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RESUMEN

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc se caracteriza como agente causal de antrac-
nosis, importante enfermedad fungica de frutales tropicales. Existe informacion del efecto de
aceites esenciales sobre el control de enfermedades ftingicas. El objetivo de la presente investiga-
cién fue evaluar efectos fungicidas y fungistaticos de aceites esenciales de clavo, canela, tomillo
y limén contra C. gloeosporioides. Se aisld una cepa de frutos de guanabana con sintomas tipicos
de antracnosis y se identificé morfologica y molecularmente. Se generaron tres experimentos in
vitro: el primero probd 1, 2 y 3 por ciento de aceites esenciales de canela, tomillo, clavo y limén;
el segundo probo 0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 y 0.75 por ciento de aceites esenciales de canela, tomillo
y clavo; en ambos se evalud el crecimiento micelial del hongo en medio de cultivo sélido. Final-
mente, se gener6 una prueba de viabilidad de esporas basado en las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI,,). EI aceite esencial de limén no fue efectivo contra C. gloeosporioides; por su
parte, los aceites esenciales de canela y tomillo presentaron efecto fungicida a 0.1 por ciento
de concentracién con inhibicién de crecimiento en placa de 98.1 y 97.76 por ciento y reduccion de
esporas de 66.67 y 56.67 por ciento, respectivamente; el efecto fungistatico fue a 0.05 por ciento,
con reduccién de esporas de 50 por ciento; en tanto, el aceite esencial de clavo Gnicamente fue
fungistatico a partir 0.25 por ciento, con inhibicién del crecimiento en placa de 93.27 por ciento y
reduccion de esporas de 43.3 por ciento. Estos resultados muestran que los aceites esenciales de
canela y tomillo pueden ser utilizados para formular posibles fungicidas bioldgicos o en recubri-

mientos como tecnologia poscosecha.

PALABRAS CLAVE

Antracnosis, concentracion minima inhibitoria, fungicidas biologicos

ABSTRACT

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. and Sacc is characterised as the causal agent of an-
thracnose, an important fungal disease of tropical fruits. There is information about the effect of
essential oils about the control of fungal diseases. This research aims to evaluate the fungicidal
and fungistatic effects of clove, cinnamon, thyme, and lemon essential oils against C. gloeosporioi-
des. A strain was isolated from fruits of soursop with typical anthracnose symptoms, which was
morphologically and molecularly identified. Three in vitro experiments were generated: the first
tested 1, 2 and 3% of cinnamon, thyme, clove, and lemon essential oils; the second tested 0.01,
0.05, 0.1, 0.25, 0.5 and 0.75% of cinnamon, thyme and clove essential oils; in both experiments the

mycelial growth of the fungus was evaluated in solid culture medium. Finally, a spore viability
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test was generated based on the essential oil minimal inhibitory concentration (MIC,,). Lemon

essential oil was not effective against C. gloeosporioides; while cinnamon and thyme essential oils

showed fungicidal effect at concentration of 0.1%, with plate growth inhibition of 98.1 and 97.76%

and spore reduction of 66.67 and 56.67% respectively; the fungistatic effect was at 0.05%; with a

spore reduction of 50%; meanwhile the clove essential oil only was fungistatic effect beginning

with 0.25% with 93.27% inhibition of plaque growth and spore reduction of 43.3%. These results

show that cinnamon and thyme essential oils can be used to formulate potential biological fungi-

cides or in coatings as a postharvest technology.
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INTRODUCCION

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc. es
el agente causal de la antracnosis, la cual ataca a dife-
rentes frutales tropicales y subtropicales en México.
Este hongo es capaz de afectar diferentes drganos
de la planta, sobre todo los frutos, y se desarrolla en
diferentes etapas fenologicas, lo cual causa pérdidas
significativas en los cultivos, principalmente en papaya,
mango, guanabana, aguacate, entre otros (Gutiérrez-
Alonso et al. 2001; Tapia-Rodriguez et al. 2020). Es un
hongo de distribucién cosmopolita y predominante en
los tropicos y subtrdpicos (Landero-Valenzuela et al.
2016). Ademas, presenta un crecimiento lento in vitro y
tiene hifas septadas, cuyas dimensiones varian de 4 a 12
um de largo (Rodriguez-Lopez et al. 2008). El micelio
de este hongo es blanco cuando crece en papa dextrosa
agar (PDA), y toma una coloracién salmén con el paso
del tiempo, lo que indica el desarrollo de conidios que
son hialinos cilindricos obtusos en el apice, los cuales
miden de 9 a 24 um de largo y de 3 a 4.5 um de ancho
(Cano et al. 2004).

La antracnosis causa una pudricion negra en los
frutos y ataca a sus huéspedes en todas las etapas de
su desarrollo, principalmente, en los tejidos tiernos,
los cuales se momifican y caen (Andrades et al. 2009;
Tapia-Rodriguez et al. 2020). Los sintomas de esta enfer-
medad empiezan con pequefias manchas que aparecen
en cualquier parte de la epidermis de los frutos; estas
manchas, ligeramente hundidas con diametros de 2 a
3 mm, pueden desarrollarse independientes o aglome-
rarse formando podredumbres cafés a negras hasta de
10 cm de didametro (Cambero-Aydn et al. 2019). En gua-
nabana, las areas necroéticas son corchosas, las cuales
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eventualmente pueden presentar grietas y, cuando
se hace un corte para examinar la pulpa de esa area
necrotica, se observa una pudricién seca y oscura que
contrasta con la pulpa sana que es blanca y jugosa
(Hernandez-Fuentes et al. 2013).

Por otro lado, las plantas —en su evolucién—
han sido capaces de protegerse a si mismas de plagas
y enfermedades antes de que el hombre se involu-
crara activamente en su proteccion, pues han logrado
sintetizar una amplia variedad de metabolitos secun-
darios relacionados con algunos de sus mecanismos
de defensa (Hernandez et al. 2007; Miresmailli e Isman
2014). Estos metabolitos pueden encontrarse en los
aceites esenciales (Bakkali et al. 2008). La bioactividad
de los aceites esenciales se ha investigado con base
en sus efectos farmacoldgicos, y son obtenidos por
diferentes técnicas fisicoquimicas de tejidos vegetales
(Armas-Caballero et al. 2011).

Los aceites esenciales de cultivos frutales,
herbaceos, especias, entre otros, son los agentes anti-
microbianos de origen natural mas estudiados, entre
los cuales destacan la pimienta gorda (Pimenta dioica
(L.) Merr.), el orégano (Origanum vulgare L.), el tomillo
(Thymus vulgaris L.), el clavo (Syzygium aromaticum (L.)
Merr. & L.M. Perry), la canela (Cinnamomum verum J.
Presl) y el limon (Citrus x limon (L.) Osbeck), cuyos
principales constituyentes son el eugenol, el timol,
el carvacrol, el aldehido cindmico y el limoneno, res-
pectivamente (Armas-Caballero et al. 2011; Cerutti y
Neumayer 2004). Los principales constituyentes de
los aceites esenciales son los terpenos de bajo y medio
peso molecular, como los monoterpenos —los cuales
representan mas de 90 por ciento de la composicion de
los aceites—, los sesquiterpenos y, en menor medida,
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los diterpenos (Usano-Alemany et al. 2014). El cina-
maldehido es el principal metabolito (80% de aceite
esencial) del aceite esencial de canela (Benavides et
al. 2016; Mohammadi et al. 2015; Ramirez et al. 2016);
en el caso del aceite esencial de tomillo, su compo-
sicion es timol (~22.1-38.45%), [-pineno (~29%),
1,8-cineolo (~21.5%) y o-cimeno (~17.9%) (Bill et al.
2014; Coy y Acosta 2013; Zambonelli et al. 2004); la
composicion del aceite esencial de limon es limoneno
(~63%), B-pineno (~12%) y y-terpineno (~9%) (Cerutti
y Neumayer 2004; Perdones et al. 2012), y, final-
mente, el aceite esencial de clavo esta constituido por
eugenol (~83.6%), eugenil acetato (~11.6%) y cariofi-
leno (~4.2%) (Aguilar-Gonzalez y Lépez-Malo 2013;
Ramirez et al. 2016).

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue
evaluar el efecto fungicida y fungistatico de los aceites
esenciales de canela (C. verum), tomillo (T. vulgaris),
limén (Citrus x limon) y clavo (S. aromaticum) en contra
de C. gloeosporioides, mediante pruebas in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de la cepa C. gloeosporioides

Una cepa de C. gloeosporioides fue aislada de frutos
de guandbana (Annona muricata L.), provenientes de
huertas comerciales de Nayarit, México, con sintomas
tipicos de antracnosis. Para su aislamiento, se tomaron
piezas de 5 mm de tejido danado de la periferia del
area dafiada por antracnosis. Estas piezas se desinfec-
taron con hipoclorito de sodio a 5 por ciento por 90 s y
después fueron lavadas dos veces con agua destilada
estéril, dos minutos cada vez, y se pusieron a secar
sobre toallas de papel estériles hasta su uso. Se sem-
braron cuatro piezas de tejido desinfectado por caja
Petri con medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA,
Bioxon®, CDMX, México, 39 g L) en una campana de
flujo laminar. Las cajas Petri se mantuvieron en incu-
bacion a 24 °C hasta observar crecimientos miceliales
(aproximadamente quince dias) y se aplico la técnica
de punta de hifa para obtener cultivos puros del hongo,
los cuales fueron usados para la identificacion morfo-
logica y molecular.
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Identificacion morfoldgica de C. gloeosporioides

Sehizolaidentificacién cultural y morfolégica mediante
observacién de caracteristicas de micelio, coloracion
del mismo, forma y tamano de estructuras reproduc-
tivas (conidios), mediante preparaciones temporales y
con asistencia de un microscopio compuesto (Motic®
BA410, Richmond, Canada) y de los programas com-
putacionales Motic® Live Imaging Module y Motic®
Images Advanced 3.2. Para la identificacion a nivel de
especie se utilizaron las claves taxondémicas de Barnett
y Hunter (1972) y Bolafios y Leyva (2010). La identifica-
cion se llevé a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia
del Campo Experimental Bajio del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias,
ubicado en Celaya, Guanajuato.

Identificacion molecular de C. gloeosporioides

La identificacion molecular fue realizada mediante la
amplificaciény secuenciacion delaregionITS1-5.85-ITS2.
La extraccion del ADN de los cultivos puros se efectud
adaptando el protocolo de Lievens et al. (2003). Para
la amplificacion por PCR se utilizo el oligonucledtido
directoITS1-F(5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’)
(Gardes y Bruns 1993) y el oligonucledtido reverso
ITS4-R  (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White
et al. 1990). La mezcla de reaccion de PCR consistié en
25 ng de ADN templete, bafer de PCR 1x (SENNA®),
0.2 mM de cada dNTP, 0.5 uM del oligonucleétido
directo, 1.0 uM del oligonucleotido reverso y 1 U de Taq
Polimerasa de alta fidelidad (Taq plus DNA, SENNA®,
CDMX, México), en un volumen total de reaccion de
25 pL. La amplificacion se llevo a cabo en un termo-
ciclador T100™ (Bio-Rad® Berkeley, Estados Unidos)
con el siguiente programa: un ciclo 94 °C por 2 min, 35
ciclos de 94 °C por 45 s, 59 °C por 45 s, 72 °C por 90
s y un ciclo 72 °C por 10 min. Los productos de PCR
fueron purificados con el Kit Freeze ‘N Squeeze™ de
columnas de centrifugacion para extraccion de ADN
en gel (Bio-Rad®), siguiendo el protocolo del fabricante.
Los productos purificados fueron enviados para su
secuenciacién en el departamento de servicios geno-
micos del LANGEBIO-CINVESTAYV, Campus Irapuato,
usando el método Sanger. Las secuencias obtenidas se
compararon y alinearon con secuencias resguardadas
en la base de datos de secuencias de nucledtidos del
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National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(GeneBank database, Estados Unidos), utilizando Blast
nucleotide® como método de comparacion (NCBI 2015).

Inhibicion del crecimiento micelar por aceites
esenciales

Se probaron aceites esenciales de canela, tomillo, clavo
y limén para evaluar su efecto sobre el crecimiento
de C. gloeosporioides, todos ellos de la marca Piping
Rock®, una gama de aceites de Melaleuca Company
(Ronkonkoma, Nueva York, Estados Unidos). Para su
adicion al medio se esterilizaron con filtros de jeringa
Millipore (0.2 pm) dentro de una campana de flujo
laminar y se guardaron en botellas estériles.

Para evaluar la inhibiciéon del crecimiento del
micelio de C. gloeoesporioides se hicieron dos experi-
mentos: en el primero se evaluaron concentraciones
de 1, 2 y 3 por ciento de cada aceite esencial (canela,
tomillo, clavo y limén) para determinar la inhibicion
de C. gloeosporioides contrastado con un control (sin
aceite esencial). Siguiendo el protocolo utilizado por
Bosquez-Molina et al. (2010), se utilizé6 medio de cul-
tivo PDA (Bioxon® 39 g L"), en cajas Petri de 5 cm de
diametro, donde el pH del medio se ajustd a 4 con 1
por ciento de acido lactico y se anadio el aceite esencial
a las concentraciones sefialadas (v/v). Los aceites esté-
riles se afiadieron al medio PDA estéril dentro de una
campana de flujo laminar. Posteriormente, el medio fue
vertido en las cajas Petri previamente etiquetadas con el
correspondiente aceite esencial y concentraciéon, donde
cada tratamiento tuvo tres repeticiones. Una vez que el
medio solidifico, se inocul6 un fragmento de 0.75 cm?
del hongo, el cual fue puesto en el centro de la caja y
finalmente fueron incubadas a 25 °C por quince dias.

Una vez concluido el primero, se realizéd un
segundo experimento para determinar la concentra-
cion minima inhibitoria (CMIL;), de acuerdo con las
recomendaciones de Griffin et al. (2000), donde sdlo
se probaron los aceites esenciales de canela, tomillo
y clavo —debido a que tuvieron resultados positivos
en el primer experimento, menos el de limén—; aqui,
las concentraciones probadas fueron de 0.01, 0.05,
0.1, 0.25, 0.5 y 0.75 por ciento. Se repitié el mismo
procedimiento de preparacion usado en el primer
experimento, incluidas las tres repeticiones por
tratamiento.
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En ambos experimentos, la medicion del creci-
miento micelial se llevo a cabo cada tres dias en cada
una de las cajas Petri, con la finalidad de determinar
cudl aceite esencial y qué concentracion tenia el mas
alto porcentaje de inhibicion. Para las mediciones del
segundo experimento se tomaron fotografias, utili-
zando una camara Samsung (Smart Camera NX2000,
Suwon, Corea del Sur) y se uso el software Image Tool
v. 3.0 (Wilcox et al. 2002) para medir el area exacta de
crecimiento del micelio.

Evaluacion de la inhibicion de la germinacion de
esporas

Para obtener las esporas de C. gloeoesporioides, el hongo
se sembro en medio PDA e incub6 a 28 °C durante
siete dias para la aparicion de esporas, las cuales se
cosecharon mediante la adicion de 100 uL de una solu-
cion estéril de Tween® 80 (Tween®80 Surfact-Amps™,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos) a
0.5 por ciento para separarlas; posteriormente, las cajas
Petri se rasparon con ayuda de un asa estéril para recu-
perar las esporas, las cuales fueron colocadas en tubos
de 1.5 mL y se aforaron a 1.5mL con una solucion
estéril de Tween® 80 a 0.5 por ciento. La concentracién
de esporas fue determinada en una cdmara Neubauer
(esporas mL") a una concentracion inicial de 86 x 10*
esporas mL".

Para evaluar el desarrollo y germinacion de las
esporas se siguid el protocolo propuesto por Kefialew
y Ayalew (2008), donde se adicionaron 20 uL de la solu-
cidn inicial de esporas de C. gloeosporioides y 100 pL de
una solucion de Tween® 80 a 0.5 por ciento en un tubo
Eppendorf de 0.2 mL y a cada tubo se le agrego aceite
esencial (v/v) de acuerdo con su CMI; —tomando en
cuenta su CMI; y evaluando una concentracion por
debajo y otra por encima de su CMI,; de acuerdo con
el experimento para determinar este valor.

Para el caso de los aceites esenciales de tomillo y
canela se evaluaron las concentraciones de 0.01, 0.05
y 0.1 por ciento, mientras que para el aceite esencial
de clavo fueron de 0.25, 0.5 y 0.75 por ciento. El trata-
miento control fue sin adicionar ningtn aceite esencial.
Los tubos fueron incubados por 72 h y se evalu6 la
presencia de esporas con ayuda de una camara de
Neubauer, con la que se preciso la concentracion final
de esporas y de esporas germinadas, las cuales mos-
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traban la formacion de un tubo germinativo (Kefialew
y Ayalew 2008). Posteriormente, se determino la viabi-
lidad de las esporas de C. gloeosporioides al transferir 100
ul de cada tubo de los tratamientos de la solucién de
esporas con Tween 80 y el aceite esencial, asi como del
testigo a cajas Petri con medio PDA, donde estas cajas
se incubaron durante 15 dias y se evaluo el nimero de
colonias presentes.

Andlisis estadistico

Para los experimentos, los tratamientos fueron compa-
rados utilizando pruebas de Kruskal-Wallis, con la de
post hoc basada en Z a un nivel de significancia de P <
0.05 usando MS Excel®. Se decidié utilizar esta prueba
no paramétrica debido a que los datos de los experi-
mentos no cumplian con los supuestos estadisticos
para poder evaluarlos mediante métodos paramétricos
como el analisis de varianza, de acuerdo con recomen-
daciones de Nunez-Colin (2018).

REsuLTADOS

Identificacion morfologica

La cepa del hongo utilizada en el estudio en sus pri-
meros dias de crecimiento presenté un micelio blanco
semiesponjoso sin coloracion del medio de cultivo.
Conforme el hongo fue envejeciendo, el micelio cen-
tral se tornd mas plano y se observ¢ la presencia de
masas de color salmoén a naranja, donde se desarro-
llaron los conidios, y, en el envés, las cajas Petri con
el hongo presentaron una tonalidad salmén. Los
conidios fueron hialinos, ovalados, no septados, de
11.4-17.2 x 4.1-4.6 um. Las caracteristicas y tamafio
promedio de los conidios correspondieron con lo
reportado por Villanueva-Arce et al. (2008) para C.
gloesporioides.

Identificacién molecular
La secuencia obtenida mediante amplificacion por PCR
de la region ITS1-5.85-1TS2 para la cepa del hongo ais-

lado de frutos de guanabana (A. muricata) de huertas
comerciales de Nayarit generé un amplicon de 560 pb
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(Cuadro 1), y, mediante Blast nucleotide® (Altschul et
al. 1990), se comparo esta secuencia con las resguar-
dadas en el Genbank® (NCBI 2015), donde se obtuvo
98 por ciento de identidad con la accesion FJ455526.1
y 96 por ciento con las accesiones KP145432.1 y
FJ455528.1, todas ellas identificadas como C. gloeospo-
rioides (Cuadro 1), lo que corrobord la identidad de la
cepa utilizada, mediante la identificaciéon morfoldgica.

Inhibicion del crecimiento micelial de C.
gloeosporioides por aceites esenciales

Los aceites esenciales de tomillo, canela y clavo
inhibieron totalmente a C. gloesporoides en todas las
concentraciones evaluadas (1, 2 y 3%), mientras que
la adicion de aceite esencial de limén al medio de cul-
tivo no mostrd diferencias significativas (a0 = 0.05) en
la inhibicién del crecimiento micelial con respecto al
control (Figura 1) para todas las concentraciones eva-
luadas (1, 2 y 3%).

Con estos resultados se disefid el experimento

para probar las CMI,,, para lo cual se evaluaron con-

95/
centraciones menores a 1 por ciento de los aceites
esenciales de tomillo, canela y clavo; de igual manera,
se descarto al aceite esencial de limon al no ser efectivo
para inhibir C. gloeosporioides.

En el experimento para estimar la CMI se
encontrd que los aceites esenciales de tomillo y canela
a una concentracion de 0.05 por ciento mostraron una
inhibicién mayor a 95 por ciento del crecimiento de
C. gloeosporioides comparada con el control, mientras
que el aceite esencial de clavo mostr6 este nivel de
inhibicion hasta una concentracién de 0.5 por ciento
(Cuadro 2, Figura 2). El aceite esencial de clavo a
0.01 y 0.05 por ciento, asi como el de canela a una
concentraciéon de 0.01 por ciento no mostraron dife-
rencias significativas en el crecimiento (a = 0.05) con
respecto al control; por otro lado, el aceite esencial de
clavo a 0.1 por ciento y el de tomillo a 0.01 por ciento
mostraron diferencias significativas (a = 0.05) con los
tratamientos que mostraron una inhibiciéon mayor a
95 por ciento a C. gloeosporioides, asi como con el con-
trol (Cuadro 2). Por lo tanto, la CMI,, para el aceite
esencial de clavo se establecié en una concentracion
de 0.5 por ciento, mientras que la de los aceites esen-
ciales de canela y tomillo en una concentracién de
0.05 por ciento.
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Cuadro 1. Comparacion de la secuencia de la region ITS1-5.8S-ITS2 en la cepa aislada en guanabana con registros del
GenBank®.

Porcentaje de

Muestra Identificacion Secuencia p
homologia
aatgacgggcatcatacatgatccgaggtcacctttggaaaattggggggttitacggcaagagtcecctecg
gatcccagtgegagacgtaaagttactacgcaaaggaggcetcegggagggtecgecactacctttgaggg
Cepa o cctacatcagetgtagggecccaacaccaagcagagettgagggttgaaatgacgetcgaacaggeatgeceeg
islada d C. glOEOSPOVIOIdES caagaatgctggegggegeaatgtgegttcaaagattcgatgattcactgaattetgeaattcacattacttate N li
aisia ,a € (morfolégicamente) geatttcgetgegttcttcatcgatgecagaaccaagagatecgttgttaaaagttttgattatttgettgtaccact 0 aplica
guanabana cagaagaaacgtcgttaaatcagagtttggttatcctecggegggegecgacecgeecggaggegggaggecg

ggagggtcgeggagaccctaccegecgaageageaggggggaggtatgttcacaaagggttatatagegta
aactcattaatgatccctctgetgaatcaccaacggagaccttgaaac

tcttggtccaattagaggaagtaaaagtcgtaacaaggtctecgttggtgaaccageggagggatcattact
gagtttacgctctacaaccctttgtgaacatacctacaactgttgettcggegggtagggtctecgegacccteeeg
gecteecgecteegggegggteggegeecgecggaggataaccaaactetgatttaacgacgtttettetgagtgg
.. tacaagcaaataatcaaaacttttaacaacggatctcttggttctggcatcgatgaagaacgcagegaaatgegata o,
FJ455526.1 C. gloeosp orioides agtaatgtgaattgcagaattcagtgaatc§tcgaatcgtggaacgggcacaggcggccggccaggcagﬁgtggcgggcat 98%
gectgttegagegtcatttcaaccctcaagcetetgettggtgttggggecctacagecgatgtaggecctcaaagg
tagtggceggacccteccggagectectttgegtagtaactttacgtcetegeactgggatecggagggactcettgeceg
taaaaccccccaattttccaaaggtgacctcggatcagtagatceccacttg

tggaagtaaaaaatcgtaacaaggtctecgtiggtgaaccageggagggatcattactgagtttacgcetcta
caaccctttgtgaacatacctacaactgttgcttcggegggtagggtctecgegaccecteecggecteecgecte
cgggcgggteggegeccgecggaggataaccaaactetgatttaacgacgtttcttctgagtggtacaag
.. caaataatcaaaacttttaacaacggatctcttggttctggeatcgatgaagaacgcagcegaaatgegataagta o,
KP145432.1 C. gloeosp orioides atgtgaattgcagaattcagtgaagtgcatcgaa%cgtttggfcgca%at;ggcgcccg%:caggcgattctgggcggggcgtg 96%
cctgttcgagegtcatttcaaccctcaagcetetgettggtgttgggeccctacagecgatgtaggecctcaaagg
tagtggcggacccteccggagectectttgegtagtaactttacgtetegeactgggatccggagggactettge
cgtaaaaccccccaattttccaaaggtgaccteggatcagtagatecgtetgetcteatttttectttttaata

ttgaggaagtaaaagtcgtaacaaggtcteegttggtgaaccageggagggatcattactgagtttacgetctata
accctttgtgaacatacctacaactgttgettcggegggtagggtctecgtgaccecteeeggectecegeeccegg
gegggteggegeecgecggaggataaccaaactcetgatttaacgacgtttettectgagtggtacaagcaaata
.. atcaaaacttttaacaacggatctcttggttctggcatcgatgaagaacgcagegaaatgcgataagtaatgt 0,
FJ455528.1 C. gloeosp orioides gaattgcagaattcagtggagatcatcg?ftctttgggaacgfacagttgfgcccggcggagcattctgggcggg%atgc%t 96%
gttcgagegtcatttcaaccctcaagetetgettggtgttggggecctacagetgatgtaggecctcaaaggtagt
ggeggacccteeecggagectectttgegtagtaactttacgtctegeactgggatecggagggactcttgecgta
aaacccccaatttccaaaggtgaccteggatcaggtagatgececgat

Aceites esenciales
Lmén Clavo Canela Toillo

Figura 1. Efecto de los aceites esenciales de clavo, canela, tomillo y limén a diferentes concentraciones sobre el crecimiento micelial in vitro de C. gloeosporioides
aislada de frutos de guanabana de huertas comerciales de Nayarit, México.
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Cuadro 2. Comparacion del crecimiento radial del micelio de C. gloeosporioides y porcentaje de inhibicién con respecto al
control después de quince dias de la inoculacion para determinar CMIL,..

Tratamiento Concentracion (%) Crecimiento radial (cm?) Inhibicion (%)
Control 0 230 af 0dt
0.01 230 a 0od
0.05 204.65 ab 11.08 cd
0.1 167.25b 27.28 a
Aceite esencial de clavo
0.25 15.49d 93.27 a
0.5 5.83d 97.47 a
0.75 4.77 d 9793 a
0.01 183.18 ab 20.36 cd
0.05 42d 98.17 a
0.1 4.38d 98.1a
Aceite esencial de canela
0.25 51d 97.78 a
0.5 415d 98.2a
0.75 525d 97.72 a
0.01 76.97 ¢ 66.53 b
0.05 4.92d 97.86 a
0.1 5.16d 97.76 a
Aceite esencial de tomillo
0.25 543 d 97.64 a
0.5 5.07d 97.80 a
0.75 5.18d 97.75 a

1Valores acompaniados de la misma letra en la misma columna no presentan diferencias significativas mediante la prueba post hoc basada en Z de Kruskal-Wallis

(a=0.05).

Figura 2. Efecto de los aceites esenciales de canela (a =0.01% [v/v] y b=0.05%), tomillo (¢ =0.01% y d =0.05%) y clavo (e = 0.01%, f =0.05%, g =0.1%, h =0.25%,
i=10.5) con respecto a un control (j) para la determinacion de la CMI,; sobre el crecimiento micelial in vitro de C. glocosporioides aislada de frutos de guanabana de

huertas comerciales de Nayarit, México.
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Efecto de los aceites esenciales sobre la germinacion
de esporas de C. gloeosporioides

El conteo de esporas de C. gloeosporioides después de 72
h de contacto con los distintos tratamientos de aceites
esenciales fue significativamente menor (a = 0.05) a
medida que se incremento6 la concentracion de cada
aceite esencial con respecto al control, a excepcion de
la concentracién de 0.01 por ciento de aceite esencial de
tomillo (Cuadro 3). Los aceites esenciales de canela y
tomillo a concentracion de 0.1 por ciento mostraron el
efecto mas sobresaliente, con 56.67 y 66.67 por ciento de
reduccion del ntimero de esporas con respecto al con-
trol. Cabe destacar que sdlo el control mostrd esporas
germinadas (Cuadro 3).

Finalmente, luego de cultivar en cajas Petri con
medio PDA y sin aceite esencial todos los tratamientos
(incluyendo el control), se demostr6 que los aceites
esenciales de tomillo y canela tienen un efecto fungi-
cida a una concentracién de 0.1 por ciento, mientras
que las concentraciones mas bajas, asi como todas las
concentraciones probadas del aceite esencial de clavo
solo tuvieron efecto fungistatico, al poder desarrollarse
el hongo después de estar en contacto con el respectivo
aceite esencial (Figura 3).

DiscusioN

La identificacién morfoldgica y molecular de la cepa
aislada de frutos de guanabana de huertas comerciales

In vitro inhibitory effect against Colletotrichum gloeosporioides

de Nayarit, México, sugiere que se trata de C. gloeosr-
prioides; sin embargo, Weir et al. (2012) mencionan que
C. gloeosrprioides es un complejo de distintas especies
que pueden confundirse. En este sentido, aunque la
secuencia de la cepa utilizada en este trabajo da 98
por ciento de identidad con la accesién MS296048 del
Genbank® (NCBI, 2015), clasificada como C. fruticola,
Weir et al. (2012) mencionan que esta especie puede
generar falsos positivos con otras especies del com-
plejo utilizando la region ITS1-5.85-1TS2, mientras que
C. gloeosporioides no, lo que genera una certeza sobre la
identificacion utilizada en este trabajo.

Las pudriciones poscosecha y el incremento de la
vida de anaquel son dos de los factores que pueden
prevenirse y favorecerse, respectivamente, con técnicas
poscosecha; por ejemplo, usando aceites esenciales, los
cuales pueden resultar en beneficios econémicos en
las cadenas de suministro de alimentos vegetales
frescos (Sivakumar y Bautista-Bafios 2014). En estos
experimentos, los resultados muestran que es posible
la aplicacion de aceites esenciales como agentes de
control sobre el desarrollo de antracnosis en frutos,
por lo que el uso de los aceites esenciales de tomillo y
canela puede ser una alternativa, principalmente para
frutales tropicales, aplicado como un aditivo en recu-
brimientos, por ejemplo.

Ramirez et al. (2016) reportaron que los aceites
esenciales de clavo y canela inhibieron a C. gloeospo-
rioides a una concentracion de 0.1 por ciento, al igual
que Sukatta et al. (2008), los cuales mencionaron que

Cuadro 3. Numero de esporas y esporas germinadas después de 72 h de contacto con los aceites de canela, clavo y tomillo.

Reduccidon del numero  Numero de esporas

. .z 0, - 1
Tratamiento Concentracion (%) Numero de esporas uL de esporas (%) germinadas pL*
Control 0 750 al 0 20
0.25 425 cd 43.33 0
Aceite esencial de 05 412.5 bc 45 0
clavo
0.75 400 be 46.67 0
0.01 412.5 bed 45 0
Aceite esencial de 0.05 375 de 50 0
canela
0.1 250 f 66.67 0
0.01 437.5 ab 41.67 0
Acellte esencial de 0.05 375 de 50 0
tomillo
0.1 325 ef 56.67 0

1Valores acompaniados de la misma letra en la misma columna no presentan diferencias significativas mediante la prueba post hoc basada en Z de Kruskal-Wallis

(ac=0.05).
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Tomillo

Canela

Figura 3. Colonias de C. gloeosporioides con cinco dias de crecimiento de medio
de cultivo PDA, provenientes de esporas tratadas con aceites esenciales de
tomillo y canela a 0.01, 0.05 y 0.1 por ciento y clavo a 0.25, 0.5 y 0.75 por ciento.

el aceite esencial de canela a una CMI de 200 ppm
y el aceite esencial de clavo a una CMI de 400 ppm
inhibieron por completo el crecimiento de este hongo.
Bosquez-Molina et al. (2010) sefialaron la inhibicién
de C. gloeosporioides en 100 por ciento mediante el uso
de aceite esencial de tomillo a 0.15 por ciento. Estos
mismos autores reportaron éxito en la inhibicion de
este patogeno usando aceite esencial de limon; no obs-
tante, ellos utilizaron una especie diferente, ya que su
aceite esencial fue de Citrus aurantifolia Swingle y no de
Citrus x limon.

En otro sentido, en un ensayo in vitro, Hong et al.
(2015) reportaron inhibicién total de C. gloeosporioides
usando 2 pL de aceite de canela en 80 pL de solucién
en concentraciones de conidios de 16,000 conidios pL™".
Mientras que Correa-Pacheco et al. (2017) demostraron
que el desarrollo de esporas, asi como la esporula-
cion de C. gloeosporioides fue completamente inhibido
usando aceite esencial de tomillo en concentraciones a
partir de 1 por ciento.

Los efectos inhibitorios de los aceites esenciales de
clavo, tomillo y canela contra C. gloeosporioides, tanto
fungistaticos como fungicidas, puede ser atribuido
al efecto de sus principales componentes activos. Por
ejemplo, el aceite esencial de clavo tiene como principal
compuesto activo al eugenol, el cual ha demostrado

Morales-Chivez et al.

actividad antimicrobiana debido a la presencia de un
nucleo aromatico ligado a un grupo hidroxilo (-OH),
es decir, compuestos fendlicos, conocidos por ser
reactivos y poder formar puentes de hidrégeno con
grupos sulfhidrilos (-SH) presentes en sitios activos
de enzimas, lo que provoca su inhibicion (Bullerman
et al. 1977; Sukatta et al. 2008); esto explicaria el efecto
fungistatico y no fungicida reportado en el presente
trabajo.

En contraste, el principal compuesto activo en el
aceite esencial de la canela es el cinamaldehido, que
contiene un grupo aldehido (-COH) y un doble enlace
conjugado por fuera de su anillo de benceno; este com-
puesto posee una actividad antifungica debido al
control de la sintesis de 3-(1,3)-glucano y quitina tanto
enlevaduras como en hongos (Sukatta et al. 2008; Wang
et al. 2005), lo que explica el efecto fungicida obser-
vado en el presente trabajo contra C. gloeosporioides.
Asimismo, el principal componente activo del aceite
esencial de tomillo es el timol, el cual presenta un com-
puesto fendlico en su estructura y se le atribuye una
actividad antifiingica al incrementar la vacuolizaciéon
del citoplasma, la acumulacién de cuerpos lipidicos,
ondulaciones de la plasmalema y alteraciones de la
mitocondria y el reticulo endoplasmatico (Zambonelli
et al. 2004), lo que explicaria el efecto fungicida encon-
trado en este trabajo.

CONCLUSIONES

El aceite esencial de clavo mostrd actividad fungistatica
inhibiendo la produccién de esporas y el crecimiento
micelial de C. gloeosporioides a una CMI,, de 0.5 por
ciento, y no mostro actividad fungicida en los ensayos.
Los aceites esenciales de canela y tomillo presentaron
un efecto fungicida y fungistatico a una CMI,; de 0.1
por ciento y con CMI; de 0.05 por ciento se observd
solo el efecto fungistatico. Los aceites de canela y
tomillo pueden ser usados en recubrimientos de frutos
que son atacados por C. gloeosporioides para controlar
la pérdida de poscosecha causada por la antracnosis o
en la formulacion de posibles fungicidas biolégicos. El
aceite esencial de limoén no fue efectivo para inhibir C.
gloeosporioides.
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