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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de aceite esencial de Pirul (Schinus
molle), sobre el desarrollo in vitro de los hongos Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus y
Cladosporium cladosporioides Se determinaron las dosis inhibitorias 50 (DI50) y dosis minimas
inhibitorias (DMI) del aceite esencial de Pirul (Schinus molle) con los valores del didmetro de las
colonias a las 96 horas, se calculé el porcentaje de inhibicién de crecimiento radial a partir de la
evaluacion del crecimiento de los hongos en concentraciones de 0, 10, 100, 250, 500 y 1000
ppm. Después con la DI50 del aceite esencial de Pirul obtenidas se evalu6 el efecto sobre
germinacion de esporas en los hongos con mayor inhibicion a menores concentraciones de
aceite esencial. Las DI50 con aceite esencial de Pirul obtenidas fueron: 3, 649.87 pL/mL,

340.76 pL/mL y 550.91 puL/mL para A. niger, A. parasiticus y C. cladosporioides,
respectivamente. Las DMI con aceite esencial de Pirul obtenidas fueron: 7, 551,063.18 pL/mL,
108, 686, 970.89 uL/mL y 40, 542.89 uL/mL para A. niger, A. parasiticus y C. cladosporioides,

respectivamente. En germinacion de esporas no se observo efecto significativo en las DI50.
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INTRODUCCION

Los hongos son considerados organismos mas desarrollados que las bacterias, son estructuras
normalmente pluricelulares con un metabolismo complejo. Colonizan materiales de naturaleza
organica, inorgénica y tienen un papel importante en procesos de biodeterioro. Se transportan
por medio de aire, agua, suelo y podrian transmitirse por medio de contacto con personas y
animales. La exposicién a hongos productores de toxinas puede afectar tanto la salud humana
como la de otros organismos vivos y el ecosistema (Borrego, 2012; Gonzalez y col., 2010).

En la sociedad destacan algunos géneros; como es el caso de Aspergillus debido a la
capacidad que presentan algunas especies para producir deterioro y contaminacion de
sustratos alimentarios, asi como la sintesis de micotoxinas las cuales representan un riesgo
para la salud al ser producidas en alimentos destinados a consumo humano. Por otra parte el
género Cladosporium tiene esporas que se transportan facilmente y pueden viajar grandes
distancias ya que se encuentran y se transportan a través de particulas de polvo. Muchas de las
especies pertenecientes a este género son consideradas patégenas en plantas o saprofiticas,
son organismos principalmente oportunistas en plantas de infeccibn secundaria, algunas
producen cladosporiosis y otras se asocian con infecciones cutdneas, oculares y nasales
(Borrego, 2012; Gonzélez y col., 2010).

Muchas especies botanicas muestran una accién reguladora sobre un gran nimero de
plagas y enfermedades. Este efecto se le ha atribuido a la presencia de un grupo de metabolitos
secundarios en las diferentes partes de las plantas que les confieren una proteccion natural; por
ello se estudia la posibilidad de que sean utilizados en el manejo integrado de plagas y
enfermedades. Se sabe que el uso de aceites esenciales sobre los hongos puede afectar las
diferentes etapas de desarrollo del hongo, como la germinacion de esporas, desarrollo del
micelio y la esporulacién (Rodriguez y col., 2000).

Una de las plantas que actualmente ha sido motivo de investigacién, es el arbol de Pirul
(Schinus molle). Siendo esta una planta originaria de Sudamérica, también se puede encontrar

en climas calido, semiéarido y templado. Se dice que fue introducido a México en la época
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colonial y su distribucion se reporta en varios estados, entre los que se encuentra Sonora. Tiene
flores diminutas y produce frutos parecidos a la pimienta por lo que comUnmente se le llama
también pimienta rosa y es usada como sustituto de pimienta. En investigaciones recientes se
sabe que especies del género Schinus, son utilizadas como base de hierbas tradicionales en
medicamentos debido a que su composicidbn quimica tiene metabolitos secundarios con
actividad antifungica, analgésica, antioxidante, antitumoral, entre otras. (L6pez-Meneses, 2015;
Murray y col., 2012).

Actualmente existen diferentes alternativas de uso de esta planta entre las que destaca,
los aceites esenciales obtenidos de algunas de sus partes. Por lo que en este estudio se
plantea el uso de aceite esencial del arbol de Pirul (Schinus molle), como posible control contra

hongos fitopatdégenos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del aceite esencial de Pirul (Schinus molle), sobre el desarrollo in vitro de

Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus y Cladosporium cladosporioides.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Producir aceite esencial de Pirul (Schinus molle) con la técnica de Hidrodestilacion.

« Determinar las dosis minimas inhibitorias y dosis inhibitorias 50 del aceite esencial de
Pirul (Schinus molle) sobre el crecimiento radial de Aspergillus niger, Aspergillus
parasiticus y Cladosporium cladosporioides a partir de la técnica de crecimiento radial.

« Estimar el efecto de la dosis inhibitorias 50 sobre los hongos que presenten mayor

efecto inhibitorio a menor concentracion.
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REVISION DE LA LITERATURA

Generalidades de Hongos

Los hongos se definen como organismos eucariotes heterétrofos, con micelio caracteristico y se
nutren por absorcidn, aunque con sSus variantes en caracteristicas son organismos poco
comunes con una amplia categoria. Son eucariotes y se diferencia de las bacterias que son
procariotas, porque tienen nucleos y organelos que estan rodeados por una membrana. Son
comunmente filamentosos, los cuales reciben el nombre de hifas y se encuentran rodeados por
una pared, que en la mayoria de los hongos tiene como componente principal quitina. Las hifas
crecen solo en sus extremos, es por esto que los hongos tienen un crecimiento apical, estas se
ramifican continuamente detrds de los &pices y dan como resultado una red de hifas que
reciben el nombre de micelio (Deacon, 1993).

Los hongos requieren de materia organica preformada para utilizarla como fuente de
energia, es decir son heterotrofos (quimioorganétrofos) y también requieren de carbono para
llevar a cabo la sintesis de estructuras celulares. Estos organismos absorben los nutrientes
simples y solubles que obtienen por la degradacion de polimeros complejos con enzimas
extracelulares que liberan al medio, debido a que la pared celular de los hongos es muy rigida y
no permite que fagociten el alimento. Se reproducen de forma sexual y asexual, en ambos
casos forman esporas como resultado final. Aunque las esporas varian en tamafio y forma, se
diferencian de las semillas de las plantas porque las esporas no tienen un embrién preformado
(Deacon, 1993).

Los organismos heterétrofos son dependientes de los autétrofos para obtener su
energia, como las plantas verdes y en el caso de los hongos estas constituyen su fuente de
carbono. Los hongos se alimentan directamente de otros organismos (hospedero) por lo que se
les llama parésitos y aunque también pueden alimentarse de materia organica muerta se les
denomina como saprofito (saprotrofo) ambas, son actividades propias de los hongos (Deacon,
1993).

Clasificacién de hongos

Los hongos se pueden clasificar primeramente en hongos con pared celular (Eumycota) y los
gue carecen de pared celular (Myxomycota), después se divide a los hongos verdaderos, los

gue tienen pared celular en los cinco grupos principales: 1) Mastigomycotina, 2) Zygomycotina,
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3) Ascomycotina, 4) Basidiomycotina y 5) Deuteromycotina. A continuacion en la tabla 1 se
hace una descripcion mas detallada sobre las clases mas importantes de hongos.

Los hongos clasificados en el grupo cuatro, llamados Deuteromycotina son los que
tienen importancia en esta investigacion pues en este grupo se encuentran los hongos
Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus y Cladosporium cladosporioides, organismos objeto de

esta investigacion.

Tabla 1. Clasificacion general de las clases mas importantes de hongos.

Myxomycota (organismos sin pared celular) 1) Acrasiomycetes (mohos mucilaginosos celulares). Organismos
amiboides que se agrupan para formar un cuerpo fructifero
parecido a un hongo.

2) Hydromyxoycetes (mohos mucilaginosos reticulares). Células
fusiformes que se mueven dentro de una red tubular de
polisacaridos extracelulares.

3) Myxomycetes (mohos mucilaginosos verdaderos). Masa
protoplasmica multinucleada (plasmodio) que fagocita particulas
aimenticias.

4) Plasmodiophoromycetes (mohos mucilaginosos endoparasitos).
Pequefios plasmodios parasitos de algas, hongos y plantas

superiores.

Eumycota (hongos verdaderos con pared celular) 1) Mastigomycotina. Producen esporas asexuales flageladas
(zoosporas).
a) Chytridiomycetes

b) Oomycetes

2) Zygomicotina. Por lo general miceliales, cenociticos; las
esporas asexuales no moviles se forman en un esporangio.
a) Zygomicetes

b) Trichomycetes

3) Ascomycotina. Micelio septado o levaduras, las esporas
asexuales no se forman en un esporangio, las esporas sexuales
se forman en un asca.

a) Hemiascomycetes

b)Euascomycetes

4) Deuteromycotina. Micelio ceptada o levaduras; esporas
asexuales como en los Ascomycotina; no hay reproduccién sexual,
es rara o se desconoce.

a) Blastomycetes

b) Hyphomyccetes

c) Coelomycetes

5) Basidiomycotina. Micelio septado o levaduras; esporas
asexuales ausentes o como en los Ascomycotina; las esporas

sexuales se forman en un basidio.

a) Teliomycetes
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b) Hymenomycetes

c) Gasteromycetes

(Tabla adaptada de Deacon, 1993).

Los hongos Deuteromycotina. Son conocidos como hongos imperfectos, se
caracterizan principalmente por presentar un micelio con septos simples, algunos se desarrollan
como levaduras, mientras que otros presentan alternancia entre las fases de micelio y levadura.
Son organismos haploides y su pared celular se compone de quitina y glucanos. Algunos
ejemplos de estos hongos son: Alternaria, Aspergillus, Aerobasidium, Cladosporium,
Geotrichum, Humicola, Penicillium, Phialophora, Gloeosporium, Pesotum, Phomopsis (Deacon,
1993).

Infecciones causadas por hongos

Millones de personas en todo el mundo estan afectadas por infecciones flungicas superficiales,
gue son las enfermedades mas comunes de la piel. Estas infecciones, se producen tanto en
personas sanas e inmunodeprimidos, son causadas principalmente por dermatofitos. El
aumento de consecuencias sociales y de salud causadas por dermatofitos significa que hay un
constante esfuerzo por desarrollar agentes antifungicos naturales seguros y nuevos para curar
los trastornos fungicos humanos causados por dermatofitos (Tabassum y Vidyasagas, 2013).
Muchas enfermedades de la piel tales como la tifia son causadas por dermatofitos
existentes en las zonas tropicales y semitropicales. En general, estos hongos viven en la capa
superior de las células muertas de la piel y en las zonas humedas del cuerpo y causan
solamente una irritacibn menor. Otros tipos de infecciones por hongos podrian ser mas graves,
debido a que pueden penetrar en las células y causar picor, hinchazén y formacion de ampollas.
Entre los géneros que podrian causar infecciones o intoxicaciones por los metabolitos que
producen se encuentran Candida, Alnternaria, Aspergillus, Cladosporium y Fusarium entre otros

(Tabassum y Vidyasagas, 2013).

Género Aspergillus

Los miembros del género Aspergillus son hongos filamentosos hialino, saprofito, pertenece al
filo Ascomycota. Esta formado por hifas hialinas septadas y puede tener reproduccion asexual,

con formacion de conidios y sexual, ademas forman ascosporas dentro de ascas. Las especies
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de este género suele diferenciarse en base al tamafio, tasa de crecimiento, textura;
aterciopelada, granular, algodonosa, y también por el color de la colonia, esta coloracion
aparece por lo regular en todas las estructuras aéreas, en el micelio y en las cabezas
conidiales. Aunado a ello, es termo tolerante por lo que puede vivir entre los 12 y 57°C, las
esporas pueden sobrevivir a 70°C. Aspergillus se encuentran en cualquier lugar en la tierra.
Hasta la fecha, mas de 185 especies de Aspergillus han sido identificadas, de las cuales 20 han
sido descritas como causantes de infecciones nocivas en los seres humanos, animales y
plantas (BDATAIO, 2012; Tian y col., 2012).

Los hongos pertenecientes al género Aspergillus se multiplican de forma muy répida
sobre vegetales almacenados o en descomposicion, en algunas frutas, cereales y semillas.
Tienen un rango muy amplio de desarrollo en condiciones diversas de temperatura, humedad y
aerobiosis, contaminando asi muchos sustratos. Una de las caracteristicas més relevantes de
ciertos hongos del género Aspergillus es la capacidad que tienen de producir micotoxinas, entre
las que resaltan por su importancia las aflatoxinas y ocratoxina. Algunas especies tienen hifas
septadas y producen esporas asexuales de color negro en conidias. Muchas especies son

xerofilicas (amantes de la resequedad) (Bibek y Bhunia, 2008; Gonzalez y col., 2010).

Figura 1. Morfologia microscopica de Aspergillus, se
observan esporas, micelio caracteristicos del género.
Fuente: BDATAIO, 2012.
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El mecanismo de transmisién de Aspergillus es principalmente por medio de las esporas
0 conidios, los cuales estan presentes en el ambiente en forma de bioaerosoles y entran al
organismo por la via respiratoria, también se transmite por la contaminacion de heridas y la
intoxicacion por ingerir alimentos contaminados. A pesar de que la Aspergilosis invasiva es
poco comun en personas inmunocompetentes, contribuye a la tasa de morbilidad y mortalidad
en los pacientes inmunodeprimidos. Cerca de 4,5 millones de personas se ven afectadas por
cantidades incontroladas de aflatoxinas en los paises en desarrollo; aflatoxicosis ocupa el sexto
lugar entre los 10 riesgos para la salud mas importantes. Las especies de hongos del género
Aspergillus han sido consideradas como los principales patégenos de plantas en todo el mundo.
Siendo A. parasiticus un hongo de importancia agricola por la contaminacion con micotoxinas y
A. niger como un hongo deteriorativo de los alimentos y también productor de toxinas.
(Tabassum y Vidyasagas, 2013; Tian y col., 2012).

Teniendo en cuenta el impacto de las especies de Aspergillus en los cultivos, parece ser
altamente deseable aplicar estrategias para prevenir su crecimiento, asi como para eliminar o

reducir su presencia en productos alimenticios (Pizzolitto y col., 2015).

Aspergillus niger. Las colonias de Aspergillus niger son de color negro y la coloracion
aparece en toda la estructura aérea, tanto en el micelio como en las cabezas conidiales. Se
sabe que A. niger produce la micotdxica Ocratoxina A, la cual tiene efecto Nefrotdxico en el
organismo, y es también considerada como una sustancia carcinogénica de clasificacion IARC:

Grupo 2B, posiblemente carcinogénico en humanos (BDATAIO, 2012).

Aspergillus parasiticus. A. parasiticus es una de las principales especies productoras
de aflatoxinas, Hepatotoxica e Inmunotoxica, causantes de enfermedades agudas y cronicas.
Produce la aflatoxina B1, la cual es considerada como metabolitos secundario carcinogénico

(Reglamento comisiéon Europea, 2006).

Género Cladosporium

Los hongos del género Cladosporium son considerados de los hongos ambientales mas
comunmente aislados en todo el mundo. Cladosporium se encuentran entre las especies mas
frecuentes, tanto en ambientes exteriores e interiores.

El género comprende mas de 40 especies nombradas oficialmente y 180 cepas no

identificadas registradas en el banco de datos internacional Universal Resource Protein. Poseen
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ramoconidios con o sin septos. La célula conididgena es poliblastica, generalmente integrada y
simpodial que da lugar a conidios, los cuales generalmente quedan en cadenas acrépetas, 0 a
veces se presentan solitarios. Pueden ser de forma variada (elipsoidales, limoniformes,
oblongos, esféricos, subesféricos, fusiformes), con una cicatriz en la base y pueden ser
unicelulares o poseer 1-3 septos transversales; poseen pared lisa, verrugosa 0 equinada,

hialina a pigmentada, de color olivAceo a marron obscuro. (Quebéc, 2016).

-
-
¥
.

Figura 2. Cladosporium spp en forma microscOpicamente
presenta hifas finas, septadas, ramificadas de color
hialino a marrén, sostenidas por cadenas ramificadas de
conidios cilindricos.

Fuente: BDATAIO, 2014.

Las colonias de Cladosporium son de crecimiento lento, de piel de ante-marron
negruzco, pero también a veces gris 0 marron, polvo similar a la gamuza, siendo a menudo
debido a la abundante produccién de conidios, tienen un tamafio aproximado de 3-7 x 2-4
micras. Los hongos del género Cladosporium son capaces de crecer en un amplio rango de
temperaturas, desde -6 hasta 28°C, algunas especies pueden soportar niveles de sequedad,
ligeramente xerofilas, tiene actividad de agua elevada. La mayoria de las especies de
Cladosporium se consideran alérgenos importantes, dado que las esporas y fragmentos de

hifas pueden provocar estados alérgicos del Tipo | caracteristica por presentar asma y fiebre y
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del Tipo Il que consiste en neumonia por hipersensibilidad, por lo que se dice que
aproximadamente un 10% de la poblacion resulta sensible a este género de hongos (Borrego,
2012).

Cladosporium cladosporioides. C. cladosporioides es considerado un xerofilo,
xerotolerante sino también sicrofilico, por su capacidad de crecer a temperaturas de
congelacion; puede crecer a un ritmo mas lento a temperaturas entre -10 ° C y -3 ° C (Quebéc,
2016).

Figura 3. Morfologia microscépica de
Cladosporium cladosporioides: conidios que
generalmente quedan en cadenas acropetas,
con una coloracion marrén.
Fuente: The Atrium, 2013.

Micotoxinas

Los hongos son capaces de producir mas de una micotoxina, algunas de ellas son producidas
por mas de una especie de hongos. Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos
producidos por hongos filamentosos que pueden contaminar los cultivos y alimentos. El primer
paso importante en el control del hongo y la contaminacion por micotoxinas en alimentos es el
control de ellos en las materias primas de las que se prepara los alimentos con el fin de prevenir

la aparicion de micotoxicosis y para minimizar los riesgos para la salud humana. Sin embargo,
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aun no se ha establecido la incidencia y la importancia relativa de estas diferentes micotoxinas
en animales y humanos (Calvet y col., 2015).

La producciéon de estos compuestos toxicos esta influenciada por varios factores, tales
como humedad, temperatura, composicién del sustrato, actividad de agua, pH y cepa fungica
(Dachery y coal., 2015).

Hay una preocupacion creciente acerca de la presencia de micotoxinas en los alimentos,
ya que hasta el 25% de los cereales y alimentos hechos a base de cereales estan
contaminados con estos compuestos. Por otra parte, el publico en general estd en contra del
uso de conservantes sintéticos en los alimentos y el uso de antimicrobianos naturales en los

alimentos es una tendencia actual (Nazareth y col., 2016).

Aflatoxinas. Entre las micotoxinas, las aflatoxinas son metabolitos secundarios, cuya
estructura quimica es heterociclica, pertenecientes al grupo de las bisfurano cumarinas.
Poseen toxicidad aguda y cronica, asi como efectos mutagénicos y carcinogénicos en animales
y el hombre. Estas sustancias téxicas son particularmente importantes por causar graves
problemas de salud después de la exposicion a la alimentacién humana y animal infectado. Las
aflatoxinas son producidas por cepas de Aspergillus flavus, A. parasiticus y A. nomius, que a
menudo pueden crecer en los alimentos almacenados (Calvet y col., 2015).

Estudios han mostrado que consiste en dos subgrupos (I y Il). La mayoria de las cepas
del grupo | producen aflatoxina B, y la mayoria de las cepas del grupo Il producen tanto la
aflatoxina B y aflatoxina G. Investigaciones demuestran que la aflatoxina B1 es la més tdxica de
las aflatoxinas y es un carcin6geno potente de higado. La evidencia sustancial también indica
gue la exposicion a bajos niveles de aflatoxinas puede suprimir el sistema inmune y aumentar la
susceptibilidad a las enfermedades. La aflatoxina B1 es el mas téxico para los mamiferos e
induce la lesién de las células, la liberacion de radicales libres y la peroxidacion lipidica, se
metaboliza por el higado a través del sistema enzimatico del citocromo P450 para generar el
principal metabolito carcinogénico AFB1-8,9-epoxido u otras formas menos mutagénicas (Calvet
y col., 2015; Ferreiray col., 2013).

Ocratoxina. La ocratoxina A (OTA) es una micotoxina con propiedades nefrotoxicos,
genotoéxicos, teratogénicos y carcinogénicos. La Agencia Internacional para la Investigacion
sobre el Cancer (IARC) ha clasificado la OTA en el grupo Il B, es decir, como un posible

carcindgeno para los humanos. Dos secciones de Aspergillus son conocidos como productores
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de OTA; Circumdati: grupo al que pertenece A. ochraceus y Nigri: grupo en el que se clasifican
A. carbonarius y A. niger (IARC, 1993; Dachery y col., 2015).

A pesar de los esfuerzos para controlar la contaminacién por hongos, dichos hongos
toxigénicos son ubicuos en la naturaleza y se producen a nivel mundial en el suministro de
alimentos debido a la infestacion de hongos de los productos agricolas sensibles, tales como
granos de cereales, frutos secos y frutas. Los hongos naturales asociados a los alimentos esta
dominada por las especies Aspergillus, Fusarium y Penicillium (Ferreira y col., 2013).

Varios estudios revelan el uso de aceites esenciales como alternativa a las drogas de
sintesis, estos burlan el aumento de la resistencia de algunos patégenos. Ademas, no sélo se
podrian utilizar para la terapia de enfermedades infecciosas, sino también como conservantes
en la industria alimentaria. Una posibilidad adicional es, entre otros, la aplicacion de los aceites
esenciales en productos para la piel con el fin de tratar o evitar infecciones dérmicas (Lang y
Buchbauer, 2012).

Aceites esenciales extraidos de plantas

Los aceites esenciales son sustancias de base lipidica y se encuentran practicamente en todas
las plantas, estos lipidos son muy numerosos, se distribuyen en las distintas partes de la planta
como son las raices, tallos, hojas, flores y frutos. La cantidad de lipidos presentes en los aceites
esenciales depende de la materia prima y el disolvente usado en la extraccion. Actualmente se
conocen alrededor de 3,000 aceites esenciales de los cuales 300 son de gran importancia
comercial para la industria farmacéutica, cosmética y perfumeria. El estudio de aceites
esenciales se ha enfocado en la evaluacion de la actividad antimicrobiana, si actian como
agentes antioxidantes o si tienen algun aporte nutrimental (Castafieda y col., 2007; Peredo y
col., 2009).

Hay tres tipos de aceites esenciales: naturales, artificiales y sintéticos, los naturales se
obtienen directamente de la planta y no sufren modificaciones fisicas y quimicas posteriores.
Cada planta puede tener hasta mas de 60 componentes y de todos estos varios pueden tener
propiedades antifingicas, no se sabe si la mayoria de las plantas han desarrollado metabolitos
antifingicos o si es una propiedad solo para determinadas especies y familias. En los afios 90
se conocian cerca de 400 plantas de 60 familias con propiedad antifingica, contra alrededor de
140 hongos y la lista de plantas con esta propiedad ha ido en aumento conforme el paso de los

afos (Castafieda y col., 2007; Chemat y col., 2012; Espinoza-Solis, 2014).
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Los aceites esenciales pueden ser una alternativa a los agentes de control quimicos
comunes porque constituyen una fuente rica de compuestos bioactivos. Varios autores han
demostrado la actividad antifungica de extractos de plantas y su capacidad para inhibir la
producciéon de micotoxinas. Ademas, se han intentado dilucidar el efecto de los productos
guimicos bioactivos sobre el crecimiento y las caracteristicas morfolégicas de hongos (Ferreira
y col., 2013; Shukla, 2013).

Los aceites esenciales y extractos de plantas han sido conocidos y utilizados en todo el
mundo para el tratamiento de muchas enfermedades, incluyendo enfermedades de la piel, y
tienen efectos secundarios menos nocivos que los farmacos sintéticos correspondientes. En
general, los aceites esenciales y extractos derivados de plantas se consideran como
compuestos no toxicos y potencialmente eficaces contra varios microorganismos incluyendo
muchos hongos patégenos. Por lo tanto, se pueden utilizar como una terapia natural para
inhibir hongos patégenos que causan infecciones superficiales. En los Ultimos afios, se han
generado interés en el desarrollo de agentes antifiingicos mas seguros a partir de productos
naturales de plantas tales como, aceites esenciales y extractos para controlar las enfermedades

fungicas (Tabassum y Vidyasagas, 2013; Panek y col., 2014).

Composicién de los aceites esenciales

Los componentes de los aceites esenciales varian dependiendo de las diferentes partes o parte
de la planta que son usadas en la extraccion. Se le atribuye el efecto antimicrobiano a los
compuestos volatiles y se ha comprobado que estos compuestos de los aceites esenciales
provienen de un grupo de terpenos, sesquiterpenos y probablemente diterpenos, se conoce que
estos presentan diferentes grupos de hidrocarburos, acidos, alcoholes, aldehidos, esteres y
cetonas. En la tabla 2 se describen algunos de los componentes volatiles de aceites esenciales,

asi como sus grupos funcionales (Reyes y col., 2012; Shukla, 2013).

Tabla 2. Principales componentes volatiles y el grupo funcional al que pertenecen.

Grupo quimico funcional Componentes
Fenoles Carvacrol
Eugenol
Timol
Aldehidos Citral

23



Citronela
Benzaldehido
Perilaldehido

Cinamaldehido

Alcoholes Terpenos
Borneol
Mentol
Geraniol
Linalol

Feniletanol

Alcoholes sesquiterpenos Farnecol
Cedrol

Cetonas Alcanfor
Carvona

a-tujona

Esteres Acetato de linalilo
Salicilato de metilo
Etil acetato

Anetol

Esteres y Oxidos Metil timol
Anetol

Cineol

Hidrocarburos Careno
B-cariofileno
a-pineno

Limonero

(Reyes y col., 2012)

Propiedades fisicas de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se caracterizan por sus propiedades fisicas como lo son la densidad,
viscosidad, indice de refraccién y actividad 6ptica. La mayoria de los aceites esenciales tienen

una densidad menor a la del agua y el indice de refraccién es considerada una propiedad
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caracteristica de cada aceite esencial y puede cambiar si es diluida o mezclada con otras

sustancias (Peredo y col., 2009).

Propiedades antimicrobianas y antifingico en aceites esenciales

La creciente resistencia a los compuestos antifingicos y el reducido nimero de farmacos
disponibles, nos llevaron a buscar nuevas alternativas entre las plantas aromaticas y sus
aceites esenciales, utilizados por sus propiedades antifingicas. Recientemente, varios
investigadores han informado de mono y sesquiterpenos hidrocarburos como los principales
componentes de los aceites esenciales de plantas con un enorme potencial para inhibir
patégenos microbianos (Tabassum y Vidyasagas, 2013; Joshi y col., 2011).

Los compuestos antimicrobianos activos de aceites esenciales son generalmente
terpenos, que son de naturaleza fendlica, atacan a los patdégenos a través de la pared celular y
la membrana celular. Asi, los compuestos fendlicos activos pueden tener varios objetivos
invasivos que podrian conducir a la inhibicion de los hongos patdgenos infecciosos humanos.
Los aceites esenciales usados para el control de hongos son compuestos formados por
sustancias organicas volatiles, que pueden ser alcoholes, acetonas, cetonas, éteres, aldehidos,
gue se producen y se almacenan en los canales secretores de las plantas. La actividad
antifngica se puede atribuir a la presencia de algunos componentes tales como carvacrol,
acetato de alfa-terpinly, cimeno, timol, pineno, linalol de los cuales ya se sabe que presentan
actividad antimicrobiana (Castafieda y col., 2007; Tabassum y Vidyasagas, 2013; Dos santos y
col., 2015).

La evaluacion de la actividad antimicrobiana se puede llevar a cabo con la determinacion
de la Dosis minima inhibitoria (DMI), definida como la dosis minima que se necesita de aceite
esencial para detener el crecimiento del microorganismo (bactericida y fungicida). También se
evalla la actividad de aceites esenciales contra mohos con el control de la inhibicién de la
esporulacién y la produccion de toxinas. Son tres las caracteristicas que van a definir la
actividad antimicrobiana de los aceites esenciales; el caracter hidrofilo o hidréfobo, la

composicion quimica y el tipo de microorganismo que se busca inhibir (Reyes y col., 2012).

Mecanismos de accion de los metabolitos antifingicos

Es conocido que los terpenos son los principales responsables de la actividad antimicrobiana

gue tienen los aceites esenciales, este efecto se basa en la habilidad que tienen para dafar las
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biomembranas. Interactian con las enzimas de la membrana e interfieren en procesos vitales
como la 6smosis, la sintesis de esteroles y fosfolipidos en funcion de sus caracteristicas
lipofilicas. Se sabe que el cineol reduce la division celular y que el limoneno, el a-pineno y el -
pineno inhiben el consumo de oxigeno, también es conocido que el 1-8 cineol inhibe la
fosforilacion oxidativa y la sintesis de ADN. Los isotiocianatos reaccionan con las proteinas de
los hongos, lo que ocasiona su inactivacion mediante su unién al grupo amino del aminoacido
lisina o con el grupo sulfihidrilo de la cisteina (Espinoza-Solis, 2014; Kedia y col., 2014).

Las saponinas forman complejos con los esteroles en las membranas de los hongos lo
cual ocasiona la desintegracion de la membrana, siendo este el principal mecanismo de
actividad antifangica. En diversos estudios se ha demostrado que los compuestos fendlicos
inhiben las enzimas reaccionando con los grupos sulfidrilos de los aminoacidos. Las quinonas,
flavonas, flavonoides, taninos y flavonoles forman complejos con los aminoacidos nucleofilicos
de las proteinas lo que conduce a su inactivacién. La mayoria de los hongos fitopatégenos
excepto de los biotréficos, secretan enzimas hidroliticas que se dispersan en las células del
hospedero antes del avance de los microorganismos, esta acciéon puede ser inhibida por
radicales libres de fenoles oxidados, los cuales funcionan como inhibidores no especificos (Avila
y col., 2012; Espinoza-Solis, 2014).

Los mecanismos de accion de las proteinas y los polipéptidos antifiingicos pueden variar
mucho, incluyen la degradacién de polimeros de la pared celular, de los canales de la
membrana, la degradacion de los ribosomas y la inhibicion de la sintesis de ADN, esto sin
contar que existen muchas proteinas de las cuales aun se desconoce su mecanismo de accion

(Espinoza-Solis, 2014; Kocic-Tanackov y col., 2015).

Método de extraccién de aceite esencial

Es conocido que el método de obtencién de los aceites esenciales es lo que va determinar los
usos que puedan tener estos, porque el tipo de disolvente puede llegar a contaminarlos o limitar
su uso y esto dependera de la toxicidad del disolvente y la técnica usada para eliminarlos.
Diferentes métodos son utilizados para la obtencion de aceites esenciales de plantas, los
principales dos son la destilacion por medio de arrastre de vapor y la extraccién con solventes
organicos, en ambos se debe manejar con cuidado el almacenamiento, ya que los aceites
esenciales son liquidos, viscosos, muy volatiles y sensibles a temperaturas altas (Peredo y col.,
2009; Reyes y col., 2012).
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Los aceites esenciales en fase vapor tienen mejor efectividad como agentes
antimicrobianos. Debido a que los aceites esenciales son muy volatiles, su forma de evaluacion
es mejor en fase vapor. Diversas investigaciones sefialan que algunos compuestos presentes
en los aceites esenciales, como los terpenos, tienen mayor actividad antifingica en fase vapor
(Olivares-Cruz y Lopez-Malo, 2013; Avila y col., 2012).

Destilacion por arrastre de vapor

En el método de extraccion conocido como destilacion por arrastre de vapor de agua, se realiza
una vaporizacion selectiva del componente volatil de una mezcla que se conforma por éste y
otros considerados no volatiles, esto se logra con la inyeccion de vapor de agua de forma
directa en el seno de la mezcla, al que se le llama “vapor de arrastre”. Tiene la funcién de
condensar el componente volatil, formando otra fase inmiscible que va ceder el calor latente a la
mezcla que se desea destilar para lograr su evaporacion (Peredo y col., 2009).

La destilacion por arrastre de vapor se lleva a cabo con una muestra de materia vegetal
gue por lo general se utiliza fresca y cortada en trozos pequefios, es colocada en un recipiente
cerrado y sometida a una corriente de vapor de agua. La esencia es arrastrada y se condensa,
luego es recolectada y separada de la fraccion acuosa (Perdomo-Acevedo y Palomarez, 2014).

En este método el destilado que se obtenga sera puro en relaciéon al componente volatil,
este destilado necesita ser decantado para separarse del agua. En una destilacion simple no
requiere ser decantado ya que no ocurre esto porgue el destilado presenta ambos componentes
pero siempre uno en mayor proporcion, si este tipo de mezclas con aceites de elevado peso
molecular se destilaran sin afiadir vapor, la destilacion requeriria de mas energia para
calentarlas y mas tiempo y se podrian descomponer los aceites esenciales. Las principales
ventajas que tiene la destilacion por arrastre de vapor es que es un método sencillo y de bajo
costo, y sus desventajas son los largos periodos de tiempo requeridos y el bajo rendimiento en

comparacion con otros métodos (Peredo y col., 2009).

Arbol de Pirul (Schinus molle)

Pirul (Schinus molle) es una planta que pertenece a la familia de las Anacardiaceas. Produce
felandreno, alcohol terpenoide carvacrol, los cuales se eliminan a través de las hojas. El género
Schinus pertenece a la familia Anacardiaceae y comprende 29 especies nativas de América del

Sur, distribuidos en Peru, Bolivia, Chile, Argentina, Uruguay, Brasil y Paraguay. Se dice que fue
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introducido a México en la época colonial. Algunas especies de Schinus han sido introducidas
en otras regiones cdlidas y tropicales alrededor del Mundo y se cultivan como &arboles
ornamentales. Un nimero de plantas de este género se utiliza en la popular medicina para
varias patologias (Espinoza-Solis, 2014; Murray y col., 2012).

Pirul (Schinus molle) en algunos lugares de México es conocido con otros nombres
populares, en Guerrero: preconcuahuitj, en Morelos como copalquahuitl, en Oaxaca como yag
lachi y en Puebla como ntaka. Es un &rbol que puede llegar a medir 15 metros de altura y tiene
ramas colgantes de color verde, sus frutos globosos y con un color rojo-rosa caracteristico,
como los que se muestran en la Figura 4, son parecidos a la pimienta por lo que cominmente
se le llama también pimienta rosa y es usada como sustituto de pimienta. Las hojas y frutos
tienen un aceite esencial que contiene mono y sesquiterpenos, los frutos contienen un aceite
esencial, gomorresina y taninos. (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009;
Lépez-Meneses, 2015).

Figura 4. Frutos y hojas del Arbol de Pirul (Schinus molle).
Fuente: Universidad Nacional Autonoma de México UNAM, 2015.

Las hojas y frutos del Arbol de Pirul (Schinus molle) tiene usos terapéuticos en

malestares como: célico, dolor de estbmago, estrefiimiento, bilis, dolor de muelas o dientes,
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como antirreumatico, ayuda a la cicatrizacion de heridas. Es usado en infusiones, en la mayoria
de los casos se hacen lavados con las hojas o frutos machacadas, también se utiliza de forma
bebible en algunos casos para tratar malestares o enfermedades como tos, tuberculosis y
asma. En el siglo XIX la Sociedad Mexicana de Historia Natural describe su uso como
antiinflamatorio, antitumoral, catartico, enfermedades de encias, ojos y aftas. (Biblioteca Digital
de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

Muchas especies de este género se han utilizado como base de hierbas tradicionales en
medicamentos. La investigacion quimica de especies de Schinus ha revelado muchos
metabolitos secundarios de este género con actividades bioldgicas significativas, componentes
bioactivos que incluyen monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, esteres y flavonoides. A
causa de la presencia de estos compuestos tiene usos significativos como antifiingicos,
analgésicos, antioxidantes, antitumorales, etc. En las Ultimas décadas un nimero creciente de
trabajos se han publicado con informes del aislamiento e identificacion de metabolitos
secundarios bioactivos y las actividades farmacoldgicas de extractos, aceites esenciales y

compuestos aislados obtenidos a partir de este género (Murray y col., 2012).

Aceite esencial de Pirul (Schinus molle)

Se conoce que el aceite esencial de las hojas frescas posee actividad antibacterial, antiviral,
antifangica y antimicrobial. El aceite esencial de Pirul tiene un contenido alto de aceite esencial
con un olor caracteristico picante. Se le atribuyen propiedades antibacterial, antiséptico,
antiviral, insecticida, antifingico, antioxidante, antiinflamatorio, antitumoral, astringente y
analgésico, es utilizado en la medicina popular para el dolor de muelas, reumatismo, desorden
menstrual y antidepresivo, también en infecciones urinarias y respiratorias. Todas estas
propiedades biol6gicas se deben a la amplia gama de componentes que se encuentran
bioactivos, entre los que destacan fenoles, flavonoides, taninos, alcaloides, saponinas, esteroles
y aceites esenciales (Espinoza-Solis, 2014; Lépez-Meneses, 2015).

Entre los compuestos identificados en el aceite esencial de la hoja de Pirul se
encuentran los monoterpenos car-3-ene, alfa-fenandreno, y el liganano croweacin, otros como
sesquiterpenos iso-precalamenediol, flavonoides, quercetin, rutin, esterol y beta-sitosterol. En
los frutos se han identificado: monoterpenos alfa-cadineno, canfeno, carvacrol, para-gimeno,
butirato de geraniol, limoneno, mirceno, hexanoato de nerol, alfa y beta-felandreno, alfa y beta-
pineno, sabineno, alfa y gama-terpineno, alfa terpineol y el éster del acido férmico y terpinoleno;

y los sesquiterpenos trans-ene-alfa-bergamont, bouboneno, alfa, beta, y T-cadinol, alfay gama-
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calacoreno, beta-cariofileno, alfa-copaeno, alfa-cubeneno, beta y gama-endesmol, germacreno
D, beta-guaieno, alfa-gurjuneno, alfa y gama-mouroleno.T-mourolol y beta-spatuleno. También
se han identificado en el fruto los triterpenos &cidos iso-mas-ticadiendlico y el 3 epi isémero, y el
alcaloide piperina (Espinoza-Solis, 2014).

Hay reportes de ensayos donde el aceite esencial extraido de las hojas frescas de S.
molle tiene actividad antifingica junto a especies de hongos Aspergillus ochraceus, Aspergillus
parasiticus, Fusarium culmorum y Alternaria alternata exhibidé sensibilidad significativa a este

aceite (Murray y col., 2012).

30



MATERIALES Y METODOS

Preparacion del Inoculo

Se utilizaron cepas de hongos (Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus y Cladosporium
cladosporioides) de coleccién del Departamento de investigacion y posgrado en alimentos
(DIPA) de la Universidad de Sonora.

Se prepararon medios agar papa dextrosa (PDA) en matraz, donde fueron resembrados las
cepas de los hongos, incubandose por 7 dias a 25°C con fotoperiodos de 12 horas luz-
oscuridad. Posteriormente se prepar6 de cada uno de los cultivos de hongos una suspension de
esporas con solucion Tween 20 al 0.1%, utilizando para ello un matraz de cultivo para la
adecuada incorporacion. Se realizé un conteo de esporas con la cAmara de Neubauer y se

determind el nimero de esporas por mililitro de suspension.
Obtencién del Aceite esencial de Pirul (Schinus molle)
Las hojas de Pirul fueron colectadas a partir de arboles provenientes del Valle del Yaqui,

Sonora (27°34°39N y 109°56'190). Se almacenaron en costales de ixtle para su transporte y

posteriormente se secaron a la sombra durante una semana a temperatura ambiente, figuras 5.

b)

1 =2 \ S e VBV A
Figura 5. a) Muestra el secado de hojas de Pirul (Schinus molle) y b) Muestra las hojas secas.
Fuente: Propia autoria, 2014.
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Una vez secas las hojas se empaquetaron en bolsas de plastico, conteniendo
aproximadamente 100 g de material vegetal y se cerraron para almacenarlas a temperatura

ambiente (figura 6).

Figura 6. Hojas de Piful (Schinus
molle) secas empaquetadas.

Fuente: Propia autoria, 2014.

Empleando un equipo de extraccion por hidrodestilacion como se ejemplifica en la figura
7, se procedio a la obtencién de aceite esencial para la cual se coloc6 una muestra de 100 g de
hojas secas en un matraz de separacidn cromatografica conectado a otro matraz al cual se le
agregaron 250 mL de agua destilada, se calenté a 100°C durante aproximadamente 4 horas y
hasta que en la trampa se obtuvo el aceite esencial este se separ6 del agua floral por
decantacion (Lépez-Meneses, 2015).
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Figura 7. Diagrama de extraccion por hidrodestilacion.
Fuente: Aguiar., 2012.

Evaluacién Antifungica del aceite esencial de Pirul

Crecimiento Radial

Se determiné el crecimiento radial de Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus y Cladosporium
cladosporioides: por medio de la técnica de inoculacion por siembra en pozo.

Se prepararon medios PDA con solucién Tween 80 al 1% y una vez esterilizados se mezclaron
con diferentes volimenes de aceite esencial de Pirul, para obtener concentraciones de 0, 10,
100, 250, 500 y 1000 ppm. Para los controles se prepararon medios con PDA sin aceite
esencial de Pirul, un control solo con medio PDA y otro con PDA y solucién Tween 80 al 1%. En
una campana de extraccion se procedio a realizar el vaciado de 12 a 15 mL de la mezcla a

placas de Petri hasta que solidificaran los medios de cultivo, tres replicas por tratamiento.

Técnica Inoculacidon de siembra en pozo. Se utilizé la técnica descrita por Quintana-Obregén
y col., 2010. Después de solidificar los medios de cultivo se perforé (0.6 cm) el centro de cada
placa formando un pozo con ayuda de una pipeta Pasteur previamente esterilizada y a cada

pozo se le afiadieron 25ul de inoculo a una concentracién de 1x10* esporas/mL. Se incubé a
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25°C con fotoperiodo por 12 horas en luz/oscuridad y se midi6 manualmente el diametro de las
colonias cada 12 horas. Se compararon los resultados con los medios controles hasta que
cubrieron un 90% de la placa.

Con los valores obtenidos del diametro de las colonias de los tratamientos a las 96 horas
se calculd el porcentaje de inhibicién de crecimiento radial, la dosis minima inhibitoria (DMI),
definida como la concentracion mas baja de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible
de un microorganismo después de su incubacion y la dosis inhibitoria 50 (DI50), la cual se
define como la concentracién en la que el hongo se desarrollé un 50% con respecto a un
control (L6pez-Meneses y col., 2012).
La DMI y DI50 se obtuvieron con el programa NCSS LLC, Utha, USA 2011.

Germinacion de Esporas

Con la DI50 del aceite esencial de Pirul obtenidas se evalué su efecto sobre germinacion de
esporas en los hongos de mayor efecto inhibitorio: Aspergillus parasiticus y Cladosporium
cladosporioides.

Se prepararon medios de cultivo PDA con aceite esencial y se colocaron en placas Petri, como

se describié previamente.

Técnica de Inoculacién por siembra en placa. Se inocularon 1x10* esporas/mL de
Aspergillus parasiticus y Cladosporium cladosporioides suspendidas en solucién Tween 80 al
1%, las cuales fueron colocadas en el centro de la placa y distribuidas por toda la superficie con
una varilla de vidrio estéril, tres replicas por hongo. Se incub6 a 25°C por 12 horas usando
luz/oscuridad. Se obtuvieron muestras aleatorias a las 0, 4, 8, 12, 16, 20 y 24 horas, estas se
observaron en microscopio Optico y se contaron de cada placa 200 esporas al azar para
determinar el nimero de esporas: germinadas y no germinadas por placa (L6pez-Meneses y
col., 2012).

Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio aleatorio, basado en la aplicacion de tratamientos con aceite esencial de
Pirul (factor) y la concentraciéon (6 niveles de 0, 10, 100, 250, 500 y 1000 ppm de aceite
esencial), siendo el sujeto de experimento cada una de las cepas utilizadas de A. niger, A.

parasiticus y C. cladosporioides.
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Para el andlisis estadistico se obtuvieron los promedios de las tres réplicas de cada
concentracion y se analizo la desviacidén estandar de cada tratamiento.

Se realiz6é analisis de varianza (ANOVA) para comparar grupos estadisticos (P<0.05)
con pruebas de medias Tukey-Kramer con el paquete estadistico JMP versién 5.0.1 (SAS,
2001).
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RESULTADOS

Obtencién del inoculo de Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus y Cladosporium
cladosporioides

Se obtuvieron inéculos de Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus y Cladosporium
cladosporioides a partir de cepas de la coleccion del DIPA. Las caracteristicas morfolégicas de

los hongos resembrados coincidieron con la especie de referencia.

Crecimiento radial

El crecimiento radial de los tres hongos a las 96 horas se muestra en la figura 8, donde se hace
evidente la ausencia de inhibicion en la mayoria de los tratamientos en crecimiento radial del

micelio de los hongos a las 96 horas.

Figura 8. Crecimiento radial de los hongos a las 96 horas: a) Aspergillus niger, b) Aspergillus

parasiticus y c) Cladosporium cladosporioides.
Fuente: Propia autoria, 2015.
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Aspergillus niger

El crecimiento radial de A. niger en medio de cultivo PDA con aceite esencial de Pirul a 25°C se
muestra en la tabla 3, donde se observa que al tiempo de 24 horas no hay diferencia
significativa (P<0.05) a las concentraciones utilizadas en este estudio. Al tiempo de 96 horas si
hay diferencia significativa (P<0.05), respecto a las concentraciones siendo la concentracién de
500 ppm la que menor radio presento y encontrando asi significativa la diferencia (P<0.05) con
respecto a las concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm. A las 144 horas la concentracion de
500 ppm presenta menor radio y significativamente diferencia (P<0.05) con las concentraciones
de 100, 250 y 1000 ppm. Con este estudio se tiene el indicio de que A. niger no presenta un
efecto tan marcado de inhibicion.

Tabla 3. Crecimiento radial de Aspergillus niger en medio de
cultivo PDA con aceite esencial de Pirul a 25°C.

Tiempo (h) Concentracion (ppm) Radio (mm)
0 2.25+0.90 A
10 2.17+0.80 A
100 2.17+0.52 A
24 250 1.58+0.58 A
500 1.00+£0.00 A
1000 1.58+0.80 A
0 24.13£1.24 A
10 19.50+0.71 AB
100 21.83+1.38 A
96 250 14.00+0.35 CD
500 11.83+1.26 D
1000 17.08+1.91 BC

144

10

37.88+0.88 A
26.38+4.07 BC




100 36.00+1.98 A

250 31.38+4.07 AB
500 20.58+1.23 C
1000 31.58+0.80 AB

Promedio de tres replicas y desviacién estandar. Letras capitales
A, B y C indican grupos estadisticos en columna por cada tiempo
(P=<0.05).

Aspergillus parasiticus

En la Tabla 4 se observa el crecimiento radial de A. parasiticus en medio de cultivo PDA con
aceite esencial de Pirul a 25°C, a las 24 horas no hay diferencia significativa (P<0.05) entre
concentraciones, pero si entre ellas con respecto al control. A las 96 horas hay diferencia
significativa (P<0.05) entre el control y la concentracion de 500 ppm, sin embargo entre las
concentraciones de 100, 250, 500 y 1000 ppm no hay diferencia significativa (P<0.05). Entre las
concentraciones de 10 y 500 ppm si hay diferencia significativa notable. Las concentracion que
presento mayor crecimiento radial fue la de 100 ppm y la de menor crecimiento fue la de 500
ppm. En las 144 horas el hongo estd dando muestra de estrés a las 500 y 1000 ppm,

evidenciado por las diferencias estadisticas (P<0.05).

Tabla 4. Crecimiento radial de Aspergillus parasiticus en medio

de cultivo PDA con aceite esencial de Pirul a 25°C

Tiempo (h)  Concentracion (ppm) Radio (mm)
0 1.50+1.00 A
10 0.00+£0.00 B
100 0.00+£0.00 B
24 250 0.00+£0.00 B
500 0.00+£0.00 B
1000 0.17+0.29B
96 0 15.67£1.61 A
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10 11.58+1.13 AB

100 10.92+1.04 ABC
250 9.33+2.96 BC
500 6.42+2.16 C
1000 6.83+1.13 BC
0 18.83+2.25 A
10 17.33+1.89 A
144 100 17.75£1.77 A
250 13.67+2.57 AB
500 11.33+2.38 B
1000 13.25+0.25 AB

Promedio de tres replicas y desviacion estandar. Letras capitales
A, By C indican grupos estadisticos en columna por cada tiempo
(P=<0.05).

Cladosporium cladosporioides

El crecimiento radial de C. cladosporioides en medio de cultivo PDA con aceite esencial de Pirul
a 25°C se muestra en la tabla 5, donde se observa que a las 24 horas no hay diferencia
significativa (P<0.05) entre concentraciones, tampoco muestra diferencias con control respecto
al control. En las 96 horas no hay diferencia significativa (P<0.05) entre las concentraciones de
10, 100 y 250 ppm, pero se encontré diferencia significativa (P<0.05) entre estas
concentraciones y las de 500 y 1000 ppm. A partir de las 500 ppm se muestra un efecto
inhibitorio notable. A las 144 horas no hay diferencia significativa (P<0.05) entre las
concentraciones de 10, 100, 250 y 500 ppm, entre las concentraciones de 10 y 500 ppm si hay
diferencia significativa (P<0.05). La concentracién que presento mayor crecimiento radial fue la
de 10 ppm con un valor de 25.63+4.42 mm y la de menor crecimiento radial fue la de 1000 ppm
con 12.08+1.29 mm.
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Tabla 5. Crecimiento radial de Cladosporium cladosporioides en

medio de cultivo PDA con aceite esencial de Pirul a 25°C

Tiempo (h) Concentracion (ppm) Radio (mm)
0 0.00+0.00
10 0.00+0.00
100 0.00+0.00
24 250 0.00+0.00
500 0.00+0.00
1000 0.00£0.00
0 10.17+2.55 A
10 11.25+1.39 A
100 11.9242.53 A
96 250 7.00+1.64 AB
500 3.42+1.23 B
1000 4.08+0.80 B
0 24.00+2.83 AB
10 25.63+4.42 A
144 100 19.38+1.94 ABC
250 19.88+2.65 ABC
500 14.25+2.47 BC
1000 12.08+1.29 C

Promedio de tres replicas y desviacién estandar. Letras capitales
A, By C indican grupos estadisticos en columna por cada tiempo
(P<0.05).

Dosis inhibitoria 50

La Dosis Inhibitoria 50 (DI50) de aceite esencial de Pirul en hongos obtenidas a partir de

crecimiento radial en medio PDA a 25°C se muestra en la tabla 6, esta fue determinada por el
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programa NCSS LLC, Utha, USA 2011. La DI50 para Aspergillus parasiticus observada es baja

comparada con los otros hongos.

Tabla 6. Dosis Inhibitoria 50 (DI50) de aceite esencial de Pirul en hongos obtenidas a

partir de crecimiento radial en medio PDA a 25°C.

Dosis Inhibitoria 50

Hongo
(UL/mL)
Aspergillus niger 3, 649.87
Aspergillus parasiticus 340.76
Cladosporium cladosporioides 550.91

Dosis minima inhibitoria

En la tabla 7 se muestran los valores determinados mediante el programa NCSS LLC, Utha,
USA 2011, para las Dosis minima inhibitoria (DMI) de aceite esencial de Pirul en hongos
obtenidas a partir de crecimiento radial en medio PDA a 25°C. La DMI para Aspergillus
parasiticus denota que la concentracion versus crecimiento no presenta un comportamiento
lineal de Inhibicion, evidenciado por la alta concentracion de la DMI. Cladosporium

cladosporioides muestra la DMI mas baja en comparacién con los demas hongos.

Tabla 7. Dosis minima inhibitoria (DMI) de aceite esencial de Pirul en hongos

obtenidas a partir de crecimiento radial en medio PDA a 25°C.

Dosis Minima Inhibitoria

Hongo
(uL/mL)
Aspergillus niger 7,551, 063.18
Aspergillus parasiticus 108, 686, 970.89
Cladosporium cladosporioides 40, 542.89
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Germinacion de esporas
Aspergillus parasiticus
En la figura 9 se encuentra representada de forma grafica la germinacién de esporas de

Aspergillus parasiticus en presencia de aceite esencial de Pirul (DI50) a 25°C, donde se

muestra que hay evidencia de Inhibicién, también hay evidencia de un lento desarrollo en

controles.
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Figura 9. Germinacién de esporas de Aspergillus parasiticus en presencia
de aceite esencial de Pirul (DI50) a 25°C.

Cladosporium cladosporioides
La figura 10 muestra la representacion gréafica de la germinacion de esporas de Cladosporium

cladosporioides en presencia de aceite esencial de Pirul (DI50) a 25°C, se observa que no hay

diferencias estadisticas; no inhibe la germinacion pero si el micelio.
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Figura 10. Germinacién de esporas de Cladosporium cladosporioides en

presencia de aceite esencial de Pirul (DI150) a 25°C.
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DISCUSIONES

Aspergillus niger

En este estudio A. niger no presento un efecto marcado de inhibicion con el aceite esencial de
Pirul (Schinus molle) en el crecimiento radial, esto es evidente debido a los valores altos de
DMI, y DI50 obtenidas de aceite esencial de Pirul a partir del crecimiento radial en medio PDA a
25°C, dado que fueron valores muy elevados de aceite esencial de Pirul no se realizo
germinacion de esporas sobre éste hongo.

Rasooli y col. (2006) reportaron que las mezclas de aceites esenciales de timo con
eriocalix y timo con x-porlock en A. niger expuestos a niveles de DMI, mostraron dafio
irreversible en la pared, membrana y organulos celulares.

Por otra parte Li y col. (2013) reportaron que es posible inhibir A. niger con aceite
esencial de citronela, el cual ofrece un gran potencial fingico en respuesta de destruccion de
la pared celular de las hifas de A. niger, pasando través de la membrana celular, penetrando en
el citoplasma, y actuando sobre los principales organulos. Posteriormente, las hifas se
derrumbaron y se aplastaron debido a la pérdida de citoplasma y a que los organulos fueron
destruidos gravemente. Del mismo modo, el aceite de citronela podria conducir a la ruptura de
la pared celular y luego actuar sobre la esporoplasma para matar a los conidios.

Moghtader (2013) utilizé aceites esenciales de menta como antifingico contra hongos
transmitidos por el suelo, como lo es A. niger. Por el método de difusién en pocillo de agar,
detecto la actividad antifingica maxima de aceites esenciales. Se evidencio que los efectos
antimicéticos de aceite esencial de Mentha piperita bajo investigacion en comparacion con
mentol sintético en A. niger. El alto porcentaje de las actividades antifingicas de aceite de
menta es relacionado con el mentol, el compuesto organico principal. Este aceite esencial se
puede utilizar para la actividad antifiangica y como compuesto natural. Concluyendo que la
eficacia del aceite dependerd de la concentracion, del patégeno y de los efectos de
compuestos naturales de hongos.

Janatova y col. (2015) evaluaron la actividad antifingica de siete componentes de
aceites esenciales voltiles de las plantas: alil isotiocianato, carvacrol, cinamaldehido, disulfuro
de dialilo, eugenol , timol y timoquinona contra A. niger. Para proporcionar efectos a largo plazo
de la liberacion controlada y facilidad de aplicacion, estas sustancias se encapsularon en
material de silice mesoporoso. Se encontré actividad antifingica en cinco de las siete

sustancias ensayadas lo cual se relaciona con la tasa de evaporacion de las sustancias puras

44



y encapsuladas. Concluyendo que su eficacia a largo plazo esta asegurada por la liberacion
controlada y el facil manejo, dando efectos positivos para su actividad antifungica.

Asi mismo Tian y col. (2015) evaluaron la actividad antifangica de perilaldehido (PAE)
contra A. niger. PAE mostré actividad antifingica notable contra A. niger, con una
concentracion inhibitoria minima (MIC) y una concentracién fungicida minima (MFC) de 0,25y 1
I/mL, respectivamente. La acumulacion de biomasa micelial también se inhibié por PAE de una
manera dependiente de la dosis, inhibiendo por completo el crecimiento del micelio a 1 I/mL.
Las concentraciones de PAE de 0.075 I/mL mostr6 la mayor inhibiciéon del crecimiento fingico
en comparacion con los controles. Otros experimentos indicaron que PAE activa un mecanismo
de membrana activa que inhibe la sintesis de ergosterol, aumenta la permeabilidad de la
membrana (como se evidencia por medio de mediciones de conductividad y pH extracelular), y
altera la integridad de membrana, lo que lleva a la muerte celular.

Por lo antes mencionado al hecho de que en este estudio A. niger no fuera inhibido de
forma marcada con el aceite esencial de Pirul (S. molle) se piensa que podria deberse a tres
aspectos: 1) a la composicion de aceite esencial utilizado, 2) al método de evaluacion y 3) a las

concentraciones que fueron utilizadas.

Aspergillus parasiticus

La DI50 para A. parasiticus es baja en comparacion con la determinada por los demas hongos,
lo que pudiera indicar que el aceite esencial de Pirul (Schinus molle) ha inhibido el desarrollo
del hongo. Sin embargo la DMI denota que la concentracion versus crecimiento no presenta un
comportamiento lineal de inhibicion, evidenciado por la alta concentracion de la DMI. Esta
tendencia pudiera indicar una posible adaptacion del hongo a los componentes del aceite
esencial de Pirul (S. molle). En la germinacion de esporas se mostr6 evidencia de inhibicion, sin
embargo también hay un lento desarrollo en controles. Este lento desarrollo se puede deber a
factores como la temperatura y adaptacion al medio. A. parasiticus se desarrolla a temperatura
de 27°C, mientras que en nuestro estudio se realiz6 a 25°C.

Lépez-Meneses y col. (2015) reportan inhibicion en un 75% para 10, 000 ppm en
crecimiento radial de A. parasiticus. Indicando que es necesaria una alta concentracion de
aceite para lograr controlar al hongo en esta etapa de crecimiento. Por otra parte, el mismo
estudio pero en la etapa de germinacion de esporas reporta inhibicion del 53% a las 24 horas,
mientras que nuestros resultados no muestran diferencias significativas a ese tiempo. Estas

diferencias se pueden explicar por las dosis de aceite esencial utilizadas en esta etapa, siendo
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10 veces mayor la de Lépez-Meneses y col. (2015). Estas diferencias con respecto a nuestro
estudio se pueden deber a tres factores, la temperatura de incubacién, la concentracion de

aceite esencial y el medio de cultivo utilizado. En la tabla 8 se comparan estos parametros.

Tabla 8. Comparacion de parametros utilizados por Lopez-Meneses y col. (2015) y nuestro

estudio en la evaluacién del efecto de Pirul sobre A. parasiticus en la etapa de germinacién

de esporas.
Pardmetro Lépez-Meneses y col. Nuestro estudio
(2015)
Temperatura 27°C 25°C
Concentracién (ppm) 3377 340
Medio de cultivo Czapek liquido PDA (medio
solido)

Previamente se ha reportado el efecto inhibidor del Pirul, Murray y col. (2012) reporta la

capacidad antimicrobiana de extractos de Pirul obtenido por diversos métodos, entre los hongos

evaluados se encuentran los géneros Aspergillus, Penicilliun, Candida, Fusarium entre otros.

Se tienen el antecedente de que Gundidza (1993) reportaba que el aceite esencial de

Pirul obtenido por hidrodestilacion mostraba capacidad antifungica contra A. parasiticus
utilizando entones el método de difusién en placa.

Es conocido que los aceites esenciales en fase vapor tienen mejor potencial, esto lo
corroboran Olivares-Cruz y Lopez-Malo (2013), quienes nos dicen que los aceites esenciales en
fase vapor tienen efectividad como agentes antimicrobianos, de igual forma que las mezclas de
los componentes principales de estos aceites esenciales. Debido a que los aceites esenciales
son muy volatiles, la forma de su evaluacién es mejor en fase vapor. Algunas investigaciones
seflalan que algunos compuestos presentes en los aceites esenciales, como los terpenos que
tienen mayor actividad antifingica en fase vapor. Y concluyen que las combinaciones de aceites
esenciales en fase vapor han mostrado mayor efectividad, lo cual podria deberse a la
combinacion de los componentes que constituyen a los aceites, como el timol, carvacrol,

cinamaldehido, entre otros.
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Luque-Alcaraz y col. (2016) reportan resultados que sugieren una interaccion quimica
entre el quitosano y el aceite esencial de arbol de pimienta (Schinus molle). La mayor
concentracion de complejo de quitosano/aceite esencial de pimienta (Schinus molle) (CQ-AE)
causo una disminucién mayor (40-50%) en la viabilidad de A. parasiticus. La inclusion de aceite
de arbol de pimienta (Schinus molle) en nanoparticulas de quitosano (CQ) es una alternativa
factible para obtener biocompositos antifingicos, donde se fortalece la actividad que presenta
cada compuesto individualmente. En base a esto se podria decir que el aceite esencial de Pirul
(Schinus molle) podria tener un efecto mas satisfactorio en inhibicién de A. parasiticus si este se
evaluara en conjunto con otros complejos en mezclas.

Las actividades antifungicas de ocho aceites esenciales (AES): la albahaca, canela,
eucalipto, mandarina, orégano, menta, arbol de té y tomillo fueron estudiadas por Hossain y col.
(2016) se evaluaron por su capacidad para inhibir el crecimiento de Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus y Penicillium chrysogenum. La actividad antifingica
de la AES se evalué mediante la concentracion minima inhibitoria (MIC) utilizando el andlisis de
microplaca de 96 pocillos. Las interacciones entre las diferentes combinaciones de AE se
realizaron mediante la técnica de tablero de ajedrez. La actividad antifingica mas alta fue
exhibida por el orégano y el tomillo que mostrdé valores de MIC mas bajos entre todos los
hongos ensayados. La actividad antifingica de los demas AE podria ser clasificado
adecuadamente en una secuencia descendente de canela, menta, arbol de té y la albahaca.
Eucalipto y mandarina mostraron la menor eficiencia ya que no podian inhibir a cualquier parte
del crecimiento fungico a 10.000 ppm. Una formulacion combinada de orégano y tomillo dio
lugar a un efecto sinérgico, que muestra una mayor eficiencia frente a A. flavus, A. parasiticus y
P. chrysogenum. Las mezclas de té de menta y té de arbol producen efecto sinérgico contra A.
niger. La aplicacion de un modelo de Gompertz modificada teniendo en cuenta los parametros
de crecimiento de hongos como maximo diametro de la colonia, maxima tasa de crecimiento y
el retraso en periodos de tiempo, en virtud de los diferentes escenarios de tratamiento con AE,
mostré que el modelo podria describir adecuadamente y predecir el crecimiento de los hongos
ensayados en estas condiciones.

La investigacion de Pizzolitto y col. (2015) evalua los efectos de diez compuestos
fenolicos naturales en el crecimiento de Aspergillus parasiticus, en el que determinaron las
propiedades fisico-quimicas que estan involucradas en la actividad antifungica. De acuerdo con
los resultados de concentracion minima inhibitoria (MIC) los valores de los compuestos
individuales, isoeugenol, carvacrol y timol fueron los componentes mas activos fendlicos (1,26

mm, 1,47 mm y 1,50 mm, respectivamente), seguido del eugenol (2,23 mm). Por otro lado,
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creosol, p-cresol, o-cresol, m-cresol, vainillina, y fenol no tenian efectos sobre el desarrollo de
hongos. Logaritmo del coeficiente de reparto octanol / agua (log P), el indice de refraccion (RI),
y el volumen molar (VM) demostraron que los descriptores que mejor explican la actividad
antifungica correlacionada son la lipofilia, la reactividad de los componentes, y el aspecto
estérico. Estos resultados suponen una importante contribucién a la busqueda de nuevos
compuestos con actividad antifangica.

Ferreira y col. (2013) informan de las actividades anti aflatoxigenica del aceite esencial
de C. longa y la curcumina. Las pruebas medianas se prepararon con el aceite de C. longa, y el
estandar de la curcumina a concentraciones varié de 0,01% a 5,0%. Todas las dosis del aceite
esencial de la planta y el estdndar de la curcumina interferian con la produccién de micotoxinas.
Tanto el aceite esencial y curcumina inhibieron significativamente la produccién de aflatoxinas;
el nivel de 0,5% tenian un efecto inhibidor de 99,9% y 99,6% en la produccién de AFB1 AFB2.
Los niveles de aflatoxina B1 de produccion fueron 1,0 y 42,7 mg/mL, respectivamente, para las
muestras tratadas con el aceite esencial de C. longa y curcumina a una concentracion de 0,5%.
Demostrando que compuestos vegetales naturales también han mostrado inhibir la produccion
de micotoxinas y puede ser una alternativa a los agentes quimicos sintéticos.

Sultana y col. (2015) investigaron el crecimiento de Aspergillus parasiticus y la
producciéon de Aflatoxinas, inhibidas durante el almacenamiento de los tres cereales mas
importantes (trigo, maiz y arroz) utilizando hojas de neem (Azadirachta indica) y kikar (Acacia
nilotica). Los cereales se inocularon con esporas de moho y estabilizados por hojas en polvo de
neem y kikar. Las muestras de ensayo con niveles de humedad de 21% se almacenaron a 30°C
durante un periodo de 9 meses. Las aflatoxinas se cuantificaron en diferentes intervalos de
tiempo en los cereales almacenados. Las hojas de Neem inhibieron completamente la sintesis
de todos los tipos de aflatoxinas durante 4 meses en el trigo y durante 2 meses en el maiz,
mientras que en la sintesis de arroz inhibido de tan sélo B2, G1 y G2 aflatoxina durante 3
meses. Kikar deja B2 aflatoxina totalmente inhibido, G1 y G2 durante 3 meses en el trigo, y
durante 2 meses en el maiz. Entre dos plantas investigadas, las hojas de neem se encontraron
mas eficaces para la prevencion de la produccién de todo tipo de aflatoxinas en el
almacenamiento a largo plazo de los cereales.

Nazareth y col. (2016): evaluaron la capacidad gaseosa del isotiocianato de alilo (AITC)
gue es un antimicrobiano volétil derivado de la mostaza negra oriental, en la inhibicion de la
produccion de micotoxinas de Aspergillus parasiticus (productor de aflatoxinas) y Fusarium
poae (productor de beauvericina y eniatina) en la harina de trigo. Las cajas Petri llenas de 2g de

harina de trigo se inocularon con 104 conidios/g de A. parasiticus y F. poae y se colocan en un
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frasco de 1L. AITC se afiadi6 a 0,1, 1 0 10 /L en la fase gaseosa. Los frascos fueron cerrados
herméticamente y se mantuvieron a 23°C durante 30 dias. Se identificaron las micotoxinas y
cuantificados por LC-MS / MS. Incluso 0,1 I/L de AITC fue capaz de producir la reduccion de 6,9
a 23% de la produccién de micotoxinas. En general, la sintesis de aflatoxinas y beauvericina fue
mas afectada que eniatinas. El uso de AITC a 10 I/L inhibi6 completamente la produccion de
todas las micotoxinas para 30 dias. AITC a dosis bajas se podria afiadir a los paquetes de
harina con el fin de inhibir la produccién de micotoxinas potencialmente peligrosas.

Martins y col. (2014) estudiaron extractos de frutas de guarand y juca, se ensayaron
para determinar actividad antifGngica y anti micotoxigenica contra Aspergillus parasiticus
utilizando el método de dilucién en agar. Los tratamientos utilizados fueron diferentes a las tres
concentraciones (1,08, 1,62 y 3,24%). A pesar de que no hay un tratamiento que inhibe
completamente el crecimiento de hongos, A. parasiticus se redujo significativamente por los
tratamientos en comparaciéon con el grupo control. Los produccién de aflatoxina B1, AFB2,
AFG1 y AFG2 por A. parasiticus cultivado en el guarana y extractos juca en tratamiento fue
significativamente menor en comparacion con los controles. A. parasiticus cepa produjo
aflatoxinas en todas las concentraciones cuando crecen sobre los extractos de guarana en
medio tratado. Por lo anterior concluyeron que algunos extractos no inhiben la produccion de
aflatoxinas, como podria ser el caso de nuestro estudio, ya que A. parasiticus en medio de
cultivo PDA con aceite esencial de Pirul (Schinus molle) a 25°C mostro estrés a las
concentraciones de 500 y 1000 ppm a las 144 horas, por lo que se cree que este estrés podria

dar como resultado produccién de aflatoxinas.

Cladosporium cladosporioides

El crecimiento radial de C. cladosporioides en medio de cultivo PDA con aceite esencial de Pirul
(Schinus molle) a 25°C, muestra una inhibiciébn notable a partir de las 500 ppm, esto se
confirma con la DMI determinada ya que presenta el valor mas bajo en comparacién con los
demés hongos.

La germinacion de esporas de C. cladosporioides en presencia de aceite esencial de
Pirul (S. molle) con la DI5S0 no muestra diferencias estadisticas, no hay inhibicién en la
germinacion, se puede deducir que utiliza el aceite esencial de Pirul como sustrato para inhibir
el micelio.

Existen estudios que evaluaron la actividad antifungica del extracto etandlico de las

hojas de molle, Schinus molle y su accién como inhibidor micelial, Segura-Contreras y col.
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(2015) realizaron una evaluacion de Schinus molle sobre Lasiodiplodia theobromae.
Prepararon el medio de cultivo agar papa dextrosa y luego se procedié a obtener el extracto
etanodlico a concentraciones de 0, 25, 30, 35%. Los resultados se analizaron mediante el
porcentaje de inhibicidn del crecimiento de micelio. El extracto de Schinus molle demostro tener
actividad antifangica sobre L. theobromae a la concentracion de 30% (p<0,05). Concluyen que
el extracto de S. molle presenta actividad antifiungica sobre L. theobromae, en condiciones de
laboratorio.

En este estudio se utilizaron las hojas de Pirul (Schinus molle) para la extraccion del
aceite esencial en lugar del fruto, esto puede ser también uno de los factores por el cual se
inhibié Cladosporium cladosporioides. Mehdi-Hashemi y Ali-Safavi, (2012), demostraron que el
aceite esencial de la hoja de P. orientalis era mas toxico que el aceite de la fruta en C.
maculatus, S. oryzae, y T. castaneum. El analisis por Cromatografia de gas — Espectrometria de
masa (GC —MS) de los aceites revelé que el porcentaje de hidrocarburos monoterpenos fue
mayor gue otros componentes. El principal hidrocarburo era a-pineno, tanto en la hoja y el fruto.
Por lo tanto, los aceites de P. orientalis poseen un potencial para su uso en la gestiéon de S.
oryzae, T. castaneum y especialmente C. maculatus.

Elshafie y col. (2016) evaluaron la eficacia antimicrobiana in vitro de tres aceites
esenciales (AE) derivados de plantas del género Schinus y extraidos de hojas y frutos de S.
terebinthifolius y hojas de S. molle, de los cuales examinaron tanto las actividades antifungicas
y antibacterianas. La actividad antifungica de los AE estudiados fue evaluado contra
Colletotrichum acutatum, Botrytis cinerea y en comparacién con la azoxistrobina fungicida
sistémico. La concentracion minima inhibitoria de los AE estudiados se evalu6 utilizando el
método de micro-placa de 96 pocillos, donde los microorganismos ensayados mostraron
diferentes niveles de sensibilidad a cada AE probado. Todas los AE investigados redujeron el
crecimiento del micelio de hongos cuando se usé a bajas concentraciones 250-1000 ppm y
2.000 a 8.000 ppm contra C. acutatum y B. cinerea, respectivamente. Las concentraciones mas
altas de los mismos AE mostraron un efecto fungicida contra ambos hongos mitosporicos.

da Silva y col. (2014) evaluaron las propiedades antioxidantes, antifungicas,
anticolinesterasico y actividad citotoxica de aceites esenciales de especies de pimienta del
Amazonas. Los sesquiterpenos eran las clases mas altamente representadas y se identificaron
87 componentes, los principales compuestos que se encuentran en los aceites esenciales de
pimienta fueron: Selin-11-en-4-a-ol, B-elemeno, B-selineno, a-selineno, biciclogermacreno, B-
cariofileno, a-humuleno y todos los aceites analizados mostraron potente actividad antifungica,

con el limite de deteccién (DL) de 0,1 a 1,0 g contra C. cladosporioides. Esto podria ser una
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explicacion al porque en nuestro estudio C. cladosporioides mostro inhibicion, pues se sabe que
el aceite esencial de Pirul (Schinus molle) presenta sesquiterpenos en su composicion.

El estudio de Zabka y col. (2014) explora la eficacia de 20 aceites esenciales contra
Alternaria alternata, Stachybotrys chartarum, Cladosporium cladosporium y Aspergillus niger,
relacionada con la abundancia de las sustancias activas de la mayoria. Se evalud la
concentracion inhibitoria minima (MIC100 y CIM50). El analisis por cromatografia de gases
revel6 gran abundancia de compuestos fendlicos altamente eficaces cuyas estructuras
moleculares diferentes se correlaciona con diferencias en la eficacia de aceites esenciales que
son similares a los niveles de algunos fungicidas sintéticos utilizados en la medicina y la
agricultura. Debido a que los aceites esenciales representan seguridad al medio ambiente y son
de origen natural, estos podrian ofrecer el potencial para convertirse en una alternativa donde el
uso de fungicidas sintéticos no es posible por varias razones.

Espinoza-Solis (2014) describe como el principal mecanismo de accién de antifingico de
los aceites esenciales a las saponinas, las cuales forman complejos con los esteroles en las
membranas de los hongos lo que ocasiona la desintegracion de la membrana. En diversos
estudios se ha demostrado que los compuestos fendlicos inhiben las enzimas reaccionando con
los grupos sulfidrilos de los aminoacidos. Las quinonas, flavonas, flavonoides, taninos y
flavonoles forman complejos con los aminoacidos nucleofilicos de las proteinas lo que conduce
a su inactivacion.

Lépez-Meneses y col. (2015) menciona como afectan los aceites esenciales en la
membrana: algunos autores han atribuido este fenédmeno, no sélo a la presencia de terpenos,
compuestos fendlicos, y otros componentes, sino también a la estructura quimica, tales como la
presencia de grupos hidroxilo en sus compuestos fendlicos. Sefiala que la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales se podria deber a la presencia de un nacleo aromatico,
y un reactivo fendlico OH-, estos pueden formar enlaces de hidrégeno con los sitios activos de
las enzimas diana. Se sabe que Aldehidos tales como formaldehido y glutaraldehido tienen
actividad antimicrobiana. La conjugacion de un grupo aldehido a un doble enlace carbono-
carbono ha sido propuesto como una manera de producir una disposicion altamente
electronegativo, lo que puede explicar su actividad. Loépez-Meneses y col. (2015) explican que
son estos compuestos electronegativos los que pueden interferir en los procesos bioldgicos,
como transferencia de electrones, reacciones con las proteinas y los acidos nucleicos y, por lo

tanto, inhiben el crecimiento de microorganismos.
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CONCLUSIONES

La evaluacion del efecto de aceite esencial de Pirul (Schinus molle) sobre el desarrollo in vitro
de Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus y Cladosporium cladosporioides indico que se
encontr6 un efecto marcado contra dos de los hongos evaluados; A. parasiticus y C.
cladosporioides. A. parasiticus mostré la DI50 més baja en comparacion con los demas hongos
y un comportamiento no lineal de inhibicién en su DMI, indicando una posible adaptacion del
hongo a los componentes del aceite esencial de Pirul (S. molle). A. parasiticus dio muestras de
estrés en respuesta al aceite esencial de Pirul (S. molle). C. cladosporioides tiene una inhibicién
notable a partir de las 500 ppm, la germinacion de esporas no se ve inhibida, pero el aceite
esencial de Pirul (S. molle) actia como sustrato para inhibir el micelio.
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RECOMENDACIONES

Solo se recomienda el uso de aceite esencial de Pirul (Schinus molle) en Cladosoprium
cladosporioides, esto porque Aspergillus parasiticus da muestras de estrés.

Para lograr controlar al hongo en la etapa de crecimiento radial se considera recomendable evaluar
otras concentraciones de aceite esencial de Pirul (Schinus molle). Asimismo modificar las
condiciones de temperatura de incubacion para A. parasiticus a 27°C.

Evaluar las DMI y DI50 utilizando medio de cultivo Czapek para los hongos evaluados y comparar
los resultados con los medios ya utilizados.

Se proponen cambios para la obtencion de aceite esencial de Pirul (S. molle), por ejemplo realizar
la destilacién por arrastre de vapor con hojas frescas.

Caracterizar el aceite esencial de Pirul (S. molle), identificar componentes y la cantidad en la que
estan presentes en el aceite para poder determinar a qué componentes en especifico se

debe la accioén inhibitoria.
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