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RESUMEN

RESUMEN

Los hongos de las especies Colletotrichum gloeosporioides y Rhizopus stolonifer son un
problema significativo para los productores agricolas mexicanos. En poscosecha, estos
fitopatdgenos afectan a la papaya, el mango, aguacate y chile habanero, y causan importantes
pérdidas de produccion. El control de hongos fitopatdgenos se basa en el uso de fungicidas
sintéticos, los cuales causan efectos negativos al medio ambiente y la salud humana. Asi como,
fendmenos de resistencia, y, por otro lado, la persistencia de residuos toxicos en los frutos y el
ambiente. En este contexto, los aceites esenciales (AEsS) surgen como una alternativa
prometedora para el control de ambos fitopatdégenos. El presente estudio tuvo como objetivo
caracterizar la composicion quimica de diez de plantas aromaticas nativas de la peninsula de
Yucatan, y evaluar su actividad antifingica, en fase de vapor, contra la inhibiciébn de la
germinacion de esporas y del crecimiento micelial de C. gloeosporioides y R. stolonifer. Se
realizaron analisis quimiométricos para explorar la relacion entre la composicion quimica de los
AEs y su actividad antifingica. Los resultados mostraron que los AEs con actividad antifingica
contra los dos fitopatdégenos fueron Lippia origanoides, Bursera simaruba y Piper auritum. Estos
AEs tuvieron un compuesto monoterpénico claramente mayoritario (>50%), carvacrol, a-pineno y
safrol respectivamente. En el resto de los AEs dominaron los sesquiterpenoides sin ningun
compuesto con una concentracion claramente mayoritaria. En los ensayos in vitro, el micelio fue
mas susceptible, que las esporas, a la accion de los AEs evaluados. Los valores de ICso para la
inhibicién del crecimiento micelial de C. gloeosporioides fueron de ICso= 0.0059 pyL/mL de aire
para L. origanoides, ICso= 0.443 uL/mL de aire en el caso de P. auritum, y ICs= 0.640 yL/mL de
aire para B. simaruba. En el hongo R. stolonifer los valores de ICso fueron de 0.0032, 0.286 vy
0.453 yL/mL de aire), respectivamente. En el caso de la inhibicién de la germinacién de esporas,
los AEs con mayor actividad en C. gloeosporioides fueron L. origanoides (ICs,=0.073 pL/mL de
aire), B. simaruba (IC5=0.37 uL/mL de aire), y para R. stolonifer fue Unicamente L. origanoides
(ICs0= 0.13 pL/mL de aire). EI AE de L. origanoides tiene el mayor potencial como biofungicida
para el control tanto de micelio como de esporas de C. gloeosporioides y R. stolonifer, ya que,
aunado a su alta actividad antifangica, es una especie que cuenta con un aprovechamiento previo
en algunas comunidades de la peninsula de Yucatan, por lo que podria impulsar el desarrollo

econdémico local.




ABSTRACT

ABSTRACT

Fungi from the species Colletotrichum gloeosporioides and Rhizopus stolonifer represent a
significant problem for Mexican agricultural producers. During the postharvest stage, these
phytopathogens affect crops such as papaya, mango, avocado, and habanero pepper, leading to
substantial production losses. The control of phytopathogenic fungi currently relies on the use of
synthetic fungicides, which are associated with negative environmental and human health
impacts, resistance development, and the persistence of toxic residues in fruit. In this context,
essential oils (EOs) emerge as a promising alternative for the management of both
phytopathogens. This study aimed to characterize the chemical composition of essential oils
extracted from ten native aromatic plant species from the Yucatan Peninsula and to evaluate their
antifungal activity, in vapor phase, against spore germination and mycelial growth of C.
gloeosporioides and R. stolonifer. Chemometric analyses were conducted to explore the
relationship between EO chemical composition and antifungal activity. The results indicated that
the EOs exhibiting antifungal activity against both pathogens were derived from Lippia
origanoides, Bursera simaruba, and Piper auritum. These EOs were characterized by the
predominance (>50%) of a single monoterpenoid compound: carvacrol, a-pinene, and safrole,
respectively. In contrast, the remaining EOs were dominated by sesquiterpenoids, with no single
compound present at a clearly dominant concentration. In vitro, the assays revealed that mycelial
growth was more susceptible, than spores, to the evaluated EOs. The IC5, values for the inhibition
of C. gloeosporioides mycelial growth were 0.0059 uL/mL air for L. origanoides, 0.443 uL/mL air
for P. auritum, and 0.640 uL/mL air for B. simaruba. For R. stolonifer, the IC5, values were 0.0032,
0.286, and 0.453 uL/mL air, respectively. Regarding spore germination inhibition, the most active
EOs against C. gloeosporioides were L. origanoides (ICso, = 0.073 pyL/mL air) and B. simaruba
(ICs0 = 0.37 pL/mL air), while for R. stolonifer, only L. origanoides showed significant activity (ICs,
= 0.13 yL/mL air). The EO of L. origanoides demonstrated the highest potential as a biofungicide
for controlling both the mycelial and spore stages of C. gloeosporioides and R. stolonifer, owing
not only to its strong antifungal activity but also to its traditional use by some communities in the
Yucatan Peninsula. Therefore, its application could contribute to the development of sustainable

local economies.




INTRODUCCION

INTRODUCCION

La presencia de plagas y enfermedades es uno de los principales problemas en la agricultura, ya
gue causan grandes pérdidas econémicas tanto en campo como en el manejo poscosecha (FAO,
2022), con pérdidas de cientos de miles de millones de ddlares a nivel mundial (Aremu et al.,
2024). Los hongos fitopatdgenos son responsables de hasta un 60% de las enfermedades
durante la produccion de los cultivos (Moo-Koh et al., 2014). En particular, se estima, que mas
del 50% de las pérdidas poscosecha, se deben a enfermedades fungicas (Rodrigues et al., 2021).
Es por ello, que resulta pertinente combatir estas infecciones y reducir las pérdidas econdémicas
elevadas, para favorecer la seguridad alimentaria (Kritzinger y Dethoup, 2024). Entre los
fitopatdgenos fungicos con mayor afectacion en la produccion de frutos tropicales se encuentran
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc. y Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill,
agentes causales de la antracnosis y la pudricién blanda, respectivamente (Téllez-Téllez et al.,
2024; Peralta-Ruiz et al., 2023; Bordoh et al., 2020; Salem et al., 2016). Debido a su impacto
economico, Colletotrichum spp. ha sido incluido entre los diez patdégenos fungicos mas relevantes

a nivel mundial (Dean et al., 2012).

La proteccion de los frutos contra las enfermedades de origen fungico juega un papel fundamental
para extender la vida Gtil de los productos poscosecha y con ello propiciar un aumento en la
calidad y la cantidad de productos y, por ende, satisfacer la creciente demanda alimenticia (Aremu
etal., 2024; Mesa et al., 2019; Savary et al., 2012; Pérez et al., 2011). La estrategia mas utilizada
para controlar este tipo de enfermedades en plantas es mediante la aplicacién de fungicidas
sintéticos. En México, los plaguicidas regulados por la Comision Federal para la Proteccion
Contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) son el procloraz, tiabendazol, azoxistrobin,
difenoconazol, imazalil, mancozeb, y clorotalonil, por mencionar algunos (COFEPRIS, 2023). La
aplicacion de estos fungicidas sintéticos permite mantener la calidad de los frutos durante su
almacenaje. Sin embargo, se ha reportado que su uso frecuente e intensivo afecta a la salud
humana, causa dafios ecoldgicos en el ambiente y propicia la aparicibn de cepas fungicas
resistentes (Kritzinger y Dethoup, 2024; de Oliveira et al., 2023; Ciofini et al., 2022; Wei et al.,
2021; da Silva et al., 2020; Kong et al., 2019). El desarrollo de biopesticidas es una alternativa
prometedora a los fungicidas sintéticos (Kritzinger y Dethoup, 2024; Dunan et al., 2023; Siegwart
y Lavoir, 2022). Los biopesticidas son aquellos productos que se obtienen a partir de materiales
naturales, como animales, bacterias y plantas (EPA, 2023). Una alternativa como biopesticida

son los AEs. Los AEs son mezclas complejas de hasta 300 compuestos volatiles y son producidos
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por mas de 17, 500 especies de plantas aromaticas (Esmaeili et al., 2022; Falleh et al., 2020).
Los aceites esenciales (AEs) son catalogados como sustancias generalmente seguras, por la ley
Federal de Insecticidas, Fungicidas y Rodenticidas (FIFRA) de Estados Unidos y su uso es una
alternativa prometedora para el control de diversas enfermedades fangicas (Marrone, 2019;
Sarkhosh et al., 2018; Nazzaro et al., 2017). Diversos estudios han demostrado las propiedades
antifingicas de los AEs, sin embargo, para la Peninsula de Yucatan estos estudios son limitados
(Liu et al., 2024; Basaid et al., 2020; Kumar y Kudachikar, 2018; Nazzaro et al., 2017).

En la peninsula de Yucatén (PY), existe una amplia diversidad de plantas arométicas nativas para
las cuales el estudio de la actividad antifungica de sus AEs es escaso (Calvo-Irabien, 2018).
Debido a esto, es importante generar conocimiento cientifico que sirva de base para explorar el
potencial antifingico de dichas especies, promover su cultivo e incentivar el desarrollo de
biofungicidas, capaces de prevenir y controlar la antracnosis y la pudricion blanda en los frutos
poscosecha, con menores impactos en la salud humana y en los ecosistemas. La presente tesis
es una contribucién en este sentido ya que a través de un estudio experimental se evalué el
potencial antifangico de AE de diez especies de plantas aromaticas nativas de la PY contra

micelio y esporas de C. gloeosporioides y R. stolonifer.
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1.1. ANTECEDENTES

1.1.1. Pérdidas de frutos poscosecha

Los frutos poscosecha son aquellos productos frutales que han sido recolectados de la planta
madre y que, por tanto, han completado su fase de crecimiento y desarrollo fisioldgico. Esta etapa
comprende todos los procesos y manejos a los que son sometidos los frutos desde el momento
de la cosecha hasta su consumo final o comercializaciéon. El deterioro, la pérdida en la calidad y
cantidad de frutos poscosecha a nivel mundial es uno de los principales problemas fitosanitarios
en la agricultura. La importancia de la produccién y el consumo de los frutos tropicales es
reconocida internacionalmente, al ser un componente esencial en la dieta alimenticia y proveer
de vitaminas, minerales, aminoacidos y otros nutrientes esenciales (Olunusi et al., 2024; Toscano
Oviedo et al.,, 2024; de Oliveira et al., 2023; FAO, 2022; Bancal y Ray, 2022). Los frutos
climatéricos se caracterizan por continuar con el proceso de maduracién una vez cosechados,
por lo cual, se deterioran facilmente durante el manejo poscosecha (Iguaran y Alzate, 2014).
Dichos frutos, son vulnerables a cambios bioquimicos e infecciones microbianas, resultando en
un menor tiempo de almacenaje, asi como pérdidas econémicas importantes (Olunusi et al., 2024;
Esmaeili et al., 2022); se estima que un 40-50% de la produccién mundial de frutos y vegetales
en paises desarrollados, se pierden después de haber sido cosechadas y antes de llegar al
mercado (FAO, 2013). El deterioro de los frutos ocurre a lo largo de toda la cadena de suministro,
desde la cosecha, manejo, almacenaje y distribucion para su consumo directo (Olunusi et al.,
2024; Bancal y Ray, 2022). La pérdida alarmante de la produccion anual de frutos tropicales se
contrapone con el objetivo de desarrollo sostenible de la erradicacion del hambre y la desnutricion
para el 2030 (PND, 2024; Olunusi et al., 2024).

El nivel de frescura de los frutos esta asociado con altos contenidos de humedad (hasta 75%),
haciéndolos susceptibles a la infeccién microbiana (Olunusi et al., 2024, Pham et al., 2023). Estas
infecciones son provocadas principalmente por hongos fitopatdgenos, causantes de diversas
enfermedades que propician la pudricion del fruto, disminuyendo su tiempo de vida en anaquel
(Namiota y Bonikowski, 2021; Moo-Koh et al., 2014). Adicionalmente, la calidad poscosecha de
los frutos se ve afectada por diversos factores intrinsecos como cambios bioquimicos en la tasa
de respiracion, transpiracion y produccién de etileno (Kahramanoglu et al., 2022; Liu et al., 2022;
Rodrigues et al., 2021).
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1.1.2. Hongos fitopatégenos

En la actualidad, se han descrito cerca de 100,000 especies de hongos, de los cuales alrededor
de 8,000 causan enfermedades en las plantas, por lo que se les denomina fitopatégenos. Las
plantas son atacadas en alguna etapa de su ciclo de vida por uno o mas fitopatégenos flingicos,
ya que la mayoria son capaces de parasitar a mas de una especie vegetal (Velasquez-Valle et
al., 2017). Algunos hongos obtienen sus nutrientes de hospederos vivaos (biétrofos), a través de
estructuras especializadas llamadas haustorios que se forman dentro de la célula huésped; otros
obtienen los nutrientes de plantas o animales en descomposicion (saprofitos) y otros infectan al
hospedero vivo y durante el proceso de obtencion de nutrientes matan a las células hospederas

(necrétrofos) (Velasquez-Valle et al., 2017; Carris et al., 2012).

Los hongos filamentosos son organismos eucariotas, que requieren de otros organismos para la
obtencion de su alimento (heterétrofos). Los hongos poseen un cuerpo vegetativo constituido por
células tubulares denominados hifas, al conjunto de hifas se le denomina micelio. Las hifas crecen
por el 4pice y se ramifican lateralmente para penetrar sustratos o fuentes de alimento, lo cual les
permite absorber nutrientes a través de la pared celular (Walker y White, 2017; Carris et al., 2012).
Los hongos filamentosos se reproducen mediante esporas. La espora es la unidad de dispersion
y supervivencia del hongo, consiste en una célula capaz de germinar y dar origen a una nueva
hifa (Carris et al.,, 2012). La espora contiene compuestos intracelulares que le confieren
proteccidén, entre estos se encuentra la trehalosa, manitol, proteinas de estrés térmico y
dehidrinas. Estos compuestos protegen a la espora contra la deshidratacién, altas temperaturas,

presidén osmobtica, variacion de pH y radiacién UV (El Enshasy, 2022).

A pesar de la diversidad de formas celulares fungicas, tanto en las hifas como en la espora se
conservan muchos elementos de la pared celular (Gow y Lenardon, 2023). La pared celular es
una estructura plastica y dinAmica, que protege a la célula de la presion osmaética y del ambiente
externo. Ademas, al ser la estructura mas externa, interacttia con el espacio extracelular (Gow y
Lenardon, 2023; Nifio-Vega, 2021). La pared celular de los hongos filamentosos esta compuesta
principalmente por diversos polisacéridos, cuya naturaleza varia segun el grupo taxonémico. En
Ascomycota, Basidiomycota y Chytridiomycota predominan la quitina y los glucanos, mientras
gue en los Zygomycota se encuentran el quitosano y otros componentes. Ademas, se incluyen

en menor proporcién proteinas y glicoproteinas (Walker y White, 2017; Carris et al., 2012).

La membrana celular es un componente esencial de la célula fingica y esta constituida por una

bicapa de fosfolipidos en la que se encuentran integradas proteinas globulares. Esta estructura
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cumple una funcién crucial en la regulacién del transporte celular, al permitir el ingreso de
nutrientes y la salida de metabolitos, actuando como una barrera selectiva. En los hongos, el
ergosterol constituye el principal esterol de la membrana, lo cual difiere del colesterol presente
en animales y de los fitoesteroles en plantas. Esta diferencia ha sido aprovechada en el desarrollo
de diversos agentes antifungicos utilizados para el tratamiento de infecciones fangicas (Walker y
White, 2017).

1.1.3. Enfermedades poscosecha causadas por fitopatégenos fungicos

Los hongos fitopatdgenos son responsables del 60% de las enfermedades durante la produccion
de los cultivos (Moo-Koh et al., 2014). Se estima que cerca del 50% de las pérdidas poscosecha,
son causadas por enfermedades flingicas (Rodrigues et al.,, 2021). Las enfermedades
poscosecha, son una gran problematica en la agroindustria, disminuyen la calidad del fruto, y
presentan un potencial riesgo a la salud humana (Mesa et al., 2019; Siddiqui y Ali, 2014;
Shivaprakash et al., 2011). Los hongos fitopatégenos son capaces de infectar los frutos en el
campo y después de la cosecha, por lo que el desarrollo de la enfermedad fangica puede ocurrir
una vez almacenado o comercializado el fruto. Las infecciones latentes, es decir aquellas que
infectan la fruta en el campo y permanecen inactivas hasta después de ser cosechadas, son de
las mas relevantes debido a su dificil control, estas pueden ser causadas por distintos géneros
como Colletotrichum, Alternaria y Lasiodiplodia. No obstante, también existen patégenos fungicos
gue infectan los frutos a través de heridas o dafios mecéanicos previos, ocurridos en su superficie.
Estas infecciones son prevalentes especialmente en los géneros de Penicillium y Rhizopus
(Palou, 2023; Martinez-Blay et al., 2020).

Debido a las pérdidas econdmicas, el aumento de enfermedades transmitidas por alimentos
contaminados y la preferencia de los consumidores por frutos frescos y saludables, se ha
incentivado la investigacion y el desarrollo de agrotecnologias que permitan aumentar la vida atil
de los productos poscosecha, mediante el control y la prevencién de las enfermedades flngicas
(Esmaeili et al., 2022; Liu et al., 2022). Es importante que el desarrollo de estas agrotecnologias
esté enfocado tanto en la prevencion (inhibicién de la germinacién de esporas), como en el control

(inhibicién del crecimiento micelial) de los fitopatégenos fungicos.
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1.1.4. Colletotrichum gloeosporioides

C. gloeosporioides es un hongo filamentoso perteneciente al Orden de los Glomerellales y a la
Familia Glomerellaceae. El crecimiento micelial de C. gloeosporioides es de forma radial con un

margen entero y ondulado, presenta una coloracion blanca con masas conidiales anaranjadas

gue se producen en anillos concéntricos. Las esporas miden de 13.56 a 14.24 um de largo y de
4 a 4.02 um de ancho (Figura 1.1) (Rojo-Béaez et al., 2017).

Figura 1.1. Esporas y micelio de C. gloeosporioides en caja Petri. (Imagen de esporas obtenida de Rojo-
Béez et al., 2017).

1.1.4.1. Antracnosis en frutos tropicales causada por Colletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum es un género de hongos fitopatdgenos responsable de la antracnosis, nombre que
se le da a una de las enfermedades fungicas con mayor afectacién en la produccién de frutos
tropicales del mundo, como el aguacate, la papaya, el mango, la pitahaya y el platano (Bordoh et
al., 2020; Vilaplana et al., 2018; Gafian et al., 2015). Es causada por diversas especies, entre
ellas C. gloeosporioides (Peralta-Ruiz et al., 2023). El proceso infeccioso ocurre tanto en el campo
(precosecha), como en las etapas de almacenaje y comercializacion (poscosecha), restringiendo
la venta y el consumo de los frutos, dando como resultado pérdidas econdémicas severas (de
Oliveira et al., 2023; Ciofini et al., 2022). La produccién de aguacate en México se ve altamente
afectada por la antracnosis. Se estima que las pérdidas nacionales del aguacate por C.
gloeosporioides son del 20% y alcanzan un 40% en el estado de Michoacan (Rodriguez et al.,
2020; Reyes y Morales, 2007). Igualmente, es una de las principales enfermedades poscosecha

de la papaya, produciendo pérdidas considerables, del 25-40% de las 13,000,000 t producidas a
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nivel mundial (Peralta-Ruiz et al., 2023). La antracnosis también afecta la produccién de mango
en todo el mundo, con pérdidas del 30-60% de la produccion (Paudel et al., 2022; Kamle y Kumar,
2016).

La antracnosis se caracteriza por la presencia de lesiones que se desarrollan con rapidez en el
fruto, pero también puede desarrollarse en, tallos, hojas y flores. Los frutos maduros infectados
desarrollan manchas prominentes hundidas, de color café oscuro a negro, antes o después de la
cosecha del fruto (de Oliveira et al., 2023). Las &reas afectadas se agrietan y la descomposicion
del fruto, en un inicio, se limita a la cascara, sin embargo, en las uUltimas etapas de infeccion
penetra hasta la pulpa, en areas poco profundas (Tan et al., 2023; Kumar y Kudachikar, 2018).
El exceso de lluvias y el aumento de la humedad afectan la severidad y la prevalencia de la
enfermedad; las condiciones climaticas mas favorables para su desarrollo se encuentran entre
10-30°C, con una humedad del 95% (Ciofini et al., 2022). La antracnosis causada por C.
gloeosporioides esta regulada por la duracién del periodo de quiescencia del hongo, el cual se
interrumpe cuando los frutos maduran y el hongo se activa. El periodo de quiescencia es una
estrategia de C. gloeosporioides, que le permite entrar en estado de latencia cuando el fruto esta
inmaduro, evitando el contacto con los compuestos antifungicos presentes en el tejido, cuyas
concentraciones disminuyen con la maduracién del fruto. De esta forma, el hongo permanece
inactivo y es capaz de producir infeccion en la etapa de poscosecha, cuando el fruto madura (Tan
et al., 2023; Padez-Redondo et al., 2022; Rodrigues et al., 2021; Herrera-Gonzalez et al., 2020).

El ciclo de vida de C. gloeosporioides presenta un estado biotréfico y otro necrotréfico. La
infeccidn empieza cuando la espora establece contacto con la superficie del hospedero. La
espora se adhiere a la superficie mediante la produccién de mucilago, germina y posteriormente
producen los apresorios, capaces de mantenerse latentes en la superficie del fruto. Los
apresorios penetran la cuticula del fruto hacia las células epidérmicas, y producen haustorios
(Ciofini et al., 2022; Martinez-Blay et al., 2020; Rojo-Baez et al., 2017). Los haustorios son
estructuras altamente especializadas que penetran la célula y permiten la obtencion de nutrientes
esenciales para la supervivencia. En la fase biotrofica se forman las vesiculas de infeccion y el
micelio primario. Durante esta etapa de la infeccion, el protoplasto del hospedero se mantiene
vivo. La fase necrotrofica se caracteriza por la aparicion de los primeros sintomas de la
enfermedad. En esta el micelio infecta las células del mesdéfilo y mueren las células adyacentes
por el efecto de las enzimas liticas producidas por C. gloeosporioides. Los frutos en esta etapa
secretan olores desagradables que los hace inaceptables para el consumo humano (Figura 1.2)
(Tan et al., 2023; Peralta-Ruiz et al., 2023; Kumar y Kudachikar, 2018; Rojo-Baez et al., 2017).
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Figura 1.2. Esquema del desarrollo de la antracnosis: microscépico (A) y macroscépico (B). Imagen
modificada de Oliveira et al., (2023).

1.1.5. Rhizopus stolonifer

R. stolonifer es un hongo filamentoso perteneciente al filo Zygomicota, orden mucorales y la
Familia Mucoraceae, prolifera en climas tropicales, con temperaturas 6ptimas entre 23-28°C y
humedad relativa del 70-90% (Yan et al., 2021; da Silva et al., 2020; Bautista-Bafios et al., 2014).
La estructura del micelio presenta una forma coénica y cilindrica, compuesta por hifas aéreas
erectas que se ramifican, formando una masa micelial enmarafiada de tonalidad blanquecina. R.
stolonifer se propaga rapidamente mediante estolones que se extienden sobre el sustrato, y se
ancla a través de rizoides. Los estolones son de color café oscuro, mientras que los rizoides son
hialinos y presentan una ramificacion abundante. Con el tiempo, emergen estructuras de color
negro denominadas esporangios. Estos esporangios son de forma esférica, con un diametro
aproximado de 250 pm, y en su interior albergan miles de esporas esféricas de alrededor de 8 a
14 ym de largo y de 6 a 8 ym de ancho. La columela es subglobosa, de color gris claro y mide
alrededor de 70 a 80 pm (Figura 1.3) (Bautista-Bafios et al., 2014; Kwon y Lee, 2006).
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Figura 1.3. Caracteristicas morfolégicas de R. stolonifer. Crecimiento micelial en PDA después de 48 h. de
incubacion (A), esporangios (B), columela (C), esporas (D) y estolones y rizoides (E). (Fotografia obtenida
de Kwon y Lee, 2006).

1.1.5.1. Pudricién blanda causada por Rhizopus stolonifer en frutos tropicales

La enfermedad causada por este hongo se conoce como pudriciéon blanda, y debido al rapido
crecimiento del hongo, suele desarrollarse en pocos dias, por lo que se considera uno de los
hongos mas devastadores durante el almacenaje de los frutos (Salem et al., 2016; Bautista-Bafios
et al.,, 2014). Entre los frutos de importancia comercial mas afectados por R. stolonifer se
encuentran la guandbana, el tomate, la papaya, el meldn, la fresa y el durazno (Téllez-Téllez et
al., 2024; Du et al., 2023; Tan et al., 2023; Alfaro-Sifuentes et al., 2019; Ramos-Guerrero et al.,
2018; Salem et al., 2016; Bautista-Bafios et al., 2014). El 30% de la produccion de tomates se
pierden debido a enfermedades poscosecha y cerca del 80% de estas pérdidas son causadas
por R. stolonifer (Alfaro-Sifuentes et al., 2019). En el caso de la papaya y la fresa, las pérdidas
economicas poscosecha, son hasta del 50% (Liu et al., 2024; Tan et al., 2023; Ventura-Aguilar et
al., 2021). En la produccion de durazno, la pudricion blanda es la segunda enfermedad
poscosecha mas devastadora, con importantes pérdidas econémicas (Salem et al., 2016) y en el

caso de la guanabana, tanto R. stolonifer como C. gloeosporioides, tienen mayor incidencia de
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infecciones poscosecha (Cortés-Rivera et al., 2022; Ramos-Guerrero et al., 2018). Los frutos
suaves como la fresa son los mas susceptibles a esta enfermedad ya que R. stolonifer solo es
capaz de infectar a través de lesiones presentes en la epidermis del fruto (Yan et al., 2021; da
Silva et al., 2020; Bautista-Bafios et al., 2014). En la etapa inicial de la infeccién, las esporas
penetran a través de las lesiones, germinan y el micelio se expande. Para que las esporas sean
capaces de germinar, el hongo produce enzimas como esterasa y cutinasa, que promueven su
adhesion a la cuticula de los frutos y la subsecuente penetracion. Posteriormente, el fruto se
cubre con lesiones acuosas, suaves e irregulares y a medida que el micelio se expande por el
tejido dafiado aparecen los esporangios que de dos a seis dias llegan a cubrir toda la superficie.
En la etapa mas avanzada de la infeccién, el fruto desprende liquidos y un olor a fermentado (Tan
et al., 2023; Baggio et al., 2016; Bautista-Bafios et al., 2014).

1.1.6. Manejo de frutos poscosechay uso de fungicidas sintéticos

Para preservar los frutos poscosecha y ayudar a inhibir el desarrollo de las enfermedades
fungicas, se han desarrollado diversas estrategias de manejo. Entre estas se encuentran los
tratamientos fisicos, como mantener la temperatura y humedad relativa éptimas durante el
procesamiento poscosecha de los frutos, aplicacion de recubrimientos con cera, atmdsferas
modificadas durante el almacenamiento y tratamiento hidrotérmico, el cual consiste en sumergir
los frutos cosechados en agua tibia por un periodo de tiempo determinado (Kahramanoglu et al.,
2022; Alfaro-Sifuentes et al., 2019; Jenny et al., 2019; Rojo-Béez et al., 2017; Suérez-Quiroz et
al., 2013). El control quimico de la antracnosis y la pudricién blanda se basa en la aplicacion de
fungicidas sintéticos en los frutos, lo cual permite mantener y extender la calidad de vida en
almacén. Sin embargo, algunos de estos fungicidas han sido usados por méas de tres décadas
(Yan et al., 2021), su uso intensivo se ha relacionado con una disminucion de la sensibilidad de
los fitopatdgenos y con la aparicién de cepas resistentes a los fungicidas (Ciofini et al., 2022; Wei
etal., 2021).

En México, se ha reportado que el benomilo es poco eficiente para tratar la antracnosis en cultivos
de papaya (Suéarez-Quiroz et al., 2013; Santamaria-Basulto et al.,2011). En ensayos de
sensibilidad, R. stolonifer presento resistencia a la maxima concentracion probada del benomilio
(1250 mg L-1) y metalaxil (346.5 mg L-1); C. gloeosporioides presento resistencia a Captan (2000
mg L-1), benomilio (1250 mg L-1), tiabendazol (900 mg L-1), metalaxil (346.5 mg L-1) y mancozeb
(4500mgL-1) (Suérez-Quiroz et al., 2013). También se ha reportado resistencia de C.

gloesporioides al tiabendazol (Tavares y Souza, 2005). Debido a esta problemética, los

10
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agricultores utilizan dosis altas de fungicidas o combinan dos o mas fungicidas para combatir las
enfermedades fungicas, lo que favorece el desarrollo de la resistencia adquirida (da Silva et al.,
2020; Dantas et al., 2018; Suarez-Quiroz et al., 2013). Adicionalmente, estas dosis altas de
pesticidas afectan la salud humana y causan dafios ecoldgicos a los ecosistemas (de Oliveira et
al., 2023; Wei et al., 2021; Bordoh et al.,2020; Kong et al., 2019; Kumar y Kudachikar, 2018). El
fungicida clorotalonil es altamente toxico en organismos acuaticos, levemente tdxico en abejas y
ha sido catalogado como posiblemente cancerigeno en humanos (COEPRIS, 2017). De manera
similar, el fungicida procloraz, que es efectivo en el manejo de enfermedades fungicas en mango
y aguacate, ha sido recientemente catalogado como contaminante prioritario por la Agencia de
Proteccién Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés) debido a sus posibles efectos cancerigenos
(Ciofini et al., 2022). Recientemente, diversos paises han determinado un limite maximo de
residuos quimicos en los alimentos poscosecha, con el fin de regular el uso de productos
fitosanitarios del sector agricola y mitigar los efectos adversos en la salud y el medio ambiente
(Ciofini et al., 2022; Rodrigues et al., 2021). El ineficiente control de las enfermedades flngicas y
el uso incorrecto de las dosis recomendadas por los fabricantes provoca que los frutos no
cumplan los requerimientos de calidad del comercio internacional (Kumar y Kudachikar, 2018).
De igual manera, los efectos en la salud humana, lo residuos téxicos, la contaminaciéon ambiental,
el desarrollo de resistencia de los fitopatdgenos y los altos costos de los plaguicidas, han incitado
a los investigadores a desarrollar productos naturales, efectivos y seguros para el ser humano y
el medio ambiente (de Oliveira et al., 2023; Cheng et al., 2022; Herrera-Gonzalez et al., 2020;
Kong et al., 2019).

1.1.7. Biopesticidas como alternativa a los pesticidas sintéticos

El desarrollo de biopesticidas es una alternativa prometedora al uso de los pesticidas sintéticos
(Dunan et al., 2023; Siegwart y Lavoir, 2022). Los biopesticidas derivan de sustancias naturales
0 de organismos vivos y sus metabolitos. Estos productos presentan un impacto ambiental y
toxicolégico considerablemente menor en comparacibn con los pesticidas quimicos
convencionales (Nuruzzaman et al., 2019). De acuerdo con la EPA, los biopesticidas se obtienen
de una gran variedad de fuentes naturales, como animales, bacterias y plantas (EPA, 2023). El
uso de biopesticidas elaborados a partir de extractos de plantas ha despertado interés a nivel
mundial para el desarrollo de productos relacionados con el control de plagas y enfermedades,
debido a su baja persistencia en el ambiente y su rdpida descomposicion (Gupta et al., 2023).
Los biopesticidas son menos riesgosos para la salud humana, al prevenir la introduccién de

toxinas sintéticas en la cadena alimenticia en comparacion con los pesticidas sintéticos
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disponibles (Ayilara et al., 2023; Gupta et al., 2023; Kumar et al., 2021). Ademas, los biopesticidas
también son importantes, ya que son una alternativa al manejo de enfermedades en lugares
donde se ha desarrollado una resistencia los pesticidas sintéticos (Ondarza-Beneitez, 2017).
Debido a este panorama de biopesticidas emergentes, la EPA reconoce cada vez mas la
importancia de la diversidad de especies vegetales y sus extractos (aceites esenciales, extractos
organicos y metabolitos especificos) en el manejo integrado de plagas y enfermedades (Mesa et
al., 2019). Algunos biopesticidas, como es el caso de los AEs, son clasificados como pesticidas
de minimo riesgo por la ley FIFRA de Estados Unidos, debido a que sus ingredientes son
catalogados como “Generally Recognized as Safe” (GRAS) (Marrone, 2019; Nazzaro et al., 2017).
Debido a esto, surge la necesidad de explorar el uso de los AEs, como una alternativa para

controlar la antracnosis y la pudriciéon blanda.
1.1.8. Composicién quimica de los aeceites esenciales

Los AEs son sintetizados por mas de 17,500 especies de plantas aromaticas (Esmaeili et al.,
2022). Los AEs tienen una funcién ecolégica importante para las plantas, ya que son moléculas
volatiles involucradas en la atraccion de polinizadores, dispersores, asi como en la defensa contra
herbivoros y fitopatégenos (Falleh et al., 2020). La Organizacion Internacional de Normalizacién,
define los AEs como productos obtenidos por la técnica de destilacién por arrastre de vapor de
agua y por prensado frio, en el caso de los citricos (Masyita et al., 2022). Los AEs se sintetizan
en tricomas glandulares, canales resiniferos y cavidades secretoras que se encuentran en
diversos 6rganos de las plantas aromaticas, como flores, hojas, semillas frutos, raices, madera y
corteza (Raveau et al., 2020; Pavela y Benelli, 2016). Los AEs son mezclas complejas de hasta
300 metabolitos que se encuentran en diferentes concentraciones (Dhifi et al., 2016). El AE puede
estar caracterizado por compuestos mayoritarios, con una concentracion relativamente alta, igual
0 mayor al 50%, de hasta el 85%, en comparacion con los otros compuestos presentes (Sousa
et al.,2022; Bakkali et al., 2008; Burt, 2004). Diversos estudios han sefialado a los compuestos
mayoritarios como los responsables de la actividad antifingica (de Oliveira et al., 2023; Raveau
et al., 2020; Baptista-Silva et al., 2020; Bakkali et al., 2008).

Los constituyentes quimicos de los AEs se clasifican en dos grupos: terpenos y terpenoides. Los
terpenos son compuestos organicos derivados de la unidad de isopreno de cinco carbonos (CsHs)
(Siddiqui et al., 2024). Los monoterpenos (10 atomos de carbono) son los compuestos mas
predominantes en los AEs, seguido de los sesquiterpenos (15 atomos de carbono) (Masyita et

al., 2022). En algunas especies de plantas aromaticas, los monoterpenos pueden llegar a
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representar hasta mas del 90% de la composicion del AE, como es el caso del AE de Eucalyptus
globulus (Boukhatem et al., 2020). Por otra parte, los terpenoides o compuestos oxigenados son
compuesto derivados de los terpenos como los alcoholes, fenoles, ésteres y aldehidos. Se ha
reportado, que los terpenoides, son las moléculas mas importantes, responsables de la actividad
antifingica de los AEs. Por ello, los AEs que contienen como compuestos mayoritarios a
terpenoides, como el carvacrol, presente en el AE de orégano (Lippia origanoides), eugenol,
presente en el clavo (Syzygium aromaticum), timol, presente en el tomillo (Thymus vulgaris), o
cinamaldehido, presente en la canela (Cinnamomum verum), presentan una actividad antifingica
y antimicrobiana importante. Mientras que los AEs que carecen de compuestos mayoritarios y
contienen terpenos son usualmente inactivos (Esmaeili et al., 2022; Reyes-Jurado et al., 2020;
Falleh et al., 2020; Dhifi et al., 2016; Boubaker et al., 2016).

La composicién quimica de los AEs depende de diversos factores como la época del afio, el
estado fenoldgico, tipo de suelo y las condiciones climaticas de donde las plantas son colectadas
(Teles et al., 2014). Sumado a esto, se encuentra la gran variabilidad en la concentracion relativa
de los metabolitos presentes en los AEs, por lo que es crucial, en los ensayos de actividad
biolégica con AEs, determinar la composicién quimica, para poder entender el modo de accién
de los AEs y los metabolitos que podrian ser responsables de dicha actividad (Baptista-Silva et
al., 2020).

Diversos AEs tienen actividad antifingica contra fitopatdgenos en condiciones in vitro (Kumar y
Kudachikar, 2018; Rabari et al., 2018). Algunas de las familias de plantas donde mas
frecuentemente se ha reportado dicha actividad son Liliaceae, Asteraceae, Verbenaceae,
Lamiaceae, Solanaceae, Apocynaceae, Rutaceae, Caesalpinaceae, Sapotaceae, Piperaceae y
Myrtaceae (Tabassum y Vidyasagar, 2013). Los AEs presentan efectos antifingicos distintos,
por lo tanto, se utiliza la concentracidbn minima inhibitoria y la concentracion inhibitoria media (por
sus siglas en inglés MIC e ICso, respectivamente) para evaluar y comparar su actividad antifingica
(Armengol et al., 2021; Raveau et al., 2020). A pesar de que la MIC es la forma mas frecuente de
reportar la efectividad de los AEs, comparar datos entre publicaciones se dificulta, debido a las
diferentes unidades de medida utilizadas para describir dichas concentraciones (Reyes-Jurado et
al., 2020).

Experimentalmente, la complejidad de comparar la actividad antifangica de los AEs también
reside en que se han utilizado diferentes metodologias para determinarla, ya sea a través de

ensayos en fase liquida o en fase de vapor. Las metodologias utilizadas en fase liquida son a
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través de ensayos de difusion de disco, método de pocillo y poison food (Armengol et al., 2021;
Valdés-Pérez et al., 2016). En estas metodologias es necesario diluir previamente el AE en agua
utilizando emulsificadores o solventes (Szczerbanik et al., 2007). Diversos autores proponen que
se requieren concentraciones mas altas de AE al evaluarlos en fase liquida, y se debe considerar
las posibles alteraciones sensoriales en el sabor al aplicarlos como conservantes naturales en
los frutos (Reyes-Jurado et al., 2020; Mejia-Garibay et al., 2015; Siddiqui y Ali, 2014; Laird y
Phillips, 2012). Una gran parte de las investigaciones de los AEs evaluados contra C.
gloeosporioides y R. stolonifer, se ha centrado en ensayos en fase liquida (Oliveira-Filho et al.
2021; Abers et al., 2021; Rezende et al., 2020; Naserzadeh et al., 2019; Sarkhosh et al., 2018;
Salem et al., 2016; Sameza et al., 2016; Athayde et al., 2016; Andrade y Vieira, 2016; Cid-Pérez
et al., 2016; Mohammadi et al., 2014; Abd-Allay Haggag, 2013; Safari et al., 2011; Combrinck et
al.,, 2011; Bosquez-Molina et al., 2010 y Barrera-Necha et al., 2008). De igual forma, en fase
liquida se ha explorado el potencial antifingico de algunos AEs provenientes de plantas nativas
de la PY (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Actividad antifangica de AEs de plantas aromaticas nativas de la PY en fase liquida sobre
fitopatdgenos fungicos.

Fitopatogeno Aceite Estructura MIC ICso Unidad Referencia
esencial fangica
Aspergillus Lippia Micelio 0.24 pL/mL Brandéao et
carbonarius origanoides al. (2021)
Aspergillus Lippia Micelio 0.98 pML/mL Brandao et
flavus y origanoides al. (2021)
Aspergillus
ochraceus
Phytophthora Lippia Micelio 150 50 pg/ml Arango-
infestans origanoides Bendoya et
al. (2015)
C. Lippia Esporas 5 pL/mL Aquino et
gloeosporioide  origanoides al. (2014).
s
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Fusarium

equiseti

C.

gloesporioides

Aspergillus

niger

Penicillum

chrysogenum

Fusarium

oxysporum

Fusarium

oxysporum

Fusarium

equiseti

Mucor sp.

Aspergillus
fumigatus y
Aspergillus

parasiticus

Cryptococcus

neoformans

Ocimum
campechianu
m

Ocimum
campechianu
m

Ocimum
campechianu
m

Ocimum
campechianu
m
Ocimum
campechianu
m

Piper auritum

Piper auritum

Hyptis
suaveolens

Hyptis
suaveolens

Turnera

diffusa

Micelio

Esporas

Esporas

Esporas

Esporas

Micelio

Micelio

Micelio

Esporas

Esporas

2.50

270

250

220

1000

40

80

0.8

1.7

6000

9000

pML/mL

Mg/ mL

Mg/ mL

Mg/ mL

pL/mL

Mg/mL

pg/mL

Mg/mL

pL/mL

ppm

Figueiredo
et al. (2018)

Souza et al.
(2022).

Souza et al.
(2022).

Souza et al.
(2022).

Figueiredo
et al. (2018)

Chacon et
al. (2021)

Chacon et
al. (2021)

Malele et
al., (2003)

Moreira et
al. (2010)

Powers et
al., (2019)

Por otro lado, estudios previos reportaron la actividad antifingica de AEs en fase de vapor, debido

a la naturaleza volatil de sus compuestos (Dunan et al., 2023). El ensayo que se utiliza para

explorar la actividad antifingica de los AEs en fase de vapor es el método por difusion en fase de

vapor, el cual consiste en colocar discos de papel filtro en la tapa de la caja Petri impregnados

con el AE, sin entrar en contacto con el medio sélido inoculado con el hongo (Lin et al., 2022).
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Una de las ventajas de aplicar los AEs en fase de vapor es que podrian ser utilizados en el control
de hongos poscosecha, al permitir una difusion homogénea de los compuestos volatiles en areas
confinadas al almacenaje de los frutos (Dunan et al., 2023; Dimi¢ et al., 2015). Los vapores de
los AEs son capaces de afectar a los hongos en sus diferentes etapas de su ciclo biolégico, como
el crecimiento de las hifas, la esporulacion y la germinaciéon de las esporas (Lin et al., 2022).
Adicionalmente, la aplicaciéon de los AEs en fase de vapor podria requerir concentraciones mas
bajas de estos y sin alterar el sabor de los frutos, en comparacion con su aplicacién en fase liquida
(Perumal et al., 2021; Namiota y Bonikowski, 2021; Mejia-Garibay et al., 2015; Gofii et al., 2009).
No obstante, son pocas las investigaciones que han contrastado la actividad de los AEs en fase

de vapor y en fase liquida (Wang et al., 2023; Dimi¢ et al., 2015; Mejia-Garibay et al., 2015).

La Tabla 1.2, resume ensayos de AEs en fase de vapor contra C. gloeosporioides y R. stolonifer.
No hay reportes en fase de vapor de AEs proveniente de plantas nativas de la PY contra C.
gloeosporioides y R. stolonifer. Los Unicos AEs que han sido estudiados en fase de vapor son H.

suaveolens y L. origanoides, pero contra otros hongos fitopatdgenos.

Tabla 1.2. Actividad antifungica de AEs en fase de vapor sobre R. stolonifer, C. gloeosporioides y otros
fitopatdgenos fangicos.

Fitopatégeno AE Estructura  MIC ICso Unidad Referencia
fangica

C. gloeosporioides Cinnamomu Micelio 0.08 uL/mL de  Wang et al.,
m verum aire (2023)

C. gloeosporioides  Syzygium Micelio 0.04 uL/mLde  Wangetal.,
aromaticum aire (2023)

C. gloeosporioides  Artemisia Micelio 0.075 ML/mL de  Huang et al.,
scoparia aire (2021)

C. gloeosporioides Artemisia Micelio 0.11 uL/mL de Huangetal.,
lavandulifoli aire (2021)

a

C. gloeosporioides Artemisia Micelio 0.188 uL/mL de  Huang et al.,
annua aire (2021)

C. gloeosporioides Thymus Micelio 0.062 ML/mL de Perumal et

vulgaris aire al., (2016)
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C. gloeosporioides

C. gloeosporioides

C. gloeosporioides

C. gloeosporioides

R. stolonifer

R. stolonifer

R. stolonifer

R. stolonifer

Syzygium
aromaticum
y
Cinnamomu
m verum
Pimpinella
anisumy
Vitex
negundo
Thymus
vulgaris
Mentha
piperita y
Cymbopogo
n nardus
Mentha
piperita y
Ocimum

basilicum

Teucrium
luteum
subsp.

flavovirens

Teucrium
luteum
subsp.

flavovirens

Ammodaucu
S

leucotrichus

Micelio

Micelio

Micelio

Micelio

Micelio

Micelio

Espora

Micelio

0.1 uL/mL de

aire

0.1 ML/mL de

aire

0.062 uL/mL de

aire
0.1 pML/mL de

aire

0.075 uL/mL de

aire

>2 uML/mL de

aire

2 uL/mL de

aire

0.25 uML/mL de

aire

Perumal et
al., (2016)

Perumal et
al., (2016)

Sellamuthu et
al., (2013)
Sellamuthu et
al., (2013)

Edris y
Farrag, 2003

Znini et al.,
(2021)

Znini et al.,
(2021)

Manssouri et
al., (2016)
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R. stolonifer

R. stolonifer

R. stolonifer

R. stolonifer

R. stolonifer

Aspergillus flavus

Fusarium
oxysporum

F. oxysporum

Pulicaria
mauritanica
Foeniculum

vulgare

Thymus

vulgaris

Ocimum

basilicum,
Foeniculum
vulgare,

Satureja
hortensis y

Thymus

vulgaris
Cladanthus

eriolepis
Lippia
origanoides
*
Lippia
origanoides
*

Hyptis
suaveolens

*

Micelio

Micelio

Micelio

Micelio

Micelio

Micelio

Micelio

Micelio

0.125

0.125

0.06

0.06

0.5

0.294

0.15

0.748

puL/mL de
aire
ML/mL de
aire
puL/mL de
aire
uL/mL de

aire

puL/mL de
aire
pML/mL de

aire

puL/mL de

aire

Mg/mL de

aire

Bammou et
al., (2019)
Khalid et al.,
(2015)

Sellamuthu et

al., (2013)
Abdollahi et
al., (2011)

Bammou et
al., (2020)
GoOmez-
Sanchez et
al., (2011)
Cueto-Wong
etal., (2010)

Tripathi
(2009)

Con asterisco (*) se muestran los AEs de plantas aromaticas nativas de la PY.

1.1.9. Modo de accién de los aceites esenciales

La actividad antifungica de los AEs depende de la presencia y la interaccion sinérgica de sus

constituyentes. EI mecanismo de acciéon de los AE en las células flingicas no ha sido elucidado

por completo. Se ha propuesto que los terpenos en su forma oxigenada incrementan la actividad

antifingica de los AE, alterando la estructura de la membrana plasmatica de los hongos (de
Oliveira et al., 2023; Maurya et al., 2021; Scariot et al., 2020; Kordali et al., 2008). La inestabilidad

18



CAPITULO |

de la membrana plasmatica provoca la pérdida de iones celulares como K*, Ca?*, y Mg?*. Cuando
hay una pérdida de iones, el citoplasma se desestabiliza causando una alteracién metabdlica y
la muerte celular (de Oliveira et al., 2023; Maurya et al., 2021). Chaudhari et al., (2018) report6
gue el AE de Pimienta dioica, el cual provoco un incremento significativo en la pérdida de iones
celulares en el micelio de Aspergillus flavus con una MIC de 2.5 pl/mL. En otro estudio,
observaron cambios estructurales al tratar A. flavus con AE de Ageratum conyzoides,

especialmente en la membrana plasmatica y en la membrana mitocondrial (Nogueira et al., 2010).

Por otro lado, muchas de las hipétesis planteadas se deben a su naturaleza hidrofébica capaz de
afectar la sintesis de ergosterol de la membrana (Figura 1.4) (de Oliveira et al., 2023; Wang et
al., 2023; Maurya et al., 2021; Burt, 2004). En los hongos, el ergosterol es un componente
especifico de la membrana citoplasmatica y su funcién es mantener la fluidez, integridad y
viabilidad. Se ha demostrado que los AE son capaces de reducir la cantidad de ergosterol en la
membrana, como ocurrié con el AE de lllicium verum, al reducir el 100% del ergosterol de A.
flavus, a una dosis de 3.6 yL/mL (Li et al., 2020). Esta reduccién del contenido de ergosterol
generara una inestabilidad osmdética y metabdlica, afectando la capacidad reproductiva e
infecciosa del hongo y debido a que el ergosterol es el principal componente de la membrana
citoplasmatica, su disminucién conduce a un desequilibrio de la permeabilidad celular (Maurya et
al., 2021; Kiran et al., 2016). Brandao et al., (2021) reportaron una inhibicién del 100% de
ergosterol con el AE de Lippia origanoides a una concentracion de 0.98 uL/mL en Aspergillus spp.
Por otro lado, la proteina lanosterol 1l4a-desmetilasa (CYP51) es la principal proteina
transmembrana encargada de regular la biosintesis de ergosterol, por lo tanto, ha sido
seleccionada como objetivo para la mayoria de los compuestos antifungicos (Song et al., 2018;
Abe et al., 2009). Wang et al., (2023), determinaron que los compuestos principales del AE de la
canelay el clavo, trans-cinnamaldehido y eugenol, respectivamente, presentan una alta afinidad
a la proteina CYP51, lo que conduce a una reduccién en el contenido de ergosterol en la

membrana.

Adicionalmente, los terpenos presentes en los AEs pueden alterar el flujo de la cadena de
trasporte de electrones, afectando la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), las
cuales son capaces de genera dafios celulares al oxidar moléculas importantes como proteinas,
lipidos y el ADN (de Oliveira et al., 2023; Nazzaro et al., 2017; Tian et al., 2012).
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Ruptura del ADN e inhibicion
de expresion génica

Figura 1.4. Posibles mecanismos de accion de los AE sobre la célula fungica (imagen modificada de
Maurya et al., 2021).
1.1.10. Plantas aromaticas utilizadas

Las especies de plantas arométicas para las cuales se evalué la actividad antifingica de sus AEs

en fase de vapor fueron seleccionadas con los siguientes criterios:
e Plantas aromaticas nativas de la peninsula de Yucatan

e Sin conocimiento previo de su actividad antifingica en fase de vapor sobre C.

gloeosporioides y R. stolonifer.

e Especies abundantes y de facil cultivo.
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1.1.10.1. Lippia origanoides Kunth.

Figura 1.5. Fotografia de L. origanoides (LM Calvo).

Se conoce como orégano de monte y ak'ilche' (en lengua maya) (Calvo-Irabien, 2012). Es un
arbusto aromatico de 2 m de altura, con hojas oblongas a elipticas de 2-4 cm de largo, las flores
son blancas y estan dispuestas en espigas subglobosas de 4-12 mm de largo (Germosen-
Robineau, 2014). Se distribuye desde el sur de Texas hasta Nicaragua; en Yucatan, es mas
abundante en el noroeste del estado, presenta poblaciones menos densas en el centro-sur
(Calvo-lrabien, 2012). Existen diversos estudios sobre la composicion quimica del AE de L.
origanoides, los cuales reportan que los compuestos mayoritarios encontrados son el carvacrol
(Sarrazin et al., 2024; Brandao et al., 2021; Menezes et al., 2018; Hernandes et al., 2017; Majolo
etal., 2017; Teixeira et al., 2014; Teles et al., 2014; Andrade et al., 2014; Gomez-Sanchez et al.,
2011), timol (Santos-Filho et al., 2023; da Silva et al., 2022; Lisboa et al., 2020; Leal et al., 2019;
Damasceno et al., 2018), p-cimeno (Reyes-Jurado et al., 2019), y-terpinene (Brandao et al., 2021;
Hernandes et al., 2017; Teixeira et al., 2014) y eucaliptol (Ribeiro et al.,2021).

La actividad antifungica de L. origanoides ha sido estudiada en fase liquida sobre la inhibicion de
la germinacion de esporas de Aspergillus spp., Fusarium spp., Rhizopus spp., Penicillium spp. y
Bipolaris spp (Portillo-Ruiz et al., 2005). De igual forma, se ha estudiado su actividad sobre la
inhibicién del crecimiento micelial de Botrytis cinerea, A. carbonarius, A. flavus, A. ochraceus y C.
gloeosporioides, con valores de MIC de 0.24 uL/mL a 0.98 pL/mL (Antonia et al., 2024; Brandao
et al., 2021; Andrade et al., 2014). Se ha documentado que el AE de L. origanoides en fase de
vapor presentd actividad antifingica sobre las esporas de Aspergillus spp., Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Trichophyton rubrum y Penicillium spp., con valores de MIC

reportados entre 0.28 a 1.0 yL/mL de aire (Reyes-Jurado et al., 2019). También se ha evaluado
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en fase de vapor sobre el micelio de A. flavus y F. oxysporum (Gémez-Sanchez et al., 2011;
Cueto-Wong et al., 2010). No hay estudios de su actividad antifingica en fase de vapor sobre C.

gloeosporioides y R. stolonifer.

1.1.10.2. Piper auritum Kunth.

Figura 1.6. Fotografia de P. auritum (LM Calvo).

Conocido comunmente cémo hierba santa o X-mak’ulan (en lengua maya), es un arbusto u arbol
aromatico pequefio de 1 a 4 m de alto. Sus hojas son ovadas de 20-40 x 12-25 cm, con apice
acuminado, la inflorescencia con forma de espiga mide entre 10-20 cm, con flores pequefias de
color blanco a amarillo claro (Calvo-Ilrabien, 2012). Se distribuye desde el sur de México hasta
Panama y Colombia, con una amplia distribucién en la PY (Méndez-Gonzalez et al., 2012). En
Yucatan, se ha reportado un rendimiento promedio del AE extraido de las hojas del 0.63%, con
algunos individuos con rendimientos cercanos a 1.6% (Calvo-lrabien, 2012). El compuesto
aromatico mayoritario reportado para el AE de hojas es el safrol (Lam-Gutiérrez et al., 2024;
Caballero-Gallardo et al., 2014; Pineda et al., 2013; Rodriguez et al., 2013), sin embargo, también
se ha reportado el y-terpineno (Noriega-Rivera et al., 2018). Se ha estudiado el AE en fase liquida
contra Botryodiplodia theobromae, Colletotrichum acutatum, F. oxysporum y F. equiseti (Chacén
et al., 2021; Pineda et al., 2013). No hay estudios previos sobre su actividad antifingica en fase
de vapor.
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1.1.10.3. Bursera simaruba (L.) Sarg.

Figura 1.7. Fotografia de B. simaruba (Naturalist, 2024a; Naturalist, 2024b).

Conocido comunmente como palo mulato o chaka (en lengua maya), es un arbol dioico resinoso,
caducifolio, con altura variable de hasta 30 m de altura. Tronco con corteza rojiza, hojas alternas,
de cinco a nueve foliolos oblongos, con margen entero. Las inflorescencias femeninas miden 14
cm de largo y las masculinas 20 cm, con pétalos de color crema. Originaria de América, se
distribuye desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Sudamérica y las Antillas, y amplia
distribucion en toda la PY (Méndez-Gonzalez et al., 2012). En Yucatén, se report6 un rendimiento
promedio del AE extraido de las hojas del 0.06%, con algunos individuos con rendimientos
cercanos a 0.3% (Calvo-Irabien, 2012). Entre los compuestos aromaticos mayoritarios reportados
para las hojas de B. simaruba se encuentran los monoterpenos a-pineno (Junor et al., 2008),
limoneno (Sylvestre et al., 2007), a-terpineno, p- cimeno, y-terpinene (Ravelo-Martinez et al.,
2024), o-cimeno (Setzer, 2014) y los sesquiterpenos (-caryophyllene y a-humulene (Sylvestre et
al., 2007). No existen reportes de la propiedad antifingica del AE. Sin embargo, se ha estudiado
la actividad del compuesto a- pineno contra C. albicans, con una MIC obtenida entre 128 y 512
png/mL (de Barros et al., 2022).
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1.1.10.4. Lantana hirta Graham.

Figura 1.8. Fotografia de L. hirta (Naturalist, 2024c).

Conocido comunmente como oreganillo de monte o xiu (en lengua maya), es un arbusto de 2 a
3m de alto, con hojas compuestas y ovadas, de 0.7 hasta 9 cm de largo. Inflorescencia en forma
de espiga, de coloracion blancas hasta rosadas. Tiene una amplia distribucién, desde el sur de
Texas hasta Panama (Calvo-Irabien, 2012). En Yucatan, se ha reportado un rendimiento
promedio del AE extraido de las hojas del 0.3%, con algunos individuos con rendimientos
cercanos a 0.70% (Calvo-lrabien, 2012). Entre los compuestos aromaticos mayoritarios
reportados para las hojas de L. hirta se encuentran 1-octen-3-ol, germacreno D (Walden et al.,
2009), oxido de cariofileno y bornilacetato (Sanchez-Hernandez et al., 2018). Se ha estudiado el
AE en fase liquida contra C. albicans con una MIC de 4.5 mg/mL (Sanchez-Hernandez et al.,

2018). No se ha estudiado su actividad antifungica en fase de vapor.
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1.1.10.5. Lantana canescens Kunth.

Figura 1.9. Fotografia de L. canescens (LM Calvo).

Conocido comunmente como toronijl o suulché (en lengua maya), es un arbusto pequefio, de 70
a 150 cm de alto, con tallos y ramas pubescentes. Hojas lanceoladas de 3 a 8 cm de largo,
inflorescencia con forma de cabezuela, flores blancas con centro amarillo. Con amplia
distribucién, desde Texas y Florida, hasta Argentina (Calvo-lrabien, 2012). En Yucatan, se ha
reportado un rendimiento promedio del AE extraido de las hojas del 0.03% (Calvo-Irabien, 2012).
Entre los compuestos aromaticos mayoritarios reportados para las hojas de L. canescens se
encuentran B-cariofileno, B-cubebeno, elixeno y germacreno D (Peralta-Bohorquez et al., 2011;

Filho et al., 2010). No hay estudios previos de la actividad antifingica de esta especie.
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1.1.10.6. Ocimum campechianum Mill.

Figura 1.10. Fotografia de O. campechianum (LM Calvo).

Conocido comunmente como albahaca de monte o xkakaltuun (en lengua maya), es una hierba
de 40 a 60 cm de alto, sus tallos son tetragonales y glabros. Hojas opuestas, con forma ovada a
eliptica y margen dentado. Flores dispuestas en inflorescencias ascendentes, pétalos unidos de
color lila claro o blancas (Méndez-Gonzélez et al., 2012). Amplia distribucion, desde el sur de los
Estados Unidos hasta Argentina. Se distribuye en toda la PY, encontrandose como planta ruderal
(Calvo-lrabien, 2012; Méndez-Gonzélez et al., 2012). En Yucatan, se report6 un rendimiento
promedio del AE extraido de las hojas del 1.5% (Calvo-Irabien, 2012). Del AE de hoja, se han
identificado diversos compuestos aromaticos mayoritarios como el eugenol (Souza et al., 2022;
Tacchini et al., 2020), metil eugenol (Wilson et al., 2022; Figueiredo et al., 2018), eucaliptol y B-

cariofileno (Carovic-Stanko et al., 2010; Vieira et al., 2000).

Se ha estudiado el AE de O. campechianum en fase liquida contra la germinacion de esporas de
Penicillium chrysogenum, A. niger, C. gloeosporioides, con valores de MIC de 220 a 270 yg/mL
(Souza et al.,, 2022). También se ha reportado actividad antifingica contra la inhibicién del
crecimiento micelial de F. oxysporum y Colletotrichum gossypii, con una ICso de 0.7 pL y 0.8
puL/mL, respectivamente (Figueiredo et al., 2018). No se ha explorado su actividad antifingica en
fase de vapor.
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1.1.10.7. Hyptis suaveolens (L.) Poit.

Figura 1.11. Fotografia de H. suaveolens (LM Calvo).

Su nombre comun es confitura o chia gorda, y en lengua maya se conoce como xolte"xnuk. Es
una hierba aromatica de olor fuerte, alcanza hasta los 2 m de alto, con tallos tetragonales y
pubescentes, hojas opuestas, con forma ovada a lanceolada. La inflorescencia de 0.5 a 1 cm de
largo, con cuatro a ocho flores de color azul, blanco o moradas. Originaria de México hasta
Sudamérica, en Yucatan tiene una amplia distribucién, con una mayor abundancia en la parte
oeste (Calvo-Irabien, 2012). En Yucatan, el rendimiento del AE obtenido de las hojas oscila entre
0.2 y 0.6% (Calvo-lrabien, 2012). Algunos de los compuestos mayoritarios descritos son el
eucaliptol (Joseph et al., 2020; Moreira et al., 2010), cariofileno, eucaliptol (Adjou et al.,2019; Xu
et al., 2013) y B—cariofileno (Chung et al., 2020; Adjou et al.,2019; Canale et al., 2013).

La actividad antifungica del AE de H. suaveolens fue evaluada en fase liquida contra el micelio
de A. fumigatus, A. parasiticus, Mucor sp., Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum y
Sclerofium rolfsii, y contra las esporas de S. sclerotiorum (Moreira et al., 2010; Malele et al., 2003).
Su actividad en fase de vapor ha sido estudiada contra F. oxysporum (Tripathi, 2009). No
obstante, no se ha estudiado su actividad antifiungica en fase de vapor sobre C. gloeosporioides

y R. stolonifer.
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1.1.10.8. Turnera diffusa Willd. ex-Schult.

Figura 1.12. Fotografia de T. diffusa (LM Calvo).

Conocida como damiana o miisib k'aax (en lengua maya), planta herbacea aromatica pequefa,
gue mide hasta 2 m de alto, su tallo ramificado, hojas alternas con forma eliptica (CICY, 2024;
Calvo-Irabien, 2012). Las hojas y el tallo son pubescentes, presentan glandulas amarillas, las
flores son amarillas y miden de 3 a 5 mm de didmetro (Calvo-Irabien, 2012). Se distribuye desde
California y Texas, Centroamérica, el norte de Sudamérica hasta Las Antillas. En Yucatan esta
presente en selva baja caducifolia, selva mediana y la duna costera (Calvo-Irabien, 2012). En
Yucatan, se reporté un rendimiento promedio del AE de T. diffusa de 0.11% (Calvo-Irabien, 2012).
El AE de las hojas contiene distintos compuestos aromaticos mayoritarios, como drima-7,9(11)
diene (Stashenko et al., 2015; Bueno et al., 2011), aristolocheno (Silva-Trujillo et al., 2022),
dehidrofuquinona (Carrefio et al., 2023; Silva-Trujillo et al., 2022; Stashenko et al., 2015), B-
cariofileno y germacreno B (Oladipupo et al., 2020). Se ha estudiado el AE de T. diffusa contra
C. albicans, C. neoformans y A. niger (Powers et al., 2019; Tangarife-Castafo et al., 2011). En

fase de vapor no ha sido explorada la actividad antifingica del AE.
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1.1.10.9. Lippia myriocephala Schltdl. & Cham.

Figura 1.13. Fotografia de L. myriocephala (LM Calvo).

Conocida comunmente como palo de gusano, es un arbol de 12 m de alto, hojas lanceoladas de
entre 5 y 15 cm de longitud, con flores blancas, pequefias, agrupadas en cabezuelas. La
distribucién de esta planta se registr6 en México, Belice, Guatemala y Costa Rica. Con
poblaciones ubicadas en selvas medianas, cerca de la costa. En Yucatan, se reporté un
rendimiento del 0.07% de AE extraido de hojas (Calvo-Irabien, 2012). Son escasos los estudios
de la composicién quimica del AE. Se han identificado como compuestos mayoritarios el -
cariofileno, germacreno D y B-cubebeno (Vila et al., 2004). Sin embargo, no se ha evaluado la

actividad antifungica del AE de L. myriocephala.
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1.1.10.10. Croton yucatanensis Lundell.

Figura 1.14. Fotografia de C. yucatanensis (flora digital herbario CICY, 2024).

Conocido en maya como chiim kuuts, es un arbusto aromatico de hasta 90 cm de alto, hojas
alternas. Se distribuye en Centroamérica (Nicaragua), en México se encuentra en Oaxaca y en
la PY (CICY, 2024). No se han realizado estudios fitoquimicos para C. yucatanensis y tampoco
se ha explorado su actividad antifingica; sin embargo, se ha reportado actividad antifingica de
otra especie del mismo género (Moo-Koh et al., 2022).
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1.2. JUSTIFICACION

Los fitopatogenos C. gloeosporioides y R. stolonifer son un problema significativo para los
productores agricolas mexicanos, al reducir drasticamente la produccién poscosecha de diversos
frutos de importancia econémica. El uso de fungicidas sintéticos ha provocado efectos negativos
al medio ambiente y a la salud humana, asi como fenémenos de resistencia y residuos toxicos
en los frutos. Lo anterior ha llevado a la busqueda de pesticidas alternativos para el control y
gestion integral de los hongos fitopatdgenos. Diversos estudios han reportado las propiedades
antifingicas de los AEs y existe evidencia de que tienen menos efectos nocivos en comparacion
con los sintéticos, lo cual enfatiza su posible aplicacion como biofungicida en el manejo y la
preservacion de los alimentos poscosecha. Una gran parte de la actividad biolégica reportada de
AEs, son estudios que se han hecho con AEs comerciales, provenientes de plantas aromaticas
europeas 0 asiaticas. En la PY existe una amplia diversidad de plantas aromaticas nativas, para
las cuales los estudios de las propiedades de sus AEs son muy escasos. Es importante generar
conocimientos cientificos para explorar el potencial antifingico de dichas especies, promover su
cultivo e incentivar el desarrollo de tecnologias agroecolégicas sustentables, capaces de prevenir
y controlar la antracnosis y la pudricién blanda en los frutos poscosecha, con menores impactos

en la salud humana y en los ecosistemas.

1.3. OBJETIVO GENERAL

e Explorar el potencial antifungico de aceites esenciales de diez especies de plantas

aromaticas nativas de la peninsula de Yucatan contra C. gloeosporioides y R. stolonifer.
1.4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar la composicion quimica de diez AEs de plantas aromaticas nativas de la
peninsula de Yucatan.

e Evaluar la actividad antifungica in vitro de los AEs en la inhibicion del crecimiento micelial
y la inhibicion de la germinacién de esporas de C. gloeosporioides y R. stolonifer.

e Analizar la relacion entre la composicion quimica de los AEs estudiados y su actividad

antifungica.
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1.5. HIPOTESIS

e Se plantea que los AE cuya composicién quimica esté dominada por un compuesto
mayoritario (>50%) presentaran actividad antifungica

e Los AEs que en su composicién quimica predominen los monoterpenoides, presentaran
actividad antifingica.

o Debido a que la espora se caracteriza por ser una estructura de resistencia, se espera

gue el micelio sea mas susceptible a los AEs estudiados.
1.6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En la Figura 1.15 se muestra la estrategia experimental a seguir, para cumplir los objetivos

planteados.
DISENO EXPERIMENTAL
' 10 AEs de plantas nativas de la PY |
Caracterizacion de la composicion quimica Evaluacién de los AEs in vitro Andlisis de la relacion entre la composicion
quimica y actividad antifungica
s \ &
CG-EM C. gloeosporioides y R. stolonifer OPLS-DA
V 4 N
i Inhibicion de Inhibicion del
Ana!l§l§ de lf:l . germinacion de esporas crecimiento micelial
composicion quimica
N e
Ensayo difusion por
vapor con 10 AEs
UpSet l
PCA Seleccion de AEs con inhibicion >30%
Dendograma » l
Obtencion de MIC Efecto de AEs sobre
e lCs morfologia celular
¥ 4 N
L. origanoides, Esporas Micelio
B. simaruba y y V
P. auritum Microscopio Electrénico de barrido

Figura 1.15. Estrategia experimental. PY= peninsula de Yucatan, CG-EM= Cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas, PCA= Andlisis de componentes principales, MIC=Minima
concentracién inhibitoria, ICso= Concentracién inhibitoria del 50%, OPLS-DA=Andlisis discriminante por
minimos cuadrados parciales ortogonales
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2.1. MATERIALES Y METODOS

2.1.1. Obtencion de aceites esenciales

Para el presente estudio se seleccionaron los AEs de B. simaruba, C. yucatanensis, H.
suaveolens, L. canescens, L. hirta, L. myriocephala, L. origanoides, O. campechianum, P.
auritum, T. diffusa, con base en los criterios mencionados previamente. Los AEs fueron
proporcionados por la Dra. Luz Maria Calvo Irabien del area de Recursos Naturales del CICY.
Estos se encontraban almacenados en refrigeracion a 2°C, en viales color ambar para mantener
la calidad de los AEs. El material vegetal, en este caso las hojas, se colecté de poblaciones
silvestres, y se destil6 a partir de las hojas de los ejemplares de las distintas especies. La
extraccion de los AEs se realizd con el método de destilacién por arrastre de vapor, en un equipo

tipo Clevenger. Los datos de colecta se muestran en la tabla 2.1.

Tabla 2.1. Especies seleccionadas para el estudio de la actividad antifingica de sus AEs y datos de colecta.

. Nombre - Ejemplar de
Nombre cientifico coman Sitio de colecta herbario
Bursera simaruba chaka Xcumpich, Mérida LM Calvo no. 448
Croton yucatanensis iikaban Nohuayun LM Calvo no.355
Mesospaherum suaveolens planta de  Carretera Mérida a Tetiz, LM Calvo no.36,
(=Hyptis suaveolens) chan Nohuayun 386
Lantana canescens Chicxulub Pueblo, LM Calvo no.136,
Chenche de la Torres, 449
Opichen
Lantana hirta Tiholop y Nohuayun LM Calvo no.11,
450
Lippia myriocephala palo de Chikindzonot, Tiholop, LM Calvo no.152
gusano
Lippia origanoides orégano Nohuayun, Sierra LM Calvo
de monte Papacal, Chicxulub no.256,260,451
Pueblo
Ocimum campechianum albahaca Kochol, Sierra Papacal, LM Calvo no.133,
de monte Montes de Nohuayun 138
Piper auritum hoja santa  Kaua, Xcalakoop, Piste, LM Calvo no.399-
Uayma, y Santa Rita 404
Turnera diffusa damiana Tixcalcatuyub, LM Calvo no.16,
Nohuayun, Abala 57,124
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2.1.2. Andlisis de aceites esenciales por cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas (CG/EM)

Se caracteriz6 la composicion quimica de los AE en un cromatégrafo de gases de la marca Agilent
Technologies Modelo 6890N, acoplado a un espectrometro de masas con un detector selectivo
de masas 5875 B (ionizacién por impacto de electrones a 70 eV). Para la separacion de los
componentes del AE se utilizé la columna apolar DB-5 (metil-fenil silona con 5% fenil y 95% metil),
de la marca Agilent Technologies, de 60 m de longitud con 0.25 mm de diametro y 0.25 um de
espesor. El gas acarreador fue helio con un flujo de 1mL /min. La temperatura inicial del horno
fue de 45 °C, que se mantuvo por 5 min, con un incremento de 4°C/min hasta alcanzar 150°C,
durante 2 min. Posteriormente aumentd 5°C/min hasta alcanzar 250°C, permaneciendo por 5 min
y finalmente incrementd a 10°C/min hasta 275°C, manteniéndose a dicha temperatura por 15 min,
lo que hace un tiempo total de 75.75 min. La temperatura del detector fue de 290°C y del inyector
de 280°C, con inyeccion en modo Split (1:40). Se utiliz6 el software G1701DA GC-MSD

ChemStation vD03.00.552 para visualizar y analizar los perfiles cromatograficos.

Para la identificacion confirmatoria de los compuestos presentes en los AEs, se compararon los
patrones de fragmentaciéon de cada uno de los picos con una base de datos de estandares
comerciales, previamente inyectados en el equipo bajo las mismas condiciones. El porcentaje de
similitud para la identificacion fue de 295%. En los casos en donde no se logré tener una
identificacion confirmatoria, se realizé una identificacion tentativa, utilizando la base de datos de
Adams (2007), especializada en AE y la base de datos NIST11.1. Para esta identificacion
tentativa se considerd un porcentaje de similitud mayor o igual al 70%. Los compuestos que
tuvieron un porcentaje menor se consideraron como no identificados. Para los analisis
estadisticos s6lo se tomaron en cuenta aquellos compuestos que tenian un area igual o mayor al
1% del total del perfil cromatogréfico. Adicionalmente, se calcul6 un indice de retencién lineal con
base en los tiempos de retencion relativos a la serie de alcanos y los valores obtenidos para cada
compuesto se compararon con los reportados en la literatura (Adams 2007). Se inyect6 una serie
de alcanos (C7-C40) (Sigma-Aldrich, Misuri, EUA) directamente en el CG-MS, con las mismas
condiciones descritas anteriormente. Se calculd un indice de retencion lineal para cada

compuesto (pico) mediante la siguiente formula:

trx — trn
IR = 100xn + 100 [ ]

trN — trn
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Donde xn: nimero de carbonos. trx: tiempo de retencién del compuesto. trn: tiempo de retencion
del alcano de menor nimero de carbonos. trN: el tiempo de retencion del alcano de mayor nimero

de carbonos.

2.1.3. Obtencién de hongos

Los hongos fitopatégenos C. gloeosporioides y R. stolonifer fueron proporcionados por el
laboratorio de diagndstico fitosanitario Grupo de Estudios Moleculares aplicados a la Biologia
(GeMBI0), los cuales fueron aislados de Carica papaya. Se resembraron los hongos en medio
Papa-Dextrosa-Agar (PDA) y se incubaron a temperatura ambiente (25 + 2°C) por siete dias. Para
los ensayos de actividad antifingica se seleccioné el método de difusién por vapor, debido a que
en un estudio previo los AEs utilizados en el presente estudio no mostraron actividad antifiingica

en fase liquida.
2.1.4. Inhibicién del crecimiento micelial

Para evaluar la actividad antifingica de los diez AEs sobre el crecimiento micelial de C.
gloeosporioides y R. stolonifer, se utilizé el método de difusion por vapor (Wang et al., 2023). Las
cajas Petri de 90 x 20 mm fueron adicionadas con 20 mL de PDA, obteniendo un total de 20 mL
de aire por caja. Con un sacabocado se obtuvo un disco micelial de 5 mm de diAmetro proveniente
de un cultivo de siete dias de C. gloeosporioides y de dos dias de R. stolonifer. Se inocularon en
el PDA y posteriormente, en la tapa de la caja Petri, se colocé un papel filtro estéril de 5 mm y
con una micropipeta se le afiadieron 10 yL de AE puro, para obtener una concentracion final de
0.133 pyL/mL de aire. Esta concentracion se determiné con lo reportado en otros estudios (Lin et
al., 2022; Aguilar-Gonzalez et al., 2015; Perumal et al., 2016). Como control absoluto se
afnadieron 10 pL de agua destilada. Las cajas Petri se sellaron inmediatamente con parafilm para
evitar la pérdida de los vapores de los AE, se incubaron a 25°C en posicién invertida durante ocho
dias (C. gloeosporioides) y durante dos dias (R. stolonifer). Los ensayos se realizaron por
triplicado y el crecimiento micelial radial se midi6 utilizando un vernier digital, se obtuvieron dos
medidas del diAmetro, los cuales se promediaron para obtener el didmetro promedio del micelio.
La actividad antifungica se expresé en términos del porcentaje de inhibicién del crecimiento
micelial y se calculé con la siguiente formula:

Dc — Dt

1(%) = x100

Donde Dc: diametro del control absoluto, y Dt: diametro del tratamiento.
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2.1.5. Inhibicién de la germinacién de esporas

Para evaluar la inhibicion de la germinacién de esporas de los AEs estudiados, se utilizo el
método de difusion de vapor descrito anteriormente. Se utilizé la metodologia propuesta por
Boukhatem et al.,, (2020) y se adicionaron 100 pyL de la suspension de esporas en una
concentracion de 1x10°esporas/mL, ajustada previamente con una cdmara de contaje Neubauer.
Se coloc6 un disco de papel filtro estérilde 5 mm en la tapa y con una micropipeta se le afiadieron
10 uL de AE puro, para obtener una concentracion final de 0.133 pL/mL de aire. Las cajas Petri
se sellaron inmediatamente con parafiim, se incubaron a 25°C en posicion invertida durante tres
dias. Los ensayos se realizaron por triplicado y el diametro de la zona de inhibicion se midié con
un vernier digital al tercer dia. Los halos de inhibicibn no siempre fueron completamente
redondos, por lo cual se obtuvieron dos medidas del diametro y se promediaron. Los resultados

se expresaron como porcentaje del halo de inhibicion, mediante la formula:

1(0/)—Dt 100
0) = 80X

Donde Dt: diametro del tratamiento obtenido, y 80: es el didmetro interno de la caja Petri.

Como control absoluto se utilizaron 10 pL de agua destilada. Para determinar el efecto fungicida
o fungistatico del AE, se obtuvo una muestra de la zona de inhibicion y se resembr6 en cajas Petri

con PDA sin ningln tratamiento, incubandose a 25°C por una semana.

2.1.6. Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria y concentracion inhibitoria del
50%

Con los resultados obtenidos del tamizaje para las diez especies, se seleccionaron los tres AE
mas activos, utilizando como criterio un porcentaje de inhibicion mayor al 30% (Abers et al., 2021).
Se evalu6 la actividad antifingica sobre el micelio y la germinacién de esporas, a diferentes
concentraciones del AE, para obtener la minima concentracién inhibitoria (MIC) y la concentracion
inhibitoria del 50% (ICso). A partir de los resultados obtenidos en el tamizaje, se defini6 el intervalo
de concentraciones, utilizando concentraciones mayores y/o menores a 0.133 pyL /mL de aire,
dependiendo de la actividad de cada AE. El ensayo se realizd por triplicado y se utilizé6 como
control absoluto agua destilada estéril. No se utilizd ningun control positivo debido a la falta de
productos comerciales para su uso en fase de vapor en productos poscosecha. Los fungicidas

sintéticos tradicionales no tienen efecto en fase de vapor.
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La MIC se define como la concentracion de AE mas baja en la cual no ocurre crecimiento, es
decir que no hubo cambio alguno en el didmetro del disco micelial sembrado y donde no hubo
germinacion de esporas. Se utilizd la metodologia propuesta por Gakuubi et al., (2017). Para
determinar si la MIC obtenida se debia a un efecto fungicida o fungistatico, se resembraron
aqguellos tratamientos en los que se obtuvo la MIC. La resiembra se realiz6 en cajas Petri con
PDA sin AE, por un tiempo de incubacion de siete dias. La reactivacion del crecimiento del disco
o la germinacion de las esporas significaba que los vapores del AE tenian un efecto fungistatico,
es decir que detiene el crecimiento, mientras que la ausencia del crecimiento del disco y la
ausencia de la germinacién de las esporas indicaba un efecto fungicida, es decir que mata al
hongo (Parikh et al., 2021). Para aquellos AEs en los cuales no se logré obtener la MIC, se calcul6
la ICso, es decir, la concentracion que inhibe en un 50% el crecimiento micelial y la germinacion

de esporas.
2.1.7. Microscopia electronica de barrido

Para las observaciones de las muestras del micelio de R. stolonifer y C. gloeosporioides, se
seleccionaron los AEs activos y se realizaron ensayos utilizando la ICsoy como control absoluto
se utiliz6 agua destilada estéril. Los ensayos se realizaron utilizando la misma metodologia
descrita anteriormente (método de difusion por vapor). Una vez pasado el tiempo de incubacion
(siete dias para C. gloeosporioides y dos dias para R. stolonifer), se tomaron muestras tanto de
las hifas tratadas con la ICso de los AEs y del control absoluto. Las muestras se tomaron con un

asa de siembra y se colocaron en sobres de malla de nitrocelulosa para su posterior fijacion.

Para la obtencion de las muestras de esporas, se seleccionaron los AEs activos y se utilizo la
ICs0. Con la finalidad de que la muestra estuviera mas concentrada y se observara una mayor
cantidad de esporas, el ensayo se realizé con una suspension de esporas a 1x10° esporas/mL.
Los ensayos en fase de vapor se llevaron a cabo, y pasadas 48 h, se enjuag6 con agua estéril,
el halo de inhibicibn generado por los AEs. Con ayuda de una micropipeta se recuperé el
enjuague y se centrifugd a 10,000 rpm. Posteriormente, se tomaron 30 uL del precipitado de los
tubos eppendorf y se colocaron en los sobres de malla de nitrocelulosa. Para el control absoluto,
se tomd la muestra directo del stock (suspension a 1x10° esporas/mL) y se centrifugé a 10,000
rom. Para finalmente tomar 30 upL del precipitado y colocarlo en los sobres de malla de

nitrocelulosa.

Los sobres de malla que contenian las muestras de micelio y de esporas se fijaron con

glutaraldehido al 2.5%, se conservaron en total oscuridad, a temperatura ambiente por 48 h.
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Pasado el tiempo de fijacion, se retir6 el glutaraldehido y se remojaron los sobres de malla con
una solucion de buffer salino por una hora. Las muestras se deshidrataron en un gradiente de
etanol del 30%, 50% y 70%, permaneciendo en cada concentracién durante dos horas, a
temperatura ambiente. Se almacenaron por un maximo de cuatro semanas en alcohol al 70%.
Posteriormente, para realizar el secado de punto critico, se deshidrataron las muestras en un
gradiente de 80%, 90% y 100% de etanol, dejando las muestras en cada solucién por una hora.
Las muestras se colocaron en una cinta negra de doble cara y se montaron en tubos de aluminio
(stubs). Fueron recubiertas con una capa de oro y se observaron en un MEB modelo (Jeol, JSM-
6360 LV), con condiciones alto vacio, un voltaje de aceleracion de 15 kV, con un aumento de
10000x, 6500x, 3000x y 2000x (Yan et al., 2021).

2.1.8. Andlisis estadisticos

Para evaluar los efectos de los AEs sobre el porcentaje de inhibicion micelial y el porcentaje de
inhibicion de la germinacién de esporas de C. gloeosporioides y R. stolonifer se realizaron analisis
de la varianza (ANOVAS) de uno y dos factores seglin el ensayo experimental. Para estos
estadisticos, se probd que se cumplieran los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas, mediante las pruebas de Shapiro Wilks y la prueba de Levene, respectivamente. La
diferencia entre las medias de los porcentajes de inhibicién de los diferentes tratamientos se
determiné con la prueba pots-hoc de Tukey con un 5% de significancia. Los analisis estadisticos

se llevaron a cabo utilizando los softwares InfoStat y Graphpad Prism v.8.

Para analizar la composicion quimica de los AEs, se realizaron gréficas de sectores con el
software Graphpad Prism para representar la proporcion de compuestos identificados en las
diferentes clases de terpenos. Ademas, se realizé un analisis de conjuntos de UpSet, mediante
R (software v.4.3.2.), con la finalidad identificar los compuestos que mas se comparten y los
compuestos Unicos de cada AE. Posteriormente, para evaluar las similitudes en la composicion
guimica de los diez AEs, se utilizé el software MetaboAnalyst 6.0, a partir de una matriz de datos
con los AEs en las filas y los metabolitos que presentaron un area del cromatograma = 5% en las
columnas. Se hizo un dendograma utilizando el método de ward y la distancia euclidiana como
métricas. Para enriquecer la comparacién de la composicion quimica, se llevé a cabo un andlisis
de componentes principales (PCA), con la finalidad de reducir la dimensionalidad del gran nimero
de variables y mantener la méaxima variacion posible. Se utilizaron los primeros tres componentes
principales y se obtuvieron sus respectivos graficos para poder interpretar la contribucién de los

compuestos en la ordenacion de los AEs.
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Con la finalidad de relacionar la composicién quimica de los AEs con la actividad antifingica e
identificar qué metabolitos se asocian con la actividad, se hizo un andlisis discriminante por
minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA, por sus siglas en inglés), mediante el
software MetaboAnalyst v.6.0. Este andlisis se realiz6 empleando dos matrices compuestas por
los metabolitos que presentaron un area del cromatograma = 5% y la actividad antifungica
categoérica sobre el micelio y las esporas, respectivamente. La actividad se categoriz6 como activo
y no activo, con base a los resultados obtenidos en el tamizaje. Se consideraron como activos
Unicamente a aquellos AEs que presentaron una inhibicion 230% (Abers et al., 2021). Para
demostrar la robustez y validez estadistica del modelo, se utilizé la capacidad explicativa del
modelo (R?) y la capacidad predictiva (Q?) (Pineda-Alegria et al., 2024). Posteriormente, se
identificaron los metabolitos con mayor contribuciéon a la separacién de los grupos, para ello, se
calcularon los valores de importancia de cada uno de los metabolitos (VIP) y se realizé un grafico
S-plot. Finalmente, se identificaron los metabolitos asociados a la discriminacion de los grupos,
y, por ende, a la actividad antifiingica. Se consideraron los metabolitos con mayor valor de carga
predictiva y un VIP con valor >1 (Pineda-Alegria et al., 2024).
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CAPITULO Il
3.1. RESULTADOS

3.1.1. Composicion quimica de los aceites esenciales estudiados

En los diez AEs estudiados se identificaron un total de 35 compuestos con un area del
cromatograma 21%, de los cuales 15 compuestos estuvieron presentes en cuatro o0 mas AEs
(Tabla 3.1). Unicamente tres metabolitos no pudieron ser identificados. Los AEs de L. origanoides,
B. simaruba y P. auritum presentaron un compuesto mayoritario en su perfil quimico, con un
porcentaje de area >50%, identificado como carvacrol, a-pineno y safrol, respectivamente.
Tabla 3.1. Composicién quimica de los diez AEs estudiados.

Compuestos LO BS PA HS LH LM CY TD LC ocC

a-pineno - 65.2 - - 4.4 1.0 - 25 - 2.0
sabineno - - - 3.9 - - - - 6.2 -
B-pineno - 118 1.2 1.1 - - - 1.9 - 35
p-cimeno 17.9 - 1.2 28 4.7 1.4 - - - -
limoneno - 4.4 - 2.1 - - - - - 4.0
eucaliptol 1.4 - - 1.1 - - - 3.0 - 22.7
y-terpineno 1.6 - 2.4 - - - - - - -
terpinoleno - - 2.0 1.6 - - - - - -
canfor - - - - - - - - - 4.6
timol, metil-eter 2.1 - - - - - - - - -
timol 4.4 - - - - - - - - -
safrol - - 55.7 - - - - - - -
carvacrol 60.1 - - - - - - - - -
a-copaeno - - 2.6 6.7 34 6.1 2.6 5.0 - 1.4
B-bourboneno - - - 3.1 1.6 4.6 100 4.3 - -
B-elemeno - - - 18 161 23 - - - 8.6
B-cariofileno 2.1 - 59 16.2 198 1.0 13.1 94 259 17.2
a-bergamoteno - - - 7.5 - 1.9 - - - -
guaiadieno<6,9-> - - - - - - - 2.0 - -
a-humuleno 1.2 - - 2.2 1.2 - 20 114 38 4.1
aromadendreno- - - - - 1.8 - 1.1 3.7 1.7 1.0
allo

y-muuroleno - - - - 2.0 1.7 1.4 47 1.3 -
germacreno D - - 5.8 51 3.3 - 1.2 1.8 - 8.0
B-selineno - - - 1.0 3.5 - - - - -
biciclogermacreno - - 34 - - - - - - -
elixeno - - - 4.0 - - - - - 6.6
B-bisaboleno - - - - - - 2.2 - - 4.0
a-bisabolol - - - - - - 16.3 - - -
calameneno - - - - - - - 4.2 - -
espatulenol - - 28 111 21 - 4.3 6.0 - 1.7
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Unicamente se muestran compuestos con un area del cromatograma =1%. En amarillo se resaltan los
compuestos presentes en = 4 AEs. LO= L. origanoides, BS= B. simaruba, PA= P. auritum, HS= H.
suaveolens, LH= L. hirta, LM= L. myriocephala, CY= C. yucatanensis, TD= T. diffusa, LC= L. canescens y
OC= 0. campechianum. NIBS: Compuesto no identificado en B. simaruba, NILM: Compuesto no
identificado en L. myriocephala. En gris se resaltan los metabolitos que estuvieron presentes en = 4 AEs.
En negritas se muestra el compuesto con mayor porcentaje de area para cada AE.

Los gréficos circulares mostraron que el AE de B. simaruba estuvo dominado por monoterpenos,
los cuales representaron el 83.7% del area cromatografica total. En L. origanoides y P. auritum
predominaron los monoterpenos oxigenados, con areas superior al 50%. En los AEs de T. diffusa,
L. hirta, O. campechianum e H. suaveolens, la clase predominante correspondié a los
sesquiterpenaos, con proporciones superiores al 45%. Por su parte, en los AEs de C. yucatanensis
(39.9%), L. myriocephala (46.0%) y L. canescens (40.3%) predominé el grupo de los

sesquiterpenos oxigenados, con areas cromatograficas mayores al 40% (Figura 3.1).
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M Monoterpenos
Monoterpenos oxigenados

B Sesquiterpenos
Sesquiterpenos oxigenados

L. origanoides P. auritum B. simaruba O. campechianum H. suaveolens
C. yucatanensis L. myriocephala L. canescens L. hirta T. diffusa

POD99

Figura 3.1. Graficos circulares de la proporcion de clases de terpenos en los AEs.

Un total de 23 metabolitos estuvieron presentes en al menos dos AEs (Figura 3.2). Los
metabolitos compartidos por la gran mayoria de los AEs fueron el B-cariofileno y el éxido de
cariofileno, ambos detectados en nueve de los diez AEs analizados. Asimismo, el a-copaeno y a-
humuleno se encontraron en siete AEs. Los compuestos Unicos de cada AE fueron el carvacrol,
timol metil-eter y timol en L. origanoides; el safrol y biciclogermacreno en P. auritum; el a-bisabolol
en C. yucatanensis; el 10,10-Dimetil-2,6-dimetilenobiciclo en L. canescens; el canfor en O.
campechianum; el guaiadieno<6,9-> y calameneno en T. diffusa y el z-a-bergamotol en H.

suaveolens.
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Los AEs inactivos se caracterizaron por la ausencia de un compuesto claramente mayoritario, en
su composicion quimica. El tnico compuesto con concentraciones cercanas al 40% fue el 6xido
de cariofileno, presente en todos los AEs, con excepciéon de B. simaruba. Siendo este, el
compuesto mayoritario de L. canescens (37.8%) y L. myriocephala (41.9%). Se encontr6 en
concentraciones mas bajas de 12.9 a 8.5% en C. yucatanensis, L. hirta y T. diffusa, y en

concentraciones menores al 5% en H. suaveolens, O. campechianum, P. auritum y L. origanoides.
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Figura 3.2. Analisis UpSet de la composicién quimica de los AEs. Nimero de metabolitos compartidos o Gnicos

presentes en los AEs estudiados (barras azules). Las lineas verticales negras, puntualizan los AEs que
comparten metabolitos. Set Size: total de metabolitos presentes por AE con =21% del area (barras verdes). BS=
B. simaruba, LC= L. canescens, LO= L. origanoides, PA= P. auritum, CY= C. yucatanensis, LM= L. myriocephala,
LH= L. hirta, OC= O. campechianum, TD= T. diffusa y HS= H. suaveolens. (*) Timol-metil-eter, carvacrol y timol.
NILM: Compuesto no identificado de L. myriocephala, NIBS: Compuesto no identificado de B. simaruba.

El analisis de agrupamiento evidencio la formacién de dos grupos en los AEs estudiados (Figura
3.3). El primer grupo estuvo compuesto por los AEs que presentaron compuestos mayoritarios,
con un éarea del cromatograma >50%, y que en su composicion quimica dominaban los
monoterpenos y monoterpenos oxigenados, estos AEs fueron P. auritum, L. origanoides y B.

simaruba. El resto de los AEs conformaron el segundo grupo, en los que predominaron los
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sesquiterpenos y sesquiterpenos oxigenados, ademas de un alto contenido de o6xido de
cariofileno.

P aurifum

L. onganoides

B simaruba

T. diffusa

H. suaveolans

L. hirta

C. yucatanensis

0. campechianum

L. myniocephala

L canescens

Figura 3.3. Dendograma de los diez AEs provenientes de diferentes especies vegetales, con base en
su composicion quimica.

El Anadlisis de Componentes Principales (PCA) mostré que los primeros tres componentes
principales (PC1, PC2 y PC3), explican un 78.9% de la varianza total (el 29.6%, 26.8% y 22.5%,
respectivamente). EI PC1 permitié la separacion de B. simaruba del resto de los AEs, con una
alta carga del metabolito a-pineno. Por otra parte, el PC2 separ6 a L. origanoides del resto de los
AEs, con una alta carga del metabolito carvacrol (Figuras 3.4a, 3.4c). Por ultimo, el PC3 separ6
a P. auritum, del resto de los AEs, con una alta carga de safrol (Figuras 3.4b, 3.4d). La distancia

gue hay entre los grupos, responde a la gran diferencia en la composicion quimica de los AEs,
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gue esta explicado por el gran porcentaje de area que ocupan los compuestos mayoritarios en
los tres AEs, ya que dichos metabolitos son distintos para cada AE. Estos resultados concuerdan
con el dendograma, ya que B. simaruba, L. origanoides y P. auritum, forman un grupo diferente

al grupo del resto de los AEs.
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explican el 78.9% de la varianza. LO= L. origanoides, BS= B. simaruba, PA= P. auritum, CY= C. yucatanensis, HS=
H. suaveolens, LC= L. canescens, LH= L. hirta, LM= L. myriocephala, OC= O. campechianum y TD= T. diffusa.
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3.1.2. Efecto antifungico de los aceites esenciales sobre la inhibicién del crecimiento

micelial

El ANOVA de la actividad antifingica de los AEs sobre el crecimiento micelial (Figura 3.5), mostré
que la interaccion entre el AE y la especie de hongo fue estadisticamente significativa (F (19, s9) =
6.4, p = < 0. 0001), lo que indica que el efecto de los AEs evaluados depende de la especie
fungica analizada. El AE de L. origanoides presentd la mayor actividad antifingica, con un
porcentaje de inhibicion de 100% a la concentracion estudiada (0.133 pL /mL de aire), seguido
de P. auritum y B. simaruba, con un porcentaje de inhibicién del crecimiento de al menos 30 %.
El resto de los AEs presentaron un porcentaje de inhibicibn menor al 20 % por lo que se
consideraron como no activos. Los tres AEs mas activos, no presentaron diferencias significativas
entre ambas especies de hongos. El Unico AE con diferencias significativas fue O.
campechianum, que inhibié en un 20% el crecimiento micelial de C. gloeosporioides, pero no

mostré efecto inhibitorio sobre R. stolonifer.

A
100 gy P

>

Bl C. gloeosporioides

R. stolonifer

60

40 B

% de inhibicion micelial

20 S

AMMNNNN"S

Aceite esencial

Figura 3.5. Efecto de los AEs en fase de vapor sobre la inhibicion micelial de C. gloeosporioides y R.
stolonifer, a una concentracion de 0.133 pL /mL de aire. Se presentan los valores promedio + la desviacion
estandar para tres réplicas. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos (Tukey, P<0.05).
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3.1.3. Concentraciéon minima inhibitoria e ICso de los aceites esenciales activos sobre la

inhibicion del crecimiento micelial

El efecto antifiingico de los AEs sobre la inhibicion del crecimiento micelial de C. gloeosporioides
y R. stolonifer, mostr6 una respuesta dosis-dependiente (Fig. 3.6); es decir, a mayor
concentracion de AE, mayor fue el porcentaje de inhibicién del crecimiento del micelio. EI AE de
L. origanoides present6 valores MIC de 0.010 y de 0.006 uL/mL de aire contra C. gloeosporioides
y R. stolonifer, respectivamente. Ademas, los valores de MIC de L. origanoides mostraron un
efecto fungicida sobre ambos fitopatdgenos. En el caso de B. simaruba y P. auritum, solo fue
posible estimar los valores de ICso, el cual también fue calculado para el AE de L. origanoides con

fines comparativos.
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Figura 3.6. Actividad antifingica de AE en fase de vapor sobre el porcentaje de inhibicion micelial de C.
gloeosporioides (a-c) y R. stolonifer (d-f). Se presentan los valores promedio * la desviacion estandar para tres
réplicas.
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Los resultados del ANOVA de dos vias indicaron que la interaccion AE-especie de hongo fue
estadisticamente significativa (F s,12 = 73.21 y p = < 0. 001). L. origanoides fue el AE con mayor
actividad antifungica, al presentar valores de ICso significativamente menores en comparacion
con P. auritum y B. simaruba. Unicamente la ICso de P. auritum sobre C. gloeosporioides y la ICso
de B. simaruba contra R. stolonifer, no presentaron diferencias significativas. Los tres AEs
presentaron mayor actividad antifingica en la inhibicién micelial de R. stolonifer, en comparacion

con C. gloeosporioides (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Valores de ICsp obtenidos en la inhibicion del crecimiento micelial

ACEITE ESENCIAL R. stolonifer C. gloeosporioides
ICso (ML/mL de aire) ICso (ML/mL de aire)
L. origanoides 0.0032 + 0.009¢ 0.0059 + 0.001¢
B. simaruba 0.453 + 0.063° 0.640 = 0.052
P. auritum 0.286 + 0.024°¢ 0.443 + 0.096°

Se presentan lo valores promedios * la desviacion estandar para tres replicas. Las letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas entre los valores de ICso (Tukey, P<0.05).
3.1.4. Efecto antifungico de los aceites esenciales sobre lainhibicion de la germinacion de

esporas

Para la evaluacion de los AEs sobre la inhibicion de la germinacién de esporas de C.
gloeosporioides y de R. stolonifer, el ANOVA de dos vias mostrd que la interaccion AE — especie
de hongo fue estadisticamente significativa (F (9, s9) = 226.35 y P = < 0.0001). Los AEs que
presentaron actividad antifingica contra C. gloeosporioides fueron L. origanoides, con 79.27% de
inhibicién de la germinacion de esporas, y B. simaruba, con 34.5%. L. origanoides fue claramente
el AE que presenté mayor actividad antifiingica contra esporas de C. gloeosporioides. Para el
caso de R. stolonifer, Unicamente L. origanoides mostrd efectividad con un porcentaje de
inhibicién del 50.7%. El resto de los AEs no fueron activos. Al igual que en la inhibicién del
crecimiento del micelio, L. origanoides fue el AE con mayor actividad antifingica sobre esporas.
De manera significativa, las esporas de C. gloeosporioides fueron las mas sensible al AE de L.

origanoides en comparacién con R. stolonifer.
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Figura 3.7. Efecto de los AEs en fase de vapor sobre el porcentaje de inhibicion de la germinacién de
esporas de C. gloeosporioides y R. stolonifer a una concentracion de 0.133 pL/ml, después de dos dias
de incubacion a 25°C + 2. Se presentan los valores promedio * la desviacion estandar para tres réplicas.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los tratamientos (prueba a posterior
de Tukey, P<0.05).

3.1.5. Concentracion minima inhibitoria e ICso de los aceites esenciales activos sobre la

inhibicion de la germinacion de esporas

El efecto antifingico de los AEs sobre la germinacion de esporas de C. gloeosporioides y R.
stolonifer present6 una respuesta dosis dependiente. A mayor concentracion, mayor tamafio del
halo de inhibicion, lo cual denoté un mayor porcentaje de inhibicién en la germinacién de esporas.
L. origanoides y B. simaruba, inhibieron la germinacion de esporas de C. gloeosporioides. El AE
de L. origanoides presenté valores de inhibicién del 100%, con una MIC de 0.4 yL/mL de aire, la
cual mostr6 un efecto fungicida sobre C. gloeosporioides. Adicionalmente y para facilitar la
comparacion con el efecto del AE de las otras dos especies, se calculd la ICsp, la cual tuvo un
valor de 0.073 pL/mL de aire (Figura 3.8a, Tabla 3.13). En el caso de B. simaruba el porcentaje
mas alto obtenido de inhibicion en la germinacion de esporas fue del 66%, por lo que sélo se

calculo la ICsg, obteniendo un valor de 0.37 pyL/mL de aire (Tabla 3.13). La actividad antifingica
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de L. origanoides fue mejor en todas las concentraciones probadas en comparacion con B.
simaruba (Figura 3.8a).

L. origanoides fue el AE con mayor actividad antifingica contra la inhibicién de la germinacion en
esporas de C. gloeosporioides. El valor de ICso de L. origanoides sobre las esporas de C.
gloeosporioides (0.073 uL/mL de aire) fue estadisticamente menor que el obtenido para el AE de
B. simaruba (0.37 pyL/mL de aire), (t= 3.68, p= 0.02) (Tabla 3.3). Por otra parte, el AE de L.
origanoides fue el Unico que inhibid la germinacién de esporas de R. stolonifer. Las esporas de
C. gloeosporioides resultaron mas sensibles a los compuestos volatiles presentes en el AE de L.

origanoides, el valor estimado de la ICso sobre las esporas de R. stolonifer (0.13 pL/mL de aire)

fue estadisticamente mayor al de C. gloeosporioides (0.073 yL/mL de aire; t = -3.12, p= 0.035;
Tabla 3.3).

C. gloeosporiodes b)

R. stolonifer

100
3 Lippia origanoides

1 Bursera simaruba

% inhibicién de esporas

0433 liml - 0.333mll 040 bl 0.533 ulml  0.80 liml 0433 ml 0333 yliml 040 Wml 0533 wmil .80 imi

33 Lippia origanoides

Figura 3.8. Actividad antifiingica de AEs en fase de vapor sobre el porcentaje de inhibicién de esporas de C.
gloeosporioides (a) y R. stolonifer (b). Se presentan los valores promedio + la desviacion estandar para tres

réplicas.
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Tabla 3.3 Valores de ICso obtenidos en la inhibicion de la germinacion esporas.

Aceite esencial R. stolonifer C. gloeosporioides
ICs0 (UL/mL de aire) ICs0 (UL/mL de aire)
L. origanoides A0.13 £ 0.01 80.073 £ 0.032
B. simaruba ND 0.37 £0.14°

Se presentan lo valores promedios * la desviacién estandar para tres replicas. ND: No determinado. Las
letras mayUsculas distintas indican diferencias estadisticamente significativas de la prueba de t entre los
valores de ICso del AE de L. origanoides en los dos hongos; las letras minlsculas distintas indican
diferencias estadisticamente significativas de la prueba de t entre los valores de ICso de los AEs contra la
inhibicion de la germinacion de esporas de C. gloeosporioides.

3.1.6. Analisis ultraestructural mediante microscopia electrénica de barrido

Las imagenes del microscopio electrénico de barrido (MEB), muestran los cambios morfolégicos
de las esporas y las hifas de C. gloeosporioides y R. stolonifer, al aplicar los diferentes
tratamientos de los AEs que resultaron activos. En el caso del micelio, las fotografias de las
muestras control, tanto de C. gloeosporioides como de R. stolonifer, mostraron hifas turgentes,
de grosor uniforme y con una superficie lisa (Figuras 3.9a, 3.9e). En contraste, la morfologia de
las hifas cambi6é en presencia de la ICso de los AEs de L.origanoides (Figuras 3.9b, 3.9f), B.
simaruba (Figuras 3.9c, 3.99g), y P. auritum (Figuras 3.9d, 3.9h). La exposicion a los AEs provocé

la contraccion y el colapso de las hifas.
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Figura 3.9. Observacion por MEB de la morfologia del micelio de C. gloeosporioides (a, b, ¢, d) y R.
stolonifer (e, f, g, h), expuestas al AE de L. origanoides (b, f), B. simaruba (c, g), P. auritum (d, h), control
(a, e). Las muestras fueron tratadas con la ICsp en fase de vapor de los AEs. Con flechas rojas se sefialan
las hifas colapsadas. Fotografias con un aumento de x2000.
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En cuanto a las esporas, en las muestras control de C. gloeosporioides (Figuras 3.10a, 3.10b),
las esporas se muestran relativamente lisas y turgentes. Efecto contrario se observé con las
esporas tratadas con la ICso tanto L. origanoides (0.073 pL/mL de aire) (Figuras 3.10c, 3.10d),
como de B. simaruba (0.37 yL/mL de aire) (Figuras 3.10e, 3.10f). En ambos casos, las esporas

se mostraron colapsadas y perdieron su turgencia.

Control L. origanoides B. simaruba

ZEky

Figura 3.10. Observacién por MEB de la morfologia de las esporas de C. gloeosporioides, expuestas al AE de L.
origanoides (c, d), B. simaruba (e, f), control (a, b). Tratadas con la ICso en fase de vapor. Imagenes en la parte
superior con un aumento de x3000 y en la parte de inferior de x6500.
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Por dltimo, en las muestras control de las esporas de R. stolonifer, se pudo observar una
morfologia normal, presentando su ornamentacion caracteristica, con crestas continuas a lo largo
de la superficie (Figuras 3.11a, 3.11b, 3.11c). Sin embargo, el tratamiento con el AE de L.
origanoides a la ICs, (0.13 pL/mL de aire) resulté en la deformacion y colapso de las esporas
(Figuras 3.11d-3.11f).

Control

zekU i BIBIE 5 33 8 X6, 588 | Zum 006 5 3208 26 k) %3, 888 | Sam 23 oef

L. origanoides

ZBkU X1@. aga 1wm BEAEL1 15

Figura 3.11. Observacion por MEB de la morfologia de las esporas de R. stolonifer, expuestas al AE de L. origanoides
(d, e, f), control (a, b, c). Tratadas con la ICso en fase de vapor. Fotografias con un aumento de x10000 (a, d), x6500 (b,
e), x3000 (c, f).
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3.1.7. Analisis de larelacion entre la composicion quimicay actividad antifungica

El modelo OPLS-DA de la actividad antifangica contra el micelio de C. gloeosporioides y R.

stolonifer mostré una clara separacion entre los AEs activos (L. origanoides, B. simaruba y P.

auritum) y los inactivos (Figura 3.12a). Se obtuvo un valor de R? de 0.91 y para Q? de 0.88. Los

metabolitos asociados con la actividad antifUngica del micelio fueron carvacrol, p-cimeno,

mayoritarios en el AE de L. origanoides, a-pineno y B-pineno, mayoritarios en el AE de Bursera

simaruba y safrol, metabolito mayoritario en el AE de Piper auritum (Figura 3.12b).

a)

Scores Plot

Orthogonal T score [1] { 16.6 %)

@Lm
oLCq 1

@cy

@HS
@ oc

@Bs

@ Lo

QPA

T T
0 1

T score [1] ( 15.5 %)

> No activo
Activo

p(corn[1]

b)

0.2

0.0

-0.2

0.4

-0.6
1

Feature Importance
B-pinsno safrol ca&%cr
p-cimeno
T T T T T T
-15 -10 0 5 10 15

pl1]

Figura 3.12. OPLS-DA de la actividad antifangica contra el micelio de C. gloeosporioides y R. stolonifer. A la
izquierda se muestra el Score Plot (a) y a la izquierda el S-plot (b). En el S-plot solo se etiquetan los metabolitos
con valor de VIP >1. No activo: AEs con actividad antifingica <30%, Activo: AEs con actividad antifingica 230%.
LO=L. origanoides, BS= B. simaruba, PA= P. auritum, CY= C. yucatanensis, HS= H. suaveolens, LC= L. canescens,
LH= L. hirta, LM= L. myriocephala, OC= O. campechianum y TD= T. diffusa.
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Por dltimo, el modelo OPLS-DA de la actividad antifingica contra las esporas de C.
gloeosporioides, separé a los AEs que resultaron activos, L. origanoides y B. simaruba, del resto
de los AEs inactivos (Figura 3.13a). Para este modelo, los valores obtenidos de R? y Q? fueron
de 0.89 y 0.86, respectivamente, lo que indica que el modelo es confiable y robusto.
Adicionalmente, se realiz6 un analisis de S-plot, para lograr identificar las variables que mejor
explican las diferencias observadas entre las dos clases de actividad. Los metabolitos mas
influyentes fueron el carvacrol, p-cimeno, ambos mayoritarios en el AE de L. origanoides y a-
pineno y B-pineno, mayoritarios en el AE de B. simaruba. Estos fueron los metabolitos con valores
mas altos en ambos ejes del S-plot (Figura 3.13c). Por otro lado, el modelo OPLS-DA para las
esporas de R. stolonifer mostrd una clara separacioén del Unico AE activo, el de L. origanoides,
del resto de los AEs (Figura 3.13b). El valor de R? y Q? fue de 0.89 y 0.81, respectivamente, lo
cual enfatiza su confiabilidad y robustez Por su parte, el S-plot identifico al carvacrol y el p-cimeno
como los metabolitos que mas se correlacionan con la actividad antifingica de L. origanoides

contra las esporas de R. stolonifer (Figura 3.13d).
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Figura 3.13. Score Plot del Analisis Discriminante de Proyecciones de Estructuras Latentes Ortogonales a las
Variables Predictoras (OPLS-DA) de la actividad antifingica de los AEs contra las esporas de C. gloeosporioides
(a) y de R. stolonifer (b), con su respectivo S-plot (c) y (d). En el S-plot sélo se etiquetan los metabolitos con valor
de VIP >1. No activo: AEs con actividad antifungica <30%, Activo: AEs con actividad antifungica 230%. LO= L.
origanoides, BS= B. simaruba, PA= P. auritum, CY= C. yucatanensis, HS= H. suaveolens, LC= L. canescens, LH=
L. hirta, LM= L. myriocephala, OC= O. campechianum y TD= T. diffusa.
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Todos los metabolitos que se identificaron en los S-plot de los analisis OPLS-DA, se encuentran

en la tabla 3.4.

Tabla 3.4. Compuestos asociados con la actividad antifingica identificados por el OPLS-DA.

Tipo de actividad antifungica Compuesto Clase VIP Cargg
predictiva
carvacrol MO 1.2 17.4
o - p-cimeno M 1.2 4.6
Micelio de C.stgoli)oenc?fsep;onmdes yR. a-pineno M 19 185
B-pineno M 1.2 3.3
safrol MO 1.2 16.1
carvacrol MO 1.7 23.1
o p-cimeno M 15 6.1
Esporas de C. gloeosporioides a-pineno M 16 24.0
B-pineno M 15 3.9
. carvacrol MO 2.8 30.4
Esporas de R. stolonifer p-cimeno M 57 8.4

M= Monoterpeno, MO= Monoterpeno oxigenado.
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CAPITULO IV

4.1. DISCUSION

En el presente estudio se utilizaron diez AEs provenientes de plantas nativas de la PY y para
evaluar su capacidad inhibitoria in vitro en fase de vapor sobre el micelio y las esporas de los
hongos fitopatdgenos C. gloeosporioides y R. stolonifer. Esta bioprospeccion, enriquece los
esfuerzos para describir el potencial antifiingico de las plantas aromaticas nativas del sureste
mexicano. Los resultados obtenidos mostraron que el AE con mayor actividad antifingica fue el
de L. origanoides, con un efecto antifungico tanto en el crecimiento del micelio como en la
germinacion de esporas. Los AEs de B. simaruba y de P. auritum presentaron una actividad

antifingica menos importante.

En el caso del AE de L. origanoides, en nuestro conocimiento actual, este es el primer trabajo de
su actividad antifangica en fase de vapor contra C. gloeosporioides y R. stolonifer, tanto en micelio
como en esporas. Mientras que para los AEs de B. simaruba y P. auritum, este es el primer
estudio que explora su actividad antifungica en fase de vapor contra hongos fitopatdégenos. La
comparacion de nuestros resultados con los de estudios previos se ve limitada ya que la mayoria
de los estudios sobre la actividad antifingica contra micelio y/o esporas de C. gloeosporioides y
R. stolonifer se han realizado en bioensayos en fase liquida, por lo que no son comparables y

son escasos los estudios realizados en fase vapor.

4.1.1. Composicion quimicay actividad antifungica de L. origanoides

Diversos estudios han caracterizado la composicibn quimica del AE de L. origanoides,
destacando su considerable diversidad fitoquimica. Con base en sus compuestos mayoritarios,
se han descrito hasta tres quimiotipos de L. origanoides en la PY, dos fendlicos, que se
caracterizan por presentar monoterpenos oxigenados, con altos contenidos de carvacrol, o timol
y un tercero, dominado por sesquiterpenos (Calvo-Irabien et al., 2014; Ribeiro et al., 2014). Dentro
de cada quimiotipo, las concentraciones de los compuestos mayoritarios son variables. Las
concentraciones reportadas para el quimiotipo carvacrol en el AE de L. origanoides varian de
26.2 hasta 78.5% (Sarrazin et al., 2024; Brand&o et al., 2021; Menezes et al., 2018; Hernandes
et al., 2017; Majolo et al., 2017; Andrade et al., 2014; Calvo-Irabien et al., 2014; Teixeira et al.,
2014; Teles et al., 2014; GOmez-Sanchez et al., 2011). En nuestro AE, ademas del carvacrol
(60%), otro metabolito abundante fue el p-cimeno (17.8%), y en menor proporcion, el timol (4.4%).
El p-cimeno, es un compuesto frecuentemente reportado en la composicién quimica de L.

origanoides. Esto se debe a que el p-cimeno, es el precursor biosintético del carvacrol y
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adicionalmente, se ha descrito la capacidad del p-cimeno de potenciar la actividad del carvacrol
en ensayos de actividad biolégica (Hyldgaard et al., 2012; Krause et al., 2021;
Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn, 2010; Ultee et al., 2002).

En los ensayos de actividad antifiingica, el AE de L. origanoides mostré una elevada actividad en
la inhibicion del crecimiento micelial de C. gloeosporioides y R. stolonifer, al presentar valores de
ICso significativamente mas bajos que los obtenidos para B. simaruba y P. auritum. Existen varios
estudios que reportan la actividad antifingica del AE de L. origanoides, sin embargo, su actividad
en fase de vapor ha sido poco explorada. Los Unicos reportes de su actividad en fase de vapor
incluyen la inhibicién del micelio de A. flavus, con una MIC de 0.294 uL/mL de aire (Gomez-
Sanchez etal., 2011) y los estudios realizados por Cueto-Wong et al., (2010), quienes reportaron
una MIC de 0.15 pL/mL de aire sobre el micelio de Fusarium oxysporum. En contraste con estos
estudios, en nuestro trabajo el AE de L. origanoides resultd mas activo contra el micelio de C.
gloeosporioides y R. stolonifer, con valores de MIC de 0.010 pL/mL y 0.006 pyL/mL de aire,
respectivamente. La aplicacion del AE de L. origanoides en fase de vapor presenta los valores
de MIC e ICsp mas bajos contra el micelio de C. gloeosporioides y R. stolonifer descritos hasta
ahora, en comparacion con otros AEs estudiados contra estos fitopatégenos (Wang et al., 2023;
Huang et al., 2021; Bammou et al., 2020; Perumal et al., 2016; Manssouri et al., 2016; Khalid et
al., 2015; Sellamuthu et al., 2013; Abdollahi et al., 2011; Ziedan y Farrag, 2008).

Por otra parte, este es el primer estudio que evalla el AE de L. origanoides contra la inhibicién
de la germinacion de esporas de C. gloeosporioides y R. stolonifer. Se ha evaluado el AE de L.
origanoides en fase de vapor contra la inhibicion de la germinacién de esporas de otros
fitopatdgenos fungicos como Penicillium spp., Aspergillus spp., Candida albicans, Cryptococcus
neoformans y Trichophyton rubrum, con valores de MIC de 0.26 a 1.0 pL/mL de aire (Reyes-
Jurado et al., 2019). Nuestros resultados obtenidos contra las esporas de C. gloeosporioides y
R. stolonifer fueron similares, con valores de ICso de 0.07 y 0.13 pL/mL de aire, respectivamente.
No hay estudios previos con otros AEs en fase de vapor contra las esporas de C. gloeosporioides;
para R. stolonifer se ha evaluado el AE de Teucrium luteum subsp. flavovirens, con una MIC de
2 yL/mL de aire (Znini, 2021).

Mediante un analisis OPLS-DA se identificaron los metabolitos de L. origanoides que presentaron
una correlacion significativa con la actividad antifangica. Para la inhibicion del crecimiento micelial
y las esporas de ambas especies de fitopatdgenos, los metabolitos identificados fueron carvacrol

y p-cimeno. Diversos estudios han explorado el potencial antifiingico del carvacrol, con la finalidad
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de inhibir enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos y aumentar el tiempo de vida de los
productos poscosecha durante el almacenaje (Wang et al., 2024; Nostro et al., 2012). Para el
carvacrol se ha reportado un amplio espectro de actividad antifiingica sobre varios hongos
fitopatdgenos, entre los que destacan: B. cinerea (Zhang et al., 2019), Aspergillus flavus, A. spp.,
Cladosporium spp. (Abbaszadeh et al., 2014), A. flavus (Duan et al., 2024), Colletotrichum
fructicola (Pei et al., 2020), Clonostachys rosea, Fusariam equiseti (Mi et al., 2023), F. oxysporum,

F. verticillioides, Penicillium brevicompactum y P. expansum (Zabka y Pavela, 2013).

De manera particular, la actividad antifingica del carvacrol y el p-cimeno, en fase de vapor, ha
sido estudiada por Hong et al. (2015) contra el micelio de C. gloeosporioides. El carvacrol fue el
compuesto con mayor actividad antifingica con una MIC de 0.025 pL/mL de aire, mientras que el
p-cimeno no inhibié el crecimiento micelial. Al comparar estos resultados con el valor de MIC del
AE obtenido en este estudio (0.01 pL/mL de aire), observamos que la actividad antifiingica del
AE, en el caso del micelio, fue mayor que el carvacrol y el p-cimeno puros. Lo anterior sugiere la
interaccion sinérgica de estas dos moléculas y posiblemente algunas otras presentes en el AE

de L. origanoides para explicar el efecto antifiingico en el micelio de C. gloeosporioides.

El carvacrol como compuesto puro, también ha sido estudiado en fase de vapor contra el micelio
de R. stolonifer, con una MIC reportada de 0.00625 uL/mL de aire (Zhou et al., 2018). Este valor
es muy cercano al encontrado para el AE de L. origanoides en este estudio (MIC = 0.006 uL/mL
de aire), lo que apoya que muy posiblemente es el carvacrol el compuesto responsable de la
inhibicién del crecimiento micelial en R. stolonifer. EI mecanismo de accién antifangico del
carvacrol ha sido estudiado por Zhou et al. (2018) quienes determinaron que el carvacrol
incrementa la permeabilidad de la membrana citoplasmética y la pérdida de componentes
celulares, ademas de mostrar una reduccion en el contenido de ergosterol sobre el micelio de R.
stolonifer. Asimismo, Pei et al. (2020), determinaron que el carvacrol aumenta la permeabilidad
de la membrana y como consecuencia, la pérdida de componentes celulares en las hifas de C.
fructicola e induce la generacion de ROS. La presencia del grupo hidroxilo le confiere al carvacrol
un caracter hidrofobico, lo que permite que este compuesto interactie con los lipidos de la

membrana citoplasmatica de la célula fungica, afectando su permeabilidad (Raveau et al., 2020).

Ademas de lo reportado por Hong et al. (2015), se ha descrito la actividad antifangica del p-
cimeno en ensayos en fase liquida al inhibir el crecimiento del micelio de Aspergillus fumigatus,
A. flavus y A. niger (Dutta et al., 2020). Dutta y colaboradores (2020), realizaron un estudio de

acoplamiento molecular para elucidar el mecanismo de accién antifangico del p-cimeno. El
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estudio revel6 que la actividad podria estar relacionada a la interaccion del p-cimeno con la
enzima glucosamina-6-fosfato sintasa. Esta enzima participa en la sintesis de N-
acetilglucosamina, componente esencial de la quitina, presente en la pared celular de los hongos
(Banerjee et al., 2011).

En cuanto a la inhibicion de la germinaciéon de esporas de C. gloeosporioides, se ha explorado la
actividad del carvacrol y el p-cimeno. Al igual que en la inhibicion del crecimiento micelial, el
carvacrol tuvo la mayor actividad antifingica con una MIC de 0.025 yL/mL de aire, mientras que
el p-cimeno a 0.1 yL/mL de aire inhibi6 la germinacion de las esporas en un 98.8% (Hong et al.,
2015). El valor de MIC de L. origanoides obtenido en el presente estudio fue de 0.4 yL/mL de
aire, por lo que el efecto del AE fue menor que el de los compuestos puros. La actividad
antifingica del p-cimeno para inhibir la germinacién de esporas ha sido explorada en fase liquida
contra otros fitopatdgenos flngicos como Aspergillus carbonarius, A. ochraceus, A. flavus, y A.
niger (Souza et al., 2021).

Se han descrito los mecanismos de accién antifingica del carvacrol sobre la inhibicion de la
germinacion de esporas de C. acutatum. Los resultados obtenidos por Scariot et al. (2020),
demostraron que la actividad antifingica del carvacrol esta asociada con la pérdida de integridad
de la membrana celular y la acumulacién de ROS, lo cual puede inducir la muerte celular. La
acumulacién de ROS en el citoplasma puede ser uno de los efectos mas importantes de los
monoterpenos oxigenados en la inhibicién de la germinacion de esporas (Scariot et al., 2020). La
actividad en fase de vapor del carvacrol y el p-cimeno sobre la inhibiciéon de la germinacién de

esporas de R. stolonifer no ha sido estudiada.

4.1.2. Composicion quimicay actividad antifungica de B. simaruba

Los AEs de B. simaruba y P. auritum también presentaron actividad antifingica, aunque mas baja
que la presentada por el AE de L. origanoides sobre las hifas y esporas de ambos hongos. Para
B. simaruba, se determinaron como compuestos mayoritarios los monoterpenos a-pineno
(65.2%), B-pineno (11.8%) y el limoneno (4.4%). Junor et al. (2008), reportaron a-pineno (10.2%),
trans-cadina-(6), 4-diene (9.7%) y B-cariofileno (9.0%), como los compuestos mayoritarios.
También se ha identificado el limoneno como mayoritario, pero en concentraciones mas altas de
46.7%, seguido de B-cariofileno (14.7%) y a-humuleno (13.2%) (Sylvestre et al., 2007).

El AE de B. simaruba present6 una baja actividad antifingica en fase de vapor contra el
crecimiento micelial de C. gloeosporioides y R. stolonifer, debido a que los valores de ICs en este

estudio es mas alta (0.640 y 0.453 uL/mL de aire, respectivamente), en comparacion con los
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reportados para otros AEs. Los valores de MIC reportados para el micelio de C. gloeosporioides
van de 0.04 a 0.1 yL/mL de aire (Tabla 1.2), destacando el AE de clavo (Syzygium aromaticum)
como el méas activo (Wang et al., 2023). En cuanto al micelio de R. stolonifer, también se han
evaluado distintos AEs en fase de vapor, con valores de MIC que van desde 0.06 hasta 0.5 pL/mL
de aire, siendo el AE de tomillo (T. vulgaris) el que present6é la mayor actividad antifingica
(Sellamuthu et al., 2013).

Al igual que en el micelio, el AE de B. simaruba present6 una baja actividad antifingica contra la
inhibicion de la germinacion de esporas de C. gloeosporioides, y una nula actividad sobre las
esporas de R. stolonifer. A diferencia de B. simaruba, el AE de T. luteum tuvo una MIC de 2 uL/mL

de aire sobre la germinacion de esporas de R. stolonifer.

El andlisis OPLS-DA mostré que otro de los metabolitos responsables de la inhibicién del
crecimiento micelial de C. gloeosporioides y R. stolonifer fue a-pineno y B-pineno, compuestos
mayoritarios de B. simaruba. Estos metabolitos también fueron evaluados en fase de vapor por
Hong et al. (2015). No presentaron actividad contra el micelio de C. gloeosporioides, ya que no
hubo diferencias significativas con el tratamiento control. Sin embargo, a una concentracién de
0.1 uL/mL de aire. a-pineno y B-pineno si tuvieron actividad antifiingica sobre la germinacion de

esporas del 79.2% y 60.5%, respectivamente.

La actividad antifiungica del a-pineno podria deberse a su capacidad para unirse al ergosterol de
la membrana celular, lo cual fue propuesto por de Barros et al. (2023), mediante un estudio de
acoplamiento molecular. Para el metabolito B-pineno, no existen estudios sobre su mecanismo

de accidn sobre fitopatégenos flngicos.

4.1.3. Composicion quimicay actividad antifungica de P. auritum

Por ultimo, el tercer AE catalogado como activo fue P. auritum. El metabolito mayoritario de P.
auritum fue el safrol (55.7%) y en concentraciones mas bajas, el B-cariofileno (5.9%) y
germacreno D (5.8%). Nuestros resultados coinciden con varios estudios previos, en los que el
safrol es el compuesto mas abundante (Lam-Gutiérrez et al., 2024; Caballero-Gallardo et al.,
2014; Rodriguez et al., 2013; Monzote et al., 2010).

El AE de P. auritum present6 actividad antifingica sobre la inhibicion del crecimiento micelial de
C. gloeosporioides y R. stolonifer, con valores de ICso de 0.443 y 0.286 pL/mL de aire,
respectivamente. Estudios previos en AEs de otras especies muestran una actividad mayor del

crecimiento micelial de C. gloeosporioides, con valores de ICsoque van entre 0.075 a 0.188 uL/mL
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de aire para Pimpinella anisum, Vitex negundo, Artemisia annua, Artemisia lavandulifolia y
Artemisia scoparia, (Huang et al., 2021; Perumal et al., 2016). Por otra parte, no hay valores de

ICso reportados por otros AEs contra el micelio de R. stolonifer.

El AE de P. auritum no present6 actividad antifangica sobre la inhibicién de la germinacion de las
esporas de ambos fitopatdgenos, por lo que el micelio fue la Unica estructura fingica sensible al
AE de P. auritum. La capacidad antifungica de P. auritum podria deberse a su alto contenido de
safrol, ya que AEs con altos contenidos de safrol han sido reportados como activos frente a
hongos fitopatégenos en otros estudios (Gutiérrez, 2024; Valarezo et al., 2021; Mezzomo et al.,
2019).

El analisis OPLS-DA identifico al safrol como biomarcador en la inhibicion del crecimiento micelial
de C. gloeosporioides y R. stolonifer. Se ha estudiado el safrol en fase de vapor contra el micelio
de R. stolonifer, con un valor de MIC de >1.25 pl/mL de aire (Thompson, 1989). Este metabolito
también tiene reportes de su actividad antifingica en fase liquida contra el micelio de Alternaria
solani, Fusarium graminearum, Sclerotiorum sclerotiorum, R. solani, A. niger y A. fumigatus
(Tokg6z et al 2024; Poudel et al., 2021). Hasta el momento, en la literatura, no se ha elucidado el
mecanismo de accién antifingico del safrol. Sin embargo, para los fenilpropanoides como el
safrol, se ha propuesto que las cadenas de carbonos unidas al anillo aromético les confieren una
caracteristica lipofilica. Esta caracteristica permite interactuar con la bicapa lipidica de la
membrana celular, alterando su permeabilidad (Pineda et al., 2018; Carrasco et al., 2012).

A pesar de los reportes que evidencian la actividad antifiingica de los compuestos mayoritarios
identificados en los AE activos, dicha actividad no puede atribuirse exclusivamente a estos
compuestos. Diversos autores han propuesto que la actividad antifiingica observada podria ser
el resultado de interacciones sinérgicas entre los compuestos mayoritarios y minoritarios (Oliveira
et al., 2019; Alitonou et al., 2012; Hyldgaard et al., 2012; Lu et al., 2013). Ademas de la posible
sinergia entre los distintos fitoconstituyentes, la gran diversidad guimica de los AE les confiere la
capacidad de ejercer multiples modos de accién. Este aspecto es particularmente relevante, ya
que, a diferencia de los fungicidas comerciales, la compleja composicion de los AE podria
dificultar el desarrollo de resistencia fungica (Mani-Lopez et al., 2021; Oliveira et al., 2019;

Bosquez-Molina et al., 2010).

A diferencia de L. origanoides, P. auritum y B. simaruba, el resto de los AEs estudiados en el
presente trabajo no presentaron actividad antifingica sobre la inhibicién del crecimiento micelial

y la germinacion de esporas de ambos hongos. Dentro de los AEs no activos, algunas especies
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como H. suaveolens y O. campechianum tienen reportes previos de actividad antifiingica en fase
de vapor y fase liquida contra otras especies de hongos fitopatdgenos. Estas diferencias en
actividad pueden deberse a diversos factores, como la especie de hongo fitopatdgeno, el medio
de contacto empleado ya sea liquido o en fase de vapor, y a la variabilidad en la composicion
guimica del AE que se puede presentar dentro de una misma especie (Mani-Lépez et al., 2021).
Esta variabilidad que presentan los AEs en su composicidon quimica puede deberse a diversos
factores, como la época del afio, el estado fenoldgico, tipo de suelo y las condiciones climaticas
de donde las plantas son colectadas (Cruz-Cerino et al., 2023). Estos factores pueden modificar
la biosintesis quimica, y, en consecuencia, mostrar variaciones en las concentraciones de los

metabolitos (Sarrazin et al., 2015).

El AE de H. suaveolens se caracterizd por presentar como compuestos mayoritarios a -
cariofileno (16.2%), espatulenol (11.4%) y a-bergamoteno (7.5%). H. suaveolens tiene reportes
de actividad antifingica en fase de vapor sobre el micelio de F. oxysporum (Tripathi, 2009). Sin
embargo, la composicion quimica reportada por este autor contrasta con nuestros resultados,
tanto en el metabolito mayoritario como en su concentracion. El compuesto mayoritario fue el

eucaliptol con 44.4% (Tripathi, 2009).

En contraste con nuestros resultados, Souza et al. (2022) reportaron la capacidad de O.
campechianum para inhibir la germinacion de esporas de C. gloeosporioides en ensayos en fase
liguida. No obstante, se identificaron otros compuestos como mayoritarios y en mayores
abundancias: eugenol (49.18%), B-cariofileno (17.26%) y elixeno (9.46%), mientras que en el AE
de este estudio se identificaron como compuestos mayoritarios el eucaliptol (22.7%) y B-elemeno
(8.6 %). El B-cariofileno (17.2%) presenté concentraciones similares. Dichas diferencias en
actividad pueden deberse a la composicién quimica del AE y el medio de contacto utilizado. O.
campechianum también tiene reportes de actividad antifiingica micelial contra Colletotrichum
gossypii (Figueiredo et al., 2018). No obstante, la composicion quimica fue contrastante, se
identific6 metil-eugenol como el compuesto mayoritario, con una abundancia de 84.2%. Estas
diferencias en la actividad evidencian la importancia de la composicion quimica en el efecto

antifingico de los AEs.

Los resultados del presente estudio demostraron que aquellos AES que en su composicion
guimica predominaron compuestos claramente mayoritarios (>50%), presentaron una mayor
actividad antifangica. No obstante, es importante destacar que, la presencia de un metabolito

mayoritario con una alta abundancia no garantiza, por si sola, la actividad antifangica del AE. Este
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es el caso de los AEs de L. myricoephala y L. canescens, en los que el 6xido de cariofileno, un
sesquiterpeno, fue el compuesto predominante con porcentajes de area de 41.9 y 37.8%,
respectivamente y cuya actividad antifingica fue nula. Unicamente aquellos AEs con un
compuesto claramente mayoritario de tipo monoterpenoide como L. origanoides (carvacrol), B.
simaruba (a-pineno) y P. auritum (safrol) mostraron actividad antifingica sobre C. gloeosporioides
y R. stolonifer. Estos hallazgos respaldan las hipétesis previamente planteadas sobre la
importancia de la presencia de compuestos monoterpenoides en concentraciones superiores al
50% y su asociacioén con una mayor actividad antifangica de los AEs. La actividad antifungica de
los monoterpenos oxigenados se atribuye en gran medida a la presencia del grupo hidroxilo (OH),
el cudl interactia con la membrana celular de los hongos, afectando la homeostasis fungica
(Scariot et al., 2020; Kordali et al., 2008; Kalemba y Kunicka, 2003).

4.1.4. Anédlisis por microscopio electrénico de barrido

Las imagenes obtenidas mediante MEB evidenciaron que los AEs de L. origanoides, B. simaruba
y P. auritum inducen alteraciones morfoldgicas en las hifas de C. gloeosporioides y R. stolonifer.
Estos hallazgos coinciden con lo reportado en otros estudios, en los que se ha documentado que
la exposicidn a AEs genera modificaciones estructurales en hongos fitopatégenos, tanto en fase
de vapor (Tripathi, 2009; Soylu et al., 2006; Soylu et al., 2007) como en fase liquida (Brandéao et
al., 2021; Huang et al., 2021; Wang et al., 2019; Kohiyama et al., 2015; Lu et al., 2013; Liu et al.,
2009). Asimismo, se ha demostrado que el carvacrol, compuesto mayoritario del AE de L.
origanoides, provoca disrupcién estructural en las hifas de R. stolonifer en fase de vapor (Zhou

et al., 2018), asi como en las de C. fructicola en fase liquida (Pei et al., 2020).

Por otro lado, los andlisis mediante MEB también revelaron efectos significativos de los AEs de
L. origanoides y B. simaruba sobre las esporas. A diferencia del micelio, el impacto de los AEs
sobre las esporas ha sido escasamente abordado en la literatura mediante MEB, tanto en fase
de vapor (Tyagi y Malik, 2010) como en fase liquida (Brandéao et al., 2021; Kohiyama et al., 2015;
Liu et al., 2009).

En el presente estudio se constatd que, en ambos fitopatégenos, el micelio fue la estructura
fungica mas susceptible a los AEs, lo que confirma nuestra hipétesis respecto a la mayor
susceptibilidad del micelio en comparacién con las esporas. A diferencia de las hifas, las esporas
se caracterizan por presentar una alta tolerancia a las condiciones ambientales adversas. Esto
puede deberse a las caracteristicas de la espora que son naturalmente resistentes para

prevalecer en el proceso de infeccion contra los compuestos de defensa de las plantas (El
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Enshasy, 2022; Baltussen et al., 2020). Los cambios morfoldgicos observados tanto en el micelio
como en las esporas se podrian atribuir a las caracteristicas lipofilicas de los compuestos
mayoritarios presentes en los AEs, los cuales provocan alteraciones en la permeabilidad de la

membrana citoplasmatica (Brandéo et al., 2021; Kordali et al., 2008).

Ademads, los AEs pueden actuar sobre la pared celular fangica, al causar alteraciones en el
ensamblaje de los componentes que la conforman, afectando su integridad (Mani-Lopez et al.,
2021; Lu et al., 2013). Se ha reportado una disminucién del contenido de quitina 'y $-1,3-glucanos
en la pared celular del micelio de Alternaria alternata, posterior a la exposicion de carvacrol en
fase de vapor, lo cual sugiere que el carvacrol es capaz de interferir con la construccion de la
pared celular, conduciendo al deterioro de la permeabilidad e integridad de esta (Zhao et al.,
2023). El grosor de la pared celular de las esporas también podria interferir con la actividad
antifangica de los AEs en fase de vapor, como lo reportado por Svircev et al. (2007), quienes no
encontraron efecto alguno del timol en los organelos presentes en el citoplasma de las esporas
de Monilinia fructicola, mientras que las estructuras mas finas, como las hifas, tubos germinativos
y apresorios fueron significativamente mas afectadas por el timol. Nuestros resultados también
concuerdan con Abd-Alla et al. (2006), al reportar que las hifas de A. niger fueron mas

susceptibles que las esporas a los vapores de los AEs de Cymbopogon citratus y T. vulgaris.

Por otra parte, los resultados obtenidos muestran que el micelio de R. stolonifer fue el mas
sensible a los AEs de L. origanoides, B. simaruba y P. auritum. De manera concordante, en un
estudio in vitro realizado por Sellamuthu et al. (2013), AEs de T. vulgaris, C. nardus y Mentha
piperita aplicados en fase de vapor, tuvieron un mayor efecto en la inhibicion del crecimiento
micelial de R. stolonifer en comparacion con C. gloeosporioides. Esta diferencia en la
susceptibilidad fangica podria deberse a que C. gloeosporioides se caracteriza por contener
mayor melanina en la pared celular del micelio y del apresorio (Wang et al., 2021). La melanina
es un pigmento asociado con la virulencia en diversas especies flngicas, y su presencia se ha
vinculado con una mayor resistencia frente a factores ambientales adversos, como temperaturas
extremas, radiacion ultravioleta, especies reactivas de oxigeno y la accion de fungicidas (Steiner
y Oerke, 2022; Chen et al., 2021; Pascoe y Maillard, 2021; Garcia-Rubio et al., 2020).

La evaluacion de la actividad antifingica sobre el micelio y las esporas es muy importante, ya que
permite probar la capacidad curativa o preventiva de los AEs, segln sea el caso (Cardenas-
Laverde et al., 2021). La inhibicién del crecimiento micelial evita que la infeccion fungica se

disemine en los productos poscosecha, al tener contacto con frutos infectados. Por su parte, la

69



CAPITULO IV

inhibicién de la germinacion de esporas es crucial, ya que son el principal medio de propagacion

de la infeccion durante el almacenaje poscosecha (Tzortzakis, 2009; Szczerbanik et al., 2007).
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CAPITULO V

5.1. CONCLUSIONES

En el presente estudio se encontré que los AEs que exhibieron una mayor actividad antifangica,
fueron aquellos cuya composicion quimica estuvo dominada por monoterpenoides y presentaron
un compuesto claramente mayoritario, con una proporcidon superior al 50% del area del
cromatograma. En particular, el AE de L. origanoides mostro el efecto antifungico méas potente,
reflejado en valores de ICso significativamente mas bajos en comparacion con los AEs de B.
simaruba y P. auritum. Los ensayos in vitro, junto con las imagenes obtenidas por MEB,
evidenciaron que los AEs de L. origanoides, B. simaruba y P. auritum inhibieron el crecimiento de
ambos hongos fitopatégenos y provocaron alteraciones morfoldgicas significativas en sus

estructuras.

El micelio se identific6 como la estructura mas susceptible a la accion de los AEs evaluados,
siendo R. stolonifer la especie mas sensible. Por otro lado, los AEs demostraron una menor
eficacia en la inhibicion de la germinacién de las esporas, lo cual podria atribuirse a la resistencia
de estas estructuras que les permite conservar su viabilidad en condiciones ambientales
adversas. Dada su elevada actividad antifungica, el AE de L. origanoides se perfila como el
candidato mas prometedor para estudios in vivo orientados a evaluar su efectividad en el control
de las enfermedades causadas por C. gloeosporioides y R. stolonifer en frutos, proporcionando
asi una aproximacién mas completa y precisa de su potencial aplicacion como biofungicida en el

proceso poscosecha.

Este estudio enriquece el conocimiento sobre el potencial antifingico de las plantas aromaticas
nativas de la PY y marca una pauta para el desarrollo de estudios futuros con un enfoque en la
conservacion y el uso sostenible de la flora regional, al desarrollar productos capaces de controlar

la antracnosis y la pudricion blanda en frutos.
5.2. PERSPECTIVAS

La potente actividad del AE de L. origanoides contra la inhibicién del micelio y la germinacién de
esporas de C. gloeosporioides y R. stolonifer reportado en este estudio, indica que su aplicacion
en fase de vapor presenta un potencial importante y el siguiente paso seria realizar estudios in

vivo. El uso de los AEs en fase de vapor puede ser ventajoso, ya que, debido a su naturaleza
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volatil, se espera que produzcan pocos residuos (Boubaker et al., 2016) y, por consiguiente, no
genere cambios organolépticos al ser usado en frutos poscosecha (Laird y Phillips, 2012; Gofii et
al., 2009). Estudios recientes han contrastado la actividad antifiingica de los AEs en fase de vapor
y en fase liquida, siendo la fase de vapor la mas eficiente, al requerir concentraciones mas bajas
para inhibir el crecimiento de fitopatdgenos flngicos (Wang et al., 2023; Znini, 2021; Dimi¢ et al.,
2015; Mejia-Garibay et al., 2015; Hua et al., 2014; Velazquez-Nufiez et al., 2013; Shao et al.,
2013; Soylu et al., 2010). Ademas, la aplicacion de los AEs en fase de vapor hace que el proceso
de esterilizacion poscosecha sea méas conveniente durante las etapas de transporte y
almacenamiento de los frutos (Wang et al., 2023; Shao et al., 2013).

En México, la gran mayoria de la cosecha de L. origanoides se realiza principalmente por
comunidades rurales e indigenas. La comercializacién de las hojas genera ingresos a diversas
familias en comunidades ubicadas al noroeste de Yucatan (Llamas-Torres et al., 2022). Por lo
gue, realizar un producto biofungicida con L. origanoides resulta viable, ya que es una planta que

cuenta con un aprovechamiento previo.
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ANEXOS

ANEXOS
COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES

En el AE de L. origanoides se identificaron diez compuestos, en su mayoria fueron por
monoterpenos oxigenados (67.7%). Los compuestos mayoritarios fueron p-cimeno (17.8%) y

carvacrol (60.0%), representando el 77.8% del perfil cromatografico (Tabla A.1.).

Tabla A.1. Composicion quimica del AE de L. origanoides.

. IR . Método de
Pico Compuesto Clase IR? ADAMSP % area identificacion®
1 mirceno M 992 988 1.8 IR, MS
2 p-cimeno M 1030 1020 17.8 IR, MS, IE
3 eucaliptol MO 1037 1026 1.3 IR, MS, IE
4 y-terpineno M 1063 1054 15 IR, MS. IE
5 timol, metil-éter MO 1238 1232 2.0 IR. MS
6 timol MO 1295 1289 4.4 IR, MS, IE
7 carvacrol MO 1310 1298 60.0 IR, MS
8 B-cariofileno S 1440 1417 2.0 IR, MS, IE
9 a-humuleno S 1474 1452 1.1 IR, MS, IE
10 6xido de cariofileno SO 1607 1582 1.6 IR. MS. IE
% total de clase de compuestos
Monoterpenos 21.1
Monoterpenos oxigenados 67.7
Sesquiterpenos 3.1
Sesquiterpenos oxigenados 1.6
% total identificado 93.5

Unicamente se muestran compuestos con un area del cromatograma >1%. M= Monoterpeno, MO=
Monoterpeno oxigenado, S= Sesquiterpeno, SO= Sesquiterpeno oxigenado. IR? indices de retencion
calculados experimentalmente relativos a una serie de n-alcanos (C8-C40). IR ADAMS®: indices de
retencioén bibliogréaficos (Adams, 2007). Método de identificacion®: IR = identificacion tentativa basada en el
indice de retencion, MS= identificacién tentativa basada en espectrometria de masas. IE= identificacion
confirmatoria con estdndares comerciales. En gris se resaltan los tres compuestos con mayor abundancia.

En la composicion quimica de B. simaruba, se detectaron diez compuestos, de los cuales siete
fueron identificados (Tabla A.2). El AE de B. simaruba est4d compuesto en su mayoria por
monoterpenos (83.7%). Los tres compuestos mayoritarios fueron a-pineno (65.2%), B-pineno

(11.81%) y limoneno (4.4%), representando el 81.4% del total del prefil cromatografico.
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Tabla A.2. Composicién quimica del AE de B. simaruba.

. IR . Método de
Pico Compuesto Clase IR? ADAMSP % area identificacion®
1 a-pineno M 944 932 65.2 IR, MS, IE
2 canfeno M 955 946 1.3 IR. MS, IE

3 B-pineno M 984 974 11.8 IR, MS
4 mirceno M 992 988 1.01 IR, MS, IE
5 limoneno M 1034 1024 4.4 IR, MS, IE
6 trans-pinocarveol MO 1148 1135 1.0 IR, MS
7 trans- verbenol MO 1153 1140 1.3 IR, MS
8 NI 1309 3.2
9 NI 1318 1.4
10 NI 1321 1.4
% total de clase de compuestos
Monoterpenos 83.7
Monoterpenos oxigenados 2.3
Sesquiterpenos -
Sesquiterpenos oxigenados -
% total identificado 86.0

Letras y abreviaturas iguales a la Tabla A.1. NI= No identificado. Los tres compuestos mas abundantes se
resaltan en gris.

En el caso de la composicion quimica de P. auritum, en total se identificaron 13 compuestos

(Tabla A.3).

El AE de P. auritum se caracterizd por presentar una gran abundancia de

monoterpenos oxigenados (55.7%). El compuesto mayoritario fue el safrol (55.7%), seguido del

B-cariofileno (5.9%) y germacreno D (5.8%), los cuales representan el 67.4% del total del area

del perfil cromatografico.

Tabla A.3. Composicion quimica del AE de P. auritum.

. IR . Método de
Pico Compuesto Clase IR? ADAMSP % area identificacion®
1 B-pineno M 981 974 1.2 IR, MS, IE
2 p-cimeno M 1028 1020 1.2 IR, MS, IE
3 y-terpineno M 1063 1054 2.4 IR, MS, IE

4 terpinoleno M 1093 1086 2.0 IR, MS
5 safrol MO 1309 1285 55.7 IR, MS, IE
6 a-copaeno S 1392 1374 2.5 IR, MS
7 -cariofileno S 1442 1417 5.9 IR, MS, IE
8 NI 1494 1.3 IR. MS
9 germacreno D S 1501 1480 5.8 IR, MS

10 biciclogermacreno S 1517 1500 34 IR, MS
11 miristicina S 1533 1517 1.9 IR. MS. IE
12 espatulenol SO 1600 1577 2.8 IR, MS, IE
13 Oxido de cariofileno SO 1607 1582 1.6 IR, MS, |IE
% total de clase de compuestos
Monoterpenos 6.8
Monoterpenos oxigenados 55.7
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Sesquiterpenos
Sesquiterpenos oxigenados

20.8
4.4

% total identificado

87.7

Letras y abreviaturas iguales a la Tabla A.1. Los tres compuestos mas abundantes se resaltan en gris.

El AE de H. suaveolens se identific6 una mayor cantidad de metabolitos, con un total de 22 picos

(Tabla A.4). Ninguno de los metabolitos mostré una concentracion >20% del total del area del

cromatograma. Los compuestos mayoritarios fueron el -cariofileno (16.2%), espatulenol (11.4%)

y a-bergamoteno (7.5%), que representaron una abundancia del 35.1%.

Tabla A.4. Composicién quimica del AE de H. suaveolens.

. IR . Método de
Pico Compuesto Clase IR® ADAMSP % area identificacion®
1 sabineno M 977 969 3.8 IR. MS
2 B-pineno M 981 974 1.0 IR, MS, IE
3 p-cimeno M 1028 1020 2.7 IR, MS, IE
4 limoneno M 1033 1024 2.0 IR, MS., IE
5 eucaliptol MO 1036 1026 1.1 IR, MS, IE
6 terpinoleno MO 1093 1086 1.6 IR, MS
7 a-cubebeno S 1362 1345 1.1 IR, MS
8 a-copaeno S 1393 1374 6.6 IR, MS
9 B-bourboneno S 1403 1387 3.0 IR, MS
10 B-elemeno S 1405 1389 1.7 IR, MS
11 [-cariofileno S 1444 1417 16.2 IR, MS, |IE
12 a-bergamoteno S 1451 1411 7.5 IR, MS
13 a-humuleno S 1475 1452 2.1 IR. MS. |IE
14 germacreno D S 1502 1480 51 IR, MS
15 B-selineno S 1507 1489 1.0 IR, MS
16 elixeno S 1518 1492 4.0 IR. MS
17 cubebol SO 1544 1533 1.1 IR. MS
18 espatulenol SO 1606 1577 11.4 IR, MS, IE
19 Oxido de cariofileno SO 1611 1582 4.4 IR, MS, |IE
20 pogostol SO 1678 1651 1.8 IR, MS
21 bergamotol SO 1711 1690 55 IR, MS
22 abietatrieno D 2094 2055 1.2 IR. MS
% total de clase de compuestos
Monoterpenos 9.5
Monoterpenos oxigenados 2.7
Sesquiterpenos 48.3
Sesquiterpenos oxigenados 24.2
Diterpenos 1.2
% total identificado 85.9

Letras y abreviaturas iguales a la Tabla A.1.

Los tres compuestos mas abundantes se resaltan en gris.
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Para el AE de O. campechianum se identificaron un total de 16 metabolitos (Tabla A.5). Los
compuestos mayoritarios fueron el eucaliptol (22.7%), B-cariofileno (17.2%) y B-elemeno (8.6%),

los cuales representan el 48.5% del total del area del cromatograma.

Tabla A.5. Composicion quimica del AE de O. campechianum.

. IR . Método de
Pico Compuesto Clase IR® ADAMSD % éarea identificacion®
1 a-pineno M 936 932 2.0 IR, MS, IE
2 canfeno M 952 946 1.0 IR, MS,
3 B-pineno M 980 974 3.5 IR, MS, IE
4 limoneno M 1033 1024 4.0 IR, MS, IE
5 eucaliptol MO 1037 1026 22.7 IR, MS, IE
6 canfor MO 1153 1141 4.6 IR. MS. IE
7 a-copaeno S 1389 1374 1.4 IR, MS,
8 B-elemeno S 1404 1389 8.6 IR, MS, IE
9 B-cariofileno S 1440 1417 17.2 IR, MS, IE
10 a-humuleno S 1472 1452 4.1 IR, MS, IE

11 aromadendreno-allo S 1479 1458 1.0 IR, MS
12 germacreno D S 1498 1480 8.0 IR, MS
13 elixene S 1515 1500 6.6 IR. MS
14 B-bisaboleno S 1517 1505 4.0 IR, MS
15 espatulenol SO 1596 1577 1.7 IR, MS, IE
16 Oxido de cariofileno SO 1604 1582 1.5 IR. MS. |IE
% total de clase de compuestos
Monoterpenos 10.5
Monoterpenos oxigenados 27.3
Sesquiterpenos 50.9
Sesquiterpenos oxigenados 3.2
% total identificado 91.9

Letras y abreviaturas iguales a la Tabla A.1. Los tres compuestos mas abundantes se resaltan en gris.

La caracterizacion quimica del AE de L. hirta mostro un total de 18 metabolitos (Tabla A.6). El B-
cariofileno (19.8%), B- elemeno (16.1%) y 6xido de cariofileno (12.9%), fueron los compuestos

mayoritarios, los cuales representan el 48.8% del total de area del cromatograma.
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Tabla A.6. Composicién quimica del AE de L. hirta.

. IR . Método de
Pico Compuesto Clase IR? ADAMSP % area identificacion®
1 a-pineno M 938 932 4.4 IR, MS, IE
2 p-cimeno M 1028 1020 4.6 IR, MS, IE
3 a-copaeno S 1391 1374 3.4 IR, MS

4 B-bourboneno S 1401 1387 1.6 IR, MS
5 B- elemeno S 1407 1389 16.1 IR, MS, IE
6 B-cariofileno S 1443 1417 19.8 IR, MS, IE
7 a-humeleno S 1473 1452 1.1 IR, MS, IE
8 aromadendreno-allo S 1481 1464 1.8 IR, MS
9 y-muroleno S 1492 1478 1.9 IR, MS
10 germacreno D S 1500 1480 3.2 IR, MS
11 aristolocheno 4,5-di-epi S 1503 1471 1.1 IR, MS
12 B-selineno S 1507 1489 3.4 IR, MS
13 isodauceno S 1515 1500 1.8 IR, MS
14 O-cadineno S 1538 1522 1.1 IR, MS
15 espatulenol SO 1601 1577 2.0 IR, MS, IE
16 Oxido de cariofileno SO 1609 1582 12.9 IR, MS, IE
17 10,10-dimetil-2,6-dimetilenobiciclo SO 1660 1677 2.0 IR, MS
18 intermedeol-neo SO 1679 1658 1.3 IR, MS
% total de clase de compuestos
Monoterpenos 9.0
Monoterpenos oxigenados
Sesquiterpenos 56.3
Sesquiterpenos oxigenados 18.2
% total identificado 83.5

Letras y abreviaturas iguales a la Tabla A.1. Los tres compuestos mas abundantes se resaltan en gris.

Como se muestra en la tabla 11, en el AE de L. canescens se identificaron un total de nueve

metabolitos (Tabla A.7.). Los compuestos mas abundantes fueron el éxido de cariofileno (37.8%),

[-cariofileno (25.8%) y sabineno (6.1%), los cuales mostraron una abundancia de 69.7%.

Tabla A.7. Composicién quimica del AE de L. canescens.

. IR . Método de
Pico Compuesto Clase IR? ADAMSP % area identificacion®
1 sabineno M 977 969 6.1 IR, MS
2 a-copaeno S 1391 1374 3.6 IR, MS
3 B-elemeno S 1405 1389 3.9 IR, MS
4 B-cariofileno S 1445 1417 25.8 IR, MS, IE
5 a-humuleno S 1475 1452 3.7 IR, MS, IE
6 aromadendreno-allo S 1482 1458 1.6 IR, MS
7 y-muuroleno S 1492 1478 1.2 IR, MS
8 oxido de cariofileno SO 1615 1582 37.8 IR, MS, |IE
9 epoxido 1l de humuleno SO 1636 1608 2.5 IR, MS
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% total de clase de compuestos

Monoterpenos 6.1
Sesquiterpenos 39.8
Sesquiterpenos oxigenados 40.3
% total identificado 86.2

Letras y abreviaturas iguales a la Tabla A.1. Los tres compuestos mas abundantes se resaltan en gris.

Se caracterizé la composicién quimica del AE de L. myriocephala por CG-MS (Tabla A.8). En
total se lograron identificar 12 metabolitos, de un total de 18. Entre los compuestos con mayor
abundancia se encuentran el 6xido de cariofileno (41.9%), a-copaeno (6.1%) y B-bourboneno
(4.6%).

Tabla A.8. Composicién quimica del AE de L. myriocephala.

. IR . Método de
Pico Compuesto Clase IR? ADAMSP % area identificacion®
1 p-cimeno M 1028 1020 1.4 IR, MS, IE
2 a-copaeno S 1392 1374 6.1 IR, MS
3 B-bourboneno S 1402 1387 4.6 IR, MS

4 B-elemeno S 1404 1389 2.3 IR, MS
5 B-cariofileno S 1439 1417 1.0 IR, MS, IE
6 a-bergamoteno S 1448 1432 1.8 IR, MS
7 y-muroleno S 1492 1478 1.7 IR, MS
8 a-muroleno S 1515 1500 11 IR. MS
9 y-cadineno S 1532 1513 13 IR, MS

10 NI 1563 1.0
11 NI 1575 2.3
12 o6xido de cariofileno SO 1614 1582 41.9 IR, MS, IE
13 epoxido Il de humuleno SO 1636 1608 2.8 IR, MS
14 NI 1660 1.1
15 NI 1693 3.8
16 mustakone SO 1702 1676 1.3 IR, MS
17 NI 1801 1.1
18 NI 1866 1.0
% total de clase de compuestos
Monoterpenos 14
Sesquiterpenos 19.9
Sesquiterpenos oxigenados 46.0
% total identificado 67.3

Letras y abreviaturas iguales a la Tabla A.1. NI= No identificado. Los tres compuestos mas abundantes se
resaltan en gris.
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En el AE de C. yucatanensis se identificaron 16 compuestos, de un total de 18, con un area del

cromatograma >1% (Tabla A.9). Los compuestos mayoritarios presentes en el AE fueron a-

bisabolol (16.2%), 6xido de cariofileno (14.4%) y B-cariofileno (13%), los cuales representan el

43.6% del total de area del cromatograma.

Tabla A.9. Composicién quimica del AE de C. yucatanensis.

: IR . Método de
Pico Compuesto Clase IR? ADAMSP % éarea identificacion®
1 a-copaeno S 1392 1374 2.6 IR, MS
2 B-bourboneno S 1405 1387 9.9 IR, MS
3 B-cariofileno S 1443 1417 13.0 IR, MS, IE
4 B-copaeno S 1449 1430 15 IR, MS
5 a-humuleno S 1475 1452 1.9 IR, MS, IE
6 aromadendreno-allo S 1482 1458 1.1 IR, MS
7 y-muroleno S 1493 1478 1.4 IR, MS
8 germacreno D S 1500 1484 1.2 IR, MS
9 B- bisaboleno S 1520 1505 2.2 IR, MS
10 espatulenol SO 1598 1577 4.2 IR, MS
11 oxido de cariofileno SO 1613 1582 14.4 IR, MS, IE
12 NI 1634 1.0
13 epo6xido Il de humuleno SO 1636 1608 1.3 IR, MS
14 cubenol-1, 10-di-epi SO 1638 1618 1.3 IR, MS
15 y-eudesmol SO 1647 1622 1.5 IR, MS
16 a-cadinol SO 1676 1652 1.0 IR, MS
17 NI 1679 1.0
18 a-bisabolol SO 1706 1685 16.2 IR. MS
% total de clase de compuestos
Sesquiterpenos 34.8
Sesquiterpenos oxigenados 39.9
% total identificado 74.7

Letras y abreviaturas iguales a la Tabla A.1. NI= No identificado. Los tres compuestos mas abundantes se

resaltan en gris.
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Para el AE de T. diffusa se identificaron 18 metabolitos de un total de 21 (Tabla A.10). Los

compuestos mayoritarios fueron a-humuleno (11.3%), B-cariofileno (9.3%) y 6xido de cariofileno

(8.5%), los cuales representan el 29.1% del total de area del cromatograma.

Tabla A.10. Composicién quimica del AE de T. diffusa.

. IR . Método de
Pico Compuesto Clase IR® ADAMSP % area identificacion®
1 a-nineno M 938 932 2.4 IR. MS. IE
2 B-pineno M 981 974 2.9 IR, MS, IE
5 eucaliptol MO 1037 1026 3.0 IR, MS, IE
7 a-cubebeno S 1362 1345 1.3 IR. MS
8 a-copaeno S 1393 1374 5.0 IR, MS
9 B-bourboneno S 1403 1387 4.3 IR, MS
11 B-cariofileno S 1443 1417 9.3 IR, MS, IE
8 guaiadieno<6,9-> S 1461 1442 2.0 IR, MS
13 a-humuleno S 1478 1452 11.3 IR, MS. IE
10 aromadendreno-allo S 1405 1458 3.7 IR, MS
7 y-muroleno S 1495 1478 4.6 IR, MS
14 germacreno D S 1502 1480 1.7 IR, MS
13 guaieno S 1516 1492 15 IR, MS
14 calameneno S 1541 1521 4.2 IR, MS
15 espatulenol SO 1599 1577 5.9 IR, MS

19 oxido de cariofileno SO 1613 1582 8.5 IR. MS. IE

19 epoxido 1l de humuleno SO 1636 1608 7.5 IR, MS
18 NI 1658 14
19 NI 1662 14

20 B-eudesmol SO 1677 1649 1.1 IR, MS

21 NI 1679 1.2 IR, MS

% total de clase de compuestos

Monoterpenos 5.3
Monoterpenos oxigenados 3.0
Sesquiterpenos 48.9
Sesquiterpenos oxigenados 23.0
% total identificado 80.2

Letras y abreviaturas iguales a la Tabla A.1.
resaltan en gris.

NI= No identificado. Los tres compuestos mas abundantes se
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