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Resumen

Colletotrichum sp es un hongo fitopatégeno de interés agricola debido a que es la
causa de la antracnosis en mas de 16 cultivos lo que genera hasta un 40 % de la
perdida de la rentabilidad, por lo cual en este estudio se determiné la actividad
antifingica de extractos hidroalcohdlicos y aceite esencial de Citrus limén sobre el
crecimiento del hongo fitopatdégeno Colletotrichum sp.

La obtencion de los extractos hidroalcohdlicos fue a partir de hojas de limén secas
sumergido en etanol al 70%, para el aceite esencial se utilizé6 un equipo disefiado
para extraccion por arrastre de vapor y el inoculo fue preparado a partir de la
reactivacion de cepa de Colletotrichum sp. proporcionada por el grupo de
investigacion BIOTECGEN, el inoculo fue de 1x10° conidios/ml. Para la realizacion
de los tratamientos se realizd la siembra del inoculo por difusion y se colocaron
discos impregnados con el extracto y aceite esencial y para los controles se
inocularon discos con agua destilada estéril.

Como resultados el extracto hidroalcohdlico no presentd actividad antifungica
mientras que el tratamiento con aceite esencial inhibi6é totalmente el crecimiento
micelial por lo cual se procedio a realizar diluciones con las cuales se determiné que
el aceite esencial al 80 % es la dosis minima de inhibicién, por lo que se concluyo
que la actividad antimicrobiana es dependiente de la composicion quimica de los
extractos y que a su vez la composicion es dependiente de la metodologia de

extraccion.



Abstract

Colletotrichum sp is a phytopathogenic fungus of agricultural interest because it is
the cause of anthracnose in more than 16 crops which generates up to 40% of the
loss of profitability, so in this study the antifungal activity of hydroalcoholic extracts
and essential oil of Citrus lemon on the growth of the phytopathogenic fungus
Colletotrichum sp was determined.

The hydroalcoholic extracts were obtained from dried lemon leaves submerged in
70% ethanol, the essential oil in an equipment designed for steam extraction and
the inoculum was prepared from the reactivation of Colletotrichum sp. strain provided
by the BIOTECGEN research group, the inoculum was 1x105 conidia/ml. For the
realization of the treatments, the inoculum was sown by diffusion and discs
impregnated with the extract and essential oil were placed; for the controls, discs
were inoculated with sterile distilled water.

As results the hydroalcoholic extract did not present antifungal activity while the
treatment with essential oil totally inhibited the mycelial growth for which we
proceeded to make dilutions with which it was determined that the essential oil 80%
Is the minimum dose of inhibition so it was concluded that the antimicrobial activity
is dependent on the chemical composition of the extracts and that in turn the

composition is dependent on the extraction methodology.



1 Introduccion
La mancha foliar o denominada comunmente como antracnosis, es la enfermedad
causada por el hongo del género Colletotrichum sp. el cual es el causante de la
destruccion de multiples cultivos, generandole a las plantas perdida del vigor y el
rendimiento debido a la intervencién que tiene este hongo sobre la fotosintesis; los
dafios generados varian entre plantas, en el girasol el rendimiento se reduce hasta
un 65 %, en la mostaza un 57 % y en Colombia en el mago presenta hasta un 40 %
(Hassan et al., 2022; Camargo et al., 2021) el rendimiento y mortalidad generados
directamente por el hongo aumentan al generar la susceptibilidad de las plantas
ante otras enfermedades y plagas.
En Colombia se han identificado seis especies del género Colletotrichum sp. que
son las principales causantes de la antracnosis: C. gloeosporioides, C. asianum, C.
siamense, C. fructicola, C. scovillei y C. tropicale.
Actualmente la antracnosis es regulada por fungicidas sisteméticos preventivos
como: azoxistrobina, captan, mancozeb, carbendazim, tiofanato de metilo vy
miembros de los inhibidores de la desmetilacion de esteroles (DMI), como los
triazoles y por microorganismos inoculados en semillas como Pseudomonas
aeruginosa y Trichoderma harzianum cuya efectividad han reducido con el tiempo
(Boufleur et al., 2021).
Los aceites esenciales se presentan como una rica fuente de antioxidantes y
sustancias antifungicas y antibacterianas; se considera que el mecanismo de accion
antimicrobiano de los aceites esenciales se da por la alteracion de la membrada
debido a su bajo peso molecular y caracteristicas lipofilicidad (Namiota y Bonikowski

et al., 2021).



Los componentes presentes en plantas del género Citrus sp. como terpenos,
flavonoides, fenoles etc. y su obtencion serd dependiente del tipo de material a

utilizar y la metodologia de extraccion (Dosoky y Setzer, 2018).

2 Planteamiento del problema

Colletotrichum es un género de hongos patégenos que afecta a una amplia
variedad de cultivos agricolas en todo el mundo. Estos hongos pueden causar una
disminucion significativa en el rendimiento y la calidad de los cultivos; Existen 10
especies de hongos consideradas como los principales fitopatégenos: C. acutatum,
C. boninense, C. dematium, C. gloeosporioides, C. gigasporum, C. magnum, C.
orchidearum, C. spaethianum, C. truncatum y C. chlorophyti; Colombia es uno de
los paises que presenta mayor diversidad de linajes de estos hongos, los cuales
penetran la cuticula de la planta utilizando apresorios melanizados y tras la
penetracion, diferencian las hifas infecciosas que se propagan de forma intercelular
y/o intracelular, y pasan secuencialmente a través de fases de infeccidn biotréfica 'y
necrotréfica (Boufleur et al., 2021; Kolainis et al., 2020).

La enfermedad causada por este hongo puede alcanzar una incidencia de hasta el
100 %. Se estima que la presencia del hongo en el 1 % de un cultivo puede generar
pérdidas de hasta 90 kg/ha en cultivo de soja (Boufleur et al., 2021); la pudricion
amarga de los frutos causada por este patdgeno oscila entre 14 al 100 % del cultivo
de manzana y puede generar la muerte de hasta el 80 % de las plantulas de fresa

(Chung et al., 2020; Khodadadi et al., 2020).



Para el control de estos organismos se emplean agroquimicos, los cuales
ocasionan dafios al medio ambiente y a la salud pubica; Salamanca, 2020 y Toledo
et al., 2020 hacen referencia al dafio ocasionado por el uso de insumos quimicos,
los cuales desde sus inicios se han ido acumulando y ocasionando desequilibrio en
el ecosistema y a la salud publica, ademéas el mal uso de estos insumos por
personas carentes de conocimiento ha aumentado el cambio climatico, mutaciones
de la flora y la fauna, mutaciones genéticas y enfermedades a las personas que
tienen contacto directo e indirecto con estos productos (Moctezuma, 2022; Schmidt
et al., 2022). En Colombia el Instituto Nacional de Salud. (2017) informé que el
21,2% de los 39.709 casos reportados de intoxicacion son causados por
agrotéxicos.

Por lo descrito, se tiene la necesidad de buscar alternativas que permitan el control
y eliminacién de Colletotrichum sp. y lograr la disminucion de la implementacién de

insumos de sintesis quimicas en el sector agricola.

3 Justificacion

Los extractos hidroalcohélicos de hojas de citrus sp. han sido ampliamente
utilizados en la medicina tradicional debido a sus propiedades medicinales. Estos
extractos contienen una gran cantidad de compuestos bioactivos como flavonoides,
alcaloides, terpenoides, acidos fendlicos, carotenoides, etc. (Huaméan, 2020).

Entre las propiedades atribuidas a estos extractos se encuentran su capacidad
antioxidante,  antiinflamatoria, = antimicrobiana, = analgésica, antitumoral,
hipoglucemiante, hepatoprotectora, entre otras. Debido a estas propiedades, los

extractos hidroalcohdlicos de hojas de citrus sp. han sido utilizados en el tratamiento



de diversas enfermedades como diabetes, hipertensién, cancer, enfermedades
hepaticas, infecciones bacterianas y fungicas (Atoche, 2022).

Ademas de los extractos, los aceites esenciales son una alternativa amigable con
el medio ambiente por varias razones como: son biodegradables y menos
contaminantes para el medio ambiente debido a que se obtienen de plantas, flores,
frutas y otros recursos naturales; a diferencia de los productos quimicos sintéticos,
no producen efectos nocivos en la salud humana o de los animales; se pueden
producir de manera sostenible, mediante el cultivo y cosecha de plantas silvestres
o la produccion de plantas en cultivos organicos. Ademas de ser una opcion natural,
esta practica ayuda a reducir la cantidad de productos quimicos en el uso diario, lo
gue contribuye a proteger el medio ambiente (Alonso et al., 2021; Aguilar et al.,
2020; Villar et al., 2022).

En algunos estudios el uso de extractos y aceites esenciales de limon generan la
inhibicion de hasta un 70 % del crecimiento micelial de fitopatbgenos como
Colletotrichum cladosporioides y Fusarium solani (Foglia et al., 2016) mientras que
en otras en concentraciones bajas de 2 % ha logrado la inhibicion micelial del 82,41
% Yy de esporas en un 100 % en concentraciones de 8 pg/ml (Camargo et al., 2021).
Por lo descrito el uso el estudio de la actividad fungicida de los extractos y aceites
esenciales de limoén pueden ser una alternativa sostenible para la mitigacion del uso
e impacto de insumos agroquimicos, por lo cual se genera la incégnita acerca de
cual de las dos alternativas extractos o aceites esenciales sera la mas eficiente para

el control de Colletotrichum sp.



4 Objetivos

4.1 Objetivo general
Evaluar la actividad antifangica de extractos hidroalcohodlicos y aceite esencial de
Citrus limén sobre el crecimiento del hongo fitopatdgeno Colletotrichum sp.
4.2 Objetivos especificos
e Analizar el rendimiento de la extraccion de extractos hidroalcohélicos y aceite
esencial a partir de hojas de Citrus limén.
e Comparar la actividad antifingica de los extractos y aceite esencial de Citrus

limoén sobre el crecimiento de Colletotrichum sp.

5 Marco teédrico

5.1 Importancia de la agricultura

El sector agricola es de gran importancia a nivel mundial, ya que es el sector que
se encarga de producir los alimentos que consumimos y de abastecer a la industria
alimentaria. La agricultura es una actividad econémica clave para el desarrollo de
los paises, ya que contribuye al crecimiento econémico, a la generaciéon de empleo
y a la reduccion de la pobreza, ademas el sector agricola es importante por su
impacto en el medio ambiente y en la conservaciéon de los recursos naturales. La
agricultura sostenible y responsable puede contribuir a la mitigacion del cambio
climético y a la preservacion de la biodiversidad (Bula, 2020).

Por otro lado, el sector agricola también es importante desde el punto de vista social
y cultural, ya que esta estrechamente ligado a la historia y a las tradiciones de las

comunidades rurales. La agricultura puede ser una fuente de identidad y de arraigo



para estas comunidades, y puede contribuir a la preservacion de sus valores y

costumbres (Moran, 2020).

5.2 Importancia de la biotecnologia aplicada al sector agricola

La biotecnologia aplicada al sector agricola es de gran importancia, ya que permite
el desarrollo de nuevas variedades de plantas mas resistentes a enfermedades,
plagas y condiciones climaticas adversas, lo que puede aumentar la productividad
y la calidad de los cultivos. Ademas, la biotecnologia puede contribuir a la reduccion
del uso de pesticidas y fertilizantes quimicos, lo que puede tener un impacto positivo
en el medio ambiente y en la salud humana (Montenegro y Hernandez, 2015;
Ballesteros et al., 2019).

Otro aspecto importante de la biotecnologia aplicada al sector agricola es su
potencial para el desarrollo de cultivos transgénicos. Los cultivos transgénicos
pueden tener caracteristicas deseables, como la resistencia a plagas o
enfermedades, o una mayor tolerancia a condiciones climaticas adversas. Sin
embargo, su uso sigue siendo controvertido y debe ser cuidadosamente regulado y
monitoreado para garantizar su seguridad y minimizar sus posibles impactos
negativos en el medio ambiente y en la salud humana (Ballesteros et al., 2019).

En conclusion, la biotecnologia aplicada al sector agricola puede tener un gran
impacto en la produccion de alimentos, la proteccion del medio ambiente y la salud
humana. Su uso debe ser cuidadosamente regulado y monitoreado para garantizar

su seguridad y maximizar sus beneficios (Paramo et al., 2021).



5.3 Importancia de la biotecnologia aplicada al control de fitopatdbgenos

La biotecnologia aplicada al control de fitopatégenos es de gran importancia, ya que
los patégenos pueden causar importantes pérdidas econdmicas y ecoldgicas en los
cultivos. Los métodos de control convencionales, como el uso de pesticidas, pueden
ser costosos y dafinos para el medio ambiente y la salud humana, por lo que la
busqueda de alternativas mas eficaces y sostenibles es crucial (Diaz, 2019).

La biotecnologia puede ofrecer soluciones innovadoras para el control de
fitopatégenos. Por ejemplo, se puede utilizar la ingenieria genética para desarrollar
plantas resistentes a enfermedades o para producir proteinas y péptidos
antimicrobianos que combatan los patdgenos. Otra técnica utilizada en la
biotecnologia para el control de fitopatdgenos es la produccion de biocontroladores,
gue son microorganismos que pueden combatir los patdégenos de forma natural.
Estos biocontroladores pueden ser bacterias, hongos, virus u otros organismos que
se aplican en los cultivos para prevenir o tratar las enfermedades de las plantas
(Alomar, 2020; Ballesteros et al., 2019).

Ademas, la biotecnologia puede ser utilizada para desarrollar técnicas de
diagndstico mas precisas y rapidas de las enfermedades de las plantas, lo que
permite un control mas eficiente de los patégenos (Restrepo y Vargas, 2007).

1.1 Antecedentes

Aguilar et al., 2022 desarrollé un estudio titulado “Control in vitro de antracnosis
(Colletotrichum gloeosporioides) aislado de Annona muricata |. con extractos
vegetales, evaluando la dosis minima inhibitoria de ocho extractos en forma de

hidrolato sobre Colletotrichum gloeosporioide”. Como resultado obtuvieron que



todos los extractos hidroalcoholicos de P. dioica L., D. ambrosioides L., M. indica L.
y Bougainvillea spp. presentaron una baja inhibicion micelial (30 a 40%) pero alta
inhibicién de la esporulacién (83.33 a 99.45%); esto presenta a los extractos en
forma de hidrolato como una alternativa no enfocada a la inhibicién y muerte del
hongo, sino como una alternativa para el control de la propagacion de este.
Ramirez et al., 2020, evaluaron la capacidad inhibitoria de los extractos etandlico -
acuoso de la corteza y frutos de la planta Guazuma ulmifolia contra Colletotrichum
gloeosporioides y Botrytis cinérea siendo B. Cinérea mas susceptible al tratamiento.
Como resultados obtuvo una mayor inhibicidon con el extracto de frutos, siendo en
promedio 85.5% la inhibicién del crecimiento micelial de B. Cinérea y 45.8 % de C.
gloeosporioides, ademas estos ensayos alteraron la morfologia microscopica de los
micelios y esporas.

Atoche, 2022 Realiz0 la revision bibliografica con el objetivo de recopilar informacion
sobre los extractos de residuos agroindustriales de Citrus spp. sobre el control de
antracnosis en frutos poscosecha, obteniendo que los extractos etandlicos y crudos
de Citrus limén siendo una alternativa de control bioldgico y reemplazo de fungicidas
sintéticos.

Camargo et al., 2021 evaluaron la actividad antifungica del aceite esencial de limén
sobre el hongo Colletotrichum sp. Se identificaron 41 metabolitos mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas; el aceite inhibié 1.16
%, 52.77 % y 82.41% del crecimiento micelial a concentraciones de 0.3, 1y 2 %
mientras que la inhibicion de la germinacién de esporas fue de 19,47 %47 a 100 %

a concentraciones de 2,4 y 8 yL/mL.



Chavez et al.,, 2020 evaluaron la actividad antifingica del quitosano y aceites
esenciales de canela y eucalipto, como resultaron obtuvieron una inhibicion del
crecimiento micelial del 17 a 21% para los tratamientos con quitosano al 1.0% y 18
a 50% para los aceites esenciales por separados; mientras que combinados con
guitosano el crecimiento micelial de las cepas evaluadas (Colletotrichum acutatum
y Colletotrichum gloeosporioides aislados de aguacate) reduce la efectividad y se le
atribuye a la cepa de Colletotrichum sp. la capacidad ser resistente al quitosano.
Scalvenzi et al. (2016) se evaluaron cinco concentraciones de aceite esencial: 10,
50, 100, 200, 500 pL/mL, de Citrus limén y Cymbopogon citratus para medir su
efecto sobre el crecimiento in vitro de los hongos fitopatégenos Rhizopus stolonifer,
Aspergillus oryzae, Cladosporium cladosporioides, Fusarium solani, Moniliophthora
roreri y Phytophthora sp. el aceite de citrus limén fue quien mejor efecto inhibitorio
mostro al lograr la inhibicion de un 95% de los hongos A. oryzae, C. cladosporioides,
F. solani, M. roreri y R. stolonifer conite de su mayor contraccion, mientras que el
aceite de C. limén obtuvo un 70% el hongo C. cladosporioides y en un 72% F.
solani.

Hoyos et al. (2022) evaluaron el potencial antifangico de los aceites esenciales de
tomillo y clavo para el control de P. cinnamomi y Fusarium sp. aislados de
Cinnamomum verum en concentraciones de 60, 120 y 300 uL L-1, obteniendo como
resultado que para ambos hongos la concentracién 300 uL L-1 causo la inhibicién
total del crecimiento radial y la concentracion 120 pL L-1 genero el crecimiento radial
micelial de 0.06 mm por dia del hongo P. cinnamomi mientras que para Fusarium
sp. se genero la inhibicion total, ademas en cuanto la produccion de esporas el

aceite de tomillo logra la reduccion de 280 a 75 esporas en concentraciones de 300



uL L-1, presentando el mejor comportamiento antimicrobiano el aceite de tomillo

siendo asi, una alternativa de control para los fitopatégenos.
5.4 Marco conceptual

5.4.1 Fitopatbégenos

Los fitopatdgenos son organismos que causan enfermedades en las plantas. Estos
organismos pueden ser bacterias, hongos, virus, nematodos u otros organismos
patdgenos que invaden los tejidos de las plantas y causan dafio a su crecimiento y
desarrollo. Los fitopatbgenos pueden causar importantes pérdidas econémicas en
la agricultura y en la produccion de alimentos, ya que pueden disminuir la calidad y
la cantidad de los cultivos. Ademas, pueden tener un impacto negativo en el medio
ambiente, ya que pueden afectar a la biodiversidad y a la calidad del suelo y del
agua (Camacho et al., 2022).

El control de los fitopatdgenos puede ser realizado mediante métodos de control
fisico, quimico, biolégico y cultural. Los métodos de control fisico incluyen la
eliminacion mecanica de las partes afectadas de la planta y el uso de barreras
fisicas para prevenir la entrada de los patégenos, los métodos quimicos incluyen el
uso de pesticidas y fungicidas, mientras que los métodos biol6gicos incluyen el uso
de organismos que son enemigos naturales de los patdgenos, como ciertas
bacterias, hongos y virus y el control cultural incluye practicas agricolas que
minimizan la exposicion de las plantas a los patégenos, como la rotacion de cultivos,
el uso de variedades resistentes a enfermedades y el mantenimiento de condiciones
ambientales 6ptimas para el crecimiento de las plantas (Ramirez, 2021; Medina et

al., 2021; Ttacca y Calderon, 2021).



5.4.2 Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp. es un género de hongos de la familia Glomerellaceae. Este
género contiene muchas especies de hongos fitopatbgenos que pueden causar
enfermedades en una amplia gama de cultivos, incluidas frutas, verduras y plantas
ornamentales (Liu et al., 2022).

Las especies de Colletotrichum sp. son conocidas por su capacidad para causar
antracnosis, un tipo de enfermedad de las plantas que afecta a varios tejidos de las
plantas, como hojas, tallos, flores y frutos. Los sintomas de la antracnosis varian
segun la planta huésped, pero a menudo incluyen lesiones, manchas hundidas y
decoloracion (Boufleur et al., 2021; Dowling et al., 2020).

Se sabe que los hongos Colletotrichum sp. tienen ciclos de vida complejos que
involucran tanto la reproduccion sexual como la asexual. Pueden sobrevivir en
restos de plantas, asi como en el suelo y en tejidos de plantas infectadas. Los
hongos también pueden transmitirse por distintos medios; Para controlar las
enfermedades de Colletotrichum sp., se pueden emplear varias estrategias, incluida
la rotacion de cultivos, el saneamiento y el uso de fungicidas. Ademas, el
mejoramiento de la resistencia a Colletotrichum sp. es un enfoque a largo plazo que
puede ayudar a reducir el impacto de estos hongos en los cultivos (Bhunjun et al.,
2021; Da Silva et al., 2020; Landero et al., 2016).

5.4.2.1 Agroquimicos

El uso de productos quimicos en la agricultura ha sido una practica coman durante

décadas. Sin embargo, esta practica ha generado preocupaciones sobre los



impactos negativos que puede tener en el medio ambiente, la salud humana y la
seguridad alimentaria (Cajamarca et al., 2020)

Contaminacion del suelo y del agua: Los productos quimicos utilizados en la
agricultura pueden infiltrarse en el suelo y contaminar las aguas subterraneas. La
contaminacién del suelo y del agua puede tener efectos negativos en la salud
humana y en el medio ambiente (Grandez, 2020).

Residuos quimicos en los alimentos: Los productos quimicos utilizados en la
agricultura pueden dejar residuos en los alimentos que consumimos. Aunque los
niveles de residuos quimicos en los alimentos suelen estar dentro de los limites
legales, algunos estudios sugieren que la exposicion a estos residuos puede ser
perjudicial para la salud (Polanco et al., 2019).

Resistencia a los plaguicidas: El uso excesivo de plaguicidas puede llevar a la
aparicion de resistencia en las plagas. Cuando esto ocurre, se necesitan cantidades
cada vez mayores de plaguicidas para lograr el mismo efecto, lo que puede llevar a
una espiral de uso excesivo (Calle, 2019).

Pérdida de biodiversidad: El uso de productos quimicos en la agricultura puede
tener un impacto negativo en la biodiversidad. Los productos quimicos pueden
matar no solo a las plagas, sino también a otros insectos y animales que son
Importantes para los ecosistemas (Zegarra, 2021).

Impacto en la salud humana: Los productos quimicos utilizados en la agricultura
pueden tener efectos negativos en la salud de las personas que los manipulan o
gue viven cerca de las zonas agricolas. Los trabajadores agricolas pueden estar
expuestos a sustancias quimicas peligrosas, lo que puede llevar a problemas de

salud a largo plazo (Polanco et al., 2019; Ibarra et al., 2019).



6 Metodologia

6.1 Tipo deinvestigacion

Se desarrollé un estudio experimental, enmarcado en la linea de investigacion
Bioprospeccion del programa de microbiologia.

6.2 Colectade plantas

Se llevo a cabo la recoleccion de las hojas de limén en el campus deportivo de la
Universidad Popular del Cesar, se realizaran los cortes de las hojas con ayuda de
tijeras hasta completar 2 kilos del material vegetal. Las hojas se utilizaron secas
para la obtencion del extractos hidroalcohdlicos y frescas para el aceite esencial, la

colecta de las hojas se realiz6 de 8 a 10 am y se recolectaron de arboles adultos.

6.3 Elaboracién de extractos

El material vegetal utilizado para la obtencién del extracto hidroalcohdlico fue dejado
a temperatura ambiente en una superficie limpia y seca hasta que el material estuvo
seco para su extraccion ya que, el secado natural del tejido vegetal ayuda a
preservar la integridad de los compuestos volatiles presentes en las plantas, la
composicion quimica original y ayuda a reducir la humedad asegurando asi, la
calidad del producto. Posteriormente se macerd y procedié con la obtencién de los
extractos (Suarez y Carrillo, 2013).

Del material vegetal Triturado se tomaron 500 gramos los cuales fueron dispuestos
en un frasco &mbar y se le adiciond agua y alcohol al 70% en proporcién 1:3 durante
15 dias a temperatura ambiente, posteriormente se realizd un proceso de filtracion

y se llevd a calentamiento en bafio de maria para liberacidbn de solvente y



concentracion del extracto. Una vez obtenido el extracto se llevé a conservacion a
15 °C (Suarez y Carrillo, 2013).

6.4 Obtencion de aceite esencial

Para la obtencion de aceite esencial se utilizé la metodologia de arrastre de vapor,
para lo cual sé tom6 un kilo de material vegetal triturado y se adiciono en el equipo
de extraccion al que previamente se le adicionaron 2 litros de agua, posteriormente

se llevé a ebullicion durante 2 horas (Medrano, 2019).

Figura 1. Equipo utilizado para la extraccion de aceites esenciales por arrastre de

vapor

6.5 Rendimiento
Este se determind utilizando la ecuacion que consiste en el peso total de aceite
esencial extraido y los gramos de material vegetal utilizado para la extraccion y este

se multiplico por 100 (Araujo et al., 2020):



peso de aceite

% = ( % 100)

peso de muestra

6.6 Obtencidn y preparacion del material Biolégico

La cepa de Colletotrichum sp. fue suministrada por el laboratorio de investigacion
BIOTECGEN, se sembrdé en agar PDA durante 5 dias. Pasado el tiempo de
reactivacion del fitopatdégeno, se procedio a la preparacion del inoculo por el método
para la cuantificacion de suspensiones de esporas utilizando una Camara de
Neubauer, se tomaron discos del hongo y se depositaron en 5 ml de solucion salina
estéril, a partir de esta dilucion se realizo el ajuste del inoculo de esporas a 1x10°
conidios/ml, el in6culo se conservara en refrigeracion hasta su manejo (Flores,
2019).

Para el alistamiento del material con actividad funguicida, se realiz6 la preparacion
de las diluciones de aceite esencial de 100 %, 80 %, 60 %, 40 %, 20 % y 10 % y de
extractaos etanolicos de 100 %; se realizaron disco de papel filtro de 9 mm, los
cuales fueron impregnados de aceite esencial y extracto hidroalcohdlico de Citrus
limoén.

6.7 Medicion de halo de inhibicién

En medio de cultivo de PDA se inocularon 20 pL de la suspensiéon de esporas, el
método de siembra en placa por difusion utilizando un asa de Drigalsky y
posteriormente se dejo reposar durante 5 minutos y se procedio a colocar los discos
impregnados con los tratamientos, se depositaron cuatro discos por caja (Flores,

2019).



Se llevaran a incubacion las cajas con los tratamientos a 29 °C y se realiz6 la
medicion de cada halo de inhibicion después de cinco dias de incubacion (Flores,
2019). Para cada uno de los tratamientos se realiz6 un control.

6.8 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de la medicion de halos de inhibicion fueron sometidos a
andlisis de varianza (ANOVA, alfa = 0,05) Para la determinacion de diferencias
estadisticas, seguido de la prueba post-hoc de Duncan (alfa = 0,05), para lo cual se

utilizo el paquete estadistico SPSS version 27.

7 Resultados y Discusién

7.1 Rendimiento

0.6704
% rendimiento = W()gg x 100 = 0.067%

El rendimiento del aceite esencial de limon extraido segun los célculos fue de
0.067%, este resultado es bajo en comparacién a los rendimientos encontrados en
la literatura; Scalvenzi et al. (2016) mediante el método de arrastre por vapor obtuvo
un rendimiento de 0,44 %.

Las condiciones de los factores ambientales durante la cosecha, las condiciones de
secado, la humedad relativa, etc. son factores que determinan el rendimiento
durante su extraccion, Delgado et al. (2016) hace referencia a la influencia de los
factores ambientales y estado del material vegetal en el rendimiento del aceite
esencial y su composicion quimica, la presencia de un 75 % humedad en el tejido

vegetal favorece el rendimiento y la humedad menores al 15 % disminuyen el



rendimiento y es importante conocer que la composicion quimica se ve afectada
debido a que menor indice de humedad se detecté mayor concentracion de Citral.
7.2 Extracto hidroalcohdlico de limén

Se realiz6 la prueba de actividad antifungica del extracto etanolico de limon el cual
se utilizé de forma concentrada, como resultado de su actividad se logro evidenciar
el crecimiento libre del fitopatdgeno Colletotrichum sp. por lo cual los extractos
etandlicos obtenidos no tienen actividad antifungica, por ende, el crecimiento del

hongo no presento diferencias frente al control (Figura 1).

Figura 2. Actividad antifingica de los extractos hidroalcoholicos

Tratamiento con extractos
hidroalcohélicos de limén

Controles

Se tiene conocimiento acerca de la importancia de la composicién quimica que
deben tener los extractos de plantas para poder realizar su actividad antimicrobiana,
de acuerdo con esto se entiende que para poder extraer todos los componentes
presentes en la planta se debe contar con una metodologia de extraccién eficaz,

esto esta soportado por ojito et al. (2012) el cual describié en su investigacién la



metodologia que utilizo en la extraccién por ultrasonido obteniendo 33,91 + 3,07
mg/ml de fenoles totales y como 8,54 + 1,02 mg/ml de flavonoides y una toxicidad
de CL50 de 170,53 pug/ml para los extractos etanélicos de limon asimismo, Taborda
et al. (2015) ademas de realizar la obtencion y concentracion los extractos en un
rotoevaporador, determind que junto con la volatilizacién del etanol se pueden
volatilizar fitocompuestos presente en los extractos por lo cual podemos inferir que
durante el calentamiento realizado en bafio de maria para concentracion de
extractos obtenidos en este estudio se pudo ocasionar la volatilizacion de
compuestos presentes juntos con el solvente y ser la causa de la reduccion de la
efectividad antimicrobiana.

Ademas, se presenta qué el nUmero de compuestos presentes en los extractos es
dependiente de la concentracion analitica del solvente utilizado; en el estudio
realizado por Espinoza y Hiufiac. (2021) en su estudio hizo uso de etanol al 96 % lo
cual le proporciono obtener compuestos como flavonoides, taninos, alcaloides,
saponinas, etc. pese a esto se logra evidenciar inhibicion de 21,91% y del 47,96%
a concentraciones de 75 % y 100 %, respectivamente.

7.3 Aceite esencial de limoncillo

Debido que el interés de este estudio es el control de fitopatdégenos, el efecto del
aceite esencial de limon sobre el crecimiento de Colletotrichum sp. fue positivo, para
este estudio se dio inicio con una concentracion de 100 % y la inhibicién del hongo
fue total mientras que el crecimiento del control fue total, por lo cual se realizaron
diluciones con el fin de disminuir la concentracion del aceite, las concentraciones

fueron 80 %, 60 %, 40 %, 20 % y 10 %.



En la evaluacién realizada la concentracion de 80 % al igual que la de 100 %
lograron la inhibicion total del hongo, en la concentracion 60 % la inhibicion en
promedio fue de 0,27 cm, en la concentracion al 40 % no presento inhibicion, la
concentracion 20 % la inhibicion promedio es de 0,2 cm y en la concentracion del
10 % no se presenta inhibicion.

En base a observacion de los resultados obtenidos se puede inferir que la
concentracion del 80 % es la minima en la que se presenta la accion inhibitoria y
gue existe diferencias significativas segun Duncan alfa 0,05 solo del tratamiento 4

correspondiente a la concentracion de 60 % (Tabla 1).

Grafica 1. Determinacion de diferencias significativas entre tratamiento segun post-

hoc de Duncan (alfa=0,05).
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Existen diferencias entre la composicion quimica de los extractos y los aceites

esenciales Valenzuela et al. (2023) logr6 a través de la cuantificacion de los



compuestos de los aceites y los extractos identificar qué hay compuestos en los
cuales difieren el aceite y el extracto ademas que las concentraciones en las que
cierto compuesto se presentan en los extractos son menores en comparacion a las
presentes en los aceites esenciales y son las encargadas de la actividad
antimicrobiana.

Segun Camargo et al. (2021) menciona que esta accion antifingica se debe a los
componentes como los enantidmeros de los monoterpenos f—pineno y a—pineno
del aceite del limén y la toxicidad de este sobre las células microbianas. Que debido
por la accién lipofilica ingresa en la célula y causa dafio a la membrana.

Asimismo, se presenta la volatilizacion de los compuestos presentes en el aceite
esencial como la causa de que la inhibicion sea total, esto se debe a que estos
compuestos al volatilizarse quedan atrapados en la caja Petri generando una
atmosfera estéril aumentando su capacidad inhibitoria; acorde a lo descrito por
Mendoza et al. (2019) los aceites esenciales contienen en promedio un entre un 85
% y 99 % de compuestos volatiles que pertenecen a terpenos, fenilpropanoide,
acidos grasos, lactonas como el Citral y 3-Thujeno los cuales generan la ruptura de
la membrana celular fungica y la inhibicion de la sintesis de egosterol ( Pérez et al.,
2021; Tubay, 2018).

Por lo tanto, al comparar los resultados con mayor actividad antifangica del aceite
esencial y el extracto etandlico, se encontrd que la inhibicién contra el fitopatégeno
es mas eficiente con el aceite esencial, siendo este una alternativa agroecologica
para emplear en vez de plaguicidas y fungicidas sintéticos en el mercado, esto

debido a las propiedades antifiingicas que le confiere los compuestos como el Citral



el cual ha demostrado ser la mejor alternativa de control frente Colletotrichum sp.
(Pérez et al., 2017).

La actividad de inhibicion presentada en concentraciones altas de 80 % a 100 %
son similares a la inhibicién presentada en los estudios realizados Messgo et al.
(2015) donde obtuvieron la inhibicion de un 36% del crecimiento micelial de
P. infestans realizando el tratamiento con aceite de limon puro, pesé a que se habla
de inhibicion de distintos hongos se tiene en comun el aceite de limén cuya actividad
antifingica se ve afectada para la composicion quimica siendo la presencia de los
monoterpenos oxigenados en concentraciones de 0,8 % y citral en concentraciones
menores al 50 % en el aceite la causa de la disminuciébn de la actividad

antimicrobiana (Messgo et al., 2015; Floglia et al., 2016).

8 Conclusién
El aceite esencial de limén es una alternativa para el control de Colletotrichum sp.
en concentraciones mayores o iguales al 80 % debido a sus compuestos quimicos
y la concentracion en que se encuentran.
De acuerdo con la literatura revisada y a los resultados obtenidos el método de
concentracion en bafio de maria de los extractos etanolitos, no es la ideal debido a

la pérdida de mas de un 80 % de los compuestos volatiles.

9 Recomendaciones
Evaluar las metodologias para la obtencién de extractos y solventes que permitan
la extraccion de todos los componentes quimicos de las plantas.
Realizar la extraccion de aceites y extractos a partir de distintas partes vegetales

como hojas y cascara del limon.



Para aumentar la veracidad de los resultados los investigadores que den
continuidad al estudio deben realizar el estudio de la actividad antifungica de los

aceites esenciales y extractos etandlicos en condiciones de invernadero.
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11 Anexos
ANOVA

Inhibicion

Suma de Media

cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 560,805 B 93484 5649403 =001
Dentro de grupos 348 21 017
Taotal 561,262 27

Recoleccion y procesamiento de material vegetal.

il

Peso del aceite extraido.
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Resultados de las pruebas realizadas contra Colletotrichum sp.

Concentraciones con resultados positivo del
maceite esencial (Inhibicién total del crecimiento
del hongo).
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