encontrarse diferentes tipos de células. Estas células
se agrupan desde el mismo punto de origen. Ademas de las fidlides, el conidiéforo puede presentar
uno, dos o, en casos excepcionales, tres puntos de ramificacién a lo largo de su estructura. La célula
gue sostiene la fidlide se llama métula y la célula que sostiene la métula se denomina rama en
aquellas especies que las poseen. Estas nueve ramas se originan desde el estipite, aunque también
pueden originarse a partir de otras ramas (Agrios, 2005).
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Figura 14: Patrones de ramificacion observados en Penicillium. A. Conidiéforos con fialides
solitarias. B. Monoverticilado. C. Bifurcado. D, E. Biverticilado. F. Triverticilado. G. Cuatriverticilado.
Barra de escala = 10 um. Adaptada de Visagie y col., 2014.
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FISIOLOGIA

Las condiciones para su desarrollo son una humedad relativa elevada y una temperatura de 20
a 25°C. Su crecimiento puede parecer mas lento por el crecimiento de otras especies de Penicillium
gue se superponen y lo ocultan. Aunque a temperaturas inferiores a 109C, la situacién se invierte
(Agrios,2005).

PATOLOGIAS Y MICOTOXINAS PRODUCIDAS

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

ECOLOGIA

Su difusiéon y multiplicacidon se lleva a cabo por medio de sus esporas que se encuentran
dispersas en el aire. Las esporas no se desarrollan en frutas sanas, penetran en la fruta a través de
los golpes y heridas ocasionados durante la recoleccidn, transporte y manejo de la fruta. Los
primeros sintomas se manifiestan por la aparicion de una mancha en la superficie de la piel que con
posterioridad se transforma en blanquecina, desarrollando una esporulacién de color verde azulado
dependiendo de la especie de Penicillium. La fruta pierde su consistencia, desprendiendo un olor
caracteristico, perdiendo por completo su aptitud para el consumo humano (Agrios, 2005).
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Figura 15: conidios de Figura 16: Penicillium italicum Figura 17: Penicillium italicum
Penicillium italicum. en medio PDA. en naranja.
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2.0BJETIVOS

En el Instituto Agroforestal Mediterrdneo y en el Departamento de Ecosistemas Agroforestales
de la EscuelaTécnica Superior de Ingenieria Agrondmica y del Medio Natural de la Universitat
Politécnica de Valéncia son llevados a cabo diferentes estudios donde estan relacionados los aceites
esenciales. Uno de los campos de investigaciéon se enfoca en evaluar el potencial de los aceites
esenciales como agentes de control contra diversos hongos patégenos que afectan los cultivos y/o
almacenes.

En el presente trabajo se estudia:

» La composicion quimica del aceite esencial de Thymus serpyllum.

» La capacidad antifungica “in vitro” del aceite esencial de Thymus serpyllum frente a
Alternaria alternata, Bipolaris spicifera, Curvularia hawaiiensis, Fusarium oxysporum sp
lycopersiciy Penicillium italicum.

» La efectividad del aceite a distintas concentraciones

El objetivo principal es determinar si el aceite esencial de Thymus serpyllum podria ser una
opcion viable para el control de los hongos mencionados anteriormente. El propdsito ultimo es
desarrollar biofungicidas ecoldgicos que puedan emplearse en cultivos de campo, almacenamiento
de productos, asi como en la conservacion de alimentos y granos. Esto se debe a la creciente
prohibicion de productos quimicos sintéticos utilizados tradicionalmente para combatir los hongos
patégenos.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Material vegetal

El aceite esencial de Thymus serpyllum es comercial, y fue suministrado por Terpenic lab S.L. La
Garriga Barcelona con niumero de lote L7562.

3.2. Composicién del aceite esencial.
3.2.1.Materiales y equipos.

En este estudio, se empled la cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas (CG-
EM) como método analitico para la identificacién inicial de los componentes de las muestras.
Ademas, se utilizoé el detector de ionizacidn de llama (CG-FID) para una cuantificacion aproximada
basada en el método de normalizacién de las dreas de los picos.

La cromatografia de gases se selecciond como la técnica adecuada para llevar a cabo el andlisis
cuantitativo del aceite esencial obtenido. Esta técnica permite estimar el grado de complejidad de
un aceite esencial, la naturaleza quimica de sus componentes y, principalmente, la proporciéon en la
gue se encuentran, incluso si algunos de estos compuestos no han sido identificados previamente.

El equipo utilizado consta de un cromatégrafo de gases con detector de masas Clarus 500 GC-
MS de Perkin-Elmer Inc. (Wellesley, EEUU), el cual estaba equipado con una columna capilar ZB-5
(5% fenil - 95% dimetilpolisiloxano) de Phenomenex Inc. (Torrance, EEUU) con dimensiones de 30 m
x 0.25 mm de didmetro interno y 0.25 um de espesor de pelicula. Para la cuantificacion de las
muestras, se utilizé un cromatégrafo de gases Clarus 500GC de Perkin-Elmer Inc. (Wellesley, MA,
EEUU), equipado con una columna capilar ZB-5 con las mismas caracteristicas mencionadas
anteriormente.

3.2.2.Fundamento.

La cromatografia de gases es un método fisico utilizado para separar los componentes de una
muestra vaporizada. Este método se basa en la distribucion de los componentes entre una fase
gaseosa movil y una fase estacionaria liquida o sélida presente en una columna. La muestra a
analizar se introduce en la fase gaseosa y se inyecta en una de las entradas de la columna
cromatografica (Skoog y col, 2001).

La separacion de los componentes se logra mediante el flujo de una fase gaseosa moévil que, a
diferencia de otros métodos cromatogréficos, es inerte y no interactia con las moléculas de la
muestra. Su funcidn es simplemente transportar los componentes a través de la columna. Existen
dos tipos principales de cromatografia de gases: la de gas-liquido y la de gas-sdlido. La primera,
conocida cominmente como cromatografia de gases, es la mas ampliamente utilizada en diversos
campos cientificos.Por otro lado, la cromatografia de gas-sdlido tiene menos aplicaciones debido a
gue muchas moléculas reactivas o polares tienen tiempos de retencién prolongados, lo que genera
colas en los picos de elucidn que no son aceptables en muchos casos (Sharapin, 2000).

Para identificar los componentes del aceite, la cromatografia de gases se utilizé con detector
de espectroscopia de masas. Esta se basa en la obtencidn de iones a partir de moléculas organicas
en fase gaseosa; una vez obtenidos estos iones, se separan de acuerdo con su masa y su carga, y
finalmente se detectan por medio de un dispositivo adecuado.
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Un espectro de masas serd, en consecuencia, una informacién bidimensional que representa
un parametro relacionado con la abundancia de los diferentes tipos de iones en funcion de la
relacion masa/carga de cada uno de ellos.

3.2.3.Metodologia: parametros de funcionamiento en el analisis cromatografico.

En el andlisis de espectroscopia de masas, se utilizd gas Helio como fase mévil con un flujo de
1.2 mL/min. La temperatura del inyector se mantuvo a 2502C, mientras que la temperatura del
horno fue programada desde 50°C hasta 2502C a una velocidad de aumento de 32C/min. La
deteccién se llevd a cabo en modo de ionizacién de impacto electrénico utilizando un método de
impacto electrénico a 70 eV, y la temperatura de la fuente de ionizacidn se establecié en 2002C.

Los espectros fueron adquiridos utilizando el modo de escaneo total de iones, en un rango de
masas de m/z 45-500 uma. Tanto los cromatogramas como los espectros fueron procesados
utilizando el software Turbomass 5.4 de Perkin-Elmer Inc. Los datos obtenidos fueron registrados y
comparados con la base de datos NIST MS Search 2.0 (Thermo Electron Corp., Waltham, EEUU). De
esta manera, las sustancias correspondientes a cada pico del cromatograma fueron identificadas
mediante coincidencias de alta probabilidad con los espectros de masas proporcionados por la base
de datos.

Cuando se emplea el detector de ionizacidn de llama (FID), también se utiliza gas portador de
Helio con un flujo de 1.2 mL/min. Tanto la temperatura del inyector como la del detector se
establecen en 2502C. La temperatura del horno se programa de manera similar, desde 502C hasta
2502°C a una velocidad de 32C/min. Los cromatogramas obtenidos se procesan utilizando el
software TotalChrom 6.2 de Perkin Elmer Inc. Para cada andlisis, se inyecta una cantidad de muestra
de 1-2 pL.

Tanto para los resultados del analisis cualitativo como para el anadlisis cuantitativo, se llevd a
cabo la identificacién combinando el calculo de los indices de retencion lineales y el andlisis
mediante CG-EM. La férmula del indice lineal utilizada se muestra a continuacién y se aplicé
mediante una sencilla hoja de célculo:

IK=100 x (n® CHC,,_1+[(TRX — TRHC,,_1)/(TRHC,.; — TRHC,_1)]).
Donde:

N es el nimero de dtomos de carbono del n-alcano que eluye antes del pico analizado.
tRx es el tiempo de retencidn 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.
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El siguiente diagrama (figura 18) ilustra todo el proceso analitico llevado a cabo en esta parte
del trabajo:

Muestra
v

Andlisis por
CG-MS
(Determinacion de los
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Eﬁ:;;?;:e _ ( Identificacion de los \‘
Libreria NIST. companentes.
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las areas de los
picos.

Cuantificacién

Figura 18: Diagrama del proceso analitico cromatografico.
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Figura 19: Diagrama de un cromatégrafo de gases.
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3.3. Determinacidn de la actividad antifungica del aceite esencial.
3.3.1.Materiales.

Aceite esencial Sacabocados de 0,8 y 0,9 cm
Placas Petri Papel de aluminio (Albal)
Potato Dextrosa Agar (Laboratorios Conda) Regla de 30 cm
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)
Algodén graso Frigorifico (Liebherr)
Mango Kolle con asa de siembra

3.3.2.Hongos.

Los hongos que se utilizaron en este trabajo fueron los siguientes: Alternaria alternata CECT
20923 (AA), Bipolaris spicifera CECT 2776 (BS), Curvularia hawaiiensis CECT 20934 (CH) Fusarium
oxysporum sp lycopersici CECT 2715 (FOL) Penicillium italicum CECT 20909 (Pl). Alternaria alternata
CECT 20923 y Curvularia hawaiiensis CECT 20934, se aislaron en el Laboratorio de Botdnica del
Departamento de Ecosistemas Agroforestales a partir de caridpsides de arroz de la variedad Bomba,
procedente de la albufera de Valencia. Y se identificaron mediante métodos morfoldgicos vy
moleculares, y posteriormente se depositaron en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT). Por
otro lado, Bipolaris spicifera CECT 2776, Fusarium oxysporum lycopersici CECT 2715, y Penicillium
italicum CECT 2294 fueron suministrados por la CECT.

3.3.3.Célculo de la inhibicién del crecimiento miceliar (MGl).

El aceite esencial se disolvié, mezcld y homogeneizé mediante agitacidn en matraces que
contenian medio de cultivo PDA/Tween 20 (0,1%), previamente esterilizado. Una vez que el medio
de cultivo aun estaba en estado liquido, se agregd el aceite esencial a concentraciones de 300
pg/mL o 150 pg/mL y se distribuyd en placas Petri de 90x15 mm y 150x15 mm. Para el cultivo del
hongo, se utilizaron explantes discoidales de 8 mm de didmetro obtenidos de una colonia de 7 dias
de desarrollo, los cuales se colocaron en el centro de las placas Petri que contenian el aceite
esencial. El experimento se incubd a 252C durante 7 dias. Para evaluar el crecimiento del micelio, se
midieron dos didmetros perpendiculares de la colonia a los 7 dias. Las placas Petri control sélo
contenian PDA/Tween 20 (0,1%) y el hongo en estudio. Se llevaron a cabo 5 repeticiones por cada
tratamiento y especie flngica.

Una vez transcurridos los 7 dias, se midio el didametro de la colonia control, es decir sin aceite,
y la colonia tratada con las diferentes dosis del aceite esencial.

La inhibicion del crecimiento miceliar (MGI) fue calculada el séptimo dia utilizando la férmula
siguiente (Albuquerque y col., 2006):

Didmetro de la colonia control — Didmetro de la colonia aceite

MGl= — - x 100
Didmetro de la colonia control
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Caracterizacion quimica del aceite esencial

En la Tabla 1 se muestra la composicidn quimica del aceite esencial de Thymus serpyllum.

En el aceite esencial se identificaron 46 compuestos, aunque algunos presentes en trazas
pequefias. De entre estos 46 compuestos destacamos: timol 18,53%, p-cimeno 16,58%, carvacrol
15,68%, y-terpineno 9,55% y cis-geraniol 9,18%.

Respecto a los tipos de compuestos, estos se agrupan en cinco:

Los monoterpenos oxigenados, los cuales son los mayoritarios con un 60,93%.
Los monoterpenos hidrocarbonados, con un 33,14%.
Los sesquiterpenos hidrocarbonados, con un 3,77%.

YV VYV V

Los sesquiterpenos oxigenados, los cuales se encuentran en muy pequeia concentracion,
conun 0,19%
» Otros compuestos, que no pertenecen a ninguno de los grupos anteriores, con un 1,63%.

El contenido del aceite esencial de Thymus serpyllum varia en gran medida segun el origen de
las plantas y a los factores ecoldgicos, pero esta diferencia no es muy notable, y se encuentra entre
el 0,1% vy el 0,6% (Wichtl, 1994).

De todos estos compuestos, como es sabido, los compuestos conocidos con un elevado
potencial antimicrobiano y antifungico son el timol y el carvacrol (Naghdibadi y col., 2017).

La siguiente figura (Figura 19) corresponde a la identificacién por GC/MS. El cual, es un paso
previo para la cuantificacidn por GC-FID.

, 02-May-2023 + 15:37:43

230502 serpyllum 1 b Scan B+
@ 891 TIC
100 2788

12,37 % ‘ 7
19.4' 2496
3 ‘

26.31

15.51 /
| 16.63 1928 2777
14.30 »
5% Al - A Time
2021

221 2421 2621 | 2821 | 3021 = 3221 | 3421 = 3621

9.16
73

528 585

oI .

421 621 821 | 1021 | 1221 1421 1621 18.21

1. p-cimeno (16,58%); 2. y-terpineno; (9,55%); 3. linalool (5,67%); 4. cis-geraniol (9,15%); 5. timol (18,53%);
6. carvacrol (15,68%); 7. acetato de geranilo (4,18%).

Figura 20: Cromatograma de iones totales (GC/MS) del aceite esencial del Thymus serpyllum con los
compuestos mayoritarios.
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Tabla 1: Composicion quimica del aceite de Thymus serpyllum. Compuestos en orden de elucién en
columna ZB-5 con detector de ionizacidén de llama (cuantificacion).

COMPUESTO LRI | LRI Bib. M1% | M2% | M3% | Promedio ESE;;OJar
2-hexenal 850 846 0,16 0,16 0,15 0,16 0,01
Tricicleno 921 921 0,09 0,09 0,09 0,09 0,00
a-tuyeno 924 924 0,55 0,54 0,55 0,55 0,01
a-pineno 932 932 1,26 1,24 1,25 1,25 0,01
Camfeno 948 946 1,31 1,29 1,3 1,30 0,01
Sabineno 971 969 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
B-pineno 976 974 0,3 0,29 0,3 0,30 0,01
1-octen-3-ol 979 974 0,98 0,98 0,97 0,98 0,01
3-octanona 984 979 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
B-mirceno 988 988 1,24 1,23 1,23 1,23 0,01
3-octanol 997 988 0,09 0,09 0,09 0,09 0,00
a-felandreno 1006 1002 0,13 0,13 0,13 0,13 0,00
6-3-careno 1008 1008 0,07 0,06 0,06 0,06 0,01
a-terpineno 1016 1014 1 0,98 0,99 0,99 0,01
p-cimeno 1025 1020 16,68 16,48 16,59 16,58 0,10
Limoneno 1029 1024 1,24 1,23 1,25 1,24 0,01
Eucalyptol 1032 1026 1,29 1,28 1,27 1,28 0,01
y-terpineno 1058 1054 9,61 9,49 9,55 9,55 0,06
Sabineno hidrato cis 1070 1065 0,14 0,14 0,14 0,14 0,00
Mentha-2,4(8)-diene <p-> 1084 1085 0,03 0,07 0,03 0,04 0,02
Linalool 1101 1095 5,69 5,66 5,66 5,67 0,02
Alcanfor 1146 1141 0,76 0,78 0,78 0,77 0,01
Borneol 1173 1165 1,69 1,72 1,7 1,70 0,02
4-terpineol 1181 1174 1,46 1,45 1,45 1,45 0,01
a-terpineol 1195 1186 1,29 1,18 1,18 1,22 0,06
trans-dihydrocarvona 1204 1200 0,02 0,02 0,01 0,02 0,01
Timol metil éter 1229 1232 0,19 0,19 0,19 0,19 0,00
Carvacrol metil éter 1238 1241 0,43 0,43 0,43 0,43 0,00
Carvona 1244 1239 0,27 0,27 0,28 0,27 0,01
Cis-geraniol 1254 1249 9,13 9,15 9,18 9,15 0,03
Acetato de bornilo 1286 1284 0,56 0,56 0,56 0,56 0,00
Timol 1297 1289 18,14 18,74 18,7 18,53 0,34
Carvacrol 1305 1298 15,81 15,59 15,64 15,68 0,12
a-cubebeno 1346 1345 0,1 0,10 0,09 0,10 0,01
Eugenol 1353 1356 0,09 0,08 0,09 0,09 0,01
o-copaeno 1374 1374 0,08 0,08 0,08 0,08 0,00
Acetato de geranilo 1378 1379 4,17 4,19 4,17 4,18 0,01
Metil eugenol 1402 1403 0,03 0,02 0,01 0,02 0,01
B-cariofileno 1418 1417 2 1,99 1,99 1,99 0,01
a-humuleno 1454 1452 1,01 1,01 1,01 1,01 0,00
Cadina-1(6),4-diene <trans-

> 1472 1475 011 0,11 0,11 0,11 0,00
Germacreno-D 1479 1484 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
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Tabla 2: Agrupacién de los diferentes compuestos que componen el aceite esencial del Thymus
serpyllum.

Monoterpenos Hidrocarbonados 33,14
Monoterpenos oxigenados 60,93
Sesquiterpenos hidrocarbonados 3,77
Sesquiterpenos oxigenados 0,19
Otros componentes 1,63
Total identificado 99.66

4.2. Determinacion de la actividad antifungica del aceite esencial sobre el crecimiento
micelar.

En la tabla 3 se muestra el efecto del aceite esencial de Thymus serpyllum en el crecimiento de
los hongos. Se calcula el diametro medio (mm) del crecimiento de Alternaria alternata, Bipolaris
spicifera, Curvularia hawaiiensis, Fusarium oxysporum sp lycopersici y Penicillium italicum en los
distintos tratamientos ensayados: PDA - control, PDA - 300 pg/mLy PDA - 150 pug/mL. En esta tabla
se observa como a la dosis de PDA - 300 pg/mL hay una gran diferencia de crecimiento miceliar en
comparacion con el PDA — control, llegando a ser nulo en el caso de la Curvularia hawaiiensis. En
cambio, para la Alternaria alternata esa diferencia de crecimiento no es tan pronunciada como en
los demds hongos. Respecto a la dosis de PDA - 150 pg/mL hay diferenciacion de crecimiento
miceliar en comparacidn con el PDA — control, pero no es muy pronunciada. Los Unicos casos en los
que el crecimiento miceliar ha bajado sustancialmente son en el hongo Bipolaris spicifera y
Curvularia hawaiiensis. Por ultimo, comparando el didametro de las dosis PDA - 300 pug/mL y PDA -
150 pg/mL entre si, vemos una notable diferencia de crecimiento en los hongos Fusarium
oxysporum lycopersici y Penicillium italicum. A la dosis de 150 pg/mL el crecimiento es mucho
mayor que a 300 pg/mL, el cual inhibe bastante el crecimiento. En los demas hongos no hay
diferencias destacables impropias de la diferencia de concentracion.

Tabla 3: Didmetro medio (mm) del crecimiento de los distintos hongos ensayados en PDA-control y
PDA-Thymus serpyllum a distintas dosis a los 7 dias de incubacion.

Thymus serpyllum

HONGOS PDA-CONTROL 300 pg/mL 150 pg/Ml
AA 64,80 29,80 37,10
BS 82,50 8,40 14,50
CH 42,10 0,00 3,40
FOL 66,40 3,30 21,30
PI 23,60 5,20 16,00
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Biciclogermacreno 1496 1500 0,06 0,05 0 0,04 0,03

Isobutanoato de geranilo 1506 1514 0,06 0,06 0,06 0,06 0,00

B-bisaboleno 1516 1505 0,29 0,29 0,29 0,29 0,00

Trans-calameneno 1520 1521 0 0,01 0 0,00 0,01

Spathulenol 1581 1577 0,03 0,06 0,01 0,03 0,03
99,7 99,62 99,67 99,66




4.3. Calculo de la inhibicién del crecimiento micelar (MGlI).

A continuacién, en la siguiente tabla (Tabla 4) y figura (Figura 9) se calcula y se representa,
respectivamente, la inhibicion del crecimiento miceliar (MGI) de cada tipo de hongo creciendo en
cada medio de cultivo conteniendo el aceite esencial del Thymus serpyllum. En estas se muestras
resultados bastante prometedores en cuanto a nuestro objetivo, aunque hay algunas excepciones.
Como vemos, a dosis de 300 pg/mL todos, excepto el hongo Alternaria alternata, superaron el 75%
en valor de inhibicidn del crecimiento miceliar (MGI) llegando incluso a la inhibicidn total en el caso
del hongo Curvularia hawaiiensis, también destacar el caso del Fusarium oxysporum lycopersici, en
el cual no se llegd a la inhibicidn total, pero obtuvo un valor mas que resefiable superando el 95%
de inhibicién. En cambio, a dosis de 150 pg/mL la inhibicién disminuye con un efecto no tan
efectivo, como es el caso de los hongos Alternaria alternata y Penicillium italicum, los cuales no
superan el 43% y el 33% respectivamente. En el caso del Fusarium oxysporum lycopersici la
inhibicion es alta (67,92%) pero se diferencia mucho de la dosis de 300 ug/mL. En cambio, en el
resto si que se puede afirmar que hay inhibicién de gran parte del micelio de los hongos, llegando
incluso a igualar casi la dosis de 300 pg/mL, con valores altos cabe destacar, lo cual se puede
expresar como un gran resultado, ya que, en términos de concentracién es una diferencia bastante
notoria, es el caso de Bipolaris spicifera y Curvularia hawaiiensis.

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

Conc.pg/mL AA BS CH FOL PI
300 54,01 89,82 100 95,03 77,97
150 42,75 82,42 91,92 67,92 32,20

Thymus serpyllum

100%

90%
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40%
30%
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10%
0
AA BS CH FOL

H 300 pg/mL H 150 pg/mL

MGI %

X

Pl

Figura 21: Representacion grafica del MGI (%) de Thymus serpyllum a las dosis de 300 pg/mLy 150
ug/mL para las distintas especies ensayadas.
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En las siguientes figuras se observa el crecimiento miceliar de los hongos que han sido objeto
de estudio para el aceite esencial y sus respectivas dosis ensayadas en el presente trabajo. Se puede
comparar como han crecido los hongos en medio PDA (control), sin adicionar aceite esencial en el
medio, con el crecimiento a dosis de aceite esencial de 300 pg/mL y 150 pug/mL. En el medio PDA
(control), como era de esperar, todos los hongos crecieron correctamente sin ningin impedimento,
tal y como se observa en las figuras 22, 23, 24, 25 y 26. A la dosis de 300 pug/mL de aceite esencial,
después de 7 dias de incubacién, disminuyd en gran medida el crecimiento miceliar en todos los
hongos como se puede observar, destacando sobretodo, el Bipolaris spicifera (Figura 23), el
Curvularia hawaiiensis (Figura 24) y el Fusarium oxysporum sp lycopersici (Figura 25). Los cuales
obtuvieron una inhibicién casi completa o completa en el caso de Curvularia hawadiiensis.

A la dosis 150 pg/mL de aceite esencial la inhibicion del crecimiento no fue tan espectacular,
pero no por ello menos satisfactoria. Aunque hubo algunos casos que no dieron unos resultados tan
positivos, en el caso del Penicillium italicum (Figura 26) o Alternaria alternata (Figura 22). Otros, al
igual que en la dosis de 300 pg/mL, dieron unos resultados muy buenos. Bipolaris spicifera (Figura
23), Curvularia hawadiiensis (Figura 24) y Fusarium oxysporum sp lycopersici (Figura 25) a la mitad de
concentracidn de aceite esencial dieron casi los mismos resultados que a la dosis de 300 pg/mL.

CONTROL-PDA 300 pg/mL 150 ug/mL

Figura 22: Crecimiento de Alternaria alternata en PDA (control) y en PDA con aceite esencial de
Thymus serpyllum a las dosis de 300 pg/mLy 150 ug/mL, a los 7 dias de incubacidn.

CONTROL-PDA 300 pg/mL 150 pg/mL

Figura 23: Crecimiento de Bipolaris spicifera en PDA (control) y en PDA con aceite esencial de
Thymus serpyllum a las dosis de 300 pg/mLy 150 pg/mL, a los 7 dias de incubacidn.
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CONTROL-PDA

300 pg/mL

150 pg/mL

Figura 24: Crecimiento de Curvularia hawaiiensis en PDA (control) y en PDA con aceite esencial de

Thymus serpyllum a las dosis de 300 pg/mLy 150 ug/mL, a los 7 dias de incubacion.

CONTROL-PDA

300 pg/mL

150 pg/mL

Figura 25: Crecimiento de Fusarium oxysporum sp lycopersici en PDA (control) y en PDA con aceite

esencial de Thymus serpyllum a las dosis de 300 pug/mLy 150 pg/mL, a los 7 dias de incubacion.

CONTROL-PDA

300 pg/mL

150 pg/mL

Figura 26: Crecimiento de Penicillium italicum en PDA (control) y en PDA con aceite esencial de

Thymus serpyllum a |as dosis de 300 pg/mLy 150 pg/mL, a los 7 dias de incubacidn.
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4.4, Discusion.

La actividad antifungica de los aceites esenciales es un hecho, aunque, todo parece indicar que
no es debida a un Unico componente mayoritario, sino que, al ser estos aceites mezclas muy
complejas, su actividad antimicrobiana y antifingica es el resultado de una sinergia entre todos sus
componentes. De hecho, algunos autores indican que los componentes mayoritarios de estos
aceites esenciales por separado no son mas efectivos que los propios aceites esenciales, mientras
gue otros muestran resultados contrarios (Santamarina y col., 2015).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio dieron como resultado que el timol es el
componente mayoritario en nuestro aceite esencial comercial de Thymus serpillum. Sin embargo,
no ocurre siempre lo mismo en todos los estudios realizados acerca de esta planta. Esto es debido a
gue la region en donde se coseche influye en su composicién quimica. La gran mayoria de estudios
coinciden en que el componente mayoritario del aceite esencial es el timol (Galovic¢ova y col., 2021;
Raal y col., 2004; Ahmad y col., 2006; Verma y col., 2011) o el carvacrol (Hussain y col., 2013; Kulisic
y col., 2005; Wesotowska y col., 2005; Goja y col., 2020). Por otro lado, existen estudios, aunque en
menor medida, en los que no se determinan ninguno de estos dos compuestos como mayoritario,
debido a la procedencia geografica de la planta o al método de extraccion del aceite esencial, lo
cual puede significar una variacion en el perfil quimico. Algunos estudios obtuvieron el y-terpineno
como componente mayoritario (Sefidkon y col.,, 2001) o el acetato de a-terpineol y mirceno
dependiendo del método de extraccidn utilizado (Nikoli¢ y col., 2019). Incluso un estudio realizado
en la regién del sur de Italia establecié que dentro de la especie de Thymus serpyllum también
existen diferencias en la composicién de sus biotipos, en dos quimiotipos (S2 y S3), siendo la
concentracién de geraniol la mas alta (35% y 22%, respectivamente), mientras que en el biotipo S1
el timol es predominante (32.6%) (De Lisi, 2011).

También existen algunos estudios que nos aportan referencias bibliograficas que corroboran y
demuestran la actividad antifingica de la especie Thymus serpyllum en base a sus componentes,
gue se basa en la sinergia de los mismos. Sin embargo, podemos decir que esta actividad
antifungica y antimicrobiana se debe en su mayoria a los componentes fendlicos, timol, p-cimeno y
carvacrol, asi como su precursor, el p-cimeno, siendo estos compuestos los mas representativos del
aceite esencial obtenido de esta especie (Lee y col, 2005).

En Croacia (Sokoli¢-Mihalak y col, 2011), se llevé a cabo un estudio sobre los efectos de los
componentes del Thymus serpyllum en algunos hongos del género Aspergillus (A. ochraceus, A.
carbonarius y A. niger). En este no solo se demostrd la actividad antifungica del aceite esencial, sino
también la del timol y los fenoles totales, haciendo ver claramente una mayor actividad del aceite
esencial en comparacion a estos componentes por separado. En cuanto a los resultados del aceite
esencial contra los hongos del género Aspergillus, estos no dieron unos resultados tan
prometedores como los nuestros y en ninglin caso se superd el 80% de inhibicidn. En este estudio
se ha sugerido que los aceites esenciales pueden actuar atacando la pared celular y obligando al
citoplasma a retirarse hacia las hifas, lo que en ultima instancia mata al micelio. El mecanismo
inhibitorio también incluye los efectos de los componentes del aceite esencial en las reacciones
enzimaticas involucradas en la sintesis de la pared celular. Esta interferencia puede afectar
directamente el crecimiento y la morfogénesis fungica (Carmo y col, 2008).

27



Como hemos visto anteriormente en este trabajo, es bien sabido que la actividad antifingica
propia de la planta mayoritariamente es aportada por los compuestos fendlicos timol y carvacrol y
de sus precursores biogénicos p-cimeno y y-terpineno.

Esto se puede ver en el estudio de Numpaque y col., (2011), en el cual los resultados muestran
gue ambos compuestos despliegan un relativo buen control contra los hongos fitopatogénicos; el
crecimiento micelial de Colletotrichum acutatum y Botryodiplodia theobromae se inhibié a
concentraciones de 50 pg/mL y mayores. A 150 pg/mL, timol y carvacrol inhibieron el crecimiento
radial de los hongos completamente y este efecto permanecié durante 4 dias. Por lo tanto,
concluyeron que la actividad antifingica relativamente alta de timol y carvacrol contra C. acutatum
and B. theobromae y los niveles de transformacién microbiana bajos, indican que ambos
compuestos pueden ser una alternativa a los fungicidas quimicos tradicionales para el control de los
hongos fitopatogénicos en pre- y poscosecha de frutas y vegetales.

También, en otro estudio realizado por Zhang y col.,, (2019) se comprobd la actividad
antifungica del timol y del carvacrol, en este caso sobre Botrytis cinerea. Los resultados indicaron
que el timol y carvacrol mostraron una fuerte actividad antifungica contra el patégeno objetivo, con
una concentracion inhibitoria minima y concentracidon fungicida minima de 65 pg/Ly 100 ug/L para
el timol, y 120 pg/L y 140 pg/L para el carvacrol. El timol y carvacrol cambiaron notablemente la
morfologia de las hifas de B. cinerea al interrumpir y distorsionar el micelio a través de microscopia
electrdnica de barrido. La permeabilidad de la membrana de las hifas de B. cinerea se incrementd
con el aumento de la concentracidn de los dos agentes quimicos, como se evidencid por el aumento
de la conductividad extracelular, la liberacién de componentes celulares y la disminucién del pH
extracelular. En conclusién, se pudo atribuir la misma funcidn que en anterior estudio mencionado.

Por ultimo, cabe destacar la investigacion realizada por Galovicova y col., (2021), en la cual se
reportaron propiedadades antimicrobianas en el aceite esencial de Thymus serpyllum, cuya
composicion era casi idéntica a la nuestra. En este se puede ver cdmo, a concentraciones de 50 y 90
(uL/mL), la inhibicidn de crecimiento es extremadamente satisfactoria en microorganismos como
Salmonella enteritidis, Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia y Bacillus subtili.

En nuestro estudio, al igual que en los anteriores mencionados, pudimos comprobar la gran
actividad antifungica de este Thymus serpyllum y sus componentes mayoritarios timol (18,53%), p-
cimeno (16,58%), carvacrol (15,68%) y y-terpineno (9,55%). Los resultados han sido muy
esperanzadores, superando en la gran mayoria de hongos, a concentracién de 300 pg/mL, el 70,
80% e incluso llegando al 100% en inhibicion del crecimiento. También cabe mencionar que a
concentracidn de 150 pg/mL en los hongos Bipolaris spicifera y Curvularia hawaiiensis |a inhibicién
del crecimiento fue superior al 80% en los dos casos, lo cual es mas que satisfactorio, teniendo en
cuenta que se trata de una concentracion mucho menor.

28



5.CONCLUSIONES

29



5. CONCLUSIONES

Los compuestos mayoritarios en el aceite esencial de Thymus serpyllum pertenecen al
grupo de los monoterpenos oxigenados, los cuales representan un 60,93% de la totalidad.

El timol con un 18,53% del total es el componente mayoritario del aceite esencial de
Thymus sepyllum siguiendole el p-cimeno (16,58%), carvacrol (15,68%), y-terpineno (9,55%)
y cis-geraniol (9,18%).

A la dosis de 150 pg/mL disminuyé el crecimiento en de todos los hongos objeto de estudio
y, aunque a pesar de no inhibir ninguno completamente el B. spicifera y el C. hawaiiensis
dieron un muy buen resultado superando el 80 y el 90% de inhibiciéon del crecimiento
respectivamente. A la dosis de 300 pg/mL, al ser el doble de concentracion los resultados
fueron mejores. En este destacamos la completa inhibicion del hongo Curvularia
hawaiiensis y el 95% de inhibicion del Fusarium oxysporum lycopersici. Otros buenos
resultados, aunque no tan resefiables fueron los del Bipolaris spicifera y Penicillium italicum.
Por ultimo, el resultado menos esperanzador, pero para nada despreciable fue el del hongo
Alternaria alternata, el cual llegé tan solo al 54% de inhibicidn de crecimiento.

El aceite esencial de Thymus serpyllum ha presentado unos resultados excelentes al
disminuir el crecimiento miceliar en los hongos ensayados. Por lo tanto, este aceite y/o sus
componentes podrian ser una alternativa a los fungicidas en pre- y postcosecha de frutas y
vegetales, asi como para alargar la vida util de productos agricolas almacenados.
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