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RESUMEN

Los aceites esenciales se caracterizan por presentar olor, sabor y muchas veces propiedades antiftingicas; son
producidos por plantas aromaticas y medicinales. Es importante determinar qué efecto tienen los aceites
esenciales de L graveolens en el control de fitopatogenos. Se realizo la evaluacion del aceite esencial de Lippia
graveolens sobre el hongo Fusarium chlamydosporum, que tiene alta incidencia, reduce la productividad y puede
afectar al humano. La extraccion de los aceites se realizo en etanol absoluto. De la biomasa se realizo la
extraccion de DNA y se hizo una PCR utilizando los oligonucleotidos ITS1 e ITS4. El hongo se confront6 en
cajas de petri con los aceites esenciales de L graveolens. Se observo menor crecimiento de Fusarium sp, en la
muestra Viad 01, con 1.23 cm de crecimiento; mientras que en el testigo se obtuvo una colonia de 4.60 cm, lo
cual representa una diferencia de 3.37 cm con respecto a la muestra Viad 01. Lo anterior muestra que los
extractos de Lippia graveolens pueden ser una alternativa para el control de enfermedades innovando para la
agricultura sostenible y competitiva, ademas de su uso potencial en salud humana.
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Effect of the essential oil of Lippia graveolens in the biological control
of Fusarium chlamydosporum

ABSTRACT

Essential oils are characterized by having smell, flavor and often antifungal properties; They are
produced by aromatic and medicinal plants. It is important to determine what effect the
essential oils of L graveolens have in the control of phytopathogens. The evaluation of the
essential oil of Lippia graveolens was carried out on the fungus Fusarium chlamydosporum,
which has a high incidence, reduces productivity and can affect humans. The extraction of the
oils was carried out in absolute ethanol. DNA extraction was performed from the biomass and a
PCR was performed using the oligonucleotides ITSI and 1TS4. The fungus was confronted in
petri dishes with the essential oils of L graveolens. Lower growth of Fusarium sp was observed
in the Viad 01 sample, with 1.23 cm of growth; while in the control a colony of 4.60 cm was
obtained, which represents a difference of 3.37 cm with respect to the Viad 01 sample. This
shows that Lippia graveolens extracts can be an alternative for disease control by innovating for
the sustainable and competitive agriculture, in addition to its potential use in human health..

KEYWORDS: Antagonism, ethanolic extracts, antibiosis, bioassays, in vitro assays.

Introduccion

El género de Fusarium sp esta representado por hongos fitopatogenos, y se encuentran
ampliamente distribuidos en diversos ambientes, de ahi su importancia econdémica. Estos hongos
en ocasiones causan infecciones en un paciente normal (queratitis, onicomicosis, etc.). Sin
embargo, cada vez se describen mas infecciones graves en los pacientes inmunodeprimidos; de
ahi que su importancia haya crecido exponencialmente. Dentro de las infecciones causadas por
el género Fusarium se incluyen las hialohifomicosis, las cuales son causadas por hongos
oportunistas que presentan hifas hialinas septadas. Su amplia distribucion se atribuye a su
capacidad para crecer en gran ntumero de substratos y a su eficaz mecanismo de dispersion; el
viento y la lluvia juegan un importante papel en su diseminacion. Se ha demostrado que el aire

puede llevar las esporas hasta 400 km de distancia.
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En 1973 se describe la primera infeccion diseminada en un paciente con leucemia aguda.
Al igual que ocurre con el género Aspergillus, es probable que este contacto se produzca por
inhalacion de las esporas, que se encuentran de forma habitual en el aire. Para el control de
Fusarium sp se ha utilizado ampliamente el control quimico, siendo tutil para el control de
patogenos (Rubio y col., 2008). Sin embargo, este ha sido empleado de forma indiscriminada, lo
cual ha repercutido en efectos indeseables como la contaminacion ambiental y con la
consecuente adquisicion de resistencia de los hongos patogenos a dichos quimicos, asi como sus
elevados costos, por lo cual se ha recurrido a métodos alternativos para el control de
enfermedades, como son el empleo de nuevos compuestos derivados de fuentes vegetales como
aceites esenciales y extractos vegetales, ya que son mas seguros para los consumidores y el
ambiente, asi como su uso eficiente contra patogenos resistentes a plaguicidas y enfermedades
poscosecha (Montes, 2009).

Por otra parte, el aceite esencial de L graveolens ha demostrado tener actividad bactericida
contra especies de Vibrio (Paredes-Aguilar y col, 2007), Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Bacillus cereus (Avila-Sosa y col., 2010); y actividad antifangica o antimicotica, segan el caso,
frente a Fusarium spp., como lo muestra el trabajo de Velluti y col. (2004). Diferentes especies de
Fusarium se caracterizan por causar infecciones en plantas y humanos, tanto superficiales como
sistémicas llamadas en general fusariosis; y es un riesgo para la poblacion que esta en contacto
considerable con la microbiota del suelo o aquella que sufre algtin traumatismo, causando
queratomicosis, onicomicosis, e infecciones cutaneas causadas por Fchlamydosporum.

En este trabajo de investigacion se realizaron ensayos con los aislamientos obtenidos de
Lippia sp.,en el municipio de Reynosa (Tamaulipas), frente a F chlamydosporum, nativo de la region,
para evaluar el potencial del aceite esencial del orégano mexicano como un importante inhibidor,
asi como un agente potencialmente fungicida para Fusarium sp., y de esta manera ayudar a
disminuir el uso de agroquimicos, para controlar este problema, tanto en espacios abiertos como
cerrados; ya que desafortunadamente estos no son facilmente biodegradables, y tienden a

persistir durante aios en el medio ambiente, y algunos hongos desarrollan resistencia a ellos. Por
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lo que el objetivo del presente estudio fue la evaluacion de L graveolens nativo de Reynosa

Tamaulipas en el control de Fusarium sp.

1. Materiales y métodos
11.  Aislamiento y obtencion de Fusarium sp.

Se procesaron muestras de suelo de la rizosfera de sorgo (Sorghum spp.). El aislamiento se
realizo en medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA), para ello se seleccion¢ la colonia que
presentara las caracteristicas morfologicas de Fusarium sp., entre las que se destacan: la
morfologia, la forma, el color y el crecimiento de la colonia.

Los aislados de Fusarium sp., se multiplicaron en matraz con 50 mL de caldo LB (Luria-
Bertani, Difco®), incubados a 27 °C y 200 rpm. El cultivo de 72 h de crecimiento se centrifugo

para obtener la biomasa.

1.2.  Extraccion de DNA genomico

Se sigui6 el método modificado de Hoffman y Wriston (1987), en el cual la biomasa
obtenida es centrifugada en una microcentriguga (Spectrafuge™ 16M, 18 x 1.5ml rotor, 120V,
Standard Gray, Edison, NJ) y lavada con agua desionizada estéril, posteriormente el
sobrenadante fue desechado. La biomasa se resuspendio en 0.2 mL de solucion de lisis (triton X-
100, 2 %; SDS, 1 %; NaCl, 0,1 M; Tris-HCI pH 8,10 mM y EDTA 1 mM) y se le anadieron 0.2 mL
de fenol-cloroformo (1:1) y 0.3 g de perlas de vidrio (ballotini) de 0.45 mm de diametro. El tubo
donde se trato la biomasa se agito en vortex durante 1 min, después se coloco en hielo por 1 min
y se repitieron estos dos pasos en tres ocasiones; posteriormente se anadio 0.2 ml de TE 10:1 (Tris
10 mM y EDTA 1 mM) y se centrifugd durante 10 min a 12 000 RPM a 4 °C. La fase acuosa se
transfiri6 a un tubo nuevo al cual se le anadieron 10 pL. de RN Aasa. Posteriormente se incub6 a
37 °C por 15 min. Enseguida se agregaron 10 pl de acetato de amonio (NH4C,H30,4 M) y I mL
de etanol (C,HsOH) al 100 %; se dejo reposar por 15 min a -20 °C, se centrifug6 a 12 000 rpm por
5 min a 4 °C. El sobrenadante se desecho y se lavo el sedimento con 100 pL de etanol al 70 9, se
centrifugd nuevamente para eliminar la fase acuosa y se seco el precipitado a 55 °C durante 5

min. El DNA obtenido se resuspendio en 40 pL de TE 10:1 y se mantuvo a -20°C hasta su uso.
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Una vez que se extrajo el DNA se visualizo en gel de agarosa al 1 % y se adiciono 0.1 pL de syber
gold. Para ello se depositdo 1 pL de cada muestra en el gel y se corri6 en una camara de
electroforesis horizontal (BIORAD, ®) a 100 v por 50 min, usando una fuente de poder EC105. Se
observo el gel en el transiluminador de luz ultravioleta y se capto la imagen del gel con el

programa Kodak digital Science® 1D.

1.3.  Amplificacion ITS

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50 pL. Se utilizo 1 pl del ADN
genomico, 5 pL de Buffer 10X (concentracion final a 1X), 1.5 pL de cloruro de magnesio de 50 mM
(final 3mM), 1 pL de dNTPs 10 mM (0.2 mM), 1 pL de cada uno de los iniciadores 5 pM (final 0.1
M) y 0.4 pL de la enzima Taq DNA polimerasa y se adiciono agua milliQ estéril hasta alcanzar
el volumen de 50 pL. El programa de amplificacion que se utilizo consistio6 en 1 ciclo de 3 min a
94 °Cy 35 ciclosde1mina 94 °C, Imin a 53 °Cy 1 min a 72 °C. Por tltimo, se realiz6 una extension
final de 1 min a 72 °C y se procedi6 a visualizarla en un gel de agarosa al 1 %, se adicion6 0.1 pL
syber gold y 0.4 pL de orange. Se depositaron 5 puL de cada muestra en el gel y se corrio en una
camara de electroforesis horizontal (Bio- Rad®, Sub-Cell® GT Cell, California, U.S.A.) a 80 volts
por1h. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Peltier M] Research® y los

geles se trataron como ya se mencion6 con anterioridad.

14. Secuenciacion

Los productos de PCR, en una concentracion de 50 ng, fueron tratados en el secuenciador
(Applied Biosystems™, modelo 3130® Waltham, MA USA). Para la identificacion a nivel de
especie, se empled el primer de ITS 1 Forward (5TCCGTAGGTGAACCTGCGG?), las

secuencias obtenidas fueron comparadas con las secuencias de referencia de la base de datos del
NCBI (http://www.ncbi. nlm.nih.gov/) y se asigno la especie de F chlamydosporum, de acuerdo a

los niveles de concordancia.

1.5. Obtencion de extractos etanolicos

La cuantificacion de Carvacrol (actividad fungicida) para llevar a cabo el analisis de

capacidad antimicrobiana fue de 100 ppm, realizada mediante HPLC (Figura 1).
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Figura 1: Cuantificacion de Carvacrol (100 ppm) en HPLC

1.6. Faseinvitro
Se procedio6 a preparar agar papa dextrosa (PDA) en cajas de Petri para sembrar la cepa
por triplicado de Fusarium sp a una temperatura de 28 °C por 48 h, la cual sera usada para medir

el halo de inhibicion del crecimiento frente a los extractos de orégano mexicano.

1.7.  Tratamientos

Se evaluaron 6 tratamientos de extractos de Lippia spp., frente a Fusarium sp.

T1= Testigo
T2- Timol
T3- Carvacrol
T4- Rey 01
T5- Rey 02

T6- Viad 01
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Después de obtener el extracto etanolico de L. graveolens, se mezclo de acuerdo al
tratamiento con el PDA, homogenizando y vertiendo en las cajas de Petri.

1.8.  Diseno Experimental

Para Fusarium sp., se utilizo un disefio completamente al azar con 6 tratamientos y 3

repeticiones.

1.9.  Variables de Respuesta

a)  Crecimiento: La cual se define como el diametro de crecimiento en centimetros de
cada uno de los patogenos. Esta variable se midi6 durante 10 d.

b)  Eficiencia: La cual se define en términos porcentuales como la inhibicion en el
crecimiento de Fusarium sp., respecto al testigo y como consecuencia del efecto

antifungico del aceite esencial de L graveolens. Matematicamente se calculo de acuerdo a:

C Testigoj — CTratamientoi,

E(O/o)=

X100 CTestigo j

Donde:

E (%): Eficiencia del Tratamiento i en el control del crecimiento del patogeno en el dia j;
siendo i= 100 PPM

Mientras que j= 1, 2, 3,.., 10 d.

CTratamiento, i, j: Crecimiento del tratamiento i en el dia j.

CTestigo j: Crecimiento del testigo en el dia j.

1.10. Formade Analisis

Se realizo analisis de varianza y se utiliz6 la prueba multiple de promedios de Tukey
cuando se detecto efecto de tratamientos. Para el procesamiento de los datos se utilizo el

software SAS en su version 9.2.

2. Resultados y Discusion

24



REVISTA DE LA UNIVERSIDAD DEL ZULIA. 3% época. Aho 13 N° 37,2022
Jests Di Carlo Quiroz Velasquez et al. /// Efecto del aceite esencial de Lippia graveolens en el control... 18-33
DOI: http://dx.doi.org/10.46925//rdluz.37.02

Las secuencias de los fragmentos de 520 pb de la region ITS amplificada de Fusarium sp.,
se visualizaron y analizaron con el programa CLC Sequence Viewer 7.6 ®, en donde también se
puede apreciar que la secuencia cuenta con tres sitios para enzimas de restriccion (Eco Rl, Smal
y Pstl) que pueden ser de utilidad para discriminar de otras cepas de Fusarium por medio de la

técnica de Polimorfismos en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP’s) (Figura 2).

2014-12-02_021214ANI_F3 |

ECOR]

2014-12-02_021214ANI_F3

2014-12-02_021214ANI_F3

2014-12-02_021214ANI_F3
480 430 500

1 | |
2014-12-02_021214ANI_F3 ACTITTTTGACCICGGAT CAGGIAGGAARTACCCOCT GAACTTARGCATATCAATAGGGGAA

Figura 2. Analisis de la secuencia nucleotidica de Fusarium sp., con el programa CLC 7.6 ®

Posteriormente con la herramienta BLAST ® del NCBI ® se realizaron los alineamientos
para la buasqueda del género y especie de la muestra de Fusarium sp (Figura 3), dando como

resultado Fusarium chlamydosporum, con un 97 % de identidad y cobertura del 98 %.

21 Efectodel Aceite Esencial de Lippia graveolens sobre el crecimiento de Fusarium
chlamydosporum

Numerosos estudios in vitro de productos vegetales, como lo son los extractos contra
distintos patogenos (Mihaliak y col., 1991), han mostrado actividad comparable con antibioticos
o antifangicos (Wilson y col., 1997); dependiendo del microorganismo a evaluar. Los extractos
vegetales de Lippia sp., han demostrado tener efecto en la inhibicion de Fusarium oxysporum (Araujo
y col., 2008), demostrandose la posibilidad de uso de estas plantas para el control biologico de
otros patogenos.

En el presente estudio, la capacidad antifungica del aceite esencial de orégano sobre el

desarrollo de F. oxysporum, qued6 demostrada en medio solido; el extracto etanolico de Lippia
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graveolens, demostro tener efecto inhibitorio a una concentracion de 100 ppm. Estos resultados
difieren en cuanto a lo investigado por Garcia-Camarillo y col., (2006), donde se observo que la
concentracion de 2 000 ppm inhibi6 la produccion de aflatoxinas y la concentracion de 100 ppm
la incremento, lo cual pudo haberse debido de acuerdo al autor, a que se pierde la actividad
protectora y la capacidad de inhibicion del crecimiento del hongo, y por tanto se presenta la

produccion de aflatoxinas.

Color key for alignment scores
<40 W 40-50 W 50-80 W 30-200 W >=200

I S |
100 200 300 400

[y
i
o
o

ry

Fusarium chlamydosporum strain FC 1B 185 ribosomal RNA ..
Score:848 Evalue:0
Accession:EU556725.1

Alignment

Figura 3. Alineamiento de la secuencia nucleotidica de fusarium sp., con la herramienta
BLAST ® del NCBI ®

El efecto antimicrobiano del orégano se atribuye a la presencia en el aceite esencial de
diversos componentes, entre los que se encuentran carvacrol y timol. Dichos compuestos se han
evaluado de manera independiente y han demostrado ser efectivos agentes antibacterianos y
antifungicos. Por medio de la técnica de difusion en placa, carvacrol inhibe 24 diferentes

bacterias (zonas de inhibicion de 14.1 mm-45.3 mm de diametro) que incluyen patogenos de
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plantas, animales y bacterias, que ocasionan putrefaccion y deterioro de los alimentos (Dorman
y Deans, 2000).

El método de difusion en disco en agar propuesto por Newze y colaboradores (Newze y
col, 2010), modificado en este estudio, mostro ser reproducible en cuanto a los resultados
obtenidos, ya que no mostraron variaciones entre repeticiones y de bajo costo en relacion con
otras metodologias.

En la Figura 4 se observa el ensayo invitro de Fusarium sp, frente a los extractos etanolicos

de Lippia sp, en agar papa dextrosa, para la evaluacion del efecto inhibidor frente al fitopatogeno.

Figura 4. Ensayo in vitro Fusarium sp.

En el Cuadro 1 se observan los resultados del analisis de varianza para la evaluacion de
Fusarium sp., frente a los extractos de Lippia sp., bajo condiciones de laboratorio, observandose
que se detectan diferencias significativas para la interaccion tratamiento, tiempo y para la
interaccion tratamiento por repeticion.

El mecanismo de accion de estos compuestos ha sido ya discutido. De acuerdo a Conner
y Beuchat (1984), la accion antimicrobiana de los aceites esenciales se debe al deterioro de una
gran variedad de sistemas enzimaticos. Dichos sistemas incluyen a los involucrados en la

produccion de energia y en la sintesis de compuestos estructurales. Farag y col. (1998),
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mencionan que sus grupos hidroxifénolicos reaccionan formando enlaces puente de hidrogeno
con los sitios activos de ciertas enzimas. Nychas (1995) reporta que estos compuestos actian
sobre la membrana citoplasmatica de los microorganismos destruyendo su capacidad selectiva,
permitiendo con esto la salida de componentes intracelulares. Este hecho, aunado a la capacidad
de inactivar enzimas, podria explicar la actividad antimicrobiana de estos compuestos. En el
caso especifico de P. aeruginosa y S. aureus, el efecto antimicrobiano se atribuye al dano que
producen estos componentes sobre la integridad de la membrana celular, lo cual afecta
posteriormente la homeostasis del pH, asi como el equilibrio de los iones inorganicos (Lambert
y col, 2001).

De acuerdo a Smith-Palmer y col. (1998) y Velluti y col. (2004) el efecto in vivo de los
extractos de plantas aromaticas puede ser menor por que el contenido de agua es menor a
diferencia de los medios de cultivo (in vitro), los cuales tienen un mayor contenido de agua, lo
que favorece el efecto de los extractos etanolicos. En trabajos realizados por Bullerman y col.
(1977), Hitoko y col. (1980), Karapinar (1990), se muestra que la actividad antifangica estuvo
fuertemente asociada con fenoles monoterpenicos, especialmente el carvacrol y en menor
proporcion el timol y eugenol.

El analisis de varianza, registro diferencias altamente significativas para tratamiento y
tiempo (Cuadro 1). Para tiempo se realizo la comparacion de medias por Tukey (Cuadro 2),

observandose una disminucion gradual en el crecimiento del hongo, a medida que y transcurre

el tiempo.
Fuente de Grados de Libertad Suma de Cuadrados F Probabilidad »
Variacion (GL) Cuadrados Medios Calculada F
trat 5 50.945 33333 10.189 066 67 162.31 .0001**
rep 2 0.258 000 00 0.129 000 00 2.05 136 NS
tiem 4 27.019 33333 6.754 83333 107.6 .0001**
trat*rep 10 1.344 666 67 0.134 46667 214 .0325%
Error 68 4.268 666 67 0.6277451
CcV 16%

Cuadro 1. Analisis de Varianza para la evaluacion de Fusarium sp., frente a los extractos de Lippia sp., bajo
condiciones de laboratorio.
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Tukey Grouping Mean N tiem
A 253333 18 240
B 1.755 56 18 168
C 1.405 56 18 144
C 1.23333 18 120
D 0.938 89 18 72

Cuadro 2. Comparacion de medias del efecto del efecto de Lippia sp, en base al tiempo.

Para evaluar el efecto de los tratamientos se realizo una comparacion de medias por el
método de Tukey o= .05, donde muestra que el tratamiento con mayor promedio o media, fue el
testigo (1) con un valor de 2.953 33; diferente al tratamiento con Timol (2), con 1.853 33, el cual
fue estadisticamente igual al tratamiento con Carvacrol (3), con el mismo promedio 1.853 33,
seguidos del tratamiento de Rey 02 (6) el cual fue diferente, mostrando un promedio de 1.100 00,
estadisticamente igual al tratamiento de Rey 01 (5), con un promedio de 0.973 33, seguido del
que presento el menor crecimiento de Fusariumsp., frente al extracto de orégano mexicano; el cual
fue el tratamiento Viad 01 (4) 0.706 67, que fue estadisticamente diferente a todos los
tratamientos evaluados (Cuadro 3).

En cuanto a su efecto biocida, se observo que, asi como el aceite esencial de orégano
mexicano (L. berlandieri Schauer) inhibe considerablemente el desarrollo de F. oxysporum (Cueto-
Wong y col., 2010), nuestros resultados concuerdan con lo publicado por Daferera y col. (2003),
quienes demostraron la efectividad del aceite esencial de O.vulgare contra F solani.

En la figura 5 se aprecian los resultados de la respuesta de Eficiencia (%), la cual mide
respecto al testigo, la reduccion en el crecimiento de Fusarium sp, cuando se desarrolla en
presencia del extracto de Lippia graveolens; se observa una mayor eficiencia en el tratamiento de
Viad 01 con 80 % a las 72 h y el que demuestra una menor eficiencia es el tratamiento con Timol
absoluto con 33 %.

Por lo anterior, el extracto etandlico de Lippia graveolens podria ser una alternativa para el

control de Fusarium chlamydosporum, considerado como un agente causal de importantes micosis
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en seres humanos. Esto basado en que, el extracto de Lippia graveolens es un producto de origen

natural, lo que lo convierte en un producto seguro para humanos, animales y medio ambiente.

Tukey  Grouping Mean N
A 2.95333 15

B 1.85333 15

B 1.85333 15

C 1.10000 15

D C 0.97333 15

D 0.70667 15

trat

1

2

Cuadro 3. Comparacion de medias del efecto del efecto de Lippia graveolens, en la inhibicion del

crecimiento de F chlamidosporum.

Eficiencia del tratamiento

90.00

80.00

70.00

60.00
50.00

40.00

Porcentaje

30.00
20.00
10.00

0.00

Timol Carvacrol Viad 01 Rey 01
Muestras de Lippia sp.

Rey 02

m72h
m120h
m144h
m168 h
m240h

Figura 5. Se aprecian los resultados de la respuesta de Eficiencia (%)
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Conclusiones

Los extractos etanolicos de Lippia graveolens nativo del Norte de México tienen un efecto
antagonico en el crecimiento de Fusarium chlamidosporum, lo cual sugiere la posibilidad de uso de
estos agentes en contra de fitopatogenos que afectan cultivos agricolas. La identificacion del
fitopatogeno fue corroborada por secuenciacion usando ITS. La antibiosis de los extractos
sugiere que pueden ser empleados en el tratamiento de infecciones por F chlamidosporum en
humanos, sin efectos adversos ya que el orégano tiene amplio uso culinario y medicinal. Por otra
parte, esto puede visualizar el uso de los extractos como productos naturales, dandoles un valor

agregado y con futuro para la industria farmacéutica.
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