ARTICULO DE INVESTIGACION

Evaluacion del efecto inhibitorio de aceites esenciales
sobre Aspergillus flavus y Fusarium solani (Mart.)Sacc.,
hongos autactonos del cultivo de cacao

Evaluation of the inhibitory effect of essential oils
on Aspergillus flavus and Fusarium solani (Mart.) Sacc.,
native fungi of cocoa cultivation

Raquel A. Villamizar G.*, Oscar O. Ortiz R.**
DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v27n1.116849

RESUMEN

El cultivo de cacao ha ido in crecento durante los dltimos afios, posicionando a Colombia en el concurso internacional
Cacao of Excellence “como el mejor del mundo” en 2024. No obstante, en la cadena productiva del cultivo, el pais ain
tiene varios desafios, dentro de los que se destaca la proliferacion de hongos patégenos que pueden desarrollarse en las
diferentes etapas de su produccion. En la presente investigacion se evalué el efecto inhibitorio de 4 aceites esenciales so-
bre el crecimiento de Aspergillus flavus y Fusarium solani (Mart.)Sacc., hongos patégenos nativos aislados de cultivos de
cacao, en el departamento Norte de Santander, Colombia. Los andlisis in vitro se hicieron empleando la técnica de difu-
sibn en medio PDA a través de unidades experimentales conformadas por el agente patégeno, los cuatro aceites esencia-
les, tres concentraciones por aceite, con tres réplicas, para un total de 54 unidades experimentales incluidos los controles,
mientras que los ensayos in vivo, fueron realizados directamente sobre la corteza de mazorca de cacao, siguiente el mis-
mo diseno. El porcentaje de inhibicion (% PICR) se calcul6 a partir del crecimiento micelial y usando métodos estadisticos
basados en las caracteristicas y distribucion de los datos se determiné la dosis letal 90 (DL90) para cada aceite por medio
de un modelo de regresion dosis respuesta ajustado a partir de un modelo no lineal de regresion. Los resultados indican
que los aceites de anis, eucalipto y pronto alivio, inhibieron efectivamente el crecimiento de los dos patégenos en concen-
traciones que oscilaron entre 20 ul/mL y 48 ul/mL, con lo cual podrian ser empleados como una alternativa eco-amigable
que requiere escalarse a fase de campo, para evaluar su efectividad in situ.

Palabras claves: Agentes, biocontroladores, hongos patégenos, Theobroma cacao.
ABSTRACT

Cocoa cultivation has been growing in recent years, positioning Colombia in the international competition Cacao of
Excellence “as the best in the world” in 2024. However, the country still faces several challenges in the production
chain of the crop, including the proliferation of pathogenic fungi that can develop in the different stages of production.
This research evaluated the inhibitory effect of essential oils on the growth of Aspergillus flavus and Fusarium solani
(Mart.)Sacc., native pathogenic fungi isolated from cocoa crops in the department of Norte de Santander, Colombia.
The in vitro analyses were performed using the technique of diffusion in PDA medium through experimental units con-
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sisting of the pathogen, the four essential oils, three concentrations per oil, with three replicates for a total of 54 experi-
mental units including controls, while the in vivo assays were performed directly on the cocoa pod rind, following the
same design. The percentage inhibition (% PICR) was calculated from mycelial growth and using statistical methods
based on the characteristics and distribution of the data, the lethal dose 90 (LD90) was determined for each oil by
means of a dose-response regression model fitted from a non-linear regression model. The results indicate that anise,
eucalyptus and soon relief oils effectively inhibited the growth of the two pathogens at concentrations ranging from 20
p L/mL to 48 u L/mL, which could be used as an eco-friendly alternative that needs to be scaled up to the field phase

to evaluate its effectiveness in situ.

Keywords: Agents, biocontrollers, pathogenic fungi, Theobroma cacao.
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INTRODUCCION

El mayor productor de Theobroma cacao a nivel mundial
es el continente africano con un 77,4%, seguido del
continente americano con un 17,8% y por ultimo Asia y
Oceania con un 4,8% (ICCO, 2022). En Colombia, el
cultivo de cacao ha ido in crecento durante los dltimos
anos, pasando de 59.740 toneladas (t) en 2019 a
63.416 Tn en 2022, otorgandole el décimo puesto a
nivel internacional. Cabe resaltar que en febrero del
2024, la muestra de la Asociacion Agroguamal ubicada
en el departamento del Meta, obtuvo la mejor puntua-
cion en el concurso internacional Cacao of Excellence,
en Amsterdam, posicionando el cacao colombiano
“como el mejor del mundo” (Sanchez, F.V., 2023).

No obstante, en la cadena productiva del cacao existen
aun muchos desafios. Uno de ellos es la susceptibilidad
de varios materiales biologicos distribuidos y sembrados
en los diferentes departamentos (30 de los 32 que hay
en el pais) a una gran diversidad de patégenos. Este as-
pecto se ve favorecido por practicas agroculturales
inadecuadas, pero sin duda se verd aumentado en los
proximos anos por los efectos negativos producto del
cambio climético en regiones tropicales, como en la que
se encuentra ubicada Colombia. Cientificos predicen
que la concentracion de CO,para finales de siglo llegara
a niveles entre 490 y 1370 ppm, lo cual producira cam-
bios en la temperatura global (entre 1.4 a 4.8 °C) y en
los patrones de precipitaciones (Lahive et al., 2019), fa-
voreciendo la expansion de enfermedades y el incre-
mento en la resistencia de los patégenos.

Los hongos, son microorganismos, cuyo crecimiento se
ve favorecido por la elevada humedad relativa y vientos,
que facilitan la produccién y diseminacién de sus estruc-
turas reproductivas (esporas). Estos pueden desarrollarse
en las diferentes etapas de su producciéon, que incluyen
desde el establecimiento del cultivo, la cosecha, la fer-
mentacion, el secado, el almacenamiento, hasta la obten-
cion del producto final. Especies del género Aspergillus
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spp. y Fusarium spp. han sido reportadas por formar parte
de la microbiota endofitica y epifitica del cultivo de ca-
cao, pero también se han encontrado durante la fermen-
tacion y el secado en semilla. En el caso de Aspergillus
spp. incluso se ha encontrado en almacenamiento y en el
producto final (Delgado Ospina, et al., 2021).

Una de las principales preocupaciones a nivel de salud
publica sobre la presencia de mohos filamentosos en las
diferentes etapas de produccién de cacao y especialmen-
te en el producto final, es su potencial micotoxigénico.
Dentro de las micotoxinas mas frecuentemente encontra-
das en cultivos de cacao se ha reportado la Ocratoxina A
(OTA), aflatoxinas (AFs) y recientemente la citrinina (CIT)
la cual es nefrotéxica (Delgado Ospina, et al, 2021). La
literatura indica que el chocolate contribuye con cerca de
un 6% del total de exposicion a Ocratoxina A (OTA) en la
dieta alimentaria, con lo cual la comision del Codex Ali-
mentarios del 2013 ha recomendado reducir al maximo
al presencia de infecciones por hongos en los cultivos de
cacao (Codex Alimentariux, 2013).

La contaminacién por esporas flingicas ocurre principal-
mente durante el proceso de abertura de las mazorcas
(cacotas), lo cual justifica la necesidad de encontrar mé-
todos para eliminar y/o reducir la presencia de estos
patégenos en el fruto antes de ser beneficiado, a fin de
evitar que estos hongos y/o sus productos metabdlicos,
puedan potencialmente llegar al consumidor a través del
producto transformado en chocolate y/o sus derivados.

A través de este estudio, se aborda el uso de aceites
esenciales (AE) como agentes inhibidores eficientes y
eco-amigables, para el control del crecimiento de Asper-
gillus flavus y Fusarium solani (Mart.)Sacc., hongos pato-
genos autéctonos, aislados del cultivo de cacao. Los AE,
se definen como mezclas complejas de bajo peso mole-
cular, volatiles y con propiedades aromaticas (Parrish et
al, 2020). Su actividad antifingica se atribuye a la rela-
cion de terpernos/terpenoides, los cuales debido a su
naturaleza altamente lipofilica y su bajo peso molecular,
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son capaces de causar disrupcién a nivel de membrana
celular, produciendo la muerte o inhibiendo la esporula-
cién y germinacion de las esporas fingicas (Nazzaro et
al, 2017). El uso de AE para inhibir mohos filamentosos
procedentes de diferentes cultivos ha sido reportado a
nivel in vitro (Raveau et al.,, 2020) incluyendo especies
de Fusarium spp. y Aspergillus spp. productoras de mi-
cotoxinas (Xiang et al.,, 2020). No obstante, para nuestro
conocimiento, esta es la primera investigacion que bus-
ca evaluar el efecto inhibitorio de 4 tipos de aceites
esenciales diferentes a saber; lllicium verum, Eucalyptus
globulus, Rosmarinus officinalis cineoliferum y Lippia alba
carvoniferum, sobre el crecimiento in vitro e in vivo de
Aspergillus flavus y Fusarium solani, hongos patégenos
autéctonos, aislados a partir de cultivos de cacao en
fase de cosecha, en el departamento de Norte de San-
tander, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de los hongos patogenos. Aspergillus flavus y
Fusarium solani (Mart.)Sacc. fueron provistos por el La-
boratorio de Nanotecnologia y Gestién Sostenible de la
Universidad de Pamplona, Norte de Santander, Colom-
bia, quienes reportaron su aislamiento e identificacion
molecular (Villamizar et al., 2016) a partir de mazorcas
de cacao en fase de cosecha, provenientes de diferentes
fincas cacaoteras del departamento Norte de Santander,
las cuales tienen una media de 1 ha sembrada y un ren-
dimiento promedio de 2000 kg/ha/ano en condiciones
Optimas de manejo de cultivo; esto quiere decir manejo
agrocultural y aplicacion profilactica de control quimico
Ridomil (mancozeb+metalaxyl) y oxicloruro de cobre
siguiendo las instrucciones del fabricante que usualmen-
te es de 1 kg/ha. Las cepas de los patégenos se preser-
varon como cultivo monospérico en medio de cultivo
PDA hasta su uso.

Obtencion de aceites esenciales. Los aceites esenciales
utilizados en esta investigacion fueron adquiridos a tra-
vés de la empresa Aromatma https://aromatma.com/,
ubicada en la ciudad de Bogota, Colombia. En la tabla 1
se indica el nombre, la parte de la planta de donde se
obtuvo asi como el proceso de obtencion.

Tabla 1. Aceites esenciales empleados en este estudio.

Determinacion in vitro de la actividad antifingica de
los aceites esenciales frente a Aspergillus flavus y Fusa-
rium solani (Mart.) Sacc.

Se empled la técnica de difusion en agar reportado por
da Silva Bomfim y colaboradores con algunas modifica-
ciones (da Silva Bomfim et al., 2015). Las soluciones oleo-
sas originales y concentradas, fueron diluidas empleando
una solucién estéril de Tween 80 al 0.1 % (Sigma Al-
drich) y fueron adicionadas al agar patata dextrosa (PDA-
Oxoid) hasta producir concentraciones finales asi: AEOT
(30 uL/mL, 25 pl/mL, 20 puL/mL ); AEO2 (50 pL/mL, 45
ul/mL, 40 pl/mL); AEO3 (35 plL/mL, 30 ulL/mL, 25 pl/
mL), AEO4 (25 ul/mL, 20 pL/mL, 15 pl/mL). Las concen-
traciones empleadas, son el producto de investigaciones
preliminares propias no publicadas. El agar PDA modifica-
do con las diferentes concentraciones de aceites y solidifi-
cado, fue inoculado con un trozo de 7 mm de didmetro
que contenia el crecimiento de un cultivo joven de 57
dias de los respectivos patégenos (A. flavus y F. solani
(Mart.) Sacc.). Como controles positivos se emplearon
cajas de agar PDA sin modificar, a las cuales se les inocu-
|6 directamente los patégenos, mientras que cémo con-
troles negativos se tomaron cajas de agar PDA modifica-
dos con los diferentes aceites a las cuales no se les realizé
ningun inéculo. Los ensayos fueron incubados a 25°C/10
dias. Los analisis in vitro se hicieron empleando la técnica
de difusion en medio PDA a través de unidades experi-
mentales conformados por dos agentes patégenos, cua-
tro aceites esenciales, tres concentraciones por aceite,
con tres réplicas, para un total de 54 unidades experimen-
tales incluidos los controles.

El efecto inhibitorio se determiné midiendo el crecimiento
de cada patégeno a través de cuatro radios perpendicula-
res hasta alcanzar el extremo de la caja de Petri utilizando
un caliper digital. Se calculé el porcentaje de inhibicién
en el dia 10 de incubacién, empleando la férmula PICR
(%) = ((RC - RT) / RC)100 , donde RC es el radio del con-
trol (promedio de los 4) y RT el radio de los diferentes
tratamientos, de acuerdo con lo descrito por Gémez
Lépez, et al., 2020. La actividad antifingica de los aceites
esenciales fue evaluado inicialmente in vitro, cuyo objeti-
vo ultimo fue determinar la dosis letal 90 (DL90).

CODIGO | NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE VULGAR ORGANO DE LA PLANTA/METODO DE EXTRACCION
AEO1 Illicium verum Anis estrellado Semilla, destilacion por arrastre de vapor

AEO02 Eucalyptus globulus Eucalipto Hoja, destilacion por arrastre de vapor

AEO3 Rosmarinus officinalis cineoliferum | Romero Sumidades floridas, destilacion por arrastre de vapor
AE04 Lippia alba carvoniferum Pronto alivio Hoja, destilacion por arrastre de vapor

Aceites esenciales frente a patégenos del cacao



Determinacion in vivo de la actividad inhibitoria de los
aceites esenciales frente a los diferentes fitopatogenos

Se realizé directamente sobre corteza de cacao. Para
ello se utilizaron placas estériles de 24 pocillos con tapa
TC (Cellstar, Sigma Aldrich, EE.UU.) en las cuales se co-
locaron piezas de 0.125 cm® de corteza de cacao, res-
pectivamente, previamente esterilizados mediante UV
durante toda una noche. Cada trozo de corteza fue
impregnado con 100 pL de la DL90 obtenida a partir de
los resultados del ensayo anterior. Seguidamente, los
trozos de corteza de cacao fueron contaminados artifi-
cialmente con una solucion de esporas de cada uno de
los patogenos de estudio. Para obtener los in6culos se
adapt6 la metodologia propuesta por Santos y colabora-
dores (Santos et al,, 2012). Se partié de cultivos jévenes
(5-7 dias), los cuales fueron depositados en un tubo de
ensayo conteniendo 10 mL de solucién salina 0.85 %
con ayuda de un asa micoldgica. El contenido se agité
vigorosamente aplicando vortex a maxima revolucién
durante 120 segundos. Seguidamente, se realizaron dilu-
ciones en base 10 y se procedio a realizar el conteo de
esporas empleando la camara de Neubauer, visualizan-
do a través de microscopio 6ptico (Nikon Eclipse E100),
objetivo 40 X. El ndmero de esporas fue calculado me-
diante la férmula mostrada abajo. El inéculo fue ajustado
hasta obtener una concentracion final entre 3*10° espo-
ras/mL de cada uno de los patégenos analizados

esporas Recuento obtenido

T Nimero de cuadros contados. factor de dilucién * factor de la camara
Las placas se incubaron a 25 °C durante 10 dias. Como
control positivo, se inocul6 corteza de cacao con los res-
pectivos patégenos. Como control negativo se empled
corteza de cacao sin inoculo (Villamizar et al., 2016). Se
evalué visual y cualitativamente, la eficiencia de la DL90
de los respectivos aceites, para inhibir el crecimiento fdn-
gico aparente. Los ensayos in vivo, fueron realizados di-
rectamente sobre corteza de cacao, empleando el mismo
disefio que los ensayos de difusién en PDA.

Caracterizacion Microscopica

A través de microscopia Optica se visualizé el efecto de
los aceites esenciales sobre la ultraestructura celular. Se
empleé el método de microcultivo reportado por da
Silva Bomfim y colaboradores con algunas modificacio-
nes (da Silva Bomfim et al., 2015). Se tomé una porcién
de agar PDA de 1.5x1.5 cm?el cual se deposité en el
centro de un portaobjetos. Seguidamente, se le inoculo
en el centro con ayuda de un asa micolégica A. flavus
procedente de un cultivo joven de no mas de 5 dias. El
mismo procedimiento pero esta vez con agar PDA mo-
dificado con AE 04 a una concentracién de 15 pL/mL

fue inoculado de igual forma a la descrita previamente
con A. flavus, se llevé a incubacion a 25 °C/10 dias y
seguidamente se realizé tincién simple con colorante
azul de lactofenol y se observaron empleando Microsco-
pio Nikon Eclipse E100, en objetivo de 100 X. El mismo
procedimiento se realizé con F. solani (Mart.)Sacc.

Diseno de Experimentos y Analisis Estadistico de datos
Se aplico la prueba de normalidad Shapiro-Wilk a la va-
riable de porcentaje de inhibicion (% PICR) por cada
patégeno. Se encontré que la distribucion de los datos
de A. flavus fue normal (p = 0.067) mientras que los de
F. solani no fue normal (p = 5.523e-06), por lo que se
analizaron con métodos paramétricos y no paramétri-
cos, respectivamente. Para A. flavus se aplicé la prueba
de ANOVA y la prueba post - Hoc de Tukey (andlisis de
rangos mudltiples) para determinar las diferencias a la
hora de inhibir el crecimiento de este patégeno entre
los cuatro aceites. Para F. solani, se aplicé la prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis. En cuanto a la determinacién
de la DL 90 se ajusté un modelo de regresién dosis-
respuesta, utilizando un modelo log de 4 parametros,
donde el % PICR fue la respuesta y por tanto la variable
dependiente, mientras que la concentracion del aceite
esencial fue la variable independiente. Se realizé un ana-
lisis de regresiéon mudiltiple para determinar la influencia
del tipo de aceite y concentracién en el % PICR. El mo-
delo se evalué mediante el coeficiente de determinacién
(R2). Los andlisis estadisticos se realizaron en el Softwa-
re R studio version 3.4.1, y los andlisis DL 90 se realiza-
ron con el paquete DRC, paquete que se enfoca en el
andlisis dosis respuesta (Ritz & Streibig, 2005).

RESULTADOS

Los aceites esenciales tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de los hongos al producir en ellos cambios
en su cinética de crecimiento y sus caracteristicas mor-
folégicas macro y microscépicas. En la Figura 1, se
muestran los resultados del ensayo de inhibicién en pla-
ca realizados frente al patégeno A. flavus. Se puede ob-
servar que después de los 10 dias de incubacién, los
aceites AE 01, AE 02, AE 4 lograron inhibir significativa-
mente el crecimiento flngico en todas las concentracio-
nes ensayadas, comparado con el control. En el caso de
AE 03, donde la inhibicién no fue total, especialmente a
bajas concentraciones (25-30 pL/mL), se logré eviden-
ciar cambio en la pigmentacion asi como en la cinética
de crecimiento caracteristica de este hongo.

A nivel microscépico se observdé como el aceite AE 04
se fija a las hifas e ingresan debilitando la formacion de
estructuras fungicas como los septos (Figura 1), despla-
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Figura 1. Efecto inhibitorio de los aceites esenciales AEO1, AEO2,
AEQ3 y AEO4 sobre a). A. flavus en agar PDA. b). Efecto a nivel de la
ultraestructura fangica de A. flavus antes (1) y después (2) de ser
expuesto a 15 pL/mL de AE 04.

zando el contenido celular interior y ocasionando una
escasa conidiacion en A. flavus como puede apreciarse
en el numeral b-2.

El porcentaje de inhibicion (% PICR) para A. flavus se
muestra en la Figura 2. Se determiné que el AEO4 en
promedio, fue el aceite que tuvo un mejor desempeno
con un % PICR de 84.13 en las tres concentraciones
ensayadas, con una desviacion estandar (SD) de 2.32,
siendo este directamente proporcional. Es decir a mayor
concentracion del aceite, mayor % PICR. El aceite
AEOQ3, presenté lo menores porcentajes de inhibicion
con un promedio de 77.43 % en las tres concentracio-
nes ensayadas. Entre tanto, los aceites AO1 y AO2 pre-
sentaron resultados mas similares con un % PICR de
83.37 y 83.40, respectivamente. A través del andlisis de
rangos multiple (post -Hoc Tukey test), se confirmé que
el AE 03 presenté diferencias significativas en la inhibi-

A. flavus ~ Aceite

AE 01 AE 02 AE 03 AE 04 p- )

Variables N=3 N=3 N=3 N=3 value
Inhibicién 0.003

NN 3.00 3.00 3.00 3.00
m\ssmg

Mean(SD)  83.80(0.69) 8337(038) 7743(215) 8413 (232)

Median (Q1, 83.40(83.40, 83.20(83.10, 77.60(75.20, 83.80 (82.00,
Q3) 84.60) 83.80) 79.50) 86.60)
! One-way analysis of means

ANOVA p-value: 0.00291 |

AE 01 AE 02 AE 03 AE 04
Aceite esencial
Figura 2. ANOVA de medias de inhibicién de A. flavus (a) Box-
plot de los niveles de inhibicion de cada aceite para A. flavus (b).
Letra distinta indica diferencia significativa.

cién del patégeno (p = 0.003) con respecto a los demas
aceites (Figura 2b).

Los resultados del ensayo de inhibicion en placa realiza-
dos frente al patégeno F. solani (Mart.) Sacc., después
de los 10 dias de incubacion permitieron determinar
que los aceites AEOT, AEO2 y AE04, redujeron significati-
vamente el crecimiento fungico con respecto al control
en todas las concentraciones ensayadas, mientras que el
AEO3 tuvo un menor efecto inhibitorio, especialmente
en la mas baja concentracion (25 pl/mL) con un %
PICR promedio de 77.43. No obstante, se logré apreciar
que ocasioné cambios en la pigmentacion y en el creci-
miento aéreo caracteristico de este patégeno (Figura 3).

A nivel microscépico se observé que AE 04 impidio la
formacién de macroconidias (Figura 3-3.1), estructuras
reproductivas del hongo, apareciendo en su mayoria
solo hifas (Figura 3-3.2). El aceite permea la membrana
celular, ingresa al interior de la ultraestructura celular y
desplaza el contenido citoplasmatico (Figura 3-3.2_b),
ocasionando su engrosamiento (Figura 3-3.2_b*c*),
adelgazamiento de la estructura hifal (Figura 3-3.2_d*) y
por tanto, pérdida de la integridad celular.

Aceites esenciales frente a patégenos del cacao
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Figura 3. Efecto inhibitorio de los aceites esenciales AEO1, AEO2, AEO3
y AEO4 sobre a) F. solani (Mart.) Sacc. en difusién en agar PDA b). Efecto a
nivel de la ultraestructura flingica de F. solani antes (1) y después (2) de ser

expuesto a 15 puL/mL de AE 04.

Para F. solani (Mart.) Sacc. se encontré que no hay dife-
rencias estadisticamente significativas entre los tipos de
aceite AEOT1, AEO2 y AE04 en el % PICR (p = 0.212). No
obstante, al igual que en el test de inhibicion de A. flavus,
el AEO3, fue el que presenté menor porcentaje de inhibi-
cién con un promedio de 71.73 % (Figura 4a y 4b).

Para calcular la dosis letal (DL 90), se estimaron los ran-
gos mediante intervalo delta y se aplicé likelihood ratio
test para corroborar el efecto de la dosis, encontrando
un valor p < d para ambas cepas, por lo que se pudo
concluir que las dosis estimadas si afectan la inhibicién
de ambos patégenos (Tabla 2).

Con base en el modelo para estimar la DL90 se realizaron
las curvas dosis - respuesta por cepa, donde se corroboré
que el aceite AO4 es el mas recomendado para la inhibi-
cién constante de ambas cepas, mientras que el aceite
A03 es el menos efectivo especialmente a bajas concen-
traciones. Adicionalmente se realizé un modelo de regre-

sion lineal mudltiple para determinar la relacion entre la
inhibicion de las cepas con respecto al tipo de aceite esen-
cial y su concentracion. Para A. flavus, el modelo determi-
né que los aceites AEOT y AEO04 aumentan la inhibicién
2.1 y 1.4 unidades respectivamente, donde el AEO1 pre-
senta una significancia marginal de p= 0.06 y A04 una
significancia de p= 0.002. En contraste con los aceites
AE02 y AEO3 la disminuyen 4.6 y 7.4 unidades respectiva-
mente, siendo el aceite AO3 el que tuvo un menor desem-
peno con un nivel de significancia p = 0.002.

Con el fin de visualizar el efecto inhibitorio in vivo de la
DL90 calculada para cada cepa (tabla 2), se procedié a
ensayar directamente sobre corteza de cacao. Los resul-
tados se muestran en la figura 5 y permiten concluir que
las concentraciones calculadas a través del modelo esta-
distico empleado son efectivas a la hora de inhibir los
patégenos, ya que no se evidencié crecimiento fldngico
aparente sobre la corteza del cacao.
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Tabla 2. Estimacién DL 90 de los cuatro aceites esenciales (AE 01-AE 04) por cepa.

Estimacion DL 90
Cepa Aceite Intervalo Likelihood ratio test
AEO1 DL 90 = 23 pL/mL
AEO2 DL 90 = 48 pL/mL
A.
oS p = 0.0001
AEO3 DL90 =31 pL/mL
AE04 DL 90 = 22 ulL/mL
AEO1 DL 90 = 22 pL/mL
E solani | AEO2 DL 90 = 45 pL/mL
5 2 -7
AEO3 DL90 - 27 ul/mL | P~ 41¢
AE04 DL 90 = 20 plL/mL
3 entre 20-48 plL/mL para inhibir el 90% del crecimiento
F. solani ~ Aceite fingico. A este respecto, se indica que todos los aceites
AEOY Q2 AEG3 AEO fueron adquiridos comercialmente y en el caso de /i
Variables N=3 N=3 N=3 N=3 poalue cium verum, la casa fabricante reporta que se extrajo a
- partir de semillas de anis, por la técnica de destilacion
Inabickn i por arrastre de vapor y que su composicién molecular
N Non-missing 300 300 300 300 estd basado en los quimiotipos trans-Anetol (88.82 %),
estragol (4.03 %), linalool (1.28 %) y foeniculin (1.07 %)
Mean (SD) $27(16) 860070 BRI 850087

)
Median (Q1, Q3) 86.20 (8340,86.20) 86.40 (85.30, 86.60) 81.70 (47.30, 86.20) 86.30 (8490, 86.50)

Kruskal-Wallis rank sum test

b
S !

80
o 70
o
9
®

50

Kruskal-Wallis p-valve: 0.212
AE 01 AE 02 AE 03 AE 04

Aceite esencial

Figura 4. Kruskal Wallis de medianas de inhibicién de F. solani
(a) Boxplot de los niveles de inhibicion de cada aceite para F. solani

(b).

DISCUSION

En esta investigacion, se comprob6 que los aceites /lli-
cium verum (AE 01) Eucalyptus globulus (AE 02) vy Lippia
alba carvoniferum (AE 04) exhibieron el mayor efecto
inhibitorio frente a Aspergillus flavus y Fusarium solani
(Mart.)Sacc., requiriendo concentraciones que oscilaron

(datos complementarios no mostrados). La literatura
reporta que este aceite, tiene como principales com-
puestos quimicos fenilpropanoides, flavonoides, neolig-
nanos, monoterpenoides y sesquiterpenoides, siendo el
componente dominante el fenilpropanoide transanetol
con un rango de concentracion 72-92 % (Sharafan et al,
2022) al que se le atribuye su efecto fungicida.

Esto explicaria el resultado observado en esta investiga-
cién, en la cual se requierieron entre 22 pl/mLy 23 ul/
mL de [lllicium verum para inhibir el 90 % del crecimien-
to de Aspergillus flavus y Fusarium solani (Mart.)Sacc.,
respectivamente. Estas concentraciones fueron 10 veces
menores a las reportadas por Soher y colaboradores,
quienes encontraron que un aceite esencial de anis cu-
yos quimiotipos predominantes fueron  transanetol
(82.7%), cariofileno (4.8%) y limoneno (2.3%), inhibie-
ron el crecimiento Aspergillus flavus y Fusarium vertici-
llioides, provenientes de maiz colectado en Egipto, en
un 83.2% y 65.11%, usando concentraciones de 100
mg/mL, respectivamente. Para lograr una completa inhi-
bicion, los autores usaron concentraciones de 200 mg/
mL (Soher et al., 2016). La diferencia en los resultados se
podria atribuir a la concentracion del quimiotipo mas
predominante del aceite (trans-Anetol), ya que el em-
pleado en esta investigacion, estaba un 5 % mas con-
centrado comparado al el utilizado por Soher et al.

Aceites esenciales frente a patégenos del cacao
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c+) AEO4

AEO1

AE02

AEO3

Cl+) > AEO4

Figura 5. Efecto de inhibicién in vivo de las dosis letales DL90 de 4 aceites esenciales sobre patégenos
crecidos en corteza de cacao. a) F. solani (Mart.)Sacc. b) A. flavus. C(-) corresponden a los trozos de
pulpa sin inocular (controles negativos) mientras que C(+) corresponden a los trozos corteza inocula-
dos con los respectivos patdgenos (controles positivos). r1, r2, r3 (nimero de réplicas hechas).

Se pudo evidenciar ademds, que las concentraciones
empleadas del aceite esencial Lippia alba carvoniferum
(AE 04) aunque fueron mas bajas con respecto a los tres
aceites restantes (AE 01, AE 02 y AE 03), su actividad
inhibitoria fue la mejor frente a los dos patégenos. Este
aceite esencial se caracteriza por la variabilidad en la
composicion quimica dependiendo del origen del mate-
rial vegetal, de la etapa de crecimiento que se colecta la
planta, asi como la parte seleccionada para la destila-
cion del aceite, por lo cual se ha reportado la existencia
de al menos siete quimiotipos. Pandey et al., analizaron
el efecto de 11 tipos de aceites contra el hongo micoto-
xigénico A. flavus, demostrando que Lippia alba, fue el
aceite esencial que exhibié una inhibicion absoluta del
crecimiento flngico a una concentracién de 0,28 pl/
mL, lo cual fue atribuido por los autores a la presencia
de citral (36.9%) y neral (29.3 %) como quimiotipos
predominantes, seguido de mirceno (18.6 %). Los auto-
res concluyeron que aplicando 80 ulL/0.25 L de aire, se
inhibia significativamente la proliferaciéon fingica y la
produccion de aflatoxina B1 en el almacenamiento de
semillas verdes (Pandey et al., 2016). Fontana y colabo-
radores, mostraron que el aceite Lippia alba obtenido
por hidrodestilacion a partir de plantas de un jardin me-
dicinal ubicado en la Universidad Federal de Santa Ma-
ria en Brazil, eran capaces de inhibir el crecimiento de
varias especies fungicas incluyendo F. solani aisladas a
partir de cultivos de soya y fresa, en concentraciones
que oscilaron entre 0.2 a 1.4 plL/mL. Los autores lo atri-

buyeron a la naturaleza lipofilica de los aceites y a su
capacidad para fusionarse con la membrana citoplasma-
tica de los hongos, ejerciendo accidon desestabilizante
(Fontana et al,, 2020). Esto coincide con los resultados
obtenidos en esta investigacion, ya que se logré obser-
var como el AE 04 en F. solani (Mart.)Sacc. y A. flavus,
permeod la ultraestructura y causé afectacion en la inte-
gridad celular (Figuras 1y 3, respectivamente), corrobo-
rando la interaccién hidrofébica con los grupos no pola-
res de la membrana plasmatica de los hongos estudia-
dos. La fuerte actividad de los aceites esenciales sobre
la germinacion de las esporas de hongos, esta relaciona-
da con algunos componentes que afectan principalmen-
te la pared y membrana celular de las conidias, impi-
diendo su germinacion y crecimiento (Tariq et al, 2019).

Eucalyptus Globulus es un aceite cuya composicion esta
basada en monoterpenos oxigenados y no oxigenados,
asi como los sesquiterpenos oxigenados, que constitu-
yen la mayor parte del aceite esencial. Los monoterpe-
nos mas oxigenados son el eucaliptol (51,62%) vy el ter-
pinen-4-ol (2,74%), mientras que los principales mono-
terpenos no oxigenados son el a-pineno (23,62%), el p-
cimeno (10%) y el B- mirceno (8,74%). En este aceite
esencial, el contenido de los principios activos varia en
funcién del periodo de recoleccién de érganos de las
plantas (Almas et al.,, 2021). En esta investigacion se lo-
graron porcentajes de inhibicion de A. flavus y F. solani
(Mart.) Sacc. superiores al 80 % al usar el aceite esencial
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Eucalyptus globulus en concentraciones que oscilaron
entre 40-50 pl/mL. Estos resultados son ligeramente
similares a los reportador por Pujiarti y colaboradores,
quienes evaluaron el efecto inhibitorio del aceite esen-
cial Eucalyptus urophylla frente a especies de Fusarium
oxysporum y Aspergillus niger, demostrando que a ma-
yor concentraciéon del aceite, mayor inhibicion, requi-
riendo hasta 20 mg/mL para obtener un 74.74 % y
77.29 %, respectivamente, con un IC 50 de 1.61 mg
para Fusarium oxysporum y 13.56 mg/mL para Aspergi-
llus niger (Pujiarti et al, 2018). La diferencia en concen-
traciones inhibitorias, puede atribuirse a la especie de
eucalipto trabajada, asi como a la técnica de extraccién
del aceite. Es bien sabido por la literatura que el método
de destilacién por arrastre de vapor es mas eficiente
para extraer aceites esenciales, con una eficiencia de
hasta el 93 % (Villamizar & Gonzélez, 2023) en compa-
racion con la hidrodestilacion.

Rosmarinus officinalis cineoliferum contiene 1,8-cineol, a-
pineno, verbenona, alcanfor y borneol, pero las compo-
siciones pueden variar ampliamente, lo que hace que
existan mas de 13 quimiotipos de este aceite esencial
basandose en los porcentajes relativos de a pineno, 1,8-
cineol, alcanfor, borneol, verbenona y acetato de borni-
lo (Satyal et al., 2017). En esta investigacion, los provee-
dores de AE 03, indican que el aceite fue obtenido a
partir de sumidades floridas procedentes de Tunisia. Este
aceite logré porcentajes de inhibicion % PICR de 77.43
y 71.73, respectivamente frente a A. flavus y F. solani
(Mart.) Sacc., empleando concentraciones que oscilaron
entre 25-35 pl/mL. Esto es ligeramente diferente a lo
reportado por Ben Kaab y colaboradores, quienes em-
plearon aceite de romero obtenido a partir de hojas
procedentes de la misma zona geogréfica e indicaron
que concentraciones de 6 pL/mL inhibian mas del 80 %
de la germinacién de esporas de Fusarium oxysporum,
Fusarium culmorum y Penicillium italicum después de
120 horas de incubacion (Ben Kaab et al, 2019). Lo
anterior se podria atribuir a la especificidad que puede
darse entre los aceites empleados y los patégenos obje-
to de estudio. La toxigenicidad de los hongos endofiti-
cos y epifiticos del cacao asi como de otros cultivares,
se ve influenciada por la zona geografica y las condicio-
nes edafoclimaticas en las que se establecen los cultivos
(Perreno et al., 2020). Las practicas agroculturales, asi
como el uso de fungicidas, hacen que incrementan o
atenue su patogenicidad.

CONCLUSION
Se logré evaluar la capacidad inhibitoria de cuatro (4)

aceites esenciales adquiridos comercialmente frente a
Aspergillus flavus y Fusarium solani (Mart.) Sacc., patoge-

nos autéctonos, aislados de cultivos de cacao del depar-
tamento N de S, Colombia. Se puede resaltar que los
aceites esenciales comparten un mecanismo de accién
comun, pero que su efectividad depende de su huella
dactilar y de las caracteristicas de resistencia y/o suscep-
tibilidad que exhiba el patégeno objeto de estudio. A
través de esta investigacion se genera una alternativa
efectiva y eco-amigable basada en el uso de los aceites
esenciales de lllicium verum (anis) y Lippia alba carvoni-
ferum (pronto alivio), como los agentes inhibidores con
mejor desempeno, que pueden escalarse a campo, a fin
de evaluar su efectividad in situ. Esto sin duda, podria
contribuir a la introduccion de estrategias verdes para
reducir los riesgos asociados a la presencia de hongos
patégenos con potencial micotoxigénico en las mazor-
cas de cacao y por tanto; en el chocolate y derivados
que se generan y comercializa en la region.
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