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RESUMEN

Uno de los objetivos del milenio es garantizar la conservacion del medio ambiente.
Para llegar a cumplir con ese objetivo, actualmente se promueve el uso de
productos de origen biolégico para que sean utilizados contra agentes nocivos y
de esta forma se disminuya el uso de productos quimicos que generan dafios al
medio ambiente. A partir de esto, se estudian metabolitos secundarios de especies
vegetales que pueden ser usados para controlar hongos en cultivos transitorios
como la papa (Solanum tuberosum). Con base en revision bibliografica sobre
metabolitos presentes en las plantas, se seleccionaron diecisiete especies
vegetales de las cuales se obtuvo el hidrosol y el aceite esencial con el objetivo de
evaluar su bioactividad (polifenoles, actividad antioxidante y fungicida) para
utilizarlos como biocontroladores contra tres hongos fitopatégenos (Phytophthora
infestans, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani) que atacan el cultivo de
papa. A estos extractos (hidrosoles y aceites esenciales) se les determind la
composicién quimica por cromatografia de gases-masas (CG-MS), donde se
observd que la cantidad de metabolitos para cada extracto oscila entre 2 y 61 en
hidrosoles y entre 1 y 77 en los aceites esenciales; y los porcentajes de cantidad
relativa variaron entre <0,1 y 88,2% para hidrosoles, y entre <0,1 y 100% para
aceites. El analisis de polifenoles totales mostr6 que el hidrosol de Romero
(Rosmarinus officinalis) (67,6 mg/g) y el aceite de Tomillo (Thymus vulgaris) (29,5
mg/g) preentaron la mayor concentracion. La capacidad antioxidante evaluada
bajo las condiciones del ensayo por medio de DPPH, ABTS y FRAP determiné
que el hidrosol de Romero, y los aceites esenciales de Tomillo y Menta Poleo
(Mentha pulegium) fueron los que obtuvieron la mayor capacidad. Al evaluar la
actividad fungicida se encontré inhibicién al 100% de los tres hongos con los
aceites de Hierbabuena (Mentha spicata), Menta Poleo, Milenrama (Achillea
millefolium), Romero, Ruda (Ruta graveolens) y Tomillo; siendo el aceite de
Tomillo el que presentd la mejor actividad, lo que coincide con los principales
resultados sobre polifenoles totales y actividad antioxidante de los aceites. Con

base en los resultados obtenidos de composicion y propiedades bioactivas se

Xi



propusieron y evaluaron tres formulaciones preliminares que pudieran remplazar el
uso de insumos agroquimicos que resultan altamente contaminantes para el
medio ambiente, encontrdndose que la actividad antioxidante y fungicida fue
mayor que la de los extractos puros e incluso mayor a la actividad de un fungicida

comercial sistémico bajo las mismas condiciones del ensayo.

Palabras claves: Actividad fungicida, hidrosoles, aceites esenciales, especies

vegetales, fitopatdgenos, bioinsumos.
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INTRODUCCION

La tendencia actual gira en torno a la busqueda de la diversificacion de productos
de origen natural, con el objetivo de proteger los cultivos de plagas y
enfermedades. Estas plagas disminuyen cosechas, incrementan costos o
simplemente generan un dafio a los productos ya cosechados. Dentro de los
métodos de control biolégico o control natural se tienen los bioinsumos de origen
vegetal, aprovechando las caracteristicas que tienen las especies vegetales, como
son una variada cantidad de metabolitos secundarios que favorecen el control de
especies fitéfagas (plagas y enfermedades) que afectan de forma directa o
indirecta los cultivos que hacen parte de la canasta familiar de los hogares en
muchas partes del mundo. Debido a la estabilidad y concentracion de los
principios activos de cada una de las especies, se puede llegar a sustituir o
remplazar el método de control quimico que presenta efectos negativos como por
ejemplo la generacion de resistencia de las especies fit6fagas. Adicionalmente, los
agroquimicos se vuelven ineficientes, causando dafios a la salud de las personas

gue los manipulan y presentando efectos irreversibles al ecosistema.

Uno de los cultivos de mayor importancia para el consumo de los humanos es el
de la papa (Solanum tuberosum), una planta ampliamente distribuida en las zonas
de clima frio y que tiene una alta capacidad de adaptacion a diferentes tipos de
suelos. Las cosechas de estos cultivos se ven fuertemente afectadas por el ataque
de especies fitdfagas entre las que se pueden mencionar bacterias, virus, hongos,
entre otros. Como consecuencia de esto, los agricultores se han visto en la
necesidad de buscar métodos de control que eviten o prevengan el ataque de los
patdgenos. Algunos de los métodos que han sido utilizados para prevenir estos
ataques es la rotacion de cultivos por ciclos, seleccion de semillas de buena
calidad y libre de infecciones, uso de fertilizantes quimicos para incrementar
rendimientos de la produccion y la utilizacion de agroquimicos para prevenir o

disminuir el ataque de patdgenos.



En la dieta de los colombianos, la papa se encuentra en el tercer renglén entre los
productos agricolas del pais. La papa tiene mayor presencia en la canasta familiar
de alimentos de los habitantes de menores ingresos econdémicos. Adicionalmente
la superficie cultivada en Colombia es de 170 mil hectareas, con una produccion
anual de 3 millones de toneladas, observando mayor &rea cultivada en los
departamentos de Boyacd, Cundinamarca y Narifio. Caracterizandose por el
amplio numero de agroquimicos que utiliza y consecuentemente, la necesidad de
disminuir sus impactos sobre el medio ambiente, ofreciendo una alternativa

natural.

Debido al incremento en la utilizacion de agroquimicos en Colombia la lista de
argumentos ambientalistas o a favor de la salud humana cada vez es mas extensa
debido a los impactos nocivos que tienen algunas moléculas de sintesis sobre la
salud humana, la vida microbiana, la mesoflora, los insectos y las especies

vegetales sometidas directa o indirectamente a fumigaciones con estas moléculas.

El objetivo de la presente investigacion es evaluar la bioactividad y composicion
quimica de hidrosoles, aceites esenciales y mezclas de estos obtenidos a partir de
diecisiete especies vegetales para utilizarlos en el control de Rhizoctonia solani,
Phytophthora infestans y Fusarium oxysporum presentes en el cultivo de papa
(Solanum tuberosum) desarrollando la formulacion preliminar de un bioinsumo que

ataque los fitopatdogenos presentes en el cultivo de la papa (Solanum tuberosum).

Con este proyecto se busca diversificar la oferta actual en bioinsumos de origen
vegetal, los cuales constituyen alternativas viables en términos agricolas y
ambientales a la problematica del uso exponencial de agroquimicos de sintesis

utilizados con fines fertilizantes, bactericidas, fungicidas e insecticidas.



ANTECEDENTES Y REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. GENERALIDADES DEL CULTIVO DE LA PAPA (Solanum tuberosum)

La papa (Solanum tuberosum ssp. Tuberosum) es una planta herbacea,
dicotiledonea, mondica y anual que puede medir hasta un metro de altura.
Pertenece a la familia de las Solanaceas y junto con el tomate, el pimiento, la
berenjena y la papa, forman un grupo de cultivos importantes, que por ser
especies alimenticias, son utilizados por los humanos en la alimentacion cotidiana
(Bryan, G. 2007). La parte comestible de la planta es el tallo modificado conocido
como tubérculo, éste se encuentra al final de cada estolon y funciona como un
organo de almacenamiento; la forma, color y textura de piel de los tubérculos
puede variar mucho con el cultivar. Es una planta que se ha convertido en una

importante fuente de alimentacion humana (L6pez, A. 2007).

El cultivo es originario de la cordillera Andina de Sudamérica, costas e islas del sur
de Chile y es la principal actividad agricola de clima frio. La papa es un vegetal
excelente desde el punto de vista nutricional, ocupando el cuarto lugar entre los
principales cultivos alimenticios del mundo y es superada solamente por
gramineas como el trigo, arroz y maiz (Carrillo, Y. y col., 2010; Yang. Y. y col.,
2011).

En Colombia el cultivo de papa ocupa el tercer renglon entre los productos
agricolas del pais, con 90 mil productores y una produccién anual de alrededor de
3 millones toneladas y 170 mil hectareas sembradas. Los rendimientos del cultivo
son de 18 toneladas/hectarea y su consumo per capita de 62 kg/habitante (casi el
doble del promedio mundial). Este cultivo se caracteriza por ser de autoconsumo,
por esta razon se presentan cultivos en minifundios donde aproximadamente el
95% de ellos tienen cultivos menores a tres hectareas de tierra (Salazar, C. y
Betancourth, C. 2009; Redepapa, 2013).



Las personas encargadas de dichos cultivos presentan un bajo nivel de
escolaridad lo que genera un limitado acceso a los factores de produccion,
servicios publicos, salud, asistencia técnica agricola, obras de infraestructura,
entre otros. Es asi como el sistema de produccion se caracteriza por manejar una
tecnologia tradicional en el 90% de los casos. La tecnologia convencional
tradicional tiene como caracteristicas principales el monocultivo, el uso intensivo
de fertilizantes, uso intensivo de plaguicidas, uso de maquinaria, entre otros. Es
decir, utiliza diferentes factores productivos que se enfocan en asegurar altos
rendimientos en los cultivos, sin considerar el uso racional de los recursos
naturales y la sostenibilidad del medio ambiente, lo que a su vez contribuye a la
aparicion de plagas (Suarez, S. 2004; Rosquete, C. 2011).

1.2.PLAGAS Y ENFERMEDADES DE LA PAPA (Solanum tuberosum)

Diversas enfermedades de cultivos causadas por hongos, oomicetos, bacterias,
virus, Nematodos, fitoplasmas e insectos, se han convertido en una de las
importantes limitaciones en la obtencion de productos para la alimentaciéon. La
evolucion de nuevas enfermedades de las plantas hace parte normal de los
ecosistemas y los cultivos en produccion, pero se convierten en una preocupacion
cuando pasan a ser causa fundamental de pérdidas en los cultivos. Es asi como
se tienen enfermedades de plantas que en promedio, han sido responsables de
hasta un 26% en la pérdida de rendimiento de la agricultura mundial. En ocasiones
se puede generar una pérdida del terreno hasta en un 100% (Khan, M. y col.,
2011; Sharma, R. y col., 2009; Monsalve, Z. y col., 2012).

Son muchas las plagas y enfermedades que atacan el cultivo de la papa. Existen
los Nematodos que tienen la capacidad de alimentarse y reproducirse en la papa.
La mayoria de estos consumen los nutrientes de raices, sin provocar dafios
significativos al cultivo. Sin embargo, algunos de estos, por ejemplo Trichodorus y
especies de Paratrichodorus, son extremadamente nocivos, porque son téxicos

para las raices y ademas transmiten virus. En otros casos los Nematodos solo



causan un pequefo dafo directo pero facilitan las infecciones secundarias por la
presencia de hongos, que pueden ser considerablemente destructivos. Las
consecuencias del ataque de Nematodos se ve reflejado en una baja del
rendimiento de los cultivos debido a la disminucion del tamafio y pérdida de peso
de los tubérculos, y en el retardo del crecimiento de la planta (Mugniéry, D. y
Phillips, M. 2007).

Los insectos pueden causar disminucion en la produccion y calidad de los
tubérculos en un 30-70% si no se controlan de forma rutinaria. Entre los insectos
gue afectan los cultivos de la papa se tiene el escarabajo de la papa de Colorado,
Leptinotarsa decemlineata (Chrysomelidae); afidos (Aphididae) que transmiten
virus; polillas de la papa, Phthorimaea operculella; Symmetrischema tangolias,
Tecia (Scrobipalpopsis) solanivora; gorgojos andinos de la papa, Premnotrypes
spp. (Curculionidae) y salta hojas de la papa, Empoasca fabae (Harris)
(Cicadellidae); entre otros. La mayoria de los insectos son vectores potenciales de
transmision de agentes patégenos. Algunos insectos dafian partes de las raices lo
gue da como resultado una generacidn de plantas débiles o la pérdida de la
misma. Los insectos del suelo tienen menores efectos sobre los rendimientos de
los tubérculos, pero el dafio causado en gran medida puede reducir la calidad del

mismo (Radcliffe, E. y Lagnaoui, A. 2007).

Los virus del cultivo de papa hacen parte de los patégenos mas peligrosos por las
pérdidas econOmicas causadas, a pesar de los programas que han sido
generados para contrarrestarlos, como por ejemplo el uso de semillas certificadas,
lo que ha reducido la prevalencia de los virus en los cultivos de ciertas areas
cultivadas. Entre los virus que han sido encontrados en estos cultivos en
diferentes partes del mundo se pueden mencionar los siguientes: Potato leafroll
luteovirus (PLRV), Potato Y potyvirus (PVY), Potato X potexvirus (PVX), Potato S
potyvirus (PVS), Potato M potyvirus (PVM), Potato A potyvirus (PVA), Tospovirus
(TSWV) entre otros, (Valkonen, J. 2007).



Los patdgenos bacterianos son otra amenaza de los cultivos de papa. Dichos
patdgenos se multiplican rapidamente y causan pérdidas significativas. Una de las
principales bacterias que afectan estos cultivos es Ralstonia solanacearum,
también conocida como Pseudomonas solanacearum 'y Burkholderia
solanacearum, es una bacteria Gram-negativa no formadora de esporas, aerobia y
movil que causa la marchitez bacteriana, también conocido como podredumbre
parda. Clavibacter michiganensis ssp. Sepedonicus, es el agente causante de la
podredumbre anular bacteriana. Este patdogeno se ha descrito con los siguientes
nombres: Corynebacterium sepedonicum, Bacterium sepedonicum, Aplanobacter
sepedonicum, entre otros. Es una bacteria Gram-positiva, no mévil y aerdbica.
Erwinias pectoliticas, son responsables de las enfermedades del follaje conocidas
como pierna negra, pudricion del tallo, asi como la podredumbre blanda bacteriana
en los tubérculos. Las contaminaciones bacterianas tienen mayor propagacion
durante la cosecha y la clasificacién de los tubérculos. Un tubérculo podrido puede
llegar a contaminar hasta 100 kg de papas durante el almacenamiento (Van der
Wolf, J. y De Boer, S. 2007).

Entre los microorganismos fitopatégenos que afectan los cultivos se tiene los
hongos, que pertenecen al grupo fitopatdgeno que mas enfermedades ocasiona y
por lo tanto, sobre el que mas investigacion se ha realizado. Se ha determinado
que a nivel mundial los hongos fitopatdgenos son los que tienen un porcentaje
representativo en cuanto al nivel de pérdidas ocasionadas sobre los cultivos. Es
asi como se tienen dafios no solo a nivel biolégico sino también a nivel de la
produccion biologica, es decir a la alteracidon que existe en el crecimiento y
desarrollo de las plantas hospedantes atacadas por los hongos. Al hablar de
pérdidas econdmicas se relaciona directamente con la pérdida de caracteristicas

como sabor, textura, color y forma (Pérez, M. y col., 2010).

Los hongos son causantes de la pudricion en la post-cosecha de frutas y
hortalizas frescas durante su almacenamiento y transporte, convirtiéndose en una

de las causas mas importantes pérdidas econdmicas en la fase de



comercializacién. Entre los hongos patégenos mas significativos en la post-
cosecha se encuentran Botrytis cinérea, Monilinia laxa, Penicillium spp., y
Aspergillus spp., entre otros (Gatto, M. y col., 2011; Minuto, A. y col., 2006; Overy,
D. y col., 2005). El control de post-cosecha de estos patdégenos es muy eficiente si
se realiza por medio de fungicidas quimicos (Minuto, A. y col., 2006). Sin
embargo, el reducido numero de principios activos autorizados, el aumento de la
resistencia de algunos hongos patégenos de post-cosecha en contra de los pocos
autorizados fungicidas, y la creciente demanda de los consumidores, calidad de
frutas y verduras seguras, han incrementado los esfuerzos para desarrollar

alternativas hacia la busqueda de otro tipo de controles (Gatto, M. y col., 2011).

1.2.1. Efectos nocivos de hongos presentes en el cultivo de la papa

(Solanum tuberosum)

Los patdégenos fungicos que atacan los cultivos de papa poseen ciertas estrategias
para reconocer al hospedante adecuado, penetrar e invadir el tejido vegetal, y a su
vez tienen la capacidad de superar las defensas de la planta y optimizar su
crecimiento dentro de la misma. Para llegar a esto, los hongos tienen que percibir
las senales quimicas y fisicas del hospedante y responder con los cambios
metabdlicos y morfogenéticos requeridos para el desarrollo patogénico. Es asi
como se presentan cambios sobre el crecimiento de las hifas, la adhesion a la
superficie vegetal, la diferenciacion de las estructuras de infeccion especializadas

y la secrecion de enzimas liticas y fitotoxinas (Gonzalez, |., y col., 2012).

El cultivo de papa (Solanum tuberosum) se encuentra frecuentemente limitado por
las enfermedades generadas por diferentes especies de hongos. Existen diversos
hongos patégenos que atacan el cultivo de la papa entre los que se encuentran
Aecidium cantense, Alternaria solani, Colletotrichum coccodes, Erysiphe
cichoracearum, Fusarium coeruleum, Fusarium javanicum, Fusarium eumartii,
Geotrichum candidum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Phytophthora

erythroseptica, Phytophthora infestans, entre otros (Termorshuizen, A., 2007).



1.2.1.1. Phytophthorainfestans

Las especies de Phytophthora generan dafos en diversos cultivos como palma
Africana (Elaeis guinensis), cacao (Theobroma cacao), papaya, berenjena, tomate,
papa (Solanum tuberosum), palmito, caucho, entre otros. Se observan diferentes
clases de enfermedades como son el tizén, el mildiu, la pudricion en el tronco,
copa Y raices; manchas y tizon de hojas asi como la pudriciéon de los peciolos;
caida de los frutos; y la pudricion de la yema apical o el corazdén seguida de la
muerte de la planta (Brurberg, M. y col., 2011; Pérez, M. y col., 2010; Zhu, G. y
col., 2008).

Phytophthora spp comprende mas de 700 especies, las cuales no tienen
pigmentos fotosintéticos, poseen dos flagelos en las zoosporas y los gametos
masculinos, contiene paredes formadas por celulosa o polimeros similares a
celulosa; es un fitopatdgeno muy importante por el tipo de enfermedades que
ocasiona en las plantas, pertenece al phylum Oomycota, del reino estraminophyla.
En comparacién con los hongos verdaderos, las plantas y animales, los oomicetos
de P. infestans se caracterizan por su capacidad de adaptarse rapidamente para
superar los genes de resistencia desarrollados en las plantas hospederas, puesto
que tiene un genoma altamente flexible y adaptable. El genoma de P. infestans
esta caracterizado por ser el mas grande en comparacion con las especies de
oomicetos (Apel, H. y col., 2003; Fauconnier, M. y col., 2008; Guo, J. y col., 2006;
Whisson, S.y col., 2005; Wang, X. y col., 2006).

Los oomicetos no solo se ven como los hongos, sino que también se comportan
como los hongos y utilizan el mismo mecanismo para atacar a las plantas. Del
mismo modo, las proteinas que utilizan las plantas para combatir oomicetos tienen
la misma estructura de las proteinas que invaden los hongos. Los analisis
genéticos en el hospedante y el patégeno han demostrado que este modelo

también se adapta al sistema de papa- P. infestans (Brunnera, F. y col., 2002;



Sharma, N. y col., 2004; Guo, J. y col., 2006; Laxalt, A. y col., 2002; Polkowska-
Kowalczyk, L. y col., 2004).

Una de las enfermedades mas importantes y mas estudiadas en el cultivo de la
papa es el tizén tardio generada por el hongo fitopatogeno P. infestans,
enfermedad que en el afio de 1845 provoco en Irlanda una de las mas grandes
hambrunas de las que se tiene registro, o que generd la muerte de miles de
personas y una gran emigracion de la poblacion de dicho pais. El patégeno se
encuentra distribuido ampliamente en todas las regiones donde se cultiva papa
(Wang, X. y col., 2004; Whisson, S. y col., 2005; Skottrup, P. y col., 2007; Zhu, G.
y col., 2008; Gallou, A. y col., 2011). Actualmente, se calcula que las perdidas
mundiales ocasionadas por la enfermedad ascienden a 6,7 billones de délares
(Mosalve Z. y col., 2012)

Cuando el hongo se encuentra expuesto a altos grados de humedad vy
temperatura, se producen esporangios que liberan zoosporas moviles, que son
trasladadas a las zonas de alargamiento de nuevas raices por nutrientes que son
naturalmente exudados en esta zona radicular. En contacto con la raiz, las
zoosporas se enquistan, germinan y después infectan el area de la zona de
alargamiento. Una vez que el hongo ha penetrado en la punta de la raiz, la
infeccion puede avanzar en el cértex, produciendo la podredumbre de toda la raiz.
Se manifiesta como pequefias manchas palidas o verde oscuras de forma irregular
que se expanden rapidamente, formando grandes lesiones necréticas de color
café oscuro. El ciclo se puede repetir mientras las condiciones sean favorables y
se disponga de tejido susceptible (Whisson, S. y col., 2005; Lépez, A. 2007,
Carrillo, Y. y col., 2010; Pérez, M. y col., 2010; Brurberg, M. y col., 2011).

1.2.1.2. Fusarium oxysporum

F. oxysporum es un hongo que exhibe colonias variables y suele presentar dos
tipos de estas, una es de tipo micelial que se caracteriza por la produccion de

micelio aéreo, algodonoso, que tiene una coloracion variable, de blanco a rosado
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durazno, pero usualmente con un tinte purpura o violeta mas intenso en la
superficie y pocas microconidias. El otro tipo de colonias es de tipo pionotal con la
formacién de poco o ningun micelio aéreo y bastantes microconidias. A su vez,
este hongo presenta tres clases de esporas como son las microconidias, las
macroconidias y las clamidosporas. F. oxysporum se subdivide en razas
fisiologicas, con base en su especificidad patogénica sobre determinadas
variedades de una misma especie de planta, razon por la cual las pruebas de
patogenicidad y las caracteristicas de virulencia de los aislamientos del hongo son
el principal criterio para diferenciar las formas especiales de F. oxysporum y sus

razas fisiolégicas (Garceés, E. y col., 2001).

Fusarium spp. (F. solani, F. sambucinum, F. avenaceum, F. culmorum y F.
oxysporum, entre otros) son hongos patdgenos presentes en una amplia variedad
de cultivos, en particular en el cultivo de la papa donde generan enfermedades
denominadas pudricion seca, pudricion de tallo y marchitez de plantas, que se
convierten en una amenaza a nivel mundial. Estos patégenos por lo general
sobreviven como esporas resistentes en el suelo o dentro de los tejidos de la
planta afectada durante un largo periodo de tiempo. Aunque algunas infecciones
se pueden desarrollar en los tubérculos antes de la cosecha, la mayoria de estas
se producen cuando el hongo entra a los tubérculos a través de heridas presentes
en su superficie por que el patégeno no tiene capacidad para infectar el peridermo
o lenticelas de tubérculos enteros. Cuando se tienen tubérculos infectados,
generalmente el hongo se mantiene en la superficie de los mismos, lo que genera
contaminacion a envases, equipos de recoleccion y almacenamiento, y a su vez
se facilita la inoculacion de las heridas de otros tubérculos que sean provocadas
durante el transporte, especialmente cuando se trata de semillas que han sido
cortadas. La semilla entera o fraccionada que sea infectada se pudre y afecta el
suelo que queda adherido a la superficie de los tubérculos cosechados y que se
encuentran en buen estado. Es asi como las heridas provocadas durante la

cosecha, el almacenaje, transporte o fraccionamiento de semillas son las
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principales vias para que se produzca la infeccion (Al-Mughrabi, K. 2010;
D’lppdlito, S-y col., 2010).

F. oxysporum es un hongo de suelo que infecta plantas a través de las raices y
coloniza los vasos del xilema en el tallo, por lo que se genera un retraso en el
crecimiento y una marchitez vascular de la planta desencadenando asi la muerte
de la misma (Gonzalez, I. y col., 2012). Cuando la infeccion es sobre el tubérculo
se observa la superficie hendida y blanda, que luego se vuelve rugosa y
resquebraja. La superficie del tubérculo presenta contorno irregular, con el tejido
cortical arrugado y plegado; los tejidos se vuelven oscuros, se desintegran y
presentan una consistencia seca y un color que varia del castafio claro al negro
opaco. La infeccion se va extendiendo lentamente y el peridermo correspondiente
a las partes lesionadas se hunde y arruga, formando anillos concéntricos a medida
que el tejido se va secando. Del peridermo muerto pueden emerger pustulas que
contienen micelio y esporas. Los tubérculos podridos se arrugan y finalmente se

momifican (Ficha de categorizacion, 2012).

1.2.1.3. Rhizoctonia solani

Otra enfermedad fungosa que causa dafio al cultivo de la papa es la rizoctoniasis
generada por el hongo Rhizoctonia solani Kihn. Es un hongo con capacidad de
modificar el citoplasma a través de su sistema de hifas, lo que permite que el
hongo crezca muy rapido, incluso en circunstancias donde se carece de
nutrientes. Ademas, el hongo puede colonizar la materia organica fresca. Dicho
hongo se encuentra en numerosas areas productivas, y afecta todas las fases del
cultivo desde la germinacion hasta la cosecha. Las plantas infectadas tienden a
producir tubérculos deformes, lo que reduce el rendimiento comercial (Vaillant, D.
y col., 2009).

R. solani es una forma imperfecta de Thanatephorus cucumeris. R. solani, es la
fase patogénica y se caracteriza porgue no produce conidias, las hifas son de

color marrén oscuro, las células son multinucleadas y la base de la célula que da
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origen a una ramificacion tiene una constriccion. Es un hongo que no produce
esporas asexuales y por lo tanto no tiene ningin medio fiable para asegurar su
dispersion a largas distancias. Presenta esporas sexuales llamadas basidiosporas
pero estas raras veces se producen. A pesar de la ausencia de esporas, R. solani
sobrevive en condiciones desfavorables por medio de la formacién de esclerocios
gue contiene una masa compacta de micelios. La densidad de in6culo de R. solani
es altamente variable y en general no se correlaciona con la incidencia de la

enfermedad (Anees, M. y col., 2010).

El dafio a los cultivos de la papa por R. solani se presenta principalmente bajo la
superficie del suelo, donde sélo los tejidos jévenes como tallos subterraneos y
estolones son particularmente susceptibles al ataque, lo que ocasiona cancro en
brotes, tallos, estolones y raices, lo que disminuye el crecimiento de las plantas,
ademas de la costra negra, que corresponde a la formacioén de esclerocios sobre
la piel de los tubérculos, disminuyendo su calidad comercial (Giovannini, C. y col.,
2005).

El potencial hidrico, la temperatura, el pH, y la nutricién, son algunos de los
factores ambientales que tienen una influencia significativa en la enfermedad
causada por R. solani, los esclerocios germinan y el micelio se desarrolla
infectando los brotes y tallos que se encuentran en desarrollo. La formacién de
esclerocios sobre la superficie de los nuevos tubérculos ocurre en condiciones de
suficiente humedad y temperatura Optima de 18°C, sin embargo, el maximo
desarrollo de esclerocios se produce cuando los tubérculos que se encuentran
listos para ser cosechados se mantienen en el campo por un tiempo prolongado
(Ritchie, F. y col., 2006). Segun Giovannini, C. y col., 2005, cuando se tiene el
indculo en forma de esclerocios se presenta mayor grado de potencial patogénico
y por lo tanto representa una importante fuente de indculo, sin embargo, la
patogenicidad de los aislamientos es variable, lo que sugiere una amplia

diversidad genética dentro de la poblacion.
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1.3. TRATAMIENTOS CONTRA PLAGAS Y ENFERMEDADES

Para llevar a cabo el control y manejo de las enfermedades generadas por hongos
fitopatdogenos existen diversos métodos como el manejo cultural, control quimico,

control biolégico y control genético.

Con el surgimiento de diversas enfermedades en las plantas y la generacion de
perjuicios sobre los cultivos, el control quimico es uno de los métodos mas
eficaces para el manejo de los mismos. Debido a esto, numerosos plaguicidas
quimicos son frecuentemente aplicados para controlar ciertas enfermedades. La
gran mayoria de fungicidas actuan en forma preventiva, evitando la colonizacién y
penetraciéon del patdogeno sobre el hospedero. No obstante, los plaguicidas
quimicos por lo general ofrecen un control satisfactorio de las enfermedades, pero
la utilizacién de dichos compuestos genera algunos efectos adversos en las
plantas, animales y el ecosistema. Es asi como después de anos de uso, empezo
a generarse resistencia de los hongos contra los compuestos quimicos utilizados y
a la vez incremento la contaminacion ambiental, dafios a la seguridad y a la salud
publica. La intensidad de la resistencia depende del tipo de fungicida y del tipo de
patdbgeno que se esta tratando (Gamboa, R. y col.,, 2003; Rodriguez, D. y
Sanabria, M. 2005; Lopez, A. 2007; Reinoso, Y. y col., 2007; Zhu, G. y col., 2008;
Rosquete, C. 2011; Monsalve, Z. y col., 2012).

El uso intensivo de agroquimicos ha creado una elevada toxicidad a los suelos
observandose que la materia organica de los mismos se pierde por la reduccion
de la actividad enzimatica y la biomasa microbiana. Debido a todos los efectos
negativos generados por la utilizacion de los plaguicidas, en ciertas regiones se ha
llegado a prohibir su uso para evitar mayor alteracién ambiental (Khan, M. y col.,
2011; Sharma, R. y col., 2009). Uno de los métodos utilizados para disminuir estos
efectos nocivos es incrementar la técnica de rotacion de cultivos o adicion de
material exdgeno. El impacto de diferentes especies de cultivos usados en varias

combinaciones hacen que los ciclos de las enfermedades se interrumpan o en el
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caso de las leguminosas que fijan N, para el siguiente cultivo diferente a
leguminosas. La descomposicion de los residuos de cultivos proveen varios
minerales, como por ejemplo macro y micronutrientes, los cuales son esenciales
para la nutricion de la planta y para incrementar el contenido de materia organica
(Srivastava, R. y col., 2007). Otra opcion para favorecer el medio ambiente
equivale a potencializar los métodos biolégicos con bactericidas, fungicidas e
insecticidas para el control de los fitofagos que atacan los diferentes cultivos
(Zapata, R. y col., 2003; Hernandez-Castillo y col. 2008).

El control biolégico consiste en ubicar un organismo que sea antagonico a un
patdgeno, e incorporar éste patdégeno en el habitat del antagénico, de esta forma
se puede reducir la poblacion total o parcial del patégeno por medio de la
capacidad natural para regular poblaciones de forma efectiva (Motta-Delgado, P. y
Murcia-Ordofiez, B. 2011). Es asi como surgen los bioinsumos para el control
biolégico de plagas y enfermedades en los principales cultivos agricolas, que se
caracterizan por ser altamente especificos contra las plagas o enfermedades
objetivo. Ellos permiten conservar la productividad de los cultivos evitando
contaminaciones sin poner en riesgo la salud de las personas que estan en
contacto directo o indirecto con los mismos, lo que favorece la practica de una
agricultura sustentable con menos empleo de productos quimicos (Nava-Pérez y
col., 2012).

Los bioplaguicidas se obtienen de materiales naturales entre los que se
encuentran animales, plantas, microorganismos y minerales. Se dividen en dos
grupos, el primero, plaguicidas microbianos, que incluyen bacterias, hongos, virus
y protozoos; y el segundo, plaguicidas bioquimicos, entre los que estan hormonas,
reguladores del crecimiento de plantas e insectos, enzimas y sustancias de

sefalizacion quimica (Nava-Pérez y col., 2012).

Los plaguicidas microbianos se caracterizan por ser efectivos y por tener una alta

especificidad y elevada patogenicidad contra una o mas plagas de un cultivo de
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importancia econémica. Los microorganismos antagonistas utilizan diferentes
mecanismos para inhibir el crecimiento de patdgenos, por medio de la produccion
de metabolitos antimicrobianos, competencia por el espacio y por los nutrientes, y
generacion de mecanismos de defensa por parte de las plantas. En un estudio
sobre el control de enfermedades en cultivos de tomate y zanahoria se utilizaron
microorganismos antagonistas del hongo Trichoderma encontrandose que todos
los aislados del hongo presentaban una reduccién significativa de los Nematodos
presentes en los cultivos por lo que los autores afirman que ésta puede ser una
técnica efectiva para llevar a cabo el control de estos (Affokpon, A. y col., 2011;
Collange, B. y col., 2011; Sharma, R. y col., 2009).

Los plaguicidas bioquimicos o botanicos son derivados de partes o de los
ingredientes activos de las plantas. El efecto nocivo de los extractos vegetales se
puede manifestar de diversas maneras como por ejemplo, toxicidad, mortalidad,
inhibicion del crecimiento, supresion de comportamiento reproductivo y reduccion
de la fertilidad y fecundidad. Es asi como extractos derivados de especies
vegetales han incrementado su interés cientifico por la presencia de actividad
antimicrobiana, debida a la presencia de compuestos fendlicos, que presentan una
rica fuente de biocidas y conservantes. Algunos de estos compuestos pueden ser
derivados del acido hidroxibenzoico, cumarico y derivados del acido cafeico, los
flavonoides y cumarinas, catequina, epicatequina, las proantocianidinas, los
taninos, etc. (Zapata, R. y col., 2003; Lizcano, M. 2007; Polkowska-Kowalczyk, L. y
col., 2007; Ruiz, C. 2008; Alzate, A. y col. 2009; Avalos y Pérez, 2009; Carrillo, Y. y
col., 2010; Gatto, M. y col., 2011).

1.3.1. Especies vegetales

En los ultimos afios la sociedad mundial ha priorizado los aspectos ambientales, y
ha conducido una serie de investigaciones hacia el descubrimiento de nuevas
alternativas para el manejo integrado de plagas y enfermedades, con menos

efectos negativos al ambiente (Rodriguez, D. y Sanabria, M. 2005). Una de estas
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alternativas es el uso de productos derivados de plantas donde se separan los
componentes con alguna propiedad fisicoquimica y se obtiene de esta forma un
extracto acuoso, que contiene todos los compuestos hidrosolubles de las mismas
(Bandoni, A. y col., 2009), y aceites esenciales (terpenos, lignanos, alcaloides,

esteroides), entre otros (Reinoso, Y. y col., 2007; Vaillant, D. y col., 2009).

Diversos extractos de especies vegetales presentan propiedades biocidas por la
presencia de fitoquimicos bioactivos que son biodegradables, no téxicos para los
humanos, animales ni medio ambiente. Esta propiedad presenta un gran potencial
para enfrentar plagas y enfermedades que generan pérdidas econdémicas en
cultivos de interés (Gamboa y col., 2003; Lira-Saldivar, 2003). Desde el punto de
vista bioquimico, las plantas desarrollan dos tipos de compuestos que les permiten
tener una defensa al ataque de los hongos, uno de estos compuestos son los
denominados antifingicos constitutivos o inhibitinas, los cuales existen en la
estructura de las plantas para detener la invasion de hongos; y los otros se
conocen como las fitoalexinas que se producen como respuesta a la infeccion de
patbgenos mas especificos por reacciones bioquimicas rapidas como la hidrdlisis
enzimatica. Aunque segun estudios realizados, se ha demostrado que dentro de
una misma especie vegetal, una sustancia puede actuar en un érgano como

inhibitina y en otro como fitoalexina (Montes, R. y col. 2000).

Las plantas tienen por lo general dos tipos de metabolismo conocidos como
metabolismo primario y secundario. El metabolismo primario es aquel donde se
forman diversos compuestos esenciales para la vida celular denominados
metabolitos primarios entre los que se encuentran azlcares simples, aminoacidos,
nucleétidos, acidos grasos, polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos, lipidos,
entre otros. EI metabolismo secundario desarrollado por otras rutas metabdlicas
genera los metabolitos secundarios, dentro de los que se encuentran los
responsables de los aromas de las plantas conocidos como aceites esenciales
gue son mezclas de compuestos alifaticos simples, alcoholes, aldehidos, cetonas,
ésteres y acidos, que hacen parte de los monoterpenos, sisquiterpenos y

fenilpropanos. La biosintesis de los metabolitos secundarios depende de
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situaciones de estrés como ataque de microorganismos o insectos, falta de
nutrientes, condiciones ambientales extremas, entre otros (Zapata, R. y col., 2003;
Lizcano, M. 2007; Ruiz, C. 2008; Alzate, A. y col. 2009; Avalos y Pérez, 2009;
Carrillo, Y. y col., 2010).

A nivel mundial existen alrededor de 250.000 especies vegetales de las cuales
s6lo se conoce el 10% de ellas, considerandose como medicinales alrededor de
12 mil especies en total (Lizcano, M. 2007). En alguna literatura, el niumero de
plantas aromaticas reportado se acerca a 3000 y de ellas s6lo se comercializan
250. Aproximadamente el 65% del mercado de esencias proviene de especies
cultivadas, el 1% de especies silvestres y el 33% de arboles, mayormente,
explotaciones forestales (Ruiz, C. 2008). Segun estadisticas de la Organizacion
Mundial de la Salud, el 80% de la poblacion mundial utiliza plantas medicinales
para afrontar los problemas primarios de salud, ya sea dentro de las estrategias de
cobertura sanitaria implementadas por los diferentes gobiernos, asi como por
propia utilizacién arraigada en costumbres ancestrales y culturales. Es por esto
gue en la actualidad las investigaciones se encuentran centradas en el estudio y
desarrollo de nuevos medicamentos provenientes de especies vegetales, ya sea a
través del empleo de la planta entera o sus extractos, el aislamiento de sus
principios activos o a través de la hemisintesis quimica tomando como punto de

partida una molécula vegetal (Debenedetti, S. 2002).

Las plantas medicinales corresponden a aquellas especies vegetales cuyas partes
0 extractos presentan un principio activo, compuesto quimico propio de la planta,
gue ejerce una acciéon farmacolégica, benéfica o perjudicial, sobre un organismo
vivo y por lo tanto se utilizan como drogas o medicamentos para el tratamiento de
alguna afeccion o enfermedad que padece un individuo o animal (Montesdeoca, V.
2010).

Las plantas aromaticas son aquellas plantas medicinales cuya importancia

econdmica radica en poseer principios activos que la hacen util y que se encuentra
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total o parcialmente en esencias 0 aceites esenciales. Los principios activos se

pueden encontrar en hojas, tallo, bulbos, rizomas, raiz, flores, semillas y frutos.

Las plantas condimentarias son hierbas y arbustos de plantas aromaticas, por
tanto medicinales, que por sus caracteristicas organolépticas presentan aromas y
sabores caracteristicos e intensos que suelen utilizarse en la cocina como

aderezos.

Algunas de las plantas domesticadas en Colombia y que se utilizaron en este
proyecto por sus capacidades biologicas fueron ajenjo, aji, ajo, altamisa,
caléndula, cebolla roja, cola de caballo, hierbabuena, higuerilla, hinojo, manzanilla,

menta poleo, milenrama, ortiga, romero, ruda y tomillo.

1.3.1.1. Compuestos fendlicos

Las plantas sintetizan una gran cantidad de moléculas organicas, como
consecuencia de su metabolismo secundario. De esta forma se tienen los fenoles
que generalmente se localizan en todas las partes de las plantas y su
concentracion es variable a lo largo del ciclo vegetativo. Los compuestos fenélicos
comprenden a todas aquellas sustancias que poseen varias funciones fenol,
nombre popular del hidroxibenceno, unido a estructuras aromaticas o alifaticas
que frecuentemente se encuentran como derivados de ésteres, éteres y
glicésidos. Los compuestos fendlicos se clasifican en fenoles simples, &acidos
fendlicos, acetofenonas y acidos fenil acéticos, cumarinas, benzofenonas y

estilbenos, xantonas y flavonoides (Sanchez, M. y Lopez, P. 208).

Estos compuestos participan de diversas funciones, como la asimilacion de
nutrientes, sintesis proteica, actividad enzimatica, fotosintesis, formacion de
componentes estructurales, alelopatia y defensa ante los factores adversos del
ambiente. Son en gran medida responsables de las propiedades del color,

caracteristicas sensoriales (sabor, astringencia, dureza, etc.), caracteristicas
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nutritivas y propiedades antioxidantes de los alimentos de origen vegetal. Segun
se ha visto, los compuestos fendlicos han mostrado una amplia variedad de
actividades bioldgicas: antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria,
inmunomoduladora, antiviral, antiproliferativa, antimutagénica, anticarcinogénica,
acciones vasodilatadoras, y prevencion de enfermedades coronarias y desordenes

neurodegenerativos (Politeo, O. y col., 2009).

1.3.1.1.1. Capacidad antioxidante

Las plantas aromaticas son una buena fuente de antioxidantes naturales tales
como los compuestos fendlicos, vitaminas, minerales, colorantes naturales y
enzimas. En el caso de los compuestos fendlicos, su capacidad antioxidante se
debe a la elevada reactividad del grupo fenol la que depende del niumero y la
localizacion de los grupos hidroxilo que contienen en su estructura, porque
cuentan con uno 0 mas anillos aromaticos con al menos un sustituyente hidroxilo,
lo que les facilita secuestrar radicales libres, debido a la facilidad con la que el
atomo de hidrégeno desde el grupo hidroxilo aromatico puede ser donado a la
especie radical, y a la estabilidad de la estructura resultante que soporta un
electron desapareado (Larrea, J. 2012).

Un radical libre es una especie quimica definida, una molécula o fragmento de
molécula, que contiene uno o mas electrones desapareados en su orbital externo
lo que lo convierte en un compuesto altamente inestable y fugaz, con gran
capacidad de formar otros radicales libres por reacciones quimicas en cadena.
Tienen una vida media del orden de milisegundos debido a su gran reactividad,
aunque ella varia segun el tipo de radical libre (Alzate, L.M. y col., 2011; Calderén
Hidalgo, 2007.

Existen diferentes clases de radicales libres, entre las que se tienen las Especies
Reactivas del Oxigeno (EROSs) y las Especies Reactivas del Nitrégeno (ERNSs). De

estas especies reactivas, las mas frecuentes y entre ellas las mas distinguidas en
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los sistemas biologicos son las EROs, entre las que se encuentra el anion
superoxido (027), estado de reduccién del oxigeno de un electrén, formado en
muchas reacciones de autooxidacion, es relativamente poco reactivo, pero
potencialmente téxico, porque puede iniciar reacciones que den lugar a otros
intermediarios a su vez muy reactivos; el radical hidroxilo (HO), es el estado de
reduccion de tres electrones de la molécula de oxigeno, es la especie mas
reactiva, con una vida media estimada de alrededor de 10-9 segundos; y los
radicales formados en la oxidacion de acidos grasos poliinsaturados (alcoxilo
(alKO) vy alquilperoxilo (alKOO). Los radicales libres inician y causan la
peroxidacibn de los lipidos (triglicéridos, fosfolipidos, lipoproteinas),
particularmente aquellos que componen las membranas celulares (Alzate, L.M. y
col., 2011).

Los antioxidantes son moléculas que a bajas concentraciones, respecto a las de
un sustrato oxidable, retardan o previenen su oxidacién. El antioxidante al chocar
con el radical libre cede un electron, se oxida y se transforma en un radical libre
débil no toxico. Los compuestos fendlicos estabilizan los radicales libres al ceder
un hidrégeno de sus grupos hidroxilos, formandose un puente de hidrégeno entre
dos grupos cercanos. El grado de actividad de los compuestos fendlicos y de otros
muchos antioxidantes, esta relacionado con el niumero de grupos hidroxilo que

posee la molécula (Toapanta, S. 2012).

1.3.1.1.2. Capacidad antimicrobiana

Como ya se menciond, son muchos los compuestos fendlicos esenciales para la
vida vegetal, como por ejemplo, la defensa que suministran a las plantas contra
ataques microbianos (Apak, R. y col., 2007). Por lo tanto, se han utilizado para
prevenir el crecimiento de bacterias nativas y contaminantes en post-cosecha.
Nychas, J. (1995), reportd la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
obtenidos a partir de orégano, tomillo, salvia, romero, clavo, cilantro, el ajo y la

cebolla contra bacterias y hongos. También, Gachkar, L. y col. (2007), informaron
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de la composicion quimica, actividad antibacteriana y antioxidante de los aceites
esenciales de Cuminum cyminum y Rosmarinus officinalis obtenidos por
destilacion de vapor. Los aceites esenciales de plantas se han utilizado durante
miles de afios para la conservacion de alimentos, productos farmacéuticos, en

medicina alternativa y terapias naturales.

1.3.2. Aplicaciones con metabolitos secundarios

Uno de los objetivos de desarrollo del milenio es garantizar el sustento del medio
ambiente, es asi como se presenta un incremento en el interés por la utilizacion de
productos de origen biolégico que sean amigables al ambiente. Por tal motivo, hoy
en dia se observa un amplio interés en el uso de bioinsumos y la utilizacién de
biotecnologias agricolas para obtener un mejoramiento en la calidad de vida de los
productores, bajos costos, facil acceso y que no generen contaminacion. Un
bioinsumo es un producto de origen biolégico utilizado con fines de nutricion
vegetal, manejo integral de plagas o mejoramiento de las caracteristicas del suelo.
Incluye agentes biologicos para el control de plagas, inoculantes biolégicos,
bioabonos, inéculos microbiales para compostaje y productos bioquimicos
(Zambrano y Riafio, 2008; Wagner, M.L. 2007). Entre las propiedades que debe
presentar un bioinsumo se tiene que no debe exhibir efectos nocivos a los
humanos y animales que estén en contacto directo con el mismo, ser efectivo a
bajas concentraciones, presentar una eficacia para un amplio rango de patdgenos,
se debe producir de forma facil, debe ser econémico, facil de almacenar, entre

otros (Murcia y Salamanca, 2006).

Los extractos acuosos de las especies vegetales estan conformados por
elementos activos producto del metabolismo vegetal, es decir, contienen gran
cantidad de sustancias quimicas que interactiian de modo sinérgico (Viveros, J. vy
Castafio, J., 2006). Los aceites esenciales, que hasta hace poco eran empleados
solamente en la industria farmacéutica y cosmética, en la actualidad tienen gran

importancia por su efecto en el control de plagas y enfermedades de las plantas
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(Alzate, A. y col.,, 2009). Los aceites esenciales y los extractos vegetales son
mezclas complejas de metabolitos secundarios que cubren un amplio espectro de
efectos farmacologicos mostrando diversas propiedades biologicas (Garcia, C.,
2010)

Segun Lizcano, M. (2007), la capacidad antifungica del tomillo (Thymus vulgaris)
es atribuida a la presencia de compuestos monoterpénicos fendlicos donde la
reactividad de los grupos hidroxifenolicos forman puentes de hidrégeno con los
sitios activos de diversas enzimas, lo que trae como consecuencia un rompimiento
de la membrana citoplasmética del microorganismo destruyendo la capacidad
selectiva y permitiendo el escape de compuestos intracelulares lo que genera una

inhibicion del microorganismo.

Son muchos los estudios que se han realizado sobre diferentes especies de
plantas por su actividad contra variadas especies de hongos fitopatdgenos
(Gamboa, R. y col., 2003; Zapata, R. y col., 2003; Rodriguez, D. y Sanabria, M.
2005; Viveros, J. y Castafo, J., 2006; Lizcano, M. 2007; Hernandez-Castillo, F.D. y
col. 2008; Alzate, A. y col., 2009; Salazar, C. y Betancourth, C., 2009; Catrrillo, Y. y
col., 2010; Osuagwu, G. y Edeoga, H., 2010; Saldarriaga, L. y col., 2010; entre
otros). La formulacion de productos vegetales se ha centrado en extractos
acuosos y hexanicos, polvos, aceites esenciales y metabolitos secundarios
antifangicos. Segun los estudios elaborados se determin6 que las plantas con las
que se han realizado los ensayos interactian con los hongos y la respuesta de los
patdgenos varia desde la estimulacion bioldégica hasta la completa inhibicion
(Montes, R. y col. 2000).

Abou-Jawdah, Y. y col. (2002), utilizaron extractos de éter de petréleo y metanol
de nueve especies vegetales para evaluar la actividad fungicida in vitro contra
nueve hongos fitopatdgenos (Botrytis cinerea, Alternaria solani, Penicillium sp.
Cladosporium sp., Fusarium oxysporum f. sp. melonis, Verticillium dabhlia,

Phytophthora infestans y Rhizoctonia solani), encontrando que los extractos de
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éter de petroleo presentan mayor porcentaje de inhibicion contra los hongos que el

extracto con metanol.

Lira-Saldivar, R.H., (2003), evalud los extractos de arbustos de la gobernadora
(Larrea tridentata) los cuales presentaron accién antifingica bajo condiciones in
vitro en por lo menos 17 hongos fitopatdgenos que causan grandes pérdidas
econOmicas. Entre los principales compuestos presentes en la resina de la
gobernadora se encuentran los lignanos fendlicos, saponinas, flavonoides,
aminoacidos y minerales. Se evalué el efecto fungicida de la gobernadora
utilizando extractos crudos de cloroformo y etanol sobre los hongos Rhizoctonia
solani Kuhn, Pythium sp. Pringsh. y Rhizopus migricans Ehrenb, presentando
inhibicion sobre los mismos. De igual forma el autor llegdé a concluir que la
efectividad para inhibir el crecimiento de los hongos es independiente de los

solventes utilizados.

Soylu, E. y col. (2005), realizaron un estudio en el que analizaron la actividad
fungicida de los aceites esenciales de diferentes plantas aromaticas contra la
inhibicion de crecimiento del hongo P. infestans. Y encontraron que todas las

muestras presentaban inhibicién del hongo en estudio.

El aceite esencial y el extracto metanélico de Mentha longifolia ssp. longifolia se
utilizaron para evaluar la actividad antimicrobiana contra 30 microorganismos,
donde se encontré que el aceite esencial presenta inhibicion en 15 hongos,
mientras que con el extracto metandlico se mantienen practicamente inactivos.
Los hongos evaluados fueron: Alternaria alternata, Aspergillus flavus, Aspergillus
variecolor, Fusarium acuminatum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani,

Fusarium tabacinum, Moliniana (Gulluce, M. y col., 2007).

El aceite esencial de las hojas de Chenopodium ambrosioides Linn se utilizd para
evaluar la actividad fungicida contra varias especies de hongos. Se observo

inhibiciébn completa del hongo Aspergillus flavus a 100 pg/ml y de igual forma se
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presenta toxicidad contra Aspergillus flavus Link., Aspergillus niger, Aspergillus
fumigatus, Botryodiplodia theobromae, Fusarium oxysporum, Sclerotium rolfsii,

Macrophomina (Kumar, R. y col. 2007).

En otra investigacion se utilizaron extractos etandélicos de plantas medicinales los
cuales presentaron actividad fungitoxica frente a hongos micotéxicos (Aspergillus
section flavi) aislados de alimentos balanceados. Los autores recomiendan aislar
los metabolitos secundarios responsables de dicha actividad para su probable

aplicacion como antifungicos naturales (Quiroga, E.N. y col. 2007).

Se emple6 el aceite esencial de Salvia hydrangea para determinar sus
componentes por medio de GC-MS, se identificaron 44 compuestos diferentes, de
los cuales los mas representativos fueron: alcanfor, a-humuleno, cis-
sesquisabineno hidrato, mirmirtenol, b-bisabolol y 1,8-cineol. Con este aceite se
evalué el efecto fungicida sobre 33 hongos, presentando inhibicion al 100%:
Fusarium incarnatum, Fusarium nivale, Alternaria solani, Pythium ultimum vy

Rhizoctonia solani (Kotan, R. y col. 2008).

El comportamiento de 14 aceites esenciales de especies vegetales fueron
evaluadas contra diferentes cepas de hongos y se determind que el aceite de
Thymus vulgaris L. presenta total inhibicién contra la cepa de Aspergillus flavus y
exhibe un amplio espectro fungicida contra Fusarium oxysporum, Cladosporium
herbarum, Curvularia lunata, Aspergillus terreus, Aspergillus niger, Aspergillus
fumigatus, Alternaria alternata y Botryodiploidia theobromae (Kumar, A. y col.,
2008).

Rivera, D. y col. (2010), evaluaron el efecto de diferentes mezclas de
agroquimicos sobre Azotobacter chroococcum AC1. Al evaluar la mezcla de los
agroquimicos se presenta un efecto inhibitorio mayor probablemente porque existe

sinergia de todos o de algunos de los componentes de la mezcla.
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Segun el Boletin de Fitopatologias (2007), la empresa Gruindag International S.A.
de C.V. que pertenece a la industria quimica, desarroll6 un producto de amplio
espectro (FITO SP) que actia como fungicida-bactericida de alta eficiencia
biolégica y estd compuesto por una mezcla de metilen bistiocianato y 2-
(Tiocianometiltiobenzotiazol). Dicha empresa demostrd la eficiencia del producto
sobre hongos como Rhizoctonia, Fusarium, Streptomyces y bacterias como

Bacillus y Erwinias.

Almadoz, J. y col. (2009), desarrollaron un desinfectante de semilla efectivo en el
cultivo de frijol para el control de saltahojas (Empoasca krameri), mosca blanca
(Bemisia tabaci) y el crisomélido (Diabrotica balteata), y en el control de
enfermedades Alternaria sp., Colletotrichum sp., Rhizoctonia sp. y M. phaseolina.
Dicho desinfectante consta de una mezcla de tres ingredientes activos: el
thiamethoxam — insecticida sistémico neonicotinoide, el difenoconazol, fungicida
del grupo de los triazoles y el mefenoxam, fungicida de la familia de las

fenilaminas.

La formulacién de productos vegetales se ha centrado en extractos acuosos y
hexanicos, polvos, aceites esenciales y metabolitos secundarios antifungicos.
Segun los estudios elaborados se determind que las plantas con las que se han
realizado los ensayos interactuan con los hongos y la respuesta de los patégenos
varia desde la estimulacion bioldgica hasta la completa inhibicion (Montes, R. y
col. 2000).

Abou-Jawdah, Y. y col. (2002), utilizaron extractos de éter de petroleo y
metandlicos de nueve especies vegetales para evaluar la actividad fungicida in
vitro contra nueve hongos fitopatégenos (Botrytis cinerea, Alternaria solani,
Penicillium sp. Cladosporium sp., Fusarium oxysporum f. sp. melonis, Verticillium
dahlia, Phytophthora infestans y Rhizoctonia solani), y se encontré que los
extractos de éter de petroleo presentan mayor porcentaje de inhibicién contra los

hongos que el extracto con metanol.
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Lira-Saldivar, R.H. (2003), evalud los extractos de arbustos de la gobernadora
(Larrea tridentata) los cuales presentaron accion antifungica bajo condiciones in
vitro en por lo menos 17 hongos fitopatégenos de gran importancia econdmica.
Entre los principales compuestos presentes en la resina de la gobernadora se
encuentran los lignanos fendlicos, saponinas, flavonoides, aminoacidos vy
minerales. Segun los resultados, los extractos crudos de cloroformo y etanol de la
gobernadora presentaron accidn fungicida contra Rhizoctonia solani Kuhn,
Pythium sp. Pringsh. y Rhizopus migricans Ehrenb. De igual forma el autor
concluyd que la efectividad para inhibir el crecimiento de los hongos es

independiente de los solventes utilizados.

El aceite esencial y el extracto metandlico de Mentha longifolia ssp. Longifolia,
fueron utilizados para evaluar su actividad antimicrobiana contra 30
microorganismos (Alternaria alternata, Asperqillus flavus, Aspergillus variecolor,
Fusarium acuminatum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium
tabacinum, Moliniana, entre otros), y se observo que el aceite esencial presenta
inhibicion en 15 hongos, mientras que el extracto metandlico no presenta actividad

alguna (Gulluce, M. y col., 2007).

El aceite esencial de Salvia hydrangea fue analizado por medio de GC-MS,
identificando 44 compuestos diferentes, los mas representativos fueron alcanfor, a-
humuleno, cis-sesquisabineno hidrato, mirmirtenol, B-bisabolol y 1,8-cineol. Con
este aceite se evaluo el efecto fungicida sobre 33 hongos patdégenos y se observo
inhibicion completa contra Fusarium incarnatum, Fusarium nivale, Alternaria solani,

Pythium ultimum y Rhizoctonia solani (Kotan, R. y col. 2008).

El comportamiento de 14 aceites esenciales de especies vegetales fueron
evaluadas contra diferentes cepas de hongos y se determiné que el aceite de
Thymus vulgaris L. presenta total inhibicion contra la cepa de Aspergillus flavus y

exhibe un amplio espectro fungicida contra Fusarium oxysporum, Cladosporium
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herbarum, Curvularia lunata, Aspergillus terreus, Aspergillus niger, Aspergillus
fumigatus, Alternaria alternata y Botryodiploidia theobromae (Kumar, A. y col.,
2008).

La actividad fungicida de cinco monoterpenos (mentol, timol, alcanfor, citronelal y
1,8 cineol) que se encuentran normalmente en los aceites esenciales, se evalud
sobre un aislado de Rhizoctonia solani, causante de la rizoctoniasis en papa. Cada
uno de los monoterpenos fueron empleados en concentraciones de 0.5, 0.1 y
0.05% (p/v) Los resultados encontrados revelaron que timol, mentol y citronelal

tuvieron el 100% de inhibicion sobre el hongo en estudio (Vaillant, D. y col. 2009).

La ruda (Ruta graveolens) es un arbusto de hojas perennes que contiene diversos
metabolitos secundarios incluyendo fumarocumarinas, alcaloides como la
quinolona y la acridona y flavonoides que le confieren su caracter bioldgico
(Stashenko, E.y col., 2000; Garcia, C. y col., 2010).
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1. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la bioactividad y composicion quimica de hidrosoles y aceites
esenciales de diecisiete especies vegetales para la formulacion preliminar de un
bioinsumo en el control de los hongos Phytophthora infestans, Rhizoctonia solani y

Fusarium oxysporum, presentes en el cultivo de papa (Solanum tuberosum).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la concentracion de polifenoles totales, actividad antioxidante y
fungicida de los extractos (hidrosoles y aceites esenciales) de diecisiete especies
vegetales para establecer la relacién con la composicién quimica de los extractos

y la inhibicion de los hongos presentes en el cultivo de papa (Solanum tuberosum)

Desarrollar 3 formulaciones preliminares de bioinsumos con los aceites esenciales
e hidrosoles que presenten las mejores caracteristicas de bioactividad hacia los
hongos presentes en el cultivo de papa, evaluando su bioactividad frente a una

formulacion comercial de amplio espectro utilizado para ese cultivo
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3. JUSTIFICACION

Uno de los cultivos mas importantes en Colombia es el de la papa (Solanum
tuberosum) por la cantidad de tierra cultivada y por la importancia en la
alimentacion de los colombianos. Las personas encargadas de dichos cultivos
presentan un bajo nivel de escolaridad lo que genera un limitado acceso a los
factores de produccion, servicios publicos, salud, asistencia técnica agricola, obras
de infraestructura, entre otros. Es asi como el sistema de produccion se
caracteriza por manejar una tecnologia tradicional en el 90% de los casos. La
tecnologia tradicional tiene como caracteristicas principales el uso intensivo de
fertilizantes, uso intensivo de plaguicidas, uso de maquinaria, entre otros. Es decir,
utiliza diferentes factores productivos que se enfocan en asegurar altos
rendimientos en los cultivos, sin considerar el uso racional de los recursos

naturales y la sostenibilidad del medio ambiente (Suarez, S. 2004).

Las principales enfermedades generadas por hongos que afectan el cultivo de la
papa en Colombia son: gota de la papa (Phytophthora infestans), tizon temprano
(Alternaria solani), roya comun (Puccinia pittieriana), cenicilla o mildeo polvoso
(Erysiphe cichoracearum), rizoctoniasis (Rhizoctonia solani), mortaja blanca o
palomillo (Rosellinia sp), rosa polvosa (Spongospora subterranea), marchitez
temprana (Verticillium albo-atrum), podredumbre — fusariosis (Fusarium spp)
(Pifieros, C. 2009).

La gota o tizon tardio, causada por el hongo Oomyceto (P. infestans), es
probablemente la enfermedad mas importante que ataca el cultivo de la papa en el
mundo, causando las mayores pérdidas en el cultivo en todo el mundo. Solamente
en Latinoamérica se estima una reduccion o pérdida del 30-35% de la produccion
total. EI conocimiento de esta enfermedad es muy importante, asi como las
condiciones ambientales de la zona de influencia, sobre todo teniendo en cuenta

gue todo material vegetal sobre o dentro del cual se desarrollen estructuras del
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agente casual, es fuente de inéculo de P. infestans y permite su multiplicacion y
diseminacién. En algunas de las areas paperas, el cultivo de la papa se encuentra
durante todo el afio en diversos estados fisiolégicos, lo cual permite que los ciclos
vegetativos de la mayoria de las enfermedades se presenten permanentemente
(Sanchez, G. 2000).

De otro lado, segun indican investigaciones en el Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional de Colombia, la Rizoctoniasis de la papa, también conocida
como costra negra por la presencia de esclerocios en la superficie de los
tubérculos afectados, se trata de una enfermedad que reduce la produccion de
papa entre el 10% y el 26% (Blanco, D. 2013).

El uso intensivo de fertilizantes sintéticos en el cultivo buscando prevenir plagas y
enfermedades genera con el tiempo una resistencia de dichos microorganismos y
hace que los productos se vuelvan ineficientes y que solo generan dafios a la
salud y al ecosistema (Zapata, R. y col., 2003). Con referencia a lo anterior es
necesario potencializar los métodos bioldgicos para el control de los cultivos. En la
actualidad existe una creciente demanda de los consumidores por utilizar o
consumir productos agricolas sin residuos agroquimicos o con bajas trazas de
estos. En ese sentido se hace necesaria la evaluacién de practicas limpias y
amigables enfocadas a disminuir aplicaciones de agroquimicos y asi obtener
cultivos con valor agregado que mejoren la calidad de vida tanto de productores
como de consumidores (Rodriguez, D. y Sanabria, M. 2005; Salazar y
Betancourth, 2009).

Frente al uso creciente de agroquimicos tanto en Colombia como en numerosos
paises del mundo, la lista de argumentos ambientalistas o a favor de la salud
humana cada vez es mas amplia, por los impactos nocivos de las diferentes
moléculas de sintesis sobre la salud humana, la vida microbiana, la mesoflora, los
insectos y las especies vegetales sometidas directa o indirectamente a las

fumigaciones de estas moléculas. Es asi como se estan buscando alternativas
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mas respetuosas del medio ambiente y de la salud de los trabajadores mediante el
aprovechamiento de mecanismos naturales bacterianos o vegetales que permiten
asegurar el control de plagas y enfermedades (Rodriguez y Sanabria 2005;
Carrillo, Y. y col., 2010).

En Colombia se presenta un notable incremento en la produccién de bioinsumos
de extractos vegetales a pesar de que la biodiversidad de muchas ecorregiones
aun no ha sido ampliamente explorada, ni quimica ni genéticamente, lo que

representa un amplio potencial para investigar.

Las investigaciones realizadas sobre las actividades antimicrobianas que
presentan diversas especies vegetales reportan la efectividad de ciertos
compuestos activos de las plantas sobre microorganismos especificos, pero
dichas investigaciones se basan en tomar de forma independiente los
compuestos, es decir, trabajan aceites esenciales o extractos acuosos de forma
separada. En referencias bibliograficas se encuentra que existe un incremento de
la actividad antimicrobiana cuando se mezclan compuestos de diferentes
fertilizantes sintéticos, pero segun las nuevas regulaciones y tendencias, éstos
deben ser remplazados para beneficiar el medio ambiente y la salud de las
personas (Rodriguez y Sanabria 2005). Por tal motivo en este proyecto se
evaluaron diecisiete especies vegetales para determinar la composicion quimica y
bioactividad de los hidrosoles, aceites esenciales y mezclas sobre el crecimiento
de P. infestans, F. oxysporum y R. solani, presentes en el cultivo de papa
(Solanum tuberosum). Es asi como en la Universidad de la Sabana se desarroll6
un proyecto de investigacion sobre “Disefio de un prototipo piloto para la obtencion
de Bioinsumos agricolas de origen vegetal con actividad fungicida e insecticida
para el cultivo de Solanum tuberosum”, del cual hace parte la presente
investigacion. De esta forma se espera responder a la siguiente pregunta global:
¢, Cual es el comportamiento de la bioactividad de extractos y aceites esenciales

de diecisiete especies vegetales con actividad fungicida, cuando se mezclan en
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diferentes proporciones frente a Phytophthora infestans, Fusarium oxysporum y

Rhizoctonia solani presentes en el cultivo de papa (Solanum tuberosum)?
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIALES

4.1.1 Material biolégico

Los microorganismos utilizados en este proyecto fueron: Phytophthora infestans,
donado por la Universidad Nacional de Colombia, facultad de Agronomia,
laboratorio de Fitopatologia. Fusarium oxysporum, adquirido en la Corporacion
Colombiana de Investigacion Agropecuaria (Corpoica), Laboratorio Nacional de
Diagnostico Fitosanitario; y Rhizoctonia solani, cedido por la Pontificia Universidad
Javeriana. Los hongos F. oxysporum y R. solani se mantienen en agar papa-
dextrosa (PDA) a 25°C, y P. infestans en agar arveja a 25°C por un tiempo

maximo de 7 dias cada uno.

4.1.2 Material vegetal

Los hidrosoles y aceites esenciales de cada una de las especies vegetales
utilizadas, fueron adquiridos durante el desarrollo del proyecto denominado
“Diseno de un prototipo piloto para la obtencion de Bioinsumos agricolas de origen
vegetal con actividad fungicida e insecticida para el cultivo de Solanum tuberosum”
del cual hace parte esta investigacion. Las especies vegetales utilizadas, fueron
seleccionadas a partir de una matriz sobre informacién fitoquimica y bioactividad
fungicida e insecticida de las especies seleccionadas, desarrollada por la empresa
beneficiaria del proyecto FARMAVERDE CTA. En la Tabla 1, se encuentra el
listado de las especies seleccionadas y el tipo de extracto que se utilizd en esta

investigacion.
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Nombre Comun Nombre Cientifico Hidrosol Aceite
esencial
Ajenjo Artemisia absinthium X X
Aji Capsicum frutescens X X
Ajo Allium sativum X X
Altamisa Ambrosia artemisiifolia X X
Caléndula Calendula officinalis X X
Cebolla roja Allium cepa X X
Cola de caballo Equisetum bogotense X X
Hierbabuena Mentha spicata X X
Higuerilla Ricinus communis X X
Hinojo Foeniculum vulgare X X
Manzanilla Matricaria recutita X X
Menta poleo Mentha pulegium X X
Milenrama Achillea millefolium X X
Ortiga Urtica dioica X X
Romero Rosmarinus officinalis X X
Ruda Ruta graveolens X X
Tomillo Thymus vulgaris X X
4.1.3 Reactivos

Tabla 1. Especies vegetales utilizadas en la investigacion

Tipo de extracto

ABTS++ (2,2’-Azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline- 6-sulfonic acid) diammonium salt),
DPPHe (2,2-Diphenyl-1-picrylnydrazyl), TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine), BHA (3-
BHT (2,6-di-tert-Butyl-4-methylphenol), Trolox (6-
Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid), y persulfato potasico

tert-Butyl-4-hydroxyanisole),

(K2S203), fueron adquiridos de Sigma-Aldrich Chemical Company. El metanol y el
etanol eran de grado HPLC. Acetato de sodio (C;H3NaO;), acido acético
(CH3CO2H), tricloruro férrico (FeCls.H,0), sulfato de hierro (FeS04-2H,0) y acido
clorhidrico (HCI), acido galico, reactivo de Folin-Ciocalteu y acido ascoérbico fueron
de Panreac. Papa-Dextrosa-Agar (PDA) y Agar-Agar fueron de Scharlau.
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4.2. METODOLOGIA

4.2.1. Identificacion de compuestos quimicos

La identificacibn de los compuestos quimicos volatiles de cada uno de los
extractos a evaluar se realizO por medio de Cromatografia de gases con
espectrometria de masas (GC/MS) en el laboratorio de Cromatografia de la

Universidad Industrial de Santander.

Para el caso de los hidrosoles, la extraccion-concentracion simultanea de los
compuestos de la fase vapor de las muestras se llevé a cabo usando la técnica de
microextraccion en fase solida (HSSPME), por monitoreo en fase vapor
(headspace) empleando una fibra de silice fundida recubierta con PDMS/DVB de

65 um de espesor.

La preparacion de las muestras de aceite esencial se llevd a cabo por dilucion e

inyeccion directa de los aceites esenciales al equipo cromatografico.

El andlisis cromatografico se realizé en un cromatdégrafo de gases Agilent
Technologies 6890 Plus acoplado a un detector selectivo de masas (MSD, Agilent
Technologies 5973) operado en el modo de barrido completo de radiofrecuencias
(full scan). La columna empleada en el analisis fue DB-5MS (J & W Scientific,
Folsom, CA, EE.UU) [5%-fenilpoli(dimetilsiloxano), 60 m x 0.25 mm x 0.25 um]. La
inyeccion se realiz6 en modo Split (30:1) y con el dispositivo de SPME.

4.2.2. Polifenoles totales

Para determinar los polifenoles totales se utiliz6 el método Folin-Ciocalteu descrito
por Vasquez, A. y col. (2007). EI método de Folin-Ciocalteu activado con una
base, como carbonato de sodio, se basa en la reduccion de un complejo
fosfowolframato-fosfomolibdato por compuestos fendlicos generando productos en

la reaccion de color azul que absorben a una longitud de onda de 750 nm (Stratil,
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P. y col. 2006). Este método utiliza como patréon y referencia el acido galico. El
método fue adaptado para el uso de microplatos con el siguiente procedimiento: a
210 pL de agua destilada se le adicionaron 30 pL extracto, 15 pL del reactivo de
Folin Ciocalteu, se dejo reposar durante 5 minutos, y luego se adicionaron 45 uL
de carbonato de sodio al 20%. Se dejo reaccionar por 120 minutos. Los ensayos
fueron efectuados en un equipo iMarkTM Microplate Reader a una longitud de
onda de 750 nm. La curva de calibraciébn se elabor6 con acido gélico a
concentraciones entre 10 y 150 mg/mL. El contenido total de polifenoles se
expres6 como equivalentes de &cido galico/100 g de planta seca. Todas las

medidas fueron realizadas por triplicado.

4.2.3. Actividad antioxidante
4.2.3.1. DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)

El método del DPPH, consiste en que este radical tiene un electron desapareado y
es de color azul-violeta, decolordndose hacia amarillo palido por reaccion con una
sustancia antioxidante (Sharma, O. y col. 2009). La evaluacion de la actividad se

realizdé por macro y micro-cuantificacion.

Macro-método. La macro cuantificacion se llevd a cabo como se describe por
Mishra, K. y col., (2012), cuyo procedimiento consisti6 en preparar 5
concentraciones diferentes por triplicado de cada extracto a evaluar. De cada una
de estas soluciones se tomaron 0,5 mL y se mezclaron con 2,0 mL de solucién
metandlica de DPPHe« (20 mg/L), se incubaron por 30 minutos en la oscuridad y se
leyé a una longitud de onda de 517 nm, utilizando un espectrofotometro Thermo
Scientific GENESYS™ 10S Biomate UV/VIS. Se determind el porcentaje de
disminucioén de absorbancia en los extractos por medio de la siguiente ecuacion
(Ec. 1):
Abs control—Abs extracto

% disminucion Abs = * 100 (Ec. 1)

Abs control
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Se grafico la concentracion del extracto contra porcentaje de disminucion de la
absorbancia y se interpol6 el valor I1Csp. La actividad antioxidante de cada uno de
los extractos evaluados es expresada como ICsy, y se definib como la
concentracion del extracto evaluado requerida para producir una disminuciéon del

50% de la concentracion inicial del DPPHes.

Micro-método. Se determind la actividad antioxidante por medio de la micro-
cuantificacion utilizando el método DPPH descrito por Rojas-Barquera y Narvaez-
Cuenca (2009) adaptado a microplatos (platos de 96 pozos) por Nuengchamnong,
N. y col. (2009). Se preparo una solucién stock de DPPH« 0,6 mM en metanol y se
almacen6 a -20°C en la oscuridad. A partir de esta solucion se realizaron
diluciones con metanol hasta obtener una solucibn con una absorbancia de
1,1+0,02 a 515 nm. Se elabor6 una curva de calibracion con Trolox a
concentraciones entre 0 y 150 pg/mL. Para la reaccién se colocaron 75 pL del
extracto a evaluar y 150 uL de DPPH- ajustado a la absorbancia de trabajo y se
incubaron los microplatos durante 30 minutos en la oscuridad. Se realizé la lectura
de los platos en el equipo iMarkTM Microplate Reader a una longitud de onda de
515 nm. Las medidas se realizaron por triplicado. BHA y BHT se utilizaron como
controles positivos. Los resultados de capacidad antioxidante se expresaron como

equivalentes Trolox.

4.2.3.2. ABTS (2,2-azinobis-(3 etilbenzotiazolin-6-sulfonico)

Otra forma de determinar la capacidad antioxidante es utilizar el método del
ABTSe+ basado en la oxidacion del ABTS por el persulfato potasico para formar el
radical ABTS++, que es reducido en presencia de antioxidantes donadores de
hidrogeno. La evaluacién de la actividad por el método del ABTS se realiz6 por

macro y micro-cuantificacion.

Macro-método. El ensayo por macro-cuantificacion se llevdo a cabo segun el
procedimiento descrito por Erkan, N. et al. (2008). El radical cation (ABTS++) se

obtuvo por medio de la reaccion de ABTSe 3,5 mM con 1,25 mM (concentraciéon
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final) de persulfato de potasio y se conservd en la oscuridad a temperatura
ambiente durante 12 h. La solucion se diluyé con etanol hasta obtener una
absorbancia de 0,70+0,02 a 732 nm utilizando un espectrofotometro Thermo
Scientific GENESYS™ 10S Biomate UV/VIS. Se elabor6 una curva de calibracion
con Trolox a concentraciones entre 5y 50 uM. Para la reaccion se colocaron 2000
ML de solucién de ABTSe<+ con 500 pL de cada uno de las diluciones a evaluar. Se
dej6 reaccionar por 30 minutos en la oscuridad. Todos los extractos fueron
evaluados por triplicado. Se realizé la lectura en espectrofotometro a 732 nm. La
actividad antioxidante de cada uno de los extractos evaluados es interpolada de la

ecuacion de la recta y los resultados se expresaron como equivalentes Trolox.

Micro-método. Se prepar6 una solucién de ABTS 3,5 mM con 10% de persulfato
potasico 12,5 mM y se almacend a -20°C en la oscuridad. La solucion de trabajo
se prepar6 por medio de la dilucion de la solucion stock con buffer fosfato pH 7,4
hasta obtener una absorbancia de 0,8+0,02 a 735 nm. Se elabor6 una curva de
calibracion con Trolox a concentraciones entre 0 y 45 ug/mL. Para la reaccion se
colocaron 50 pL del extracto a evaluar y 200 uL de ABTSe+, se incubaron los
microplatos durante 30 minutos en la oscuridad. Se realiz6 la lectura de los platos
en el equipo iMarkTM Microplate Reader a una longitud de onda de 735 nm. Las
medidas se realizaron por triplicado. BHA y BHT se utilizaron como controles
positivos. Los resultados de capacidad antioxidante se expresaron como

equivalentes Trolox.

4.2.3.3. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

De igual forma se determind la capacidad antioxidante por medio del método
FRAP que se fundamenta en la capacidad de reducir el complejo formado por el
hierro (Ill) y TPTZ hasta hierro (I)-TPTZ, mediante un donante de electrones
(antioxidante), formandose un compuesto de color azul que presenta un maximo
de absorcion a 595 nm. La medida espectrofotométrica a esa longitud de onda es

proporcional a la capacidad reductora de la muestra. La metodologia a seguir fue
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adaptada a microplatos segun lo descrito por Mduller, L. y col. (2010), el
procedimiento para preparar el reactivo fue el siguiente: se colocaron en 10
volumenes de 300 mmol/L de buffer acetato (pH 3,6), 10 volimenes de 20 mmol/L
de FeCI3 y un volumen de 10 mmol/L de TPTZ en 40 mmol/L de HCI. Se elaboro
una curva de calibracion con Trolox a concentraciones entre 50 y 400 uM. Para la
reaccion se tomaron 50 pL del extracto a evaluar y 200 pL de FRAP. Se incubaron
los microplatos durante 8 minutos en la oscuridad. Se realizé la lectura de los
platos en el equipo iMarkTM Microplate Reader a una longitud de onda de 595 nm.
Las medidas se realizaron por triplicado. BHA y BHT se utilizaron como controles
positivos. Los resultados de capacidad antioxidante se expresaron como

equivalentes Trolox.

4.2.4. Actividad fungicida

Para la multiplicacion de los patdégenos, se emplearon los medios de agar-arveja
(cuya composicion es: 60 gramos de arveja, 20 gramos de sacarosa, 20 gramos
de agar y 1 litro de agua destilada) y agar- papa-dextrosa (PDA) (39 kg/L). Los
subcultivos para mantener los hongos se lograron mediante la transferencia de
una cantidad miceliar sobre el agar respectivo fresco bajo condiciones de
laboratorio. Luego de subcultivar cada uno de los hongos de trabajo, se activd su
virulencia mediante la inoculacion del patdgeno en rodajas (0.5-1.00 cm de grosor)
de papa variedad Tuquerrefia previamente desinfectada (15 minutos en hipoclorito
de sodio al 2% y etanol al 96% por 1 minuto). Al cabo de cinco dias se observo el
crecimiento del micelio. Este micelio fue nuevamente sembrado en medio de
cultivo respectivo (Diaz, M. y col.,, 2003). La determinacion de la actividad

fungicida se realiz6 por macro y micro-cuantificacion.

Micro-método: Concentracion Minima Inhibitoria. El efecto inhibitorio se llevo a
cabo segun los procedimientos descritos por Broekaert y col. (1990) y Mufioz, A.
(2008), mediante microplatos de 96 pozos estériles. El crecimiento se sigue por la

variacion de la densidad optica (DO) del microcultivo. El procedimiento fue el
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siguiente: se prepararon soluciones a concentraciones de 10, 20, 30, 40, y 50
pHg/mL de los extractos a evaluar disueltos en caldo papa dextrosa (PDB) por
triplicado. A 80 pL de una suspension de esporas de cada uno de los hongos en
una concentraciéon de 2,5x10* esporas/mL se adicionaron 20 pL de cada una de
las diluciones de los extractos. Se dejo reposar 30 minutos y se realizo la lectura
del microplato en el equipo iMarkTM Microplate Reader a una longitud de 490 nm.
Se incubd el microplato a 25°C durante 48 horas y luego se realizdO una nueva
lectura del microplato a 490 nm. El porcentaje de inhibicion fue calculado con la

siguiente formula (Ec. 2):

Abs inicial (0 h)—Abs final (48h)
Abs inicial (0 h)

% Inhibicion = * 100 (Ec. 2)

Macro-método: difusion en disco en agar. Se desarrollaron los protocolos de
Cano, C. y col., (2008) y Al-Reza, S. y col., (2010), con algunas modificaciones: en
20 mL de agar fundido a 35°C se mezclé de forma aséptica 1 mL de la suspensién
fangica (1 x 10* UFC/mL) y se sirvi6 en caja de petri desechable (94x16mm).
Luego de gelificar el agar, se colocaron discos de papel Whatman estériles de 6
mm de diametro sobre el agar. Se adicionaron 10 pL de cada uno de los extractos
a evaluar. Se dejé reposar por 30 minutos a temperatura ambiente y se incubaron
las cajas a 25°C entre 5-15 dias segun el hongo en evaluacion. Se obtuvo un
registro fotogréfico y por medio del software de ImageJ se determiné el halo de
inhibicion. Las cajas sin extracto se utilizaron como control negativo. Como control
positivo se utilizé el fungicida agricola sistémico Zellus. Los ensayos se realizaron

por triplicado para cada tipo de extracto.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Identificacion de compuestos quimicos

La identificacion tentativa de los compuestos en la fase vapor monitoreada por HS-
SPME/GC-MS, operado en el modo de barrido completo de radiofrecuencia (full
scan) de las muestras, se establecié con base en sus espectros de masas, usando
las bases de datos de Adams, Wiley 138 y NISTO5. En el Anexo A se presenta la
composicién quimica de cada extracto evaluado y los cromatogramas del hidrosol
y aceite esencial de Tomillo (Thymus vulgaris), respectivamente. Segun estos
resultados, se observa que la cantidad de compuestos para cada extracto oscila
entre 2 y 61 para los hidrosoles de Higuerilla (Ricinus communis) y de
Hierbabuena (Mentha spicata), respectivamente; y entre 1 y 77 para los aceites de
Aji (Capsicum frutescens) y de Hierbabuena, respectivamente. Los aceites
esenciales naturales estan conformados por mezclas muy complejas que pueden
contener aproximadamente entre 20 y 60 componentes en concentraciones
bastante diferentes, las cuales se caracterizan por tener dos o tres componentes
principales a altas concentraciones (alrededor del 20 al 70%) en comparacién con
los componentes presentes en cantidades trazas (Bakkali, F. y col. 2008), lo que
coincide con lo encontrado para los hidrosoles y aceites presentados en la Tabla
2, donde se muestra la identificacién tentativa y la cantidad relativa (%) de los

componentes mayoritarios presentes en las muestras analizadas.

Tabla 2. Compuestos quimicos mayoritarios identificados por GC-MS

Nombre Cantidad relativa de compuestos quimicos (%)
Comun Hidrosol Aceite esencial
Ajenjo timol 46,7 | tocoferol 25,1
trans-tujona 24,6 | trans-turjona 20,4
trans-2-heptenal 16,1
dietilftalato 10,4
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Tabla 2. (Continuacion)

Nombre Cantidad relativa de compuestos quimicos (%)
Comun Hidrosol Aceite esencial
Aji alcanfor 22,5 | tocoferol 100,0
hexadecenoato de etilo 19,5
hexadecanoato de etilo 15,2
1,8-cineol 11,2
Ajo dialil trisulfuro 36,2 | sesamin 36,4
alcanfor 16,0 | alcanfor 32,2
1,8-cineol 15,1 | compuesto PM 446 18,0
timol 10,4
Altamisa B-bisaboleno 18,9 | linoleato de etilo 49,2
ar-curcumeno 17,6 | oleato de etilo 25,6
germacreno D 14,5 | hexadecanoato de etilo 17,5
y-curcumeno 15,4
Caléndula 1,8-cineol 21,3 | linoleato de etilo 53,9
timol 17,7 | oleato de etilo 27,3
cis-dihidrocarvona+dihidrocarveol 11,7
Cebolla roja | linoleato de etilo 45,3 | timol 33,0
hexadecanoato de etilo 31,7 | y-terpineno 27,6
oleato de etilo 23,1 | tocoferol 25,6
p-cimeno 13,7
Cola de trans-p-cariofileno 19,4 | trans-2-heptenal 28,7
caballo 5-cadineno 18,4 | trans-2,trans-4-decadienal 18,7
B-bisaboleno 15,5 | trans,cis-2,4-decadienal 14,1
B-elemeno 10,1 | tocoferol 13,5
linoleato de etilo 11,8
Hierbabuena | carvona 24,2 | carvona 16,9
isomentona 19,4 | isomentona 13,6
pulegona 13,9
Higuerilla alcanfor 53,3 | escualeno 55,7
Isomentona 46,7 | trans-B-farneseno 17,1
cis-espiroeter 19,0
Hinojo trans-anetol 30,5 | trans-anetol 38,2
fenchona 28,2 | fenchona 20,3
timol 20,8 | tocoferol 13,5
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Tabla 2. (Continuacién)

Nombre Cantidad relativa de compuestos quimicos (%)
Comun Hidrosol Aceite esencial
Manzanilla trans-p-farneseno 13,7 |cis-espiroeter 27,6
oxido A de a-bisabolol 10,4 |oxido A de a-bisabolol 21,8
linoleato de etilo 12,4
Milenrama trans-B-cariofileno 22,1 |sabineno 46,6
1,8-cineol 14,9 |1,8-cineol 9,6
terpinen-4-ol 14,4 |trans-B-cariofileno 8
sabineno 12,5
Ortiga 1,8-cineol 20,7 |sesamin 57,8
alcanfor 20,3 [compuesto PM 446 27,4
a-pineno 9,8
Romero timol 14,6 |alcanfor 24,4
hedicariol 12,6 |1,8-cineol 15,9
alcanfor 11,3 a-pineno 9,3
canfeno 8,4
B-pineno 6,7
limoneno 3,7
borneol 3,4
B-mirceno 29
acetato de bornilo 2,8
y-terpineno 2,4
verbenona 2,3
a-felandreno 1,9
B-felandreno 1,6
Ruda 2-undecanona 70,6 |2-undecanona 53,0
2-nonanona 10,4 | 2-nonanona 11,7
2-tridecanona 4,9 |geijereno 4,6
NI 3,1 | 2-undecanol 3.9
2- dodecanona 2,9 |2-tridecanona 33
derivado del 3,4- 3.2
dioximetilen-1-fenilo
compuesto PM 254 2,6
2-dodecanona (ramificada) 2,5
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Tabla 2. (Continuacion)

Nombre Cantidad relativa de compuestos quimicos (%)
Comun Hidrosol Aceite esencial
Tomillo timol 88,2 | Timol 29,6
carvacrol 7,3 | p-cimeno 22,1
y-terpineno 19,3
trans-p-cariofileno 3,4
a-terpineno 3,0
linalool 3,0
carvacrol metiléter 29
B-mirceno 2,1
a-tujeno 1,6
carvacrol 15
terpinen-4-ol 1,2
a-pineno 11
borneol 1,0

Al analizar los compuestos quimicos de los extractos evaluados se observa un
total de 173 metabolitos diferentes para los hidrosoles y 153 metabolitos para los
aceites esenciales. Con estos metabolitos se realiz6 una matriz para determinar
los compuestos comunes entre las diferentes hidrosoles y aceites evaluados
(Anexos Ay B) y en las Figuras 1y 2 se presentan los compuestos comunes para

hidrosoles y aceites, respectivamente.

Especie vegetal

Compuestos
Quimicos

Ajenjo
Altamiza
Calendula
Cebolla

Cola de caballo
Hierbabuena
Higuerilla
Hinojo
Manzanilla
Milenrama
Ortiga
Romero
Ruda
Tomillo

Aji
Ajo

1,8-cineol

alcanfor

borneol
heladecanoato de etilo
linalool

p-cimeno
terpinen-4-ol
timol
trans-B-cariofileno
a-copaeno
a-humuleno
a-terpineol
y-cadineno

ONo®OO®KONNOO NG R TOTAL

y-terpineno
14 7 4 5 4 7 7 6 9 1 8 8 10 9 13 6 7

Figura 1. Compuestos mayoritarios de hidrosoles de especies vegetales

44



Especie vegetal

Compuestos
Quimicos

Ajenjo
Altamiza
Caléndula
Cebolla

Cola de Caballo
Hierbabuena
Higuerilla
Hinojo
Manzanilla
Milenrama
Romero
Ruda
Tomillo

Aji
Ajo

1,8-cineol
Alcanfor
canfeno
estearato de etilo
limoneno
linoleato de etilo
oleato de etilo
p-cimeno
sabineno
tocoferol
trans-B-cariofileno
a-pineno
a-terpineno
a-tujeno
B-felandreno
y-terpineno

17 2 1 5 3 4 3 5 12 1 8 2 12 12 11 12

guUuunuouuuno oo uuN u TOTAL

Figura 2. Compuestos mayoritarios de aceites esenciales de especies vegetales

Como se observa en la Figura 1 para los hidrosoles, las especies que presentan
mayor numeros de metabolitos comunes son hierbabuena, milenrama, ortiga y
romero. Mientras que para los aceites esenciales (Figura 2), las especies con
mayor nimero de metabolitos comunes son hierbabuena, milenrama, romero, ruda

y tomillo.

Al comparar los porcentajes o cantidad relativa de los metabolitos encontrados en
los hidrosoles y aceites analizados con los reportados en literatura, se observa
una gran variacion en cuanto a cantidad y concentracion de los mismos, debido
probablemente a los efectos térmicos e hidroliticos que ocurren en los diferentes
métodos de extraccién. En el caso de los métodos que utilizan irradiaciones y
temperaturas elevadas se alcanzan a presentar cambios considerables en cuanto
a cantidad y tipo de compuestos volatiles (Okoh, O. y col., 2010). Esto se puede
explicar por los factores que influyen en este método, la potencia y el tiempo de
irradiacion. Una combinaciéon de potencia baja o moderada, con una exposicion

larga de tiempo suele ser la recomendada. Cuando se somete el analito a una
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exposicion prolongada de una potencia alta, se corre el riesgo de degradacion
térmica del mismo. La ruptura de la pared celular se lleva a cabo a temperatura
alta cuando se mantiene a una mayor potencia, generado una lixiviacion de
impurezas ademas del analito deseado. Si se utilizan bajos niveles de energia es

probable que la ruptura celular sea lenta y poco selectiva (Mandal, V. y col., 2007).

Ademas, la variabilidad de la composicibn y el rendimiento de los aceites
esenciales, es debido a factores intrinsecos como la estructura genética,
subespecies, y la edad de las plantas; o a factores extrinsecos tales como el
clima, las practicas agrondémicas, las condiciones del cultivo (origen geogréfico,
malezas presentes que compiten por nutrientes con la planta, el tipo de
fertilizacion utilizada), o métodos de aislamiento (Hudaib, M. y col., 2002; Goodner,
K.y col., 2006; Bounatirou, S. y col., 2007; Celiktas, O. y ol., 2007; Ardila, M., y
col., 2009; Telsi, I. y col., 2010; Szumny, A. y col., 2010; Zaouali, Y. y col., 2010).

Adicionalmente, las variaciones en cuanto a la composicién porcentual de los
metabolitos de una misma especie estan influenciadas por las diferentes rutas
metabolicas que estan estrechamente relacionadas con la informacion genética en

las especies vegetales (Tounsi, M. y col., 2010).

Por otra parte, se debe tener en cuenta también el método y tiempo de extracciéon
puesto que influyen tanto en la cantidad del aceite esencial producido, como en su
composicion quimica. Es asi como, las muestras que alcanzan temperaturas
cercanas a los 100°C, pueden presentar cambios quimicos en sus componentes
termolabiles, asi como procesos colaterales indeseables, tales como la hidrolisis
de ésteres, polimerizacion de aldehidos o descomposicion de otros compuestos.
(Mendivelso, D. y col. 2007),

Con base en el analisis de los metabolitos mayoritarios comunes presentes en los
extractos de las especies vegetales (Figuras 1y 2) y su relevancia como posibles

agentes fungicidas segun lo reportado en bibliografia, se seleccionaron los aceites
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esenciales de hierbabuena (Mentha spicata), milenrama (Achillea millefolium),
romero (Rosmarinus officinalis), ruda (Ruta graveolens) y tomillo (Thymus

vulgaris), para un analisis mas detallado.

Para el caso del aceite de romero (Rosmarinus officinalis), se encontraron dos
compuestos mayoritarios principalmente alcanfor y 1,8-cineol (25,4% y 14,9%
respectivamente) siendo aproximadamente el 40% del total de los compuestos. La
cantidad de monoterpenos oxigenados (borneol, alcanfor, terpeno-4-ol, linalol, a-
terpeneol y 1,8-cineol) fue de 46,4% y la de monoterpenos hidrocarbonados (a-
pineno, canfeno, B-pineno, mirceno, B-felandreno) de 28,9%, siendo mayores a los
obtenidos por Okoh, O. y col. (2010) en Africa, quienes utilizaron aceite esencial
de Rosmarinus officinalis L. obtenido por hidrodestilacion (HD) y extraccién por
microondas libre de solvente (SFME), donde la cantidad de monoterpenos
oxigenados corresponde a un 28,60% para SFME y un 26,98% para la extraccion
HD y los monoterpenos hidrocarbonados 19,95% para HD y 13,8% para el aceite
extraido por SFME, lo que indicaria que el método de extraccion utilizado en
nuestro caso resulto mas eficiente o nuestras especies vegetales tienen una

mayor composicion de estos metabolitos.

Szumny, A. y col.,(2010), al evaluar la influencia del método de secado
(conveccion (CD), microondas al vacio (VMD), y una combinacion de estos (CPD-
VMFD)) en los compuestos volatiles de una mezcla de hojas, ramas vy tallos de
romero (Rosmarinus officinalis L), se encontrd que en cada uno de los extractos se
identificaron 34 compuestos volatiles con diferentes concentraciones, donde los
compuestos mayoritarios fueron a-pineno (22,6-28,6%), acetato de bornilo (10,8-
13,3%), canfeno (8,1-10,2%) 1,8-cineol (9,1-9,9%) y alcanfor (6,5-7,5%), mientras
que el extracto de romero de este estudio se secO a temperatura ambiente y se
encontraron 39 compuestos volatiles siendo los mas abundantes alcanfor (24,4%)
1,8 cineol (15,9%), a-pineno (9,3%), canfeno (8,4%) y B-pineno (6,7%), por lo
tanto podemos concluir que el tipo de secado es otra variable que influye en la

cantidad de compuestos y en la concentracion de los mismos.
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En otros estudios, Zaouali, Y. y col., (2010), determinaron la composicion quimica
de R. officinalis var. troglodytorum y R. officinalis var. Typicus y encontraron que
las variaciones en cuanto a la composicion del aceite se deben a las variedades
de la planta. En este caso los componentes principales identificados fueron 1,8-
cineol (47,2 - 27,5%) y alcanfor (12,9 - 27,9%) de la var. typicus y var.
troglodytorum, respectivamente. Al comparar estos resultados con los obtenidos
en esta investigacion se observa que los porcentajes de estos metabolitos
estuvieron entre 24,4 y 15,9% para alcanfor y 1,8-cineol, respectivamente, valores
que se encuentran dentro del rango determinado por Zaouali Y. y col., (2010), lo
que nos permite afirmar que la composicion del aceite esencial varia segun el

cariotipo de la planta.

De otro lado, las diferencias que se presentan sobre la composicion del aceite
esencial de romero también podrian deberse al hecho de que en algunos estudios
utilizan hojas, ramas y tallos mezclados, mientras que en muchos otros sélo se
utiliza una de estas partes de la planta de forma independiente. Los compuestos
volatiles no se distribuyen por igual en las diferentes partes de las plantas, por
ejemplo, si se tiene en cuenta los principales metabolitos que se reportan para el
aceite de romero, se puede decir que a-pineno se acumula principalmente en las
hojas, mientras que otros compuestos, como B-pineno, mirceno, 1,8-cineol,
alcanfor, y linalol se distribuyen por igual entre las hojas, flores y tallos, por ultimo,
canfeno y borneol se acumulan principalmente en los tallos. Por lo general, las
partes de la planta que se emplean para realizar la extraccion del aceite son las

partes aéreas, que comprenden hojas, ramas y flores (Szumny, A. y col., 2010).

En cuanto a los componentes mayoritarios de la ruda (Ruta graveolens L.), como
se observa en la Tabla 2, encontramos que la 2 undecanona con 53% y 2-
nonanona 11,7% componen el 65% del aceite esencial, mientras que en el
hidrosol estos compuestos representan el 81%. Al comparar estos resultados con

los obtenidos por Stashenko, E. y col. (2000), quienes utilizaron
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independientemente hojas, flores, tallos y raices de R. graveolens L., cultivadas en
Bucaramanga, encontraron que para las hojas, los constituyentes principales
fueron de mayor a menor: 2-nonanona, chalepina, 2-undecanona, chalepensina y
bergapteno. En el caso de las flores, se encontré 2-undecanona, chalepensina,
rutamarina, psoraleno, 2-nonanona y bergapteno. En los tallos se encontro
chalepensina, 2-undecanona, bergapteno, kokusaginina y psoraleno. Por ultimo,
las raices contienen geijereno, 6-(39,59-benzodioxil)-3,3-dimetil-1-hexeno,
dictamnino, rutacultina y bergapteno. Los componentes de mayor porcentaje en
cada caso presentaron valores de 8,9-13,4-13,0-19,3% para hojas, flores, tallos y
raices, respectivamente. Si se analiza el total de 2-undecanona de las diferentes
partes de la planta encontramos que ellos obtuvieron 32.2% siendo este valor
inferior al obtenido en este estudio (53,0%) donde se utilizé toda la parte aérea de
la planta. Por lo tanto podemos inferir que la region geogréafica también es otro

factor que afecta la concentracion y el tipo de metabolitos en una especie vegetal.

Asi mismo, Tounsi, M. y col., (2010) realizaron extracciones del aceite esencial de
Ruta chalepensis cultivada y silvestre por hidro-destilacion, utilizando diferentes
partes de la planta (hojas, flores, tallos y frutas) en la etapa de la floracién, donde
los compuestos que predominaron en los aceites fueron 2-undecanona (con
variaciones entre 0,17-60,5% y 26,7-44,1% para las plantas cultivadas y silvestres,
respectivamente) y 2-nonanol (variando entre 11,6- 45,1% y 0,86- 40,5% para
plantas cultivadas y silvestres, respectivamente). Al analizar las hojas y las flores
de las plantas cultivadas para comparar con los resultados del grupo, se observa
gue para 2-undecanona las hojas tienen un 36,58% y las flores un 33,54%, valores
inferiores a los encontrados en esta investigacion, donde el resultado fue de 53%,
esto sugiere un posible efecto sinérgico porque en este caso se empled de forma
combinada hojas y flores. Adicional a esto, las variaciones observadas podrian
estar relacionadas con la diferenciacion morfolégica producida durante el ciclo
fenologico y los factores climaticos. Por ejemplo, se ha descrito que, asociado al
aumento de altitud o a la reduccién del periodo vegetativo, algunas plantas tienden

a adelantar su crecimiento lo que implica algunas ventajas para la planta, como
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pueden ser el incremento de la produccidén anual, el acaparamiento de recursos
bésicos, o la reduccion de dafios por herbivoros; pero también algunas
desventajas, como aumentar el riesgo de sufrir dafios por heladas tardias o de
disminuir demasiado pronto las reservas hidricas del suelo lo que aumenta la
duracion del periodo de estrés hidrico estival. En realidad, los adelantos o retrasos
de la brotacién en diferentes afios se basan en la plasticidad fenotipica de las
plantas y responden a la necesidad de alcanzar la estacion mas favorable para el
crecimiento disponiendo de la maxima cantidad posible de hojas recientes y muy

productivas (Montserrat, G. y col., 2004).

En cuanto a los constituyentes del aceite de tomillo (Thymus vulgaris), como se
observa en la Tabla 2 el timol se encuentra como compuesto mayoritario con una
abundancia relativa de 88,2% y 29,6% para el hidrosol y el aceite
respectivamente. Hudaib, M. y col., (2002) en Italia, realizaron un monitoreo al
aceite de Thymus vulgaris cosechado en diferentes ciclos vegetativos: inicio,
durante, después y final del ciclo vegetativo (plantas de 2 afios); y dos etapas
luego del ciclo de vida (plantas de 5 afios), para observar si se presentaba
variacion de la composicién quimica, y se encontrd que la planta cosechada a los
5 aflos, se caracterizaba por presentar bajos niveles de monoterpenos
hidrocarbonados (y-terpineno) y niveles altos de monoterpenos oxigenados (linalol
y borneol), fenoles monoterpenicos (timol), derivados de éter de metilo (carvacrol),
sesquiterpenos (B-cariofileno) y derivados oxigenados (6xido de cariofileno) en
comparacion con todas las otras muestras. De otro lado, la planta cosechada a los
2 afios, presentd altos contenidos de fenoles monoterpenicos (timol: 51,2% vy
carvacrol: 4%), coincidiendo con los resultados reportados en este estudio para

esta especie (Tabla 2) con un crecimiento menor a 2 afos.

Asi mismo, Lee, S. y col., (2005) en Corea, encontraron para T. vulgaris que los
compuestos que constituyen casi tres cuartas partes de los volatiles totales
cuantificados mas importantes fueron timol (72%) e iso-timol (carvacrol) (5,7%),

seguidos por monoterpenos oxigenados, linalol (4,0%), a-terpineol (2,4%), 1,8-
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cineol (2,1%), y borneol (2,0%). Si observamos en la Tabla 2, el tomillo, presenta
concentraciones menores de estos metabolitos casi en un 50%, pero se conserva
la tendencia donde el timol es el constituyente principal y los demas constituyentes

aungue en menor proporcion también estan presentes en nuestros extractos.

De igual forma, el timol hace parte de los constituyentes mayoritarios del aceite de
tomillo en el estudio realizado por Goodner, K. y col., (2006), en Espafa donde
determinaron si existia variabilidad entre Thymus hyemalis L. y T. vulgaris. Para
esto tomaron cinco estados fenoldgicos durante el ciclo vegetativo de las plantas,
y se encontré que los compuestos mayoritarios en el aroma de T. hyemalis eran
linalol, borneol, timol y B-damascenona. Y para el caso de T. vulgaris, los
compuestos mayoritarios eran eucaliptol, borneol, acetato terpinilo y pB-
damascenona. Timol y p-cimeno fueron los compuestos que se observaron en T.
hyemalis pero no en T. vulgaris, los cuales se incrementan en las etapas maduras
de los ciclos vegetativos. En T. vulgaris el cambio mas representativo con respecto
a los ciclos vegetativos se observo para el eugenol que se hace inexistente en las
etapas maduras. Caso contrario a lo encontrado en este estudio donde T. vulgaris
presentd los valores mas altos para el timol. Con esto se reafirma la gran
variabilidad que se presenta en plantas del mismo género pero de diferente

especie.

Igualmente Bounatirou, S. y col. (2007) en Portugal, determinaron la composicion
guimica del aceite esencial de T. capitatus en diferentes fases de desarrollo de la
planta, e identificaron que el carvacrol fue el componente principal en todas las
fases con valores del 73%, 74% y 66% en la fase vegetativa, floracion y post-
floracion, respectivamente. El aceite también se caracterizd6 por presentar altos
niveles de p-cimeno (5-17%), c-terpineno (2-14%) y B-cariofileno (1-4%). El p-
cimeno mostr6 un maximo cuando el carvacrol estaba en su minimo, esto
probablemente debido a que el p-cimeno es el precursor de carvacrol. En nuestro
caso se puede observar que el porcentaje de p-cimeno es de 22,1% mientras que

el carvacrol es de 1,5%, lo que nos indica que la variacion en composicion y
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concentracion de los metabolitos en el aceite de tomillo dentro de los diferentes
periodos de desarrollo puede ser discutido a través de la correlacion entre el
precursor de monoterpenos (p-cimeno y y-terpineno) y el producto de terpenos
fendlicos (timol y carvacrol), el cual se produce al final de la ruta biosintética
(Hudaib, M. y col., 2002).

Para el caso de los componentes principales de Mentha spicata (hierbabuena),
observamos que los componentes principales tanto para el aceite como para el
hidrosol fueron la carvona (16,9 y 24,6% respectivamente), isomentona (13,6 y
19,4% respectivamente), pulegona (9,9 y 13,9% respectivamente), e isomentol
(6,2 y 7,4% respectivamente) representando un 46,6% del total de sus
componentes volatiles en el aceite y un 65,3% en el hidrosol. Chauhan, R. y col.
(2009), evaluaron la composicion del aceite de M. spicata cultivada en zonas
subtropicales y templadas de la India, donde carvona era el componente principal
con valores entre 49,62-76,65%, seguido por limoneno que varid entre 9,5-
22,31%, hallando una correlacién entre la cantidad de carvona y de limoneno,
debido a que el aceite de mayor cantidad de carvona presentd el menor valor de
limoneno. Para la M. spicata de este estudio se encontré que el monoterpeno
oxigenado carvona es el principal componente del aceite con un valor de 16,9% y
el del limoneno fue de 4,5%, con lo que se puede afirmar que los quimiotipos ricos

en carvona se encuentran principalmente en M. spicata (Zhao, D. y col., 2013).

Caso contrario sucede en la investigacion de Telci, I. y col. (2010) en Turquia,
donde determinaron la composicion del aceite esencial de M. spicata y
encontraron que los monoterpenos oxigenados como pulegona (26,71-29,56%) y
piperitona (22,17-28,16%), fueron el grupo de terpenoides mas importante en el
aceite. Los resultados revelaron que los monoterpenos hidrocarbonados (d-
limoneno y B-felandreno) fueron los principales componentes en las plantas de
clima templado, mientras que el trans-B-cariofileno y germacreno D, fueron los
principales sesquiterpenos hidrocarbonados en el aceite de climas célidos. En este

caso otra vez se corrobora el hecho de la gran variabilidad que se presenta en las

52



plantas del mismo género y especie debido a las condiciones geogréaficas de

donde proviene cada especie vegetal.

Los componentes mayoritarios del aceite esencial y del hidrosol de la milenrama
(Achillea millefolium), que se muestran en la Tabla 2 corresponden al sabineno y
1,8 cineol para el aceite (46,6 y 9,6% respectivamente) y trans-p-cariofileno, 1,8
cineol, terpin-4-ol y sabineno (22,1, 14,9, 14,4, y 12,5% respectivamente) en el
hidrosol, constituyendo un 56,2% del total de los volétiles en el aceite y un 63,9%
en el hidrosol. Mockute, D. y col., (2003) en Lituania, encontraron que el sabineno
estaba en un rango de 1,5 a 8,5% y el 1,8-cineol entre 3,1 y 16,8%. Siendo mayor
la concentraciébn de sabinol para nuestra especie y estando dentro del rango
encontrado por Mockuete, D. y col., (2003) el 1,8 cineol. Nuevamente como se
observa a lo largo del andlisis de la composicion de las plantas aqui estudiadas la
variabilidad en concentraciones y componentes en estos aceites depende del sitio

geogréfico del cual provengan.

Por otro lado, Candan, F. y col.,, (2003) en Turquia, identificaron eucaliptol
(24,6%), alcanfor (16,7%), a-terpineol (10,2%), B-pineno (4,2%), y borneol (4,0%)
como componentes principales, siendo estos muy diferentes a los encontrados en
este estudio, por lo que coincidimos con lo expresado por estos autores quienes
afirman que la variacion en la composicion del aceite esencial de Achillea
millefolium también esta relacionado con la maduracién de la planta, por lo que
varia considerablemente la cantidad creciente de los monoterpenos en relacion

con los sesquiterpenos.
5.2. Polifenoles totales
La necesidad de determinar la capacidad antioxidante de los componentes activos

de los extractos vegetales es importante cuando se busca su actividad bioldgica o

bioactividad. Debido a que la capacidad antioxidante esta relacionada con el
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contenido de compuestos fendlicos, se determind primero el contenido de

polifenoles totales de los extractos en evaluacion.

Debido a la heterogeneidad de los compuestos fendlicos naturales y la posible
interferencia de otras sustancias facilmente oxidables en los materiales vegetales,
se han utilizado varios métodos para la determinacion de fenoles totales y ninguno
ha sido denominado como el mejor. Entre los diferentes métodos se tienen el
método de Folin-Denis (FD), el método de Folin-Ciocalteu (FC), titulacion de
permanganato, colorimetria con sales de hierro, y la absorbancia ultravioleta. En la
mayoria de los casos, el FC se ha encontrado que es preferido en comparacion
con los otros métodos, debido a que se basa en la transferencia de electrones en
medios alcalinos a partir de compuestos fendlicos al complejo acido
fosfomolibdico/fosfotingstico para formar complejos de color azul que se

determinan espectroscopicamente (Dai, J. y Mumper, R., 2010).

Por la naturaleza general de la quimica de FC, este método mide fenoles totales y
otros sustratos de oxidacion. Los otros sustratos de oxidacion presentes en los
extractos pueden afectar las mediciones de fenoles totales de una manera
inhibitoria o aditiva. Los efectos inhibidores se deben a los oxidantes que compiten
con el reactivo de FC y/o a la oxidacion con aire después que la muestra ha sido
tratada con el reactivo alcalino. Este es uno de los motivos por los que el reactivo
de FC se adiciona antes del reactivo alcalino. Los efectos aditivos se producen a
partir de aminas aromaticas, altos niveles de azlUcar o &cido ascorbico en las
muestras. Sin embargo, a pesar de estas desventajas, el ensayo de FC es simple
y reproducible y ha sido ampliamente utilizado para la cuantificacion de

compuestos fendlicos en extractos de plantas (Dai, J. y Mumper, R., 2010).

La cantidad de polifenoles totales en los aceites esenciales e hidrosoles de las 17
especies estudiadas fueron determinados espectrofotométricamente de acuerdo al
método de Folin-Ciocalteu y calculado como equivalentes de &cido gélico. La

ecuacion que se ajusta a la curva es y = 0.1037 * x + 0.0291, con un R? = 0.997.
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El ajuste de la curva fue verificado mediante tratamiento estadistico por medio de
la prueba del t-Student, determinandose que la pendiente es significativamente
diferente de cero, el intercepto es estadisticamente igual a cero y existe una
correlacion entre la variable dependiente y la variable independiente (ver datos en
el Anexo D). Los resultados de la cantidad de polifenoles totales para cada

hidrosol y aceite esencial se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Polifenoles Totales en hidrosoles y aceites esenciales de 17 especies vegetales

] mg Acido Gélico/g muestra
Nombre Comun

Hidrosol Aceite esencial
Ajenjo 0,024 + 0,00 0,017 = 0,01
Aji 0,032 + 0,00 0,036 = 0,01
Ajo 0,164 + 0,01 0,298 + 0,04
Altamisa 0,075 + 0,01 0,029 + 0,01
Caléndula 0,049 + 0,01 0,104 = 0,01
Cebolla roja 0,043 + 0,00 0,011 + 0,01
Cola de caballo 0,079 = 0,01 0,026 * 0,01
Hierbabuena 0,057 *= 0,01 0,260 * 0,02
Higuerilla 0,396 * 0,03 Nd
Hinojo 0,065 + 0,01 0,223 + 0,05
Manzanilla 2,439 * 0,06 0,227 * 0,00
Menta poleo 0,068 = 0,00 0,530 £+ 0,03
Milenrama 0,385 * 0,03 0,070 = 0,01
Ortiga 0,228 + 0,02 0,090 = 0,01
Romero 67,599 + 1,12 0,121 + 0,01
Ruda 1,331 + 0,03 0,792 + 0,03
Tomillo 0,346 + 0,02 29,496 + 0,85

La cantidad de Polifenoles totales est4 dada como medias +S.D. (n=3)
Nd: no determinado

Como se puede observar en la Tabla 3, el contenido de polifenoles totales en las
muestras estudiadas oscila entre 0,024 mg/g a 67,6 mg/g para los hidrosoles, y
alrededor de 0,011 mg/g a 29,5 mg/g para los aceites esenciales, siendo el
hidrosol de romero (R. officinalis) y el aceite de tomillo (T. vulgaris) los de mayor
concentracion. Los altos resultados obtenidos para el hidrosol de romero (67, 6 mg
A. gal/g muestra) y el aceite esencial de tomillo (29,5 mg A gal/g muestra),

convierten a estas plantas en especies apropiadas para el aislamiento de
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principios activos como los compuestos fenolicos, que son los responsables de la

actividad antioxidante (Yesil-Celiktas, O. y col., 2007).

Celiktas, O. y col., (2007) en Turquia utilizaron extraccion de CO, supercritico con
hojas de Rosmarinus officinalis, considerando como fuentes de variabilidad la
localizacion del cultivo (regiones de clima frio, moderadamente caliente y otra de
clima mas caliente), y el tiempo de cosecha (Diciembre, Marzo, Junio y
Septiembre), que como se vio anteriormente afectan la composicion del extracto y
por ende modifica sus capacidades biologicas. El contenido de fenoles totales
vario entre 34,1-119,0 mg &cido galico/g de extracto. La variabilidad mas grande
se presentd por efecto de la localizacion del cultivo, es asi como de los tres sitios
escogidos, la region mas caliente presentd los resultados mas altos (82,3-119
mg/g) y en los otros lugares los valores fueron mas bajos (34,1-60,4 mg/qg,
respectivamente). Estos resultados concuerdan con los encontrados en este
proyecto (67,6 mg AG/g), donde las diferencias pueden explicarse en términos de
coordenadas geograficas, el clima y las condiciones ecoldgicas. La acumulacién
diferencial de fenoles en las diferentes partes de la planta, por ejemplo las hojas,
puede estar relacionada con sus células (es decir, mesdbfilo, epidermis y tejidos
especificos, y el grosor de la cuticula, cloroplastos, tricomas) o sus cambios
fisiol6gicos y estructurales durante el crecimiento (es decir, potencial de agua, el
espacio intercelular.) como respuesta a los cambios ambientales (Zaouali, Y. y
col., 2013).

La concentracion de compuestos fendlicos es mayor en los extractos aislados a
partir de las plantas que contienen quimiotipos fendlicos, es decir, es mayor en
aquellos aceites esenciales que contienen notable concentracion de timol y
carvacrol, como se observa en la Tabla 2 sobre la composicion relativa del aceite
esencial de tomillo. Roby, M. y col. (2013) en Egipto, utilizaron Thymus vulgaris L.
en diferentes solventes de extraccion (metanol, etanol, éter dietilico, y hexano). La
cantidad de fenoles totales varié en los diferentes extractos en un rango 8,1-3,9

mg equivalentes de &cido galico/g de materia seca. El extracto en metanol
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presento el valor mas alto de fenoles totales con 8,10 mg de equivalente de acido
gélico/g de peso seco. Para el caso del extracto en etanol, la concentracion fue de
7,30 mg de equivalentes de &cido galico/g de peso seco. Estos resultados
sugieren que el metanol y el etanol son mejores disolventes que los otros en la
extraccion de compuestos fendlicos debido a su polaridad y a la buena solubilidad
para los componentes fenodlicos a partir de materiales vegetales (Loziene, K. y col.,
2007).

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, se puede decir que la variacion de los
resultados depende de diferentes factores tales como el método de extraccion y
las caracteristicas generales de las plantas. Segun Dai, J. y Mumper, R. (2010), la
cuantificacion de compuestos fendlicos en un extracto de una planta se ve
influenciada también por la naturaleza quimica del analito empleado, el método de
ensayo, la seleccion de los patrones, la presencia de sustancias que interfieren,

entre otros.

En términos generales, los compuestos fendlicos, que estan ampliamente
distribuidos en las plantas, se considera que desempefian un importante papel
como antioxidantes dietéticos en la prevencién del dafio oxidativo y en los
sistemas vivientes pueden proporcionar proteccion contra el céancer,
arteriosclerosis coronaria y los procesos de envejecimiento (Zegura, B. y col.,
2011).

5.3. Actividad antioxidante

Para determinar la capacidad antioxidante no es facil utilizar un parametro analogo
y relativamente simple, debido a que esta propiedad es generada por moléculas
de diversos tipos, con distinta relacion de estructura. Es asi como una parte de
estos ensayos se basan en la medicibn de la capacidad que tienen los
compuestos antioxidantes para reaccionar con un radical libre determinado

(DPPH, ABTS), o el potencial que tales compuestos tendrian para reducir un
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complejo formado entre los iones Fe(lll) y el reactivo TPTZ. Los tres métodos
anteriores son de transferencia de electrones, pero en el caso de los dos primeros,
puede existir cierta participaciéon de la transferencia de atomos de hidrégeno,
considerandose también como métodos de transferencia secundarios o

marginales (Bleoju, M. 2007).

Por lo anterior, es recomendable emplear diferentes métodos para la
determinacion de capacidad antioxidante. Para este estudio, se determind ésta
actividad por tres métodos DPPH, ABTS y FRAP. Los ensayos
espectrofotométricos se basan en medir la capacidad de un antioxidante para
reducir un oxidante, el cual cambia de color cuando se reduce. El grado de cambio
de color (aumento o disminucién de absorbancia a una determinada longitud de

onda) estéa correlacionado con la concentracion de antioxidantes en los extractos.

5.3.1. Preliminares (Macro-Métodos)

Para el caso del DPPH, se utilizaron diferentes concentraciones de diez extractos
iniciales para calcular el porcentaje de inhibicion del radical libre, y con estos
resultados se elabor6 una curva de concentracion versus porcentaje de inhibicion
(ver graficas Anexo E). Luego con la linea de tendencia, se interpolé el valor ICsy,
es decir, la concentracion del extracto requerida para producir una disminucién del
50% de la concentracion inicial del radical DPPH. Los resultados del ICsq para los

hidrosoles y aceites esenciales seleccionados se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. ICspde 10 especies vegetales por medio de DPPH

Hidrosol Aceite esencial
Nompre Concentraci Concentr
Comdin on (ug/mL) ICso R? acion ICso R?
Ho (Hg/mL)
Aji Nd 1000-5000 9,762 0,989
Ajo 10000-50000 434,500 0,827 Nd
Altamisa 9000-50000 129,500 0,985 10000-50000 99,463 0,991
Cebolla roja Nd 1000-5000 10,207 0,994

Cola de caballo  10000-50000 298,890 0,993 1000-5000 11,440 0,992
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Tabla 4. (Continuacién)

Hidrosol Aceite esencial

hcl:ompre Concentraci 2 Conggntr 2

omun 6n (ug/mL) ICs R (Sg/lr?]rll_) ICso R
Manzanilla 2000-10000 6,037 0,998 2000-10000 15,508 0,998
Milenrama 1000-5000 16,950 0,996 1000-5000 6,604 0,998
Romero 50-250 0,133 0,998 1000-5000 0,246 0,989
Ruda 2000-10000 17,689 0,996 500-2500 5871 0,998
Tomillo 2500-12500 302,650 0,883 1000-5000 14,689 0,994

La determinacion de DPPH esta dada como medias £S.D. (n=3)
Nd: no definido

Al igual que en la determinacién de actividad antioxidante por medio de DPPH, se
hizo un analisis preliminar para el ABTS. Es asi como se realizé la curva de
calibracion (ver gréfica en el Anexo F) cuya linea de tendencia fue y = —0.005 *
x +0.4499, con un R%? =0.998. El ajuste a la curva fue verificado mediante
tratamiento estadistico por medio de la prueba del t-Student, determinandose que
la pendiente es significativamente diferente de cero, el intercepto es
estadisticamente igual a cero y existe una correlacion entre la variable
dependiente y la variable independiente. Los resultados de la capacidad
antioxidante para los hidrosoles y los aceites esenciales se muestran en la Tabla
5.

Tabla 5. Actividad antioxidante de 17 especies vegetales por medio de ABTS

. Concentracion Equivalentes de Trolox (uM)
Nombre Comun

Hidrosol Aceite esencial
Ajenjo 718,00 + 50,330 4582,67 + 210,640
Aji 128,57 + 8,670 3.598,00 + 151,440
Ajo 313,57 = 3,380 1.319,00 + 11,550
Altamisa 1.892,33 + 36,670 795,67 + 29,630
Caléndula 5249 26,77 1.284,67 + 132,830
Cebolla roja 88,57 = 1,760 15.556,67 = 437,160
Cola de caballo 987,60 + 25,400 637,51 + 437,160
Hierbabuena 94,57 + 2,400 70.900,00 + 577,350
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Tabla 5. (Continuacion)

i Concentracion Equivalentes de Trolox (uM)
Nombre Comun

Hidrosol Aceite esencial

Higuerilla 3.112,33 + 8,160 5.323,33 + 470,220
Hinojo 178,57 + 2,670 862,33 + 291,570
Manzanilla 4.222,67 + 173,330 16.756,67 * 176,380
Menta poleo 574,27 + 15,720 180.566,67 + 7881,060
Milenrama 5.996,00 + 128,580 67.900,00 = 8020,810
Ortiga 5.742,67 + 481,290 2.358,00 + 120,550
Romero 105.566,67 + 11.348,030 10.690,00 * 1249,000
Ruda 12.929,33 + 381,110 313.133,33 + 13968,220
Tomillo 6.690,00 + 513,160 2.698.000,00 + 52915,030

La determinacién de ABTS est4 dada como medias +S.D. (n=3)

La actividad antioxidante por medio del DPPH para los primeros extractos bajo las
condiciones del ensayo dio como mejor resultado el hidrosol de romero
(Rosmarinus officinalis) con un ICso de 0,133 a una concentracion entre 50 y 250
pug/mL y el aceite esencial de romero con ICso de 0,246 a una concentracion entre
1 y 5 mg/mL de aceite. La cantidad de extracto de una planta necesaria para
disminuir la concentracién del radical DPPH inicial en un 50% (ICsp) €S un
pardmetro ampliamente utilizado para medir la actividad antioxidante, por lo que,
cuanto menor sea el ICsp, mayor es el poder antioxidante, de igual forma en estos

resultados se tiene en cuenta la concentracién a la que se determind la reaccion.

Para el caso de la capacidad antioxidante por medio del ABTS (Tabla 5), el
ensayo dio como mejor resultado el hidrosol de romero con un valor de 105.566,67
MM de equivalentes Trolox coincidiendo con lo encontrado por medio del DPPH
(Tabla 4), y el aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) con un valor de
2'689.000,00 uM de equivalentes trolox.
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5.3.2. Ensayos finales (Micro-Métodos)

Se elaboraron las curvas de calibracion con Trolox para determinar la capacidad
antioxidante de los extractos por medio de los radicales DPPH, ABTS y FRAP (ver
graficas en Anexo G, Anexo H y Anexo | respectivamente). La linea de tendencia
para el DPPH fue y = —0.0045 * x + 0.8767, con un R? = 0.996; para el ABTS fue
y = —0.0115 * x + 0.6238, con un R? =0.999; y para FRAP fue y = 0.005 = x +
0.0443, con un R? = 0.999. Con estas lineas de tendencia, por interpolacién se
determind la capacidad antioxidante para hidrosoles y aceites esenciales cuyos
resultados se muestran en la Tabla 6 y la Tabla 7, respectivamente. El ajuste de
las curvas fue verificado mediante tratamiento estadistico por medio de la prueba
del t-Student, determinandose que la pendiente es significativamente diferente de
cero, el intercepto es estadisticamente igual a cero y existe una correlacion entre

la variable dependiente y la variable independiente.

Tabla 6. Actividad antioxidante de hidrosoles de 17 especies vegetales

DPPH ABTS FRAP
Nombre Comdn Equivalentes Equivalentes Trolox Equivalentes
Trolox (ug/mL) (ug/mL) Trolox (UM)

Ajenjo 6,70 + 1,21 754 = 0,79 386,39 + 0,40
Aji 1498 + 6,32 6,47 = 0,84 21,79 = 0,29
Ajo 12,49 + 5,99 961 = 1,01 33265 + 0,53
Altamisa 560 * 1,78 9,96 *= 2,02 649,27 + 5,81
Caléndula Nd 5,56 2,33 159,59 0,93
Cebolla roja 12,49 + 0,96 565 %= 0,28 221,05 + 0,27
Cola de caballo 369 = 134 6,47 = 0,78 291,46 + 0,64
Hierbabuena 289 * 0,89 521 = 1,21 154,33 + 1,40
Higuerilla 421 + 2,17 955 + 1,27 542,12 + 5,25
Hinojo 428 + 1,33 428 + 0,89 2446 + 0,87
Manzanilla 883 * 1,46 23,73 * 3,09 1.843,27 + 20,28
Menta poleo 399 + 0,34 17,85 + 1,62 32159 + 245
Milenrama 11,69 + 1,25 22,19 £+ 2,46 1878,6 + 4,06
Ortiga 3,03 + 0,58 952 *+ 1,75 750,63 + 4,91
Romero 165,71 + 2,42 10.949,00 * 0,88 5.771,93 + 90,08
Ruda 26,20 + 0,83 4286 + 515 4.131,87 * 19,37
Tomillo 553 + 1,04 27,84 + 156 1458,6 + 6,11
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Tabla 6. (Continuacion)

DPPH ABTS FRAP
Nombre Comdn Equivalentes Equivalentes Trolox Equivalentes
Trolox (pg/mL) (ng/mL) Trolox (UM)
BHA 11.945,10 +* 4,80 24.807,00 = 1,24 Nd
BHT 12.568,20 *= 2,10 202.065,00 *= 3,78 Nd

La determinacion de actividad antioxidante esta dada como medias +S.D. (n=3)
Nd: no definido

Tabla 7. Actividad antioxidante de aceites esenciales de 17 especies vegetales

DPPH ABTS FRAP

Nombre Equivalentes Equivalentes Trolox  Equivalentes Trolox

Comun Trolox (pg/mL) (ng/mL) (Lm)
Ajenjo 28,11 *= 3,03 8,30 * 4,59 811,45 + 0,35
Aji 57,58 = 7,90 3,76 + 10,54 1.14745 + 9,74
Ajo 2151 = 0,67 1,08 + 2,17 211563 + 29,69
Altamisa 963 = 1,90 251 = 0,73 670,92 + 11,15
Caléndula 16,30 + 3,16 725 = 116 1.11825 + 32,19
Cebolla roja 43,65 + 1,34 33,19 + 3,26 847,19 + 7,50
Cola de caballo 26,49 = 1,37 6,35 = 2,92 453,6 + 48,33
Hierbabuena 77,15 = 1,21 447,80 = 0,68 1.11452 + 11,72
Higuerilla 40,28 2,23 93,77 1,21  1.698,63 8,29
Hinojo 33,83 + 2,37 3,70 + 137 615,45 + 15,11
Manzanilla 86,97 * 4,76 179,07 + 1,89 17.2920 + 35,28
Menta poleo 93,94 * 5,50 477,20 += 0,98 56.286,0 + 740,09
Milenrama 5435 + 221 21546 =+ 160 13.337,2 + 105,40
Ortiga 11,83 + 2,23 574 = 4,20 927,19 + 3,88
Romero 26,64 * 1,62 177,62 + 0,81 332,799 + 1352
Ruda 79,64 £ 0,99 9.289,00 + 0,53 1682,3 + 63,81
Tomillo 164,46 + 2,17 13.627,00 + 0,46 949,32 + 8,71
BHA 11.945,10 + 4,80 24.807,00 + 1,24 Nd
BHT 12.568,20 + 2,10 202.065,00 + 3,78 Nd

La determinacién de actividad antioxidante est4 dada como medias +S.D. (n=3)
Nd: no definido

Al analizar la capacidad antioxidante para los hidrosoles (Tabla 6) se observa que

para los tres métodos utilizados el hidrosol de romero (Rosmarinus officinalis)
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presentd los mejores resultados bajo las condiciones de ensayo, a pesar de
mostrar valores inferiores a los encontrados para los controles positivos (BHA y
BHT). Estos resultados coinciden con los hallados en los preliminares como se
observa en la Tabla 4 y Tabla 5 para los hidrosoles determinados por medio de
DPPH y ABTS, donde el hidrosol de romero presenta la mas alta actividad

antioxidante comparada con las otras especies.

Estos resultados son superiores a los reportados por Zaouali, Y. y col., (2010) en
Tunez, donde utilizaron R. officinalis var. troglodytorum y R. officinalis var. Typicus
encontrando valores promedio entre 6,0 y 28.5 ug/mL por medio de DPPH, y entre
16.53 y 21.77 mMI/L por FRAP. Estas variaciones son atribuidas a diferencias en la
composicién quimica de los extractos de acuerdo a las regiones de cultivo, las
condiciones ambientales y agronOmicas, el tiempo de la cosecha, la etapa de
desarrollo de las plantas y el método de extraccién. La actividad antioxidante
podria explicarse parcialmente por las altas cantidades de alcanfor, acetato de
linalilo y a-thujene. Las diferencias en el poder antioxidante de una misma especie
vegetal puede deberse al hecho de la dificil forma de atribuir el efecto antioxidante
de los extractos vegetales al total o a uno o algunos de los compuestos activos.
Cada compuesto en mayor o menor grado, puede tener una contribucion

significativa a la actividad antioxidante.

De igual forma, Celiktas, O. y col., (2007) en Turquia, determinaron la actividad
antioxidante por medio de ABTS del hidrosol de Rosmarinus officinalis obtenido a
partir de CO, supercritico cuyas variables fueron la localizacion del cultivo y el
tiempo de cosecha. Los resultados encontrados oscilaron entre 7,4 y 3,1 mM
Trolox/kg de material himedo, los cuales no presentaban diferencias significativas
estadisticamente, sin embargo el tiempo de cosecha presentd mayor influencia
sobre la actividad del hidrosol. Ademas, los autores afirman que los compuestos
responsables de la actividad antioxidante son diterpenos fendlicos, tales como el
acido carndsico, carnosol, rosmanol, epi- e iso-rosmanol y el componente fendlico

del acido rosmarinico.
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Al analizar los resultados de los aceites esenciales (Tabla 7) se puede observar
que el aceite de tomillo presenta los valores mas altos al determinar la actividad
antioxidante por medio de DPPH y ABTS, y el aceite de menta poleo presenta los
mejores resultados al emplear el método de FRAP, coincidiendo estos resultados
con los preliminares por el método de ABTS donde el aceite de tomillo presenta
los valores mas altos (Tabla 5).

El aceite esencial de tomillo, presenta los mejores resultados de actividad
captadora de radicales libres para estos ensayos, por lo cual se podria afirmar que
su alto contenido de y-terpineno (19,3%) es el responsable de dicha actividad.
Aungue el mecanismo de la accion antioxidante de los aceites esenciales no se
conoce con toda certeza, un estudio realizado por Fotti, M., Ingold, K.U. (2003),
sugieren que el y-terpineno, presente en varios aceites esenciales, actia como
antioxidante al retardar la peroxidacion del acido linoléico, porque los radicales
peroxilo formados a partir de éste (HOO-) reaccionan rapidamente con los

radicales peroxilo del acido linoléico.

Bounatirou, S. y col. (2007) en Portugal, determinaron la actividad antioxidante del
aceite esencial de Thymus capitatus en diferentes fases del desarrollo de la
planta, por medio de DPPH entre 100-1000 mg/L, obteniendo maximos valores en
un intervalo de 500 y 1000 mg/L para los aceites en la fase de floracién y post-
floracion, que a su vez se caracterizaron por presentar los valores mas elevados
en su contenido de monoterpenos oxigenados (66-86%). Todas las muestras de
aceites esenciales presentaron actividad antioxidante, pero las diferencias
estadisticas significativas se observaron cuando al comparar las diferentes etapas
de desarrollo como fue el estado vegetativo, floracion y post-floracion.

Resultados diferentes se obtienen cuando las extracciones del tomillo se hacen
con solventes como metanol, etanol, éter dietilico y hexano donde los valores de

ICsp oscilaron entre 0.0011 y 0.0022, cuando se empled el metanol como solvente
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de extraccion. En este caso, los valores de actividad captadora de radicales libres
del tomillo podrian estar asociados al alto contenido de componentes fendlicos
entre los que se encuentran acido cinamico, acido ferulico, acido rosmarénico y

rosmarenato metilico (Roby, M. y col. 2013).

Como se presento en los resultados de la Tabla 3, el aceite esencial de tomillo fue
el que present6 los mejores resultados sobre la cantidad de polifenoles totales y
por ende elevados resultados sobre su capacidad antioxidante (Tabla 7). Hoy en
dia, el aceite esencial de tomillo y sus componentes ganan interés debido a su
estado seguro, la amplia aceptacion por los consumidores, y la explotacion para el
uso funcional de usos mdltiples. Hay un creciente interés en antioxidantes,
especialmente los destinados a prevenir efectos nocivos de radicales libres en los
humanos y para prevenir el deterioro de las grasas y de otros constituyentes de
los productos alimenticios. En ambos casos, hay una cierta preferencia por los
antioxidantes de origen natural en lugar de los sintéticos (Bounatirou, S. y col.
2007). El aceite esencial de T. capitatus parece actuar como donador de
electrones. El potencial reductor, puede ser debido a las sustituciones de los di-y
monohidroxilos en el anillo aromatico que poseen una potente habilidad de donar
hidrégenos.

Con lo anterior se puede afirmar que la actividad antioxidante obtenida por el
método DPPH, ABTS y FRAP est4d correlacionada con el contenido de
compuestos fendlicos totales (Ramos, E. y col., 2008). Aunque Dai, J. y Mumper,
R. (2010), afirman que el ensayo de compuestos fendlicos de Folin-Ciocalteu
también se considera como otro ensayo de la capacidad antioxidante debido a que
Su mecanismo basico es como una reaccion de oxidacion/reduccion, al observar
los resultados de polifenoles totales para los hidrosoles (Tabla 3), se tiene como
valor mas alto al hidrosol de romero lo que coincide con todos los resultados de la
capacidad antioxidante como se muestra en la Tabla 6. Para el caso de los
polifenoles de los aceites esenciales, se puede mencionar que de mayor a menor

los aceites mas representativos en cuanto a sus resultados fueron tomillo, ruda,
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menta poleo, hierbabuena, manzanilla, entre otros (Tabla 3), lo que coincide con el

orden de los resultados encontrados para la capacidad antioxidante (Tabla 7).

Al generalizar lo métodos empleados, la utilizacion del radical libre del DPPH in
vitro permite tener una idea aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas
in vivo. Este método muestra una elevada estabilidad dado que tiene un radical
libre que puede obtenerse directamente sin una preparacion previa, mientras que
otros radicales libres como el ABTS tienen que ser generados tras una reaccion

gue puede ser quimica, enzimatica o electroquimica (Ramos, E. y col., 2008).

Entre las ventajas del método ABTS se tienen su elevada reproducibilidad, su uso
flexible en diferentes medios tales cdmo acuosos o lipofilicos de extractos de
plantas, alimentos y fluidos fisiologicos, ya que el reactivo es soluble tanto en
medios solventes acuosos como organicos. El radical ABTS reacciona
suavemente con antioxidantes, y puede ser usado en un amplio rango de pH del

medio de reaccion.

El método FRAP se basa en la comparacion de la cantidad total de antioxidantes
con la capacidad de reduccion de la muestra. FRAP es un método rapido, facil de
manejar y sus resultados altamente reproducibles (Politeo, O. y col., 2009). En
cuanto a las diferencias que presentan los resultados obtenidos con los otros
métodos de capacidad antioxidante se sabe que FRAP presenta resultados mas
bajos debido a la reaccion incompleta del reactivo tripyridyltriazine de hierro (l11)

con algunos flavonoides y acidos fendlicos (Ozyirek et.al. 2012).

Los iones metdlicos de transicion pueden estimular la peroxidacion lipidica por dos
mecanismos, el primero es participacion en la generacion de especies inicialistas y
el segundo es mediante la aceleracion de la descomposicion de la peroxidacion de
hidroperoxidos lipidicos en otros componentes que son capaces de sustraer
hidrogeno, perpetuando la reaccidon en cadena de la reaccion de peroxidacion

lipidica (Bounatirou, S. y col. 2007). De hecho, el carvacrol, que uno de los
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componentes del aceite esencial de especies de tomillo, y que no se encuentra en
el romero, por ejemplo, es un compuesto mono-hidroxilado que no es capaz de
formar complejos con Fe?*, por lo tanto no presenta actividad quelante de metales.
Esta puede ser una de las razones por la cual este aceite esencial, no presento
mayor capacidad antioxidante mediante el método FRAP a diferencia de los otros
métodos de determinacion (DPPH y ABTS).

FRAP es poco sensible a compuestos antioxidantes del tipo tiol (-SH). EI método
FRAP puede presentar interferencias tanto en la cinética de la reaccion de

oxidacion cédmo en la cuantificacién de algunos compuestos fendlicos.

En términos generales, la actividad antioxidante es debida a diferentes factores,
como la prevencion de iniciacion de la cadena, la descomposicion de peroéxidos, la
prevencion de la abstraccién continGa de hidrégenos, eliminacion de radicales
libres, reduciendo la capacidad antioxidante, y la union de catalizadores de
transicion de iones metalicos. Por lo tanto, es importante que para evaluar la
eficacia de los antioxidantes, se utilicen varios métodos analiticos y diferentes

sustratos (Bounatirou, S. y col. 2007).

La capacidad antioxidante en una especie vegetal en primer lugar viene dada por
la suma de las capacidades antioxidantes de cada componente, y en segundo
lugar, ésta depende del microambiente en el que se encuentre el compuesto,
pudiendo interactuar entre si, produciéndose efectos sinérgicos o inhibitorios
(Mufioz, A. y col., 2007). Es asi como las condiciones ambientales pueden afectar
la composicion quimica de las plantas, lo que se ve reflejado en el contenido de
antioxidantes. Este es uno de los motivos por los cuales es conveniente evaluar
las muestras para una determinada especie recolectada en diferentes lugares,
debido a que se presentan diferencias entre muestras que pertenecen a la misma
especie en el mismo lugar (Ozyiirek, M. 2012) como se observa con los resultados

logrados en nuestra investigacion.
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Las diferencias encontradas con las distintas metodologias pueden ser en cierta
medida explicadas por las diversas cantidades relativas de compuestos de menor
importancia en los aceites, lo que puede tener un efecto significativo sobre el

efecto antioxidante del aceite esencial (Bounatirou, S. y col. 2007).

El elevado uso de antioxidantes naturales, especialmente los de origen vegetal, en
forma de extractos definidos quimicamente han sido estudiados ampliamente
durante los ultimos 20 afios. La mayoria de los antioxidantes aislados de las
plantas son los polifenoles. Las especies vegetales mas utilizadas como fuente de
antioxidantes son el romero, la salvia y el tomillo (Zegura, B. y col., 2011), lo que
concuerda con los resultados encontrados en este estudio para polifenoles totales

y actividades antioxidantes.

Las sustancias naturales, como los aceites esenciales e hidrosoles de especies
vegetales han logrado un gran interés cientifico debido a su potencial como fuente
de antioxidantes naturales y compuestos bioldégicamente activos (Naeini, A, y col.,
2010). En Colombia existe gran cantidad de especies vegetales, nativas y
fordneas, que por las condiciones generales de las plantas, las caracteristicas de
suelo, altitud media y demas condiciones generan metabolitos secundarios que
pueden ser utilizados en controles bioldgicos en blusqueda de un aprovechamiento

ventajoso.

5.4. Actividad fungicida
Se evaluaron los aceites esenciales y los hidrosoles de las 17 especies vegetales
estudiadas en este estudio, para la actividad fungicida contra los hongos

patdgenos que atacan el cultivo de la papa (Solanum tuberosum).

Bajo las condiciones de laboratorio, la estructura macro-morfolégica de los hongos

evaluados P. infestans, F. oxysporum y R. solani se presentan en la Figura 3.
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Figura 3. (a) Phytophthora infestans en agar arveja, (b) Fusarium oxysporum en agar PDA,
(c) Rhizoctonia solani en agar PDA

Los tres hongos fueron retados para activar su virulencia como se muestra en la

Figura 4 para el caso de P. infestans, F. oxysporum y R. solani sobre rodajas de

papa.

Figura 4. Hongos retados sobre rodajas de papa: (a) P. infestans, (b) F. oxysporum (c) R.
solani

Con estas cepas retadas se trabajo para calcular el porcentaje de inhibicion de
cada uno de los extractos por medio de la concentracion minima inhibitoria y la

difusién en disco en agar.

5.4.1. Concentracion Minima Inhibitoria (Micro-método)

Los hongos fueron evaluados con los hidrosoles y aceites esenciales a diferentes
concentraciones. Inicialmente se ensayaron concentraciones de 1 a 5 pug/mL. Los

resultados de mayor porcentaje de inhibicidon para cada hidrosol y aceite esencial
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se muestran en las Tablas 8 y 9, respectivamente (ver resultados completos en el
Anexo J), y en las Figuras 5 y 6 se presentan los resultados para cada hidrosol y
aceite esencial, que presentan actividad fungicida mayor al 50% para cada hongo

evaluado.

Tabla 8. Actividad fungicida de 17 hidrosoles de especies vegetales contra P. infestans, F.
oxysporum y R. solani

i Porcentaje de Inhibicion (%)
Nombre Comun

R. solani F. oxysporum P. infestans
Ajenjo 515 + 32,8 372 = 244 359 = 27
Aji 415 + 215 16,8 = 9,3 39,0 += 24,7
Ajo 80,4 = 16,5 21,2 + 84 60,0 + 33,8
Altamisa 61,4 + 20,6 433 £+ 21,2 395 £ 39
Caléndula 799 = 10,9 625 = 85 724 = 7,9
Cebolla Roja 418 + 34,4 183 + 64 52,7 + 97
Colade Caballo 78,1 + 4,0 38,8 = 13,3 364 = 51
Hierbabuena 345 + 245 11,6 + 11,2 62,0 + 272
Higuerilla 568 =+ 21,1 12,2 + 537 355 = 3,2
Hinojo 355 + 38,9 135 + 1,8 50,4 + 16,5
Manzanilla 67,4 = 21,6 369 = 224 36,2 = 3.2
Menta Poleo 457 + 8,3 382 * 6,7 475 + 1,0
Milenrama 792 = 57 390 = 153 473 + 3,5
Ortiga 71,8 + 27 51,8 + 10,9 49,4 + 433
Romero 68,0 = 157 454 + 10,6 504 = 4,2
Ruda 37,1 + 49,8 198 = 0,3 57,7 + 34,3
Tomillo 723 * 6,6 347 + 9.2 520 =+ 04

La determinacién de actividad fungicida esta dada como medias +S.D. (n=3)

Segun la Tabla 8 los hidrosoles que inhiben a R. solani en un porcentaje mayor a
50% son ajenjo, ajo, altamisa, caléndula, cola de caballo, manzanilla, milenrama,
ortiga, romero, y tomillo, presentando la mayor actividad el hidrosol de ajo, seguido
por la caléndula, milenrama, cola de caballo y tomillo (80, 4 y 72,3%). Para F.
oxysporum solo la caléndula y la ortiga presentaron un porcentaje de inhibicion
mayor a 50% y para P. infestans ajo, caléndula, cebolla roja, hierbabuena, ruda y
tomillo, siendo el hidrosol de caléndula el de mayor porcentaje de inhibicion

(72,4%), seguido por el de hierbabuena (62%). También se puede observar que

70



solo el hidrosol de caléndula presenta inhibicion mayor a 50% para los tres

hongos.

Tabla 9. Actividad fungicida de 17 aceites esenciales de especies vegetales contra P.
infestans, F. oxysporum y R. solani

, Porcentaje de Inhibicion (%)
Nombre Comun

R. solani F. oxysporum P. infestans
Ajenjo 66,8 * 282 176 + 34 373 = 94
Aji 330 = 99 424 + 474 328 = 153
Ajo 80,8 + 154 251 + 15,0 275 + 51
Altamisa 552 * 12,6 31,8 + 1,7 288 + 14,8
Caléndula 579 + 233 73 = 10,8 354 + 58
Cebolla Roja 38,1 + 28,6 11,3 + 3,3 228 = 205
Cola de Caballo 819 + 120 410 = 10,1 258 + 151
Hierbabuena 100,0 £ 05 874 = 75 23,8 = 105
Higuerilla 655 + 14 485 + 253 209 + 3.8
Hinojo 759 = 21,3 330 + 13,2 234 = 253
Manzanilla 729 + 23,2 722 + 05 220 + 58
Menta Poleo 992 + 0,0 928 * 9,0 438 + 234
Milenrama 89,7 = 717 93,1 £+ 35 364 + 50
Ortiga 723 = 164 291 = 171 389 =+ 10,3
Romero 66,1 + 18,0 40,0 = 237 43 = 3,7
Ruda 99,1 £+ 1,0 88,7 = 1,0 21,8 = 8,6
Tomillo 999 + 0,8 986 * 2,6 76,8 + 31,2

La determinacién de actividad fungicida estd dada como medias +S.D. (n=3)

Los aceites esenciales que inhibieron a R. solani en un porcentaje mayor al 50%
se presentan en la tabla 9. Se observa que la mayoria de los aceites inhiben a
este hongo, a diferencia de los hidrosoles, donde solo dos aceites presentan una
inhibiciébn por debajo del 50% (aji (33%) y cebolla roja (38%)). También se
encontré que el aceite de hierbabuena presenté una inhibicion del 100% y los
aceites de menta poleo, ruda y tomillo del 99%, seguido del aceite de milenrama
con 89,7%. Para F. oxysporum se encontrO que los aceites que presentaron
inhibicion por encima del 50% fueron manzanilla hierbabuena, menta poleo,
milenrama, ruda y tomillo, siendo el tomillo el de mayor inhibicién (98,6%). Para P.

infestans solo el tomillo presenté un porcentaje de inhibicion mayor al 50%.
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Ademas, se observa que el aceite de tomillo es el Unico que presenta inhibicion

para los tres hongos.

En los resultados de las Tablas 8 y 9 se observa que las desviaciones estandar
son grandes por lo que la reproducibilidad de los resultados no es muy confiable.
Sin embargo, se realizaron las Figuras 5 y 6 para inferir de los resultados la

tendencia sobre la inhibicidbn que presentaron los extractos.
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion de hidrosoles de especies vegetales contra los hongos P.
infestans (), F. oxysporum () y R. solani (f).
Concentraciones de hidrosoles entre 1-5 pg/mL
El porcentaje de inhibicion esta dado como medias +S.D. (n=3)
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Figura 6. Porcentaje de inhibicion de aceites esenciales de especies vegetales contra los
hongos P. infestans (1), F. oxysporum () y R. solani ().
Concentraciones de hidrosoles entre 1-5 pg/mL
El porcentaje de inhibicion esta dado como medias +S.D. (n=3)

En las figuras 5 y 6, se puede observar que el hidrosol de caléndula fue el que
presentd inhibicion de los tres hongos evaluados (Figura 5) con un porcentaje
entre el 60 y 80%, y para el caso de los aceites esenciales, fue el aceite de tomillo

(Figura 6) con un porcentaje de inhibicion entre el 70 y 100%.

Dadas las desviaciones tan altas en el ensayo anterior se realizd otro ensayo,
donde se incrementaron las concentraciones de los extractos entre 10 y 50 pg/mL.
Los resultados de este ensayo se presentan en el Anexo K, pero igual que en el
caso de los ensayos anteriores, los valores de las desviaciones estandar
encontradas para los extractos no permiten una buena reproducibilidad de los
datos. De todas formas, se analizaron los resultados y se contrastaron con los
anteriores para ver si se encontraba el mismo comportamiento o definitivamente

los resultados no eran confiables. (Figura 7 y 8).
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Figura 7. Porcentaje de inhibicién de hidrosoles de especies vegetales contra los hongos P.
infestans (1)), F. oxysporum () y R. solani (§).
Concentraciones de hidrosoles entre 10-50 pg/mL
El porcentaje de inhibicién esta dado como medias £S.D. (n=3)
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Figura 8. Porcentaje de inhibicién de aceites esenciales de especies vegetales contra los
hongos P. infestans (1), F. oxysporum () y R. solani ().
Concentraciones de hidrosoles entre 10-50 pg/mL
El porcentaje de inhibicién esta dado como medias £S.D. (n=3)
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Como se observa en la Figura 7, el hidrosol de caléndula presenté inhibicion de
los tres hongos en evaluacion con un porcentaje entre el 60 y 80%, y para el caso
de los aceites esenciales (Figura 8), el aceite de tomillo inhibid los tres hongos con
un porcentaje de inhibicion entre el 70 y 100%. Estos resultados coinciden con los
ensayos realizados a menor concentracion de extractos. Desafortunadamente, no
se pudo encontrar la concentracibn mas eficiente para inhibir los hongos
evaluados, lo Unico que se puede afirmar es que el hidrosol de caléndula y el
aceite de tomillo afectan el crecimiento de los hongos evaluados. De igual forma,
al comparar la Figura 5 con la Figura 7, se observa que los hidrosoles de ajo,
caléndula, cola de caballo, hierbabuena, milenrama y romero bajo las condiciones
del ensayo, tienen efecto positivo sobre la inhibicion de por lo menos uno de los
hongos de interés. En el caso de los aceites esenciales (Figura 6 y 8), se tienen
los aceites de ajo, cola de caballo, hierbabuena, manzanilla, menta poleo y ruda

inhiben por lo menos uno de los hongos.

En consecuencia de lo anterior, y al observar que los resultados entre réplicas
tienen una desviacion estandar muy irregular, lo que representa una baja
reproducibilidad de la técnica, posiblemente por la baja solubilidad de los aceites o
el color caracteristico de algunos de los extractos (por ejemplo, el hidrosol de
romero presenta un color café oscuro, el aceite de milenrama tiene un color azul
oscuro, entre otros) lo que puede afectar la lectura de la absorbancia, se decidio
optar por el método de difusion en disco en agar con el fin de verificar los
resultados obtenidos por el método espectrofotométrico y encontrar la

concentracion de inhibicién adecuada para cada hongo.

5.4.2. Difusion en disco en agar (Macro-método)

Para determinar el efecto fungicida de los extractos empleados se utilizé la
difusién en disco, que se basa en la difusion radial de cada extracto, desde discos
de papel estériles impregnados con los mismos. Si se presenta un efecto fungicida

se evita el crecimiento del hongo en la zona de difusién formandose un halo visible
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y medible por medio del software ImageJ. Se considera que la actividad fungicida
esta directamente relacionada con el didmetro de la zona de inhibicion del
crecimiento del hongo empleado.

Con cada hongo de interés y los 17 extractos (hidrosoles y aceites esenciales) se
realiz6 un disefio factorial completo (screening) por triplicado, con el fin de
determinar si los extractos presentaban inhibicion cuando éste se utilizaba sin
diluciones sobre los hongos (10 pL de extracto puro). Los ensayos fueron
realizados de forma independiente, es decir, cada una de las réplicas por
separado. Los resultados sobre el screening de los extractos se muestran en la
Tabla 10.

Tabla 10. Screening de actividad fungicida de cada extracto (Difusion en disco)

P. infestans F. oxysporum R. solani
Nombre . . . ) . .
Comdn Hidrosol Aceite  Hidrosol Aceite Hidrosol Aceite

esencial esencial esencial

Ajenjo - - - - - -
Aji - - - - - -
Ajo - - - - - -
Altamisa - - - - - -
Caléndula - - - - - -
Cebolla roja - - - - - -
Cola de - - - - - -
caballo
Hierbabuena - + - + - +
Higuerilla - - - - - -
Hinojo - - * - - -
Manzanilla - - + - - -
Menta poleo - + - + -
Milenrama - + - + - +
Ortiga - - - - - -
Romero - + + + - +
Ruda - + + + - +
Tomillo - + - + - +

La determinacién de actividad fungicida est4 dada como medias +S.D. (n=3)
- : 0% de inhibicién
* : <10% de inhibicion

+: 100% de inhibiciéon
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En la Figura 9, se presenta la comparacion entre el control negativo (blanco), el
control positivo (fungicida comercial) y el aceite esencial de tomillo cuando actia
sobre F. oxysporum.

Figura 9. F. oxysporum. (a) Blanco, (b) Aceite esencial de tomillo, (c) Control positivo

Comparando con la literatura encontramos que nuestros resultados coinciden con
los reportados para estos aceites. Por ejemplo para el aceite de ruda se ha
demostrado que sus compuestos quimicos tienen propiedades antiespasmadicas,
citotdxicas, antirreumatico, antihipertensivo, antiséptico para la piel y repelente,
fungicida e insecticida, siendo éstas ultimas propiedades aprovechadas en cultivos
por ser inocuos para el medio ambiente, para los consumidores y para el efectivo
control postcosecha (Barrera, L. y col., 2008; Grigorjev, C. y col., 2010; Naveda, G.
y col., 2010).

Debido a la cantidad de monoterpenos que contiene la hierbabuena se puede
utilizar como repelente para insectos porque afecta el crecimiento y desarrollo y
puede resultar téxico para los mismos. De igual forma se puede utilizar esta planta
como fungicida y bactericida.
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La actividad antimicrobiana del romero se le atribuye a sus distintos componentes
como sus compuestos fendlicos (acido carndsico, carnosol, y acido rosmarinico) y
a los principales agentes activos contenidos en el aceite esencial como son:
pineno, canfeno, 1,8-cineol, limoneno, alcanfor, linalol, D-linalol, borneol y su
acetato, terpeno y cariofileno, los cuales se encuentran identificados en el aceite

utilizado para este proyecto (Ardila, M., y col., 2009; Estrada, S. 2010).

El aceite esencial de romero contiene como componentes mayoritarios gran
cantidad de monoterpenos como a-pineno, B-pineno, mirceno, 1,8-cineol y
borneol. Estos compuestos presentan elevadas capacidades antimicrobianas
debido a que facilitan la ruptura de la membrana integrada de los
microorganismos. Otra importante caracteristica de los aceites esenciales es su
hidrofobicidad, que permite que penetren componentes lipidicos a la membrana
celular y la mitocondria, lo que altera la estructura de la célula permitiendo la
liberacién de moléculas fundamentales para esta lo que lleva a la eventual muerte

de los microorganismos expuestos (Okoh, O. y col., 2010).

En el tomillo, esta comprobado que sus componentes fendlicos, timol y carvacrol,
tienen actividad antibacterial, antiviral y fungicida sobre diferentes tipos de
microorganismos aun aquellos que ya son resistentes a la medicina tradicional
(Estrada, S. 2010).

El aceite esencial de tomillo ha sido reconocido por su actividad antibacteriana y
antifangica, razon por la cual se emplean industrialmente en la preparacion de
desinfectantes de uso humano, enjuagues bucales y otros agentes
antimicrobianos utilizados a nivel doméstico (Alzate, D. y col., 2009). Es asi como
en la investigacion de Bounatirou, S. y col. (2007) en Portugal, con el aceite de
Thymus capitatus extraido a diferentes fases del desarrollo de la planta,
determinaron la actividad antimicrobiana por medio de difusiéon en agar en discos
contra Bacillus cereus, Salmonella sp., Listeria innocua, cuatro cepas de
Staphylococus aureus (C15, ATCC 25923, CFSA-2) y S. aureus (MRSA-2),
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encontraron que los aceites esenciales aislados durante la fase vegetativa no
presentaron actividad, mientras que si se observaron elevadas actividades
antibacterianas en las fases de floracién y post-floracion. S. aureus ATCC 25923

fue la cepa mas susceptible a los aceites en la etapa de floracion.

Con los resultados de la Tabla 10, se seleccionaron los extractos que presentaban
inhibicion al 100% para los tres hongos, es decir solo seis aceites esenciales
debido a que los hidrosoles no presentaron actividad a la concentracién evaluada.
Los aceites seleccionados fueron hierbabuena (Mentha spicata), menta poleo
(Mentha pulegium), milenrama (Achillea millefolium), romero (Rosmarinus
officinalis), ruda (Ruta graveolens) y tomillo (Thymus vulgaris). Extractos que
coinciden con las tendencias observadas en los ensayos de concentracion minima
inhibitoria sobre los aceites esenciales y de igual forma coinciden con los
principales resultados sobre polifenoles totales y actividad antioxidante

determinados en los numerales anteriores.

Con los aceites seleccionados se determiné el porcentaje de inhibicion contra los
tres hongos empleando diferentes concentraciones de los aceites. De igual forma
se realiz6 un ensayo independiente con un testigo comercial como blanco positivo.
Las concentraciones utilizadas estuvieron entre 1 y 6 uL de cada aceite. Con estas
concentraciones se realizdé una curva (Anexo L) para determinar el ICso de cada

aceite. Los resultados se presentan en la Figura 10.
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Figura 10. ICsode seis aceites esenciales de especies vegetales contra los hongos P.
infestans (), F. oxysporum () y R. solani (§).
Concentraciones de aceites entre 1-6 pL
El ICsp esta dado como medias £S.D. (n=3)

Como se observa en la Figura 8, el aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris),
es el que presenta los mejores valores para los tres hongos bajo las condiciones
del ensayo al comparar con los otros aceites, e incluso muestra mayor eficiencia
que el fungicida comercial lo que concuerda con los resultados mas altos sobre
actividad antioxidante, polifenoles totales y de hecho con lo que han publicado en
otras investigaciones sobre determinaciones antimicrobianas. La accién fungicida
de los componentes de los aceites esenciales, se debe al caracter lipofilico de su
esqueleto de hidrocarbonos y principalmente al caracter hidrofilico de sus grupos
funcionales (Garcia, C. y col.,, 2010), razén por la cual los extractos que

presentaron actividad fungicida son aceites esenciales.

Adicional a esto, al observar los metabolitos secundarios presentes aceite esencial
de tomillo se encontré que contiene 10 compuestos en diferentes concentraciones
gue no estan presentes en ninguno de los otros aceites evaluados, los cuales

estan enlistados en la tabla 11, donde se resalta la presencia de carvacrol, p-
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cimeneno y timol metiléter que han sido reportados como posibles responsables

de la actividad fungicida que presenta el tomillo.

Tabla 11. Compuestos quimicos del aceite esencial de Tomillo que no estan preserntes en
otras especies evaluadas

Compuesto Quimico

1-octen-3-ol
2-metilbutanoato de metilo
acetato de timilo

carvacrol
cis-dihidrocarvona
epi-a-cadinol

p-cimeneno

propanoato de geranilo
timol metiléter

y-eudesmol

De igual forma, se ha encontrado que el carvacrol y el timol causan alteraciones
en la morfologia de las hifas lo que genera una reduccion en los didmetros de las
estas al igual que una lisis de las mismas. Ademas, el carvacrol actia como un
intercambiador de protones, reduciendo de este modo el gradiente de pH a través
de la membrana citoplasmatica, lo que disminuye la fuerza motriz de protones
causando la muerte celular. De otro lado, parece posible que ambos compuestos
pueden interferir con las enzimas de la pared celular como quitina sintasa o
quitinasa, asi como con las a - y B -glucanasas de los hongos (Numpaque, M. y
col., 2011).

Barrera, L. y col., (2008), evaluaron los compuestos carvacrol, timol y aldehido
cinamico a concentraciones entre 200 y 300 pg/mL contra el crecimiento de
Fusarium sp. y como resultado se presentd una total inhibicion del crecimiento
micelial de Fusarium sp., observando una correlacion entre la actividad antifingica

del aceite esencial y sus constituyentes
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El Carvacrol ha sido considerado como un biocida, que genera perturbaciones en
la membrana bacteriana acarreando fugas de ATP intracelular y de iones de
potasio lo que conduce a la muerte celular. Se considera que los componentes
guimicos menores de los aceites esenciales tienen una posible interaccion entre
ellos, lo que podria incrementar la actividad microbiana. Otro constituyente, como
c-terpineno, ha presentado buenas actividades debido a su posible efecto
sinérgico o antagénico (Bounatirou, S. y col. 2007).

Garcia, C. y col. (2010), reportan actividad antimicrobiana para fenoles como timol,
carvacrol y eugenol. Para el caso del tomillo (Thymus vulgaris), la presencia de
dichos compuestos expresan el mas alto espectro de actividad en contra de los
microorganismos, debido a la naturaleza acida de su grupo hidroxilo el cual forma

un puente de hidrégeno con un centro enzimatico activo.

Kumar, A. y col. (2008) en la India, emplearon aceites esenciales de 14
angiospermas para evaluar su actividad fungicida contra cepas de Aspergillus
flavus, donde el aceite esencial de tomillo presento inhibicion del 100% del hongo
a una concentracion de 0,7 pL/mL. De igual forma, se evalué la inhibiciébn que
presenta el tomillo contra ocho hongos contaminantes de alimentos como
Fusarium oxysporum, Cladosporium herbarum, Curvularia lunata, Aspergillus
terreus, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Alternaria alternata vy
Botryodiploidia theobromae. Segun los resultados se observé inhibicién del 80%
con 2 de ellos y con los otros se llegd al 100% de inhibicién. Los resultados
presentan al aceite de tomillo como potencial conservante botanico en el control

ecologico de deterioro biolégico de los alimentos durante el almacenamiento.

Vaillant y col. (2009), realizaron un estudio sobre la actividad fungicida de cinco
monoterpenos (mentol, timol, alcanfor, citronelal y 1,8 cineol) que se encuentran
normalmente en los aceites esenciales. Estos monoterpenos fueron empleados en
concentraciones de 0.5, 0.1 y 0.05% (p/v) para evaluar el efecto inhibitorio que

presentan sobre Rhizoctonia solani, causante de la rizoctoniasis en el cultivo de
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papa. Los resultados indican que timol, mentol y citronelal presentan inhibicion del
100% sobre el hongo evaluado. Estos resultados coinciden con los reportados en
este estudio sobre actividad fungicida debido a que el timol es uno de los

principales componentes del aceite de tomillo.

5.4.3. Mezclas de extractos para formular un bioinsumo

La seleccion de los extractos para las mezclas se baso en los resultados de los
ensayos preliminares y finales de la bioactividad de los extractos independientes.
A partir de estos ensayos se propondrd la formulacion preliminar de tres
bioinsumos con las mejores caracteristicas de bioactividad hacia los hongos
presentes en el cultivo de papa. Se llevo a cabo la formulacién de 9 tipos de
mezclas de las cuales tres fueron mezclas de hidrosoles y aceites; otras tres
mezclas de solos aceites esenciales; y las Ultimas tres corresponden a mezclas de
solo hidrosoles. A cada una de estas mezclas se les determind la capacidad
antioxidante por medio de DPPH y ABTS y la capacidad fungicida contra los tres

hongos evaluados en este estudio.

Se plantearon las mezclas de extractos en una relacion de 1:1:1 (v/v) como se
muestra en la Tabla 12, para de esta forma bosquejar la posible formulacién de un

bioinsumo para el cultivo de papa.

Tabla 12. Mezclas de extractos para formulacién de bioinsumos

Cédigo Extractos

S H- Ruda H- Hierbabuena A- Tomillo

T H- Caléndula A- Hierbabuena A- Tomillo

U H- Ajo A- Hierbabuena A- Ruda

X A- Hierbabuena A- M. Poleo A- Tomillo

Y H- Hierbabuena A- M. Poleo A- Ruda

z A- Milenrama A- Ruda A- Tomillo

20 H- Hinojo H- Romero H- Ruda

21 H- Milenrama H- Romero H- Tomillo

22 H- Ajo H-Caléndula H- Hierbabuena
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A: aceite esencial
H: hidrosol

Los resultados de actividad antioxidante determinada por medio del micro-método

de radicales de DPPH y ABTS se presentan en la Tabla 13.

Tabla 13. Actividad antioxidante de las mezclas de extractos

Nombre DPPH (Equivalentes de ABTS (Equivalentes de
de Mezcla Trolox (ug/mL)) Trolox (ug/mL))
Mezcla S 12.209,00 + 5,136 920.100,00 =+ 1,356
Mezcla T 10.009,70 * 2,750 857.500,00 +* 0,252
Mezcla U 5.237,20 %= 4,157 115.450,00 = 0,761
Mezcla X 9.203,30 + 5,498 1.068.600,00 * 3,374
Mezcla Y 6.065,60 + 3,991 159.265,00 * 2,710
Mezcla Z 9.995,00 *= 1,540 1.055.500,00 =+ 1,142
Mezcla 20 15.815,80 =+ 1,621 132.480,00 =*= 3,235
Mezcla 21 15.632,50 =+ 0,458 128.550,00 *= 1,666
Mezcla 22 2.605,40 *= 6,378 16.713,00 + 1,145
BHA 11.945,10 = 4,800 24.807,00 = 1,236
BHT 12.568,20 + 2,098 202.065,00 + 3,781
FUNG 2.055,50 =+ 1,759 16.335,00 + 0,448

La determinacién de la actividad antioxidante est4 dada como medias +S.D. (n=3)

Con estos resultados se puede observar y comprobar el efecto sinérgico que
presentan las mezclas de hidrosoles y aceites esenciales en cuanto a su
capacidad antioxidante. Si volvemos a los resultados de DPPH de hidrosoles y
aceites de forma independiente (Tablas 6 y 7, respectivamente), encontramos que
la mayor actividad se obtuvo para el hidrosol de Romero con un valor de 165,71
pug/mL y para el aceite esencial de tomillo con un valor de 164,46 ug/mL, valores
gue se encuentra por debajo de los controles positivos BHA y BHT (Tabla 12).
Para las mezclas el valor maximo se presenté para la mezcla 20 (15.815,80
pg/mL) y para la mezcla 21(15.632,50 pg/mL), valores superiores incluso a los
encontrados en los controles positivos. Adicionalmente, se puede observar que el

extracto que presentd la mayor actividad antioxidante por éste método es el que
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influye sobre el resultado de las mezclas, debido a que las dos mezclas que
presentan los valores mas altos en este ensayo son las que contienen hidrosol de

Romero en su composicion (ver Tabla 11 composicion de las mezclas).

De igual forma ocurre con el ABTS donde el valor maximo para los extractos
independientes fue la del aceite de Tomillo con un valor de 13.627,00 pg/mL
(Tabla 7), valor inferior al de los controles positivos. Pero de nuevo en las mezclas
se presenta una sinergia, donde el valor maximo encontrado fue para la mezcla X
(1.068.600,00 pg/mL), dato superior a los resultados encontrados para los
controles. Asimismo, se puede decir que las mezclas que contenian el aceite de
Tomillo en su composicion fueron las que presentaron los valores mas altos en

este ensayo.

Los resultados de la capacidad fungicida de las mezclas contra los tres hongos

estudiados se muestran en la Figura 11.
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Figura 11. ICsode mezclas de especies vegetales contra los hongos P. infestans (), F.
oxysporum (i) y R. solani (I).
Concentraciones de mezclas entre 1-6 pL
El ICsp esta dado como medias £S.D. (n=3)
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Segun los resultados de la Figura 11 se puede observar que los valores del ICs
son inferiores a los encontrados para el control (fungicida comercial) lo que indica
que todas las mezclas propuestas (excepto las de solo hidrosoles) son eficientes
para inhibir el crecimiento de los tres hongos evaluados. De otro lado, si se
observa que la cantidad de extracto que se utiliza para la formulacion de las
mezclas corresponde a un tercio de cada extracto comparado con la
determinacion de capacidad fungicida de los extractos independientes, se puede
afirmar que las mezclas presentan un resultado muy satisfactorio en el control de

estas enfermedades y ademas permiten disminuir la cantidad de extracto utilizado.

Las mezclas al igual que el control positivo (fungicida) fueron ensayadas bajo las
mismas concentraciones a las cuales se evaluaron los aceites de forma
independiente, es decir, concentraciones entre 1 y 6 yuL de cada una de las
mezclas. Las concentraciones de las mezclas a la cual se presentd la mayor

inhibicién de los hongos se presentan en la Tabla 14.

Tabla 14. M&xima concentracion de inhibicién de las mezclas contralos hongos P. infestans,
F. oxysporum, R. solani

P. infestans F. oxysporum R. solani
Codigo Mezclas Conc %de  Conc % de Conc % de
(uL) Inhibicion  (uL) Inhibicién  (uL) Inhibicién
Mezcla S 4 100,00 6 100,00 4 100,00
Mezcla T 4 100,00 6 53,63 4 100,00
Mezcla U 6 100,00 6 24,08 6 100,00
Mezcla X 4 100,00 6 96,42 4 100,00
Mezcla Y 6 92,29 6 19,15 6 92,29
Mezcla Z 5 100,00 6 57,22 5 100,00
Control 6 23,75 6 40,58 6 23,75

Como se observa en la Tabla 14, todas las mezclas planteadas presentan mayor
porcentaje de inhibicibn comparado con el control positivo para los hongos de P.

infestans y R. solani, en el caso de F. oxysporum, las mezclas U y Y tienen un
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valor inferior al presentado por el control y la mezcla T tiene un valor superior,

cercano al del control.

En la Figura 12, se presenta una comparacion fotografica para las
concentraciones de 4, 5y 6 yL de la mezcla X actuando sobre los tres hongos en

evaluacion.

P. infestans F. oxyspormim R. solani

Negativo

Mezcla X

Positivo

Figura 12. Fotografias de control negativo, Mezcla X y control positivo a concentraciones de
(@) 4 puL, (b) 5L y (c) 6 uL (d) blanco, para P. infestans, F. oxysporum y R. solani

Se observa que los mejores resultados para este ensayo, los presentan las
mezclas que estan compuestas s6lo de aceites esenciales (Figura 11), debido al
gran numero de componentes quimicos o al sinergismo de todas o algunas de sus
moléculas. Es probable que varios componentes de los aceites esenciales
desempeiien un papel importante en cada una de sus propiedades como la
fragancia, la densidad, la textura, el color y, sobre todo, la penetracion celular, la
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atraccion lipofilica o hidrofilica y la fijacidn en las paredes y membranas celulares.
Esto es importante porque la distribucion del aceite en la célula determina los
diferentes tipos de reacciones de radicales producidos, dependiendo de su
compartimentacion en la célula (Gill, A.O. y col., 2002; Canillac, N. y Mourey, A.
2002; Bakkali, F. y col. 2008).

Dai, J. y Mumper, R. (2010), afirman que se presentan efectos mutuamente
sinérgicos entre los diferentes compuestos fendlicos o con otros antioxidantes no
fendlicos y es generalmente aceptado que una combinacidon de compuestos
fendlicos y otros antioxidantes presenten un mejor efecto antioxidante que el
compuesto individual puro. Es asi como algunos estudios han llegado a concluir
gue los aceites esenciales pueden ser agentes antimicrobianos mas eficaces que
sus componentes purificados (Gill, A.O. y col., 2002; Canillac, N. y Mourey, A.
2002), lo que sugiere que los componentes de menor importancia son criticos para
la actividad y pueden tener un efecto sinérgico.

Los aceites esenciales, como tipicos lipéfilos, al pasar a través de la pared celular
y la membrana citoplasmética, rompen la estructura de las diferentes capas de
polisacaridos, acidos grasos y fosfolipidos que la permeabilizan. La penetracion
del agente antimicrobiano en la célula microbiana puede ser perturbada por la
formacion de una capa de grasa en las células. Los cambios fisiologicos en
bacterias tales como la modificacion en la composicion de la membrana también
pueden dar lugar a alteracién de la interaccibn con el agente antimicrobiano
(Canillac, N. y Mourey, A. 2002).

En las células eucariotas, los aceites esenciales pueden provocar la
despolarizacion de las membranas mitocondriales por la disminucion del potencial
de membrana, lo que afecta el ciclo de los iones de Ca™ y otros canales i6nicos y
reduciendo el gradiente de pH, afectando la bomba de protones y el pool de ATP.
Ellos cambian la fluidez de las membranas, que se convierten anormalmente

permeables dando lugar a la liberacion de radicales, citocromo C, iones de calcio y
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proteinas, como en el caso de estrés oxidativo y la insuficiencia bioenergética. La
permeabilizacion de las membranas mitocondriales interna y externa conduce a la
muerte celular por apoptosis y necrosis. Parece que las reacciones en cadena de
la pared celular o la membrana celular externa invaden toda la célula, a través de
las membranas de diferentes organelos tales como mitocondrias y peroxisomas.
Estos efectos sugieren una actividad prooxidante de los fenoles (Bakkali, F. y col.
2008). Las alteraciones de las envolturas celulares, dependen del estado de
crecimiento celular, las células en division son mas sensibles probablemente

porque los aceites esenciales penetran mas eficazmente a los sitios en desarrollo.

Algunos compuestos de productos naturales como las vitaminas A, C, E,
flavonoides, polifenoles o sobre todo los componentes fendlicos que muestran
capacidades antioxidantes, pueden después de penetrar en las células, ser
oxidados por ROS y por lo tanto generar especies radicales adicionales como
fenoxilo, hidroxilo y los radicales superéxido y peréxido de hidrogeno. De hecho,
los antioxidantes mediante la interaccion con ROS se convierte en prooxidantes
gue son capaces de oxidar lipidos, proteinas y ADN. Al parecer, las defensas
intracelulares basados en la glutation peroxidasa, glutation reductasa, catalasa,
superoxido dismutasa, son insuficientes para inhibir estas reacciones
prooxidantes, y las defensas celulares generadas por antioxidantes naturales
pueden ser insuficientes. Volatiles terpénicos y componentes fendlicos de los
aceites esenciales pueden funcionar como prooxidantes al afectar el estado redox
celular. Esto puede generar la apoptosis o necrosis celular incluyendo el dafio a
las proteinas y el ADN y efectos citotoxicos generales (Bakkali, F. y col. 2008; Dali,
J. y Mumper, R., 2010).

Por lo tanto se puede inferir que los aceites esenciales pueden actuar
principalmente como prooxidantes por intermedio de sus constituyentes volatiles
como componentes fendlicos, terpenos o terpenoides, que se convierten ellos

mismos en prooxidantes.

89



En la Figura 11 no se muestran resultados de las mezclas con cédigos 20, 21y 22
porque no presentaron inhibicion con el volumen de mezcla utilizado a pesar de
que las mezclas 20 y 21 presentaron valores elevados de capacidad antioxidante
comparada con los patrones de BHA y BHT, con lo que se concluye que las
mezclas de solo hidrosoles no presentan actividad fungicida a bajas
concentraciones, sino solo cuando se utilizan concentraciones superiores. Lo ideal
en estos casos es buscar concentraciones bajas de los extractos para que sean
utilizados en la formulacién de bioinsumos, lo que representaria una disminucion

en los costos de produccion.

En la Figura 13, se encuentra la comparacién de los compuestos mayoritarios de

las mezclas que presentaron actividad fungicida.
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Precisamente, Bounatirou, S. y col. (2007) reportan que existe evidencia que
demuestra que los componentes de menor importancia del tomillo tienen un papel
fundamental en la actividad biolégica, posiblemente mediante la produccion de un
efecto sinérgico con los otros componentes. Es asi como diversos estudios se
enfocan en la busqueda de los compuestos responsables de dicha actividad. Los
fenoles parecen jugar un papel destacado. Estos fenoles terpénicos unen los
grupos aminos e hidroxilaminos de las proteinas de la membrana bacteriana lo
que altera su permeabilidad y por ende causa la muerte de las bacterias. Es asi,
como se ha reportado que el aceite esencial de tomillo tiene actividad
antimicrobiana mediada por timol y carvacrol, como componentes fendlicos
mayoritarios del aceite. De la Figura 13 se observa que el timol esta presente en

cuatro de las 6 mezclas que presentaron inhibicion.

También se observa que de los seis aceites esenciales que presentaron actividad
fungicida, tienen en total 12 compuestos mayoritarios (Figura 13), de los cuales el
90% corresponde a monoterpenos (10% éter, 50% cetonas, 30% carburos y 10%
fenoles), y el 10% restante corresponde a sesquiterpenos. Segun Bakkali, F. y col.
(2008), los monoterpenos son los que se forman a partir del acoplamiento de dos
unidades de isopreno (C10), y son las moléculas mas representativas que
constituyen alrededor del 90% de los aceites esenciales y permiten una gran

variedad de estructuras a las cuales se les atribuyen propiedades antimicrobianas.

A los compuestos volatiles como timol, carvacrol, p-cimeno, y-terpineno, borneol,
a-pineno, alcanfor, 1,8 cineol, entre otros, se les atribuye como responsables de la
actividad antimicrobiana de algunos aceites esenciales (Davidson y Naidu, 2000).
En este caso, el timol y el p-cimeno se encuentran en cuatro de las mezclas
realizadas; y el 1,8-cineol esta en tres de las mezclas lo que explicaria el potencial
de estas mezclas como formulaciones para bioinsumos en el control fungicida del

cultivo de papa.
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Finalmente, basados en los resultados de actividad antioxidante y fungicida
obtenidos para las mezclas evaluadas, se propone una formulacién preliminar de
tres bioinsumos de la siguiente forma, Bioinsumo 1: hidrosoles de Hierbabuena y
Ruda con aceite esencial de Tomillo; Bioinsumo 2: aceites esenciales de
Hierbabuena, Menta Poleo y Tomillo; Bioinsumo 3. aceites esenciales de
Milenrama, Ruda y Tomillo; en una relacién de 1:1:1 (v/v) para su posible uso
como controladores de los hongos P. infestans, F. oxysporum y R. solani en

cultivos transitorios como el de papa (Solanum tuberosum).
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CONCLUSIONES

Diecisiete especies vegetales cultivadas en la region de Cundinamarca fueron
utilizadas para determinar la composicion quimica y la bioactividad de sus

extractos (hidrosoles y aceites esenciales).

El andlisis de la composicion cualitativa y cuantitativa de cada uno de los extractos
por GC-MS presento gran variabilidad en cuanto a la cantidad (entre 1y 77) y
concentracion (<0.1 y 100%) de los metabolitos, confirmando la informacién
encontrada en la literatura, donde diferentes factores influyen sobre Ila
composicion y concentracion de metabolitos en las especies vegetales, como lo
son la estructura genética de las especies, el miedo ambiente, las condiciones

generales de los cultivos y los métodos empleados para la extraccion, entre otros.

Se encontré que el contenido mas alto de polifenoles totales en las muestras
estudiadas fue mayor en aquellos extractos cuya concentracion de compuestos
fendlicos contienen quimiotipos fendlicos, es decir, los extractos que en su
composicién quimica presentan metabolitos como el timol y carvacrol, tal como el
hidrosol de Romero y el aceite esencial de Tomillo. Se observd mediante la
confrontacidon con literatura que las variaciones en concentracion de polifenoles
estan relacionadas con la acumulacion diferencial de fenoles en las diferentes
partes de la planta, que a su vez presenta variabilidad dependiendo de los
cambios ambientales a los cuales se exponen las especies vegetales.

La capacidad antioxidante bajo las condiciones del ensayo por medio de DPPH,
ABTS y FRAP, presentaron los mejores resultados para el hidrosol de Romero y
los aceites de Tomillo y Menta Poleo correspondiendo a las especies con el mayor
contenido de polifenoles totales, es decir, a mayor cantidad de polifenoles mayor
actividad antioxidante. Se observdé también que las diferencias en el poder
antioxidante de una misma especie vegetal pueden atribuirse al hecho de la

variabilidad en la composicion y porcentaje de metabolitos de los extractos puesto
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gue no se puede atribuir este efecto tan solo al compuesto mayoritario o algunos o
a todos los metabolitos que han reportado actividad. Cada compuesto en mayor o

menor grado, puede tener una contribucion significativa a la actividad antioxidante.

Se encontré que los aceites esenciales (Hierbabuena, Menta poleo, Milenrama,
Romero, Ruda y Tomillo) tienen mayor capacidad fungicida que sus respectivos
hidrosoles, dado el carécter lipofilico del esqueleto de hidrocarbonos vy
principalmente el caracter hidrofilico de sus grupos funcionales, observandose que
existe una relacion directa entre la composicion del aceite, especialmente, su

contenido fendlico, actividad antioxidante y actividad fungicida.

El aceite de Tomillo presenté el mejor porcentaje de inhibicion contra los tres
hongos evaluados, debido al elevado contenido de polifenoles totales que exhibio.
Por lo tanto, se puede inferir que su efectiva actividad fungicida es debida a su
elevada capacidad antioxidante, la cual puede estar asociada a la presencia de
algunos metabolitos como timol, carvacrol, p-cimeno, y-terpineno, borneol, a-

pineno, alcanfor, 1,8 cineol, entre otros, que han mostrado actividad biologica.

Las formulaciones elaboradas a partir de los aceites e hidrosoles con las mejores
actividades presentaron valores de capacidad antioxidante superiores a los
encontrados para los extractos puros observandose sinergia posiblemente entre
los diferentes compuestos fendlicos o con otros antioxidantes no fendlicos, lo que

genera un mejor efecto antioxidante.

En cuanto a las propiedades fungicidas se puede concluir que también existen
efectos mutuamente sinérgicos entre los diferentes compuestos quimicos que
contiene cada uno de los extractos, sabiendo que los extractos son una mezcla de
numerosas moléculas complejas y que existe la posibilidad de que sus efectos
bioldgicos sean el resultado de un sinergismo de todos los compuestos o que sélo
reflejen los de las principales moléculas que presentan mayor porcentaje de

cantidad relativa de acuerdo con el analisis GC-MS.
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Bajo las condiciones del ensayo se obtuvo un bioinsumo que inhibe el crecimiento
de los tres hongos evaluados al 100% empleando bajas concentraciones, lo que
genera una perspectiva a futuro en busca de controladores fungicidas amigables

con el medio ambiente.
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RECOMENDACIONES

Al observar la variabilidad de la composicion de los aceites esenciales en cuanto a
diferentes origenes geogréficos, se recomienda continuar el estudio de las
especies con mayor potencial, probando diferentes localidades del cultivo en el
pais (altitud, suelo, temperatura, etc.), con el fin de encontrar las mejores

condiciones de adaptabilidad de las mismas.

Es necesario evaluar diferentes concentraciones de los extractos que conforman
las mezclas propuestas para lograr Optimos de mezclas que presenten mejor
inhibicion de los hongos que atacan el cultivo de la papa.

Determinar la composicion de cada mezcla por medio de GC-MS.

Es necesario realizar un estudio de viabilidad economica desde el cultivo de las
especies hasta la obtencion de los extractos para determinar la mejor opcion de
las mezclas a realizar.

Es indispensable determinar la estabilidad de las mezclas.

Determinar el tiempo necesario para repetir la dosis de aplicacion de las mezclas a

los hongos para prevenir el crecimiento de los mismos.

Realizar estudios in vivo para determinar la eficacia de las mezclas formuladas.
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ANEXOS

ANEXO A. Composicion quimica de diecisiete extractos vegetales y
cromatogramas del hidrosol y aceite esencial de Tomillo

AJENJO-HIDROSOL

Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
timol 46,7 iso-3-tujanol 1,3 pulegona 0,4
trans-tujona 24,6 citronelol 1,3 eudesmol 0,4
terpinen-4-ol 5,3 1,8-cineol 1,2 globulol 0,3
carvacrol 2,7 eugenol 1,2 y-eudesmol 0,3
elemol 2,3 verbenona 0,9 tau-cadinol 0,3
cis-tujona 2 a-cadinol 0,6 tau-muurolol 0,3
alcanfor 1,7 intermedeol 0,6 oxido B de a-bisabolol 0,3
a-terpineol 1,4 jasmona 0,5 acetato de timilo 0,2
geraniol 1,4 borneol 0,4 a-bisabolol 0,2
linalool 1.3

AJI-HIDROSOL

Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
alcanfor 22,5 pentadecanoato de etilo 9,2 Valerato de hexilo 3,2
hexadecenoato de etilo 19,5 timol 7,2 Acetato de bornilo 25
hexadecanoato de etilo 15,2 linolenato de etilo 3,6 y-himachaleno 2,5
1,8-cineol 11,2 linoleato de etilo 3,3

AJO-HIDROSOL

Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
dialil trisulfuro 36,2 timol 10,4 hexadecanoato de etilo 2,2
Alcanfor 16,0 a-terpineol 2,6 linoleato de etilo 1,8
1,8-cineol 15,1
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ANEXO A. (Continuacion)

ALTAMISA-HIDROSOL

Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
B-bisaboleno 18,9 trans-B-farneseno 3,5 a-gurjuneno 0,7
ar-curcumeno 17,6 B-sesquifelandreno 2,1 a-isocomeno 0,5
y-curcumeno 15,4 cis-a-bergamoteno 1,9 a-copaeno 0,4
Germacreno D 14,5 trans-B-cariofileno 1,7 calareno 0,4
dietil ftalato 8,7 ©&-cadineno 1,4 y-cadineno 0,4
biciclogermacreno 5,9 a-humuleno 0,9 dauceno 0,3
a-farneseno 4,8

CALENDULA-HIDROSOL
Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
1,8-cineol 21,3 terpinen-4-ol 2,4 carvacrol 0,7
timol 17,7 a-terpineol 1,6 eugenol 0,7
cis-dihidrocarvona+ 11,7 a-cadinol 1,6 globulol 0,7
dihidrocarveol
pulegona 7  linalool 1,2 tau-muurolol 0,6
isomentona 6,7 mentona 1,2 trans-pinocarveol 0,5
citronelol 54 trans- 1,2 citronelal 0,5
dihidrocarvona
carvona 4,6 borneol 0,9 verbenona 0,4
alcanfor 3,5 neral 0,9 piperitona 0,2
isomentol 3,5 geranial 0,8 muurola-4,10(14)-dien-1- 0,2
-ol
elemol 25 -
CEBOLLA-HIDROSOL
Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
Linoleato de etilo 45,3 Hexadecanoato de 31,7 oleato de etilo 23,1
etilo
COLA DE CABALLO-HIDROSOL
Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
trans-p-cariofileno 19,4 a-humuleno 8,8 a-copaeno 3
0-cadineno 18,4 y-muuroleno 6,3 1,8-cineol 29
B-bisaboleno 15,5 vy-cadineno 4,7 alcanfor 2,7
B-elemeno 10,1
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ANEXO A. (Continuacion)

HIERBABUENA-HIDROSOL

Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
benzaldehido <0,1 dihidrocarveol 3,4 jasmona 0,2
B-mirceno <0,1 mentona 2,7 3-metilbutanal 0,1
a-felandreno <0,1 cis-dihidrocarvona 2,6 2-metilbutanal 0,1
1,4-cineol <0,1 neo-dihidrocarveol 2,4 2-metilbutanoato de 0,1
etilo
a-terpineno <0,1 3-octanol 15 25- 0,1
dietiltetrahidrofurano
acetato de 4-metil-3- <0,1 isopulegona 1,5 3-octanona 0,1
hexanilo
artemisa cetona <0,1 trans-carveol 1,2 p-cimeno 0,1
oxido de cis-linalool <0,1 linalool 0,6 limoneno 0,1
1-nonen-3-ol <0,1 piperitona 0,6 y-terpineno 0,1
2,2,6-trimetil-2H-piran- <0,1 1-octen-3-ol 0,5 2-nonanona 0,1
3(4H)-ona
cis-p-Ment-2-en-1-ol <0,1 a-terpineol 0,5 fenchona 0,1
eugenol <0,1 trans-dihidrocarvona 0,5 acetato de 1-octen-3- 0,1
ilo
0-cadineno <0,1 cis-carveol 0,5 trans-tujona 0,1
espatulenol <0,1 timol 0,5 acetato de bornilo 0,1
1,10-di-epi-cubenol <0,1 acetato de iso- 0,5 dihidroedulan 0,1
dihidrocarvilo
a-cadineno <0,1 piperitenona 0,5 cis-acetato de carvilo 0,1
carvona 24,2 alcanfor 0,4 B-bourboneno 0,1
isomentona 19,4 trans-sabinol 0,3 trans-B-cariofileno 0,1
pulegona 13,9 2-undecanona 0,3 trans-muurolol 0,1
isomentol 7,4 acetato de mentilo 0,3 oxido B de o- 0,1
bisabolol
terpinen-4-ol 6,6 3-metilciclohexanona 0,2 a-cadinol 0,1
1,8-cineol 4,6 acetato de 3-octilo 0,2
HIGUERILLA-HIDROSOL
Compuesto %A Compuesto %A
Alcanfor 53,3 Isomentona 46,7
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ANEXO A. (Continuacion)

HINOJO-HIDROSOL

Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
a-terpineno <0,1 citronelol 0,9 pulegona 0,3
trans-anetol 30,5 1,8 cineol 0,7 acetato de 1,3,3-trimetil-2- 0,3
oxabicilo[2.2.2] octan-6-ilo
Fenchona 28,2 carvona 0,7 acetato de fenchilo 0,2
timol 20,8 cis-p-Ment-2-en-1-ol 0,6 oxido de piperitenona 0,2
terpinen-4-ol 3,9 verbenona+cis- 0,5 a-cadinol 0,2
piperitol
alcanfor 1,9 trans-p-Ment-2-en-1- 0,4 a-felandreno 0,1
ol
estragol 1,8 mentona 0,4 p-cimeno 0,1
p- 1,6 borneol 0,4 B-felandreno 0,1
anisaldehido
carvacrol 1,6 elemol 0,4 p-cimen-8-ol 0,1
a-terpineol 1 linalool 0,3  globulol 0,1
MANZANILLA-HIDROSOL
Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
trans-pB-farneseno 13,7 a-muuroleno 3,9 decanoato de etilo 19
Oxido A de a-bisabolol 10,4 [-selineno 3,7 a-copaeno 1,7
hexadecanoato de etilo 6,8 limoneno 3,6 2-metilbutanoato 1,6
de etilo
artemisia cetona 6 trans-B-cariofileno 3,6 1,1-dietoxi-3- 1,6
metilbutano
2-undecanona 6  y-muuroleno 3,6 a-longipineno 1,6
oxido de hisaboleno 5,2 p-cimeno 2,8 1,1-dietoxibutano 1,4
y-cadineno 5  y-terpineno 2,6 alcanfor 1.4
6xido B de a-bisabolol 4,8 1,8-cineol 2  Tolueno 1,2
B-bourboneno 3,9
MILENRAMA-HIDROSOL
Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
trans-B-cariofileno 22,1 hexadecanoato de etilo 2,7 p-cimeno 0,8
1,8-cineol 14,9 2-undecanona 1,5 terpinoleno 0,7
Terpinen-4-ol 14,4 o-terpineno 1,4 6-metil-2-hepten-2-ona 0,6
Sabineno 12,5 B-mirceno 1,2 cis-hidrato de sabineno 0,4
alcanfor 8,3 a-tujeno 1,1 trans-hidrato de sabineno 0,4
y-terpineno 7,3 B-pineno 1 acetato de bornilo 0,4
borneol 3,5 a-terpineol 0,9 limoneno 0,2
a-humuleno 3  a-pineno 0,8
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ANEXO A. (Continuacion)

ORTIGA-HIDROSOL

Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
1,8-cineol 20,7 y-cadineno 2,7 a-muuroleno 1,4
alcanfor 20,3 limoneno 2,6 trans- calameneno 1.3
a-Pineno 9,8 a-copaeno 2,6 B-mirceno 1,1
canfeno 7,2 B-bisaboleno 2,6 a-humuleno 1
y-muuroleno 5,6 palmitato de etilo 2,5 3-octanona 0,9
B-pineno 4,3 p-cimeno 2,1 borneol 0,8
acetato de bornilo 3,6 isomentona 1,5 vy-terpineno 0,7
trans-B-cariofileno 3,5 pB-felandreno 1,4

ROMERO-HIDROSOL

Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
Timol 14,6 a-cadinol 2,5 a-humuleno 11
Hedicariol 12,6 a-eudesmol 2,3 a-muuroleno 11
Alcanfor 11,3 trans-B-cariofileno 2,2  6xido de cariofileno 1
1,8-cineol 53 epi-a-cadinol 2,1 1-epi-cubenol 1
geraniol 4,6  y-eudesmol 2 y-cadineno 0,9
acetato de bornilo 4,6 a-terpineol 1,8 pB-elemeno 0,7
citronelol 4,4  acetato de 1,8 carvacrol metiléter 0,4
citronelilo

borneol 3,7 B-bisaboleno 1,7 isopulegol 0,3
o-cadineno 3,7 linalool 1,3 p-cimeno 0,2
tau-muurolol 3,1 terpinen-4-ol 1,2 y-terpineno 0,2
verbenona 2,5 y-muuroleno 1,2 a-copaeno 0,2
acetato de geranilo 2,5

RUDA-HIDROSOL

Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
B-felandreno <0,1 2-decanona 1,5 carvacrol metiléter 0,2
2-undecanona 70,6 geijereno 1,4 a-pineno 0,1
2-nonanona 10,4 p-cimeno 0,9 canfeno 0,1
2-tridecanona 4,9 hexadecanoato de 0,3 pB-pineno 0,1
etilo

NI 3,1 limoneno 0,2 1,8-cineol 0,1
2- dodecanona 2,9 y-terpineno 0,2 y-cadineno 0,1
NI 2,7 alcanfor 0,2

122



ANEXO A. (Continuacion)

TOMILLO-HIDROSOL

Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
2-metilbutanoato de metilo <0,1 terpinen-4-ol 0,9 geraniol 0,2
acetato de isopentilo <0,1 borneol 0,7 benzaldehido 0,1
citronelol <0,1 isoforona 0,5 1-octen-3-ol 0,1
timol 88,2 1,8-cineol 0,3 p-cimen-8-ol 0,1
carvacrol 7,3 alcanfor 0,3 o-terpineol 0,1
linalool 11

AJENJO-ACEITE

Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
trans-2-heptenal 16,1 trans,cis-2,4-decadienal 7,4 linoleato de etilo 7.8
trans-turjona 20,4 dietilftalato 10,4 tocoferol 25
cis-miréxido 6,6
AJI-ACEITE
Compuesto %A
tocoferol 100
AJO-ACEITE
Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
dialil disulfuro 0,3 palmitato de etilo 1,7 estearato de etilo 0,8
Compuesto PM 152 0,4 linoleato de etilo 5,1 sesamin 36,4
alcanfor 32,2 oleato de etilo 4,7 Compuesto PM 446 18
endo-isocanfonona 0,4

ALTAMISA-ACEITE

Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
hexadecanoato de 17,5 oleato de etilo 25,6 estearato de etilo 7,7
etilo

linoleato de etilo 49,2
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ANEXO A. (Continuacion)

CALENDULA-ACEITE

Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
trans,cis-2,4- 0,5 palmitato de etilo 8,9 linoleato de etilo 53,9
decadienal
trans-2, trans-4- 0,7 linoleato de 1,2 oleato de etilo 27,3
decadienal metilo
miristato de etilo 0,1 oleato de metilo 0,6 estearato de etilo 4,4
palmitato de metilo 0,1 estearato de 0,1 vitamina E (a-tocoferol) 2,2
metilo
CEBOLLA-ACEITE
Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
p-cimeno 13,7 timol 33 tocoferol 25,6
y-terpineno 27,6
COLA DE CABALLO-ACEITE
Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
trans-2-heptenal 28,7 palmitato de etilo 3,1 estearato de etilo 2
trans,cis-2,4- 14,1 linoleato de etilo 11,8 tocoferol 13,5
decadienal
trans-2, trans-4- 18,7 oleato de etilo 8
decadienal
HIERBABUENA-ACEITE
Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
pimaradieno <0,1 sabineno 0,7 a-gurjuneno 0,3
carvona 16,9 trans-carveol 0,7 [-copaeno 0,3
isomentona 13,6 isopulegona 0,6 epizonareno 0,3
pulegona 9,9 trans-p-farneseno 0,6 [B-bisaboleno 0,3
isomentol 6,2 a-humuleno 0,6 y-cadineno 0,3
cis-dihidrocarvona 4,9 dioctilftalato 0,6 1,10-di-epi-cubenol 0,3
+dihidrocarveol
limoneno 4,5 1-octen-3-ol + B- 0,5 alcanfor 0,2
pineno
acetato de mentilo 2,7 3-octanol 0,5 acetato de bornilo 0,2
terpinen-4-ol 2,5 p-cimeno 0,5 a-copaeno 0,2
acetato de iso-dihidrocarvilo 2,4 cis-carveol 0,5 jasmona 0,2
mentona 2,2 terpinoleno 0,4 a-cadineno 0,2
B-bourboneno 2,2 trans-muurola-3,5- 0,4 o6xido B de a- 0,2
dieno bisabolol
2-undecanona 2,1 epi-biciclo 0,4 compuesto 0,2

sesquifelandreno

oxigenado PM 232
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ANEXO A. (Continuacion)

HIERBABUENA-ACEITE (Continuacion)

Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
trans-p-cariofileno 2 a-muuroleno 0,4 cis-espiroeter 0,2
y-terpineno 1,8 trans-calameneno 0,4 a-tujeno 0,1
B-mirceno 1,7 tau-muurolol 0,4 canfeno 0,1
1,8-cineol 1,5 a-pineno 0,3 a-felandreno 0,1
timol 1,2 trans-B-ocimeno 0,3 eugenol 0,1
y-curcumeno 1,2 linalool 0,3 ar-curcumeno 0,1
B-felandreno 1 trans-sabinol 0,3 elemol 0,1
d-cadineno 1 a-terpineol 0,3 espatulenol 0,1
a-terpineno 0,9 trans- 0,3 oxido de cariofileno 0,1
dihidrocarvona
germacreno D 0,9 piperitona 0,3 trimetil-2- 0,1
pentadecanona
acetato de 1-octen-3-ilo 0,8 piperitenona 0,3 trans-Spiroeter 0,1
acetato de 3-octilo 0,8 cis-acetato de 0,3
carvilo
HIGUERILLA-ACEITE
Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
trans-p-farneseno 17,1 escualeno 55,7 linoleato de etilo 8,1
cis-espiroeter 19
HINOJO-ACEITE
Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
a-pineno 3,1 p-anisaldehido 4.8 linoleato de etilo 5,5
limoneno 1,5 trans-anetol 38,2 oleato de etilo 3.9
fenchona 20,3 dietilftalato 4,4 estearato de etilo 0,7
alcanfor 0,5 palmitato de etilo 1,7 tocoferol 13,5
estragol 1,7
MILENRAMA-ACEITE
Compuesto % A Compuesto % A Compuesto % A
Sabineno 46,6 dioctilftalato 1,7 oxido de 0,6
cariofileno
1,8-cineol 9,6 camazuleno 1,6 a-terpineol 0,5
trans-B-cariofileno 8 cis-hidrato de sabineno 1,3 terpinoleno 0,4
B-mirceno 3,7 p-cimeno 1,2 germacreno D 0,3
y-terpineno 3,4 a-humuleno 1,2 B-felandreno 0,2
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ANEXO A. (Continuacion)

MILENRAMA-ACEITE (Continuacion)

Compuesto % A Compuesto % A Compuesto % A
a-tujeno 2,9 Canfeno 1,1 verbenona 0,2
B-pineno 2,9 a-terpineno 1 B-bisaboleno 0,2
borneol 2,5 trans-hidrato de sabineno 1 1-octeno 0,1
a-pineno 2,3 acetato de bornilo 0,9 7-metilocteno 0,1
alcanfor 2,1 limoneno 0,8 a-felandreno 0,1
terpinen-4-ol 1,7
ORTIGA-ACEITE
Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
trans-2-heptenal 1,5 palmitato de etilo 1,1 estearato de etilo 0,7
trans,cis-2,4-decadienal 0,7 linoleato de etilo 5,2 sesamin 57,8
trans-2, trans-4-decadienal 0,8 oleato de etilo 4,7 Compuesto PM 446 27,4
ROMERO-ACEITE
Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
Alcanfor 24,4 3-octanona 1,4 tricicleno 0,4
1,8-cineol 15,9 trans-B-cariofileno 1,2 cis-pinocanfona 0,4
a-pineno 9,3 [B-bisaboleno 1,2 Tuja, 2,4(10)-dieno 0,2
canfeno 8,4 terpinoleno 1,1 3-octanol 0,2
-pineno 6,7 terpinen-4-ol 1,1 citronelal 0,2
limoneno 3,7 a-terpineol 1,1 a-copaeno 0,2
borneol 3,4 oa-terpineno 1 vy-cadineno 0,2
B-mirceno 2,9 p-cimeno 1 pB-sesquifelandreno 0,2
acetato de bornilo 2,8 a-humuleno 0,7 oxido de cariofileno 0,2
y-terpineno 2,4 d-cadineno 0,6 sabineno 0,1
verbenona 2,3 a-tujeno 0,5 p-menta-1(7),8-dieno 0,1
a-felandreno 1,9 linalool 0,5 trans-B-ocimeno 0,1
B-felandreno 1,6 y-muuroleno 0,5 cis-hidrato de 0,1

sabineno
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ANEXO A. (Continuacion)

RUDA-ACEITE
Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
a-tujeno <0,1 y-terpineno 1 acetato de 0,2
octilo
B-felandreno <0,1 compuesto oxigenado 1 cis-espiroeter 0,2
2-undecanona 53,0 p-cimeno 0,6 a-pineno 0,1
2-nonanona 11,7 trans-B-cariofileno 0,6 canfeno 0,1
geijereno 4,6 trans-B-farneseno 0,6 sabineno 0,1
2-undecanol 3,9 derivado del 3,4- 0,5 pB-pineno 0,1
dioximetilen-1-fenilo
2-tridecanona 3,3 2-tridecanona (ramificada) 0,4 [B-mirceno +2- 0,1
octanona
derivado del 3,4- 3,2 alcanfor 0,3 2-pentilfurano 0,1
dioximetilen-1-fenilo
compuesto PM 254 2,6 isogeijereno 0,3 a-terpineno 0,1
2-dodecanona (ramificada) 2,5 dioctilftalato 0,3 1,8-cineol 0,1
2-nonanol 2,3 limoneno 0,2 carvacrol 0,1
metileter
2-dodecanona 2,1 citronelal 0,2 trans-Spiroeter 0,1
2-decanona 1,8 isomentona 0,2 bergapteno 0,1
pregeijereno 1,2
TOMILLO-ACEITE
Compuesto %A Compuesto %A Compuesto %A
p-cimeno 22,1 ©-3-careno 0,2 timol metiléter 0,1
y-terpineno 19,3 a-terpineno 3 carvacrol metiléter 2,9
Timol 29,6 limoneno 0,8 acetato de bornilo 0,1
2-metilbutanoato de 0,1 p-felandreno 0,3 carvacrol 15
metilo
tricicleno <0,1 1,8-cineol 0,8 acetato de timilo 0,2
a-tujeno 1,6 trans-B-ocimeno 0,1 trans-B-cariofileno 3,4
a-pineno 1,1 cis-hidrato de 0,3 propanoato de 0,1
sabineno geranilo
canfeno 0,8 terpinoleno 0,2 a-humuleno 0,1
sabineno 0,2 p-cimeneno 0,1 germacreno D 0,5
1-octen-3-ol 0,5 linalool 3 y-muuroleno 0,1
B-pineno 0,3 alcanfor 0,7 y-cadineno 0,2
3-octanona 0,1 borneol 1 ©&-cadineno 0,2
-mirceno 2,1 terpinen-4-ol 1,2 6xido de cariofileno 0,3
3-octanol 0,1 a-terpineol 0,2 y-eudesmol 0,1
a-felandreno 0,3 cis-dihidrocarvona 0,1 epi-a-cadinol 0,1
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ANEXO A. (Continuacion)
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ANEXO A. (Continuacion)

TOMILLO -ACEITE ESENCIAL
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ANEXO B. Comparacién de metabolitos secundarios entre especies

vegetales de hidrosoles

. o
Especie vegetal E ©
. S ©
Compuestos s | = S| %8| = = | g 0
PR 0 =) © ) Q = c © I o u
Quimicos o =1 T | = | 5 © = o < = © 5 = =
= E| S| © 2| 25| N|lS|a|ll|s|=ZT]|
% o < he) o < P 3 o c ] k= I S I =
Ll =] 2| = < o) o) Q 2| £ [} = =i o) S o @)
< < < < (@] (@) o T T T = = o o o = [
1,1-dietoxi-3-metilbutano X 1
1,1-dietoxibutano X 1
1,4-cineol X 1
1,8-cineol X X X X X X X X X X X X X X 14
1,10-di-epi-cubenol X 1
1-epi-cubenol X 1
1-nonen-3-ol X 1
1-octen-3-ol X X 2
2- dodecanona X 1
2,2,6-trimetil-2H-piran-3(4H)- X 1
ona
2,5-dietiltetrahidrofurano X 1
2-decanona X 1
2-metilbutanal X 1
2-metilbutanoato de etilo X X 2
2-metilbutanoato de metilo X 1
2-nonanona X X 2
2-tridecanona X 1
2-undecanona X X X X 4
3-metilbutanal X 1
3-metilciclohexanona X 1
3-octanol X 1
3-octanona X X 2
6-metil-2-hepten-2-ona X 1
acetato de 1,3,3-trimetil-2- X 1
oxabicilo[2.2.2] octan-6-ilo
acetato de 1-octen-3-ilo X 1
acetato de 3-octilo X 1
acetato de 4-metil-3-hexanilo X 1
acetato de bornilo X X X X X 5
acetato de citronelilo X 1
acetato de fenchilo X 1
acetato de geranilo X 1
acetato de iso-dihidrocarvilo X 1
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ANEXO B. (Continuacion)

Especie vegetal

Compuestos
Quimicos

Ajenjo

Aji

Ajo

Altamisa

Caléndula
Cebolla

Cola de caballo

Hierbabuena

Higuerilla

Hinojo

Manzanilla

Milenrama

Ortiga

Romero

Ruda

acetato de isopentilo

x [Tomillo

acetato de mentilo

x

acetato de timilo

x

= |~ | » [TOTALES

alcanfor

-
[¢)]

ar-curcumeno

artemisa cetona

artemisia cetona

benzaldehido

biciclogermacreno

borneol

calareno

canfeno

carvacrol

carvacrol metiléter

carvona

cis-acetato de carvilo

cis-carveol

cis-dihidrocarvona

RlrRrlRrlw|[NM|[MN|R|IN[RP[N|[Rr|R]|R

cis-
dihidrocarvona+dihidrocarveol

[N

cis-hidrato de sabineno

cis-p-Ment-2-en-1-ol

cis-tujona

cis-a-bergamoteno

citronelal

citronelol

dauceno

decanoato de etilo

dialil trisulfuro

dietil ftalato

dihidrocarveol

dihidroedulan

elemol

epi-a-cadinol

espatulenol

estragol

N|lRr|[R[lw|[rRr|RPr|RP|R|R[R|O|Rr|Rr|RL|[N|R

131




ANEXO B. (Continuacion)

Especie vegetal

Compuestos
Quimicos

Aji

Ajo

Altamisa

Caléndula
Cebolla

Cola de caballo

Hierbabuena

Higuerilla

Hinojo

Manzanilla

Milenrama

Ortiga

Romero

Ruda

Tomillo

eudesmol

< |Ajenjo

eugenol

x

x

fenchona

geijereno

geranial

geraniol

germacreno D

globulol

Hedicariol

hexadecanoato de etilo

hexadecenoato de etilo

intermedeol

iso-3-tujanol

isoforona

isomentol

isomentona

isopulegol

isopulegona

jasmona

limoneno

linalool

Linoleato de etilo

linolenato de etilo

mentona

muurola-4,10(14)-dien-1-3-ol

neo-dihidrocarveol

neral

NI

NI

oleato de etilo

Oxido A de a-bisabolol

6xido B de a-bisabolol

oxido de bisaboleno

oxido de cariofileno

6xido de cis-linalool

RrlRr[P|lw|lrR|RP[RP|IRP|[RP|RP|[P|lWP|wjflo|la|[NdM|FR|[R|B™[NM|RP|IRP|RP|IRP|lo|lRP|W|R|[W|F]|FL|N]N] R~ [TOTALES
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ANEXO B. (Continuacion)

Especie vegetal

Compuestos
Quimicos

Ajenjo

Aji

Ajo

Altamisa

Caléndula
Cebolla

Cola de caballo

Hierbabuena

Higuerilla

Manzanilla

Milenrama

Ortiga

Romero

Ruda

Tomillo

oxido de piperitenona

x [Hinojo

palmitato de etilo

x

p-anisaldehido

p-cimen-8-ol

p-cimeno

pentadecanoato de etilo

piperitenona

piperitona

pulegona

sabineno

tau-cadinol

tau-muurolol

terpinen-4-ol

terpinoleno

timol

Tolueno

trans- calameneno

trans-anetol

trans-carveol

trans-dihidrocarvona

trans-hidrato de sabineno

trans-muurolol

trans-pinocarveol

trans-p-Ment-2-en-1-ol

trans-sabinol

trans-tujona

trans-B-cariofileno

trans-B-farneseno

Valerato de hexilo

verbenona

verbenona+cis-piperitol

a-bisabolol

a-cadineno

a-cadinol

a-copaeno

olu|lr|ir|RPR|lwW|Rr[MVM oM RP|IRP|R|[RP|RP|INMN]|RP|IRP|RP|IRP|o|lRP|[IN|W|FR|RP[DMIN|[RP|RP[N]INIFR] PR [TOTALES
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ANEXO B. (Continuacion)

Especie vegetal

Compuestos
Quimicos

Ajenjo

Aji

Ajo

Altamisa

Caléndula

Cebolla

Cola de caballo

Hierbabuena

Higuerilla

Hinojo

Manzanilla

Milenrama

Ortiga

Ruda

Tomillo

a-eudesmol

x |Romero

a-farneseno

x

a-felandreno

a-gurjuneno

a-humuleno

a-isocomeno

a-longipineno

a-muuroleno

a-pineno

a-terpineno

a-terpineol

a-tujeno

B-bisaboleno

B-bourboneno

[-elemeno

B-felandreno

-mirceno

B-pineno

B-selineno

B-sesquifelandreno

y-cadineno

Y-curcumeno

y-eudesmol

y-himachaleno

y-muuroleno

y-terpineno

o-cadineno

gjlo|loa|lr|[N|lRr|N|[RIPlO|lwW|lw|lw[NM|O|R|o|lwW|lw|w|krRr|R|o|rR,r|[N]F~]| R~ [TOTALES

173

28

11

19

28

13

10

65

30

25

23

23

34

20

16
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ANEXO C. Comparacién de metabolitos secundarios entre especies
vegetales de aceites esenciales

Especie vegetal

Compuestos
Quimicos

Ajenjo

Aji

Ajo

IAltamiza

Calendula

Cebolla

Cola de caballo

Higuerilla

Hinojo

Manzanilla

1,8-cineol

x [Hierbabuena

% [Milenrama

< |Romero

% [Ruda

x [Tomillo

1,10-di-epi-cubenol

1-octen-3-ol

1-octen-3-ol + B-pineno

1-octeno

2-decanona

2-dodecanona

2-dodecanona (ramificada)

2-metilbutanoato de metilo

2-nonanol

2-nonanona

2-pentilfurano

2-tridecanona

2-tridecanona (ramificada)

2-undecanol

2-undecanona

3-octanol

3-octanona

7-metilocteno

acetato de 1-octen-3-ilo

acetato de 3-octilo

acetato de bornilo

acetato de iso-dihidrocarvilo

acetato de mentilo

acetato de octilo

acetato de timilo

Alcanfor

ar-curcumeno

bergapteno

borneol

camazuleno

canfeno

glr|lw|r|lr|N|P|IRPIRPirRP[dPRP|IRP|IRPINMIO[NdMIRPIRP|PRP]IP]IRP|IRP|Ir|[r|[NM|PFP]RP|RP|R|[Rr]|a[TOTALES
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ANEXO C. (Continuacion)

Especie vegetal

Compuestos
Quimicos

Ajenjo

Aji

Ajo

Altamiza

Calendula

Cebolla

Cola de caballo

Hierbabuena

Higuerilla

Hinojo

Manzanilla

Milenrama

Romero

Ruda

carvacrol

x [Tomillo

carvacrol metileter

x

carvona

cis-acetato de carvilo

cis-carveol

cis-dihidrocarvona

Rk RPN [TOTALES

cis-
dihidrocarvona+dihidrocarveol

=

cis-espiroeter

cis-hidrato de sabineno

cis-miréxido

cis-pinocanfona

cis-spiroéter

citronelal

compuesto oxigenado

P INI[N|FP|FRP[WOW]DN

compuesto oxigenado PM
232

[uy

Compuesto PM 152

compuesto PM 254

Compuesto PM 446

derivado del 3,4-dioximetilen-
1-fenilo

derivado del 3,4-dioximetilen-
2-fenilo

=

dialil disulfuro

dietilftalato

dioctilftalato

elemol

endo-isocanfonona

epi-biciclosesquifelandreno

epizonareno

epi-a-cadinol

escualeno

espatulenol

estearato de etilo

estearato de metilo

estragol

eugenol

Rlr|lRr|lo|lkr|r|r|lR|R|R[R|w|[N] -
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ANEXO C. (Continuacion)

Especie vegetal o
R

o | 2 8| S| s = | g o

Corpp_uestos 5 N 3 s 2 =) = o = s o) o w
Quimicos = E|l &6 |8 | =| =2 S|o| 8| 5|l e E |
22|22 [818[|8|z|F|F[S][5]|&|2|e]|®

fenchona X 1
geijereno X 1
germacreno D X X X 3
hexadecanoato de etilo X X 2
isogeijereno X 1
isomentol X 1
isomentona X X 2
isopulegona X 1
jasmona X 1
limoneno X X X X X X 6
linalool X X X 3
linoleato de etilo X X X X X X X X 8
linoleato de metilo X 1
mentona X 1
miristato de etilo X 1
oleato de etilo X X X X X X 6
oleato de metilo X 1
Oxido A de a-bisabolol X 1
oxido B de a-bisabolol X X 2
oxido de bisaboleno X 1
oxido de cariofileno X X X X 4
palmitato de etilo X X X X 4
palmitato de metilo X 1
p-anisaldehido X 1
p-cimeneno X 1
p-cimeno X X X X X X 6
pimaradieno X 1
piperitenona X 1
piperitona X 1
p-menta-1(7),8-dieno X 1
pregeijereno X 1
propanoato de geranilo X 1
pulegona X 1
sabineno X X X X X 5
sesamin X 1

137




ANEXO C. (Continuacion)

Especie vegetal o
R

g | 2 S| 3| = = £ @

? S o|e|E|2 8|28 |2|2|5|2 5|S/8|5
< < < < O O O T T T = = [0 04 = =

tau-muurolol X 1
terpinen-4-ol X X X X 4
terpinoleno X X X X 4
timol X X X 3
timol metiléter X 1
tocoferol X X X X X 5
trans,cis-2,4-decadienal X X 2
trans-2,trans-4decadienal X X X 3
trans-2-heptenal X X 2
trans-anetol X 1
trans-calameneno X 1
trans-carveol X 1
trans-dihidrocarvona X 1
trans-espiroéter X 1
trans-hidrato de sabineno X 1
trans-muurola-3,5-dieno X 1
trans-sabinol X 1
trans-spiroéter X X 2
trans-turjona X 1
trans-B-cariofileno X X X X X 5
trans-B-farneseno X X X X 4
trans-B-ocimeno X X X 3
tricicleno X X 2
trimetil-2-pentadecanona X 1
tuja.2,4(10)-dieno X 1
verbenona X X 2
vitamina E (a-tocoferol) X 1
a-cadineno X 1
a-copaeno X X 2
a-felandreno X X X X 4
a-gurjuneno X 1
a-humuleno X X X X 4
a-muuroleno X 1
a-pineno X X X X X X 6
a-terpineno X X X X X 5
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ANEXO C. (Continuacion)

Especie vegetal o
g ©

© S GC:’, © S| c 0
Compuestos o g 3 © o 2 = R -% % o o L_IIJ

P =} = ] S = (7] =
Quimicos c ElE|l2|=|5|2|e|ls|&|2|g|F|E
L= 2| = ] ] o 2 2| £ [+ = o S ) e}
< < < < O O O T T T = = [0 04 = =
a-terpineol X X X X 4
a-tujeno X X X X X 5
B-bisaboleno X X X 3
B-bourboneno X 1
-copaeno X 1
B-felandreno X X X X X 5

B-mirceno X X X X
-mirceno+2-octanona X 1
B-pineno X X X X 4
B-sesquifelandreno X X X 3
y-cadineno X X 2
y-curcumeno X 1
y-eudesmol X 1
y-muuroleno X X 2
y-terpineno X X X X X 5
8-3-careno X 1
o-cadineno X X X 3
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Absorbancia

ANEXO D. Curva de calibracién de Polifenoles Totales

1,57

1.0

0,57

RM3E: 0,03

0,0

5

T T
10 15
Concentracion Acido Galico (mafmlL)
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ANEXO E. Curvas de calibracion para calcular ICso de los extractos
evaluados por medio del método de DPPH

% Inhibicién
= N ) w
(%] o w [e]
[

[
o
L]

b?bP‘b?cb %%"ﬂ?fa‘”\""\'\'\,x'\,
RN @"»Qxb'»%sbm\’m\’m SR

Concentracion (pg/mL)

Aceite esencial de Ruda. y = 0.0076 = x + 5.3767, R* = 0.998

% Inhibiciéon
= () o] [9%) V5]
w o w o (%]

[y
=]

w

o

NN N D D D D D o S H S
fo % " " ) ] % e " D QS "0 8]
,L@%",bd",;.:« o ST TNV QY q;»\"bw \9’.‘9

Concentracién (pug/mL)

Hidrosol de Ruda. y = 0.0024 * x + 7.5461, R?> = 0.996
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ANEXO E. (Continuacién)

% Inhibicion
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Concentracién (pg/mL)

Hidrosol de Romero y = 0,2008x + 23,219, R2 = 0,9977
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Concentracién (pg/mL)

Hidrosol de Tomillo, y = 0,0001x + 19,735, R2 =0,8834
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ANEXO E. (Continuacién)
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% Inhibicion
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Concentracién (pg/mL)

Aceite esencial de Tomillo, y = 0,0022x + 17,685, R2 = 0,9944

% Inhibicion
[ ) =3 i (=)}
o o o o o

=
o

o

B ol Doa® 0P 0P gV gV v Al A AL
9 GG L R AP

Concentracién (pg/mL)

Aceite esencial de Romero, y = 0,0077x + 48,103, R2 =0,9891
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ANEXO E. (Continuacién)

% Inhibicion
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Concentracién (pg/mL)

Hidrosol de Manzanilla, y = 0,0048x + 21,022, R2 = 0,9975
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Concentracién (pg/mL)

Aceite esencial de Manzanilla, y = 0,002x + 18,984, R2 = 0,998
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ANEXO E. (Continuacién)

% Inhibicion
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Concentracién (pg/mL)

Aceite esencial de Altamisa, y = 0,0003x + 20,161, R2 = 0,991
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Concentracién (pg/mL)

Hidrosol de Altamisa, y = 0,0002x + 24,1, R? = 0,9848
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ANEXO E. (Continuacién)

% Inhibicion
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Concentracién (pg/mL)

Aceite esencial de Milenrama, y = 0,0043x + 21,602, R2 = 00,9976
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Concentracién (pg/mL)

Hidrosol de Milenrama, y = 0,0017x + 21,185, Rz = 0,9958
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ANEXO E. (Continuacién)
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Concentracién (pg/mL)

Hidrosol de Ajo, y = 7E-05x + 19,585, R? = 0,8274
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Concentracién (pg/mL)

Hidrosol de Cola de Caballo, y = 0,0001x + 20,111, R2 = 0,9926
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ANEXO E. (Continuacién)
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Concentracién (pg/mL)

Aceite esencial de Cola de Caballo, y =0,0027x + 19,113, R?2 = 0,9921
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ANEXO E. (Continuacién)
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Concentracién (pg/mL)

Aceite esencial de cebolla roja, y = 0,003x + 19,379, R2=0,9939
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ANEXO F. Curva de calibracion para determinar ABTS (Macro-método)
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ANEXO G. Curva de calibracion para determinar DPPH (Micro-método)
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ANEXO H. Curva de calibracion para determinar ABTS (Micro-método)
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ANEXO |. Curva de calibracion para determinar FRAP (Micro-método)
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ANEXO J. Resultados de actividad fungicida de extractos de especies

vegetales

Actividad fungicida contra P. infestans

Nombre Conc

Comun (ug/mL) Hidrosol Aceite esencial
Ajenjo 1 26,31 + 11,138 6,39 *+ 6,393
2 3593 + 2,749 -0,79 + -0,789
3 31,65 + 2,053 584 + -5841
4 3454 + 6,528 37,33 + 37,332
5 27,85 + 9,091 -3362 + -33,623
Aji 1 38,96 + 24,714 -8,13 + 51,059
2 3550 + 8,168 11,68 + 25,999
3 -1,59 + 26,943 32,83 + 15,307
4 3391 =+ 4,044 1365 + 32,594
5 36,94 + 3,756 17,28 + 19,710
Ajo 1 59,98 + 33,752 403 + 24312
2 30,83 + 7,585 6,47 + 29,309
3 10,39 + 31,859 27,47 + 5,102
4 23,67 + 18,272 -6,31 + 40,334
5 41,99 + 5,448 1436 + 22,924
Altamisa 1 39,11 + 4,113 -12,11 + 7,003
2 39,49 + 3,896 28,76 + 14,767
3 21,79 + 32,129 16,82 + 15,457
4 32,42 + 21,838 2,02 + 8572
5 26,26 = 16,505 19,01 + 16,082
Caléndula 1 51,52 + 22,496 14,84 + 13,542
2 66,76 + 5,340 16,73 + 12,482
3 68,59 + 13,421 -466 + 37,642
4 62,39 * 25,290 29,28 + 5,337
5 72,39 + 7,896 3536 + 5,787
Cebolla 1 20,59 + 27,603 18,23 + 9,654
roja 2 41,90 + 3,708 22,81 + 20,536
3 52,72 + 9,668 21,31 + 12,833
4 50,46 + 12,643 -19,65 =+ 64,754
5 31,46 + 4,763 -15,86 + 10,327
Cola de 1 36,41 + 5,066 12,94 + 26,681
caballo 2 794 + 17155 2581 =+ 15077
3 14,43 + 11,511 13,34 + 27,093
4 3,56 + 34,659 12,87 + 12,650
5 20,06 + 7,511 253 + 14,494
2 4752 + 0,961 324 + 21,5570
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ANEXO J. (Continuacion)

Actividad fungicida contra P. infestans

NC%nr;k')jrne (IE;Q]CL) Hidrosol Aceite esencial
Hierbabuena 1 43,00 = 8,727 489 + 18,373
2 41,32 + 1,660 13,10 + 16,923
3 44,16 + 9,222 18,31 + 18,257
4 47,67 + 18,510 1326 + 7,571
5 62,05 + 2,218 23,76 = 10,529
Higuerilla 1 3550 =+ 3,247 -10,60 + 18,407
2 25,88 + 2,166 -19,18 + 28,347
3 31,94 + 8,926 20,94 + 3,821
4 9,67 = 8,205 -8,16 + 36,650
5 -6,40 + 23,793 16,32 + 21,913
Hinojo 1 39,68 + 4,934 23,36 = 25,349
2 47,43 = 6,061 7,02 + 15,618
3 50,36 *+ 16,458 -1429 + 46,732
4 47,52 =+ 15,207 8,76 + 12,215
5 20,20 + 39,488 3,95 + 23,335
Manzanilla 1 28,38 * 6,661 21,36 + 15,198
2 35,74 + 4,403 18,84 + 3,280
3 36,22 + 3,192 8,75 + 21,983
4 11,54 + 39,543 -3,70 = 1,717
5 12,27 + 23,953 21,95 % 5,755
Menta poleo 1 4247 = 7,724 1484 + 2,967
2 4752 + 0,961 3,24 + 21,570
3 4454 + 1,583 43,80 + 23,395
4 41,41 + 5,374 11,92 + 10,038
5 29,34 + 14,841 23,76 * 11,297
Milenrama 1 27,80 * 19,219 36,42 * 5,048
2 12,17 + 41,865 11,27 + 19,270
3 25,30 * 31,659 17,07 + 5,065
4 37,95 =+ 15,027 13,46 + 20,761
5 47,28 + 3,546 13,71 + 11,787
Ortiga 1 49,40 + 43,304 21,23 + 4,108
2 24,00 * 1,093 21,70 %= 0,710
3 20,35 *+ 2,625 -4,42 + 29,805
4 25,25 + 0,803 38,91 + 10,338
5 38,86 + 2,113 -13,97 + 57,839
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ANEXO J. (Continuacion)

Actividad fungicida contra P. infestans

NC%nr;k')jrne (IE;Q]CL) Hidrosol Aceite esencial

Romero 1 50,36 * 4,223 -10,77 + 34,752
2 19,72 + 43,624 -29,69 + 60,569
3 40,84 + 4,339 -31,03 + 25,232
4 33,33 + 4,962 -1,60 + 10,885
5 33,96 + 6,566 429 + 3,694

Ruda 1 36,27 + 9,463 21,78 + 8,578
2 57,67 + 34,305 -5,76 + 23,499
3 37,76 + 5,167 11,37 + 1,777
4 39,11 + 19,572 13,65 * 0,854
5 37,42 + 23,202 16,34 + 5,448

Tomillo 1 34,10 = 6,207 38,77 = 10,528
2 31,31 + 11,974 32,63 = 5,111
3 - + 63,374 57,53 + 36,980

30,74

4 52,04 + 0,382 4592 + 17,952
5 4531 + 6,975 76,79 + 31,178

Actividad fungicida contra F. oxysporum

ggmg;e (Lf;?nn"lCL) Hidrosol Aceite esencial
Ajenjo 1 35,91 = 21,707 12,38 + 11,213
2 6,42 * 7,826 3,01 = 11,773
3 37,21 *= 24,409 12,84 + 3,409
4 8,43 + 22,860 13,95 + 3,975
5 20,29 + 12,555 1755 + 3,442
Aji 1 16,21 + 1,608 42,44 + 47,389
2 16,10 + 7,832 583 + 9,263
3 -5,33 £+ 41,291 31,70 = 59,823
4 11,15 + 2,159 -19,32 + 43,293
5 16,76 + 9,285 -6,81 + 17,739
Ajo 1 20,18 + 3,208 6,16 * 5,699
2 12,13 + 1,336 20,10 = 5,128
3 21,16 + 8,355 15,19 + 6,291
4 3,05 *= 9,006 25,15 *= 15,032
5 -5,06 + 22,048 17,16 + 3,266
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ANEXO J. (Continuacion)

Actividad fungicida contra F. oxysporum

Nombre

Conc

Comdn (ug/mL) Hidrosol Aceite esencial
Altamisa 1 4331 + 21,248 26,98 + 7,002
2 13,22 + 20,770 16,76 + 0,300
3 15,34 + 16,925 1506 + 1,935
4 31,83 + 21,287 2462 + 7,610
5 2862 + 14,654 31,76 + 1,679
Caléndula 1 6251 + 8,515 7,33 + 10,848
2 55,22 + 4,948 537 + 27214
3 3841 + 6,553 223 + 5476
4 52,67 + 9,060 773+ 2,344
5 4831 + 5,355 052 + 7,101
Cebolla roja 1 16,43 + 3,204 4,85 + 9,209
2 15,67 + 7,700 589 + 19,153
3 18,28 + 6,447 6,81 + 6,952
4 2,18 + 39,039 11,33 + 3,340
5 1355 + 15,830 550 + 9,249
Cola de 1 38,79 + 13,347 28,95 + 17,378
caballo 2 15,89 + 8,502 41,00 + 10,051
3 10,50 + 7,352 32,87 + 9,485
4 4,95 + 0,490 2534 + 22760
5 16,92 + 4,347 40,86 + 7,182
Hierbabuena 1 1159 + 11,162 40,80 + 5,119
2 9,09 + 8,976 61,62 + 4,375
3 577 + 8,302 77,28 + 5613
4 7,02 + 8,466 87,43 + 7,492
5 7,62 + 4,408 7426 + 11,876
Higuerilla 1 0,33 + 6,850 20,89 + 6,303
2 7,07 + 25020 30,26 + 8,752
3 14,42 + 63273 47,61 + 34,609
4 10,01 + 42,737 48,46 + 25257
5 12,24 + 53,705 19,71 + 60,420
Hinojo 1 13,55 + 1,790 3301 + 13,205
2 550 + 6,639 26,98 + 6,132
3 713 + 14,383 10,15 + 8,045
4 223 + 2310 9,17 + 17,452
5 6,09 + 25071 26,46 + 5,319
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ANEXO J. (Continuacion)

Actividad fungicida contra F. oxysporum

Nombre

Conc

Comdn (ug/mL) Hidrosol Aceite esencial
Manzanilla 1 11,86 + 1,177 51,34 + 30,488
2 36,94 + 22,394 53,11 + 25,696
3 11,48 + 12,236 46,63 + 23,714
4 8,60 + 47,859 48,79 + 7,375
5 26,50 *= 19,468 72,17 = 0,494
Menta poleo 1 29,27 + 16,020 68,04 * 10,477
2 38,25 + 6,684 74,26 + 8,630
3 1420 + 3,723 76,88 * 11,750
4 31,72 + 14,119 92,80 + 9,044
5 16,32 + 4,239 88,80 + 8,980
Milenrama 1 2252 + 16,472 93,06 + 3,542
2 26,44 + 28,008 68,63 + 7,302
3 19,97 + 17,416 54,49 + 11,433
4 35,31 + 25,794 54,03 + 18,052
5 39,01 + 15,305 67,13 + 11,112
Ortiga 1 19,97 + 14,405 21,48 + 9,923
2 0,44 + 9,123 17,94 + 3,924
3 47,50 £ 14,100 17,35 + 4,645
4 51,80 + 10,865 29,14 + 17,092
5 -11,21 + 24,919 17,55 + 4,389
Romero 1 38,41 + 6,887 24,62 + 5,018
2 4276 + 17,624 17,29 + 4,346
3 38,96 + 22,733 26,85 + 2414
4 22,74 + 26,811 29,80 + 2,894
5 45,43 + 10,553 40,01 + 23,679
Ruda 1 473 + 4,859 54,94 + 9,266
2 -18,01 + 40,077 46,50 + 4,995
3 7,62 + 6,887 50,88 + 15,735
4 19,80 + 0,326 88,15 + 10,382
5 8,76 = 2,174 88,67 + 0,982
Tomillo 1 9,74 + 7,113 94,89 + 4,782
2 20,35 + 21,406 98,56 + 2,599
3 16,38 + 19,815 9456 + 0,632
4 33,73 + 20,089 96,46 + 1,394
5 34,71 + 9,232 91,16 + 1,783
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ANEXO J. (Continuacion)

Actividad fungicida contra R. solani

Nombre

Conc

Comdn (ug/mL) Hidrosol Aceite esencial
Ajenjo 1 51,52 + 32,834 11,50 + 48,026
2 6,74 + 55,060 16,18 + 17,751
3 -38,32 + 59,684 66,79 + 28,236
4 -16,75 = 96,124 38,08 + 31,749
5 39,96 * 29,920 48,11 = 28,202
Aji 1 25,40 + 54,998 11,68 + 12,873
2 32,41 £ 33,115 3157 £ 9,768
3 22,49 + 7,785 24,76 + 57,300
4 41,47 £ 21,502 32,97 + 9,881
5 2,78 + 58,217 30,78 £ 5,736
Ajo 1 80,43 + 16,478 4252 = 27,781
2 -13,79 + 68,053 17,70 + 73,598
3 9,65 + 73,608 80,78 + 15,416
4 350 + 21,133 52,31 + 23,814
5 28,95 + 31,136 58,82 + 13,917
Altamisa 1 61,45 + 20,624 55,23 + 12,556
2 42,33 = 34,563 26,64 + 22,481
3 41,88 + 35,716 50,30 + 14,173
4 48,11 + 30,219 47,20 = 8,798
5 26,63 + 72,663 49,39 + 8,676
Caléndula 1 71,37 += 3,892 17,82 + 24,198
2 7447 + 4,617 21,47 + 47,815
3 69,96 + 1,575 38,87 + 21,058
4 79,93 + 10,856 57,91 + 23,349
5 74,15 + 1,025 38,87 + 5,214
Cebolla roja 1 8,65 * 49,937 -9,00 + 88,820
2 -19,53 + 37,527 38,08 + 28,558
3 -4,19 + 21,999 26,46 + 0,587
4 -13,97 + 67,604 14,17 + 79,720
5 41,83 + 34,425 34,25 + 30,489
Cola de 1 78,11 + 3,980 68,61 + 12,288
caballo 2 68,05 + 21,947 7372 + 17,603
3 37,87 = 12,642 72,45 + 18,942
4 66,82 + 18,893 76,58 + 10,159
5 69,14 + 14,733 81,93 + 11,958
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ANEXO J. (Continuacion)

Actividad fungicida contra R. solani

ggmg;e (IE;Q]CL) Hidrosol Aceite esencial
Hierbabuena 1 18,62 + 32,078 81,51 * 23,549
2 -3,14 + 35,509 97,08 + 2,887
3 -2,14 + 37,857 98,84 * 0,795
4 -6,24 + 42,840 100,00 + 0,527
5 34,55 * 24,549 97,38 *+ 1,741
Higuerilla 1 4584 + 31,439 53,22 + 15,867
2 56,76 + 21,137 65,51 * 1,425
3 17,98 + 28,637 50,36 * 29,503
4 32,13 = 12,846 50,36 * 65,761
5 -11,83 + 5,254 64,23 = 27,027
Hinojo 1 17,52 + 81,784 10,04 £ 52,525
2 3555 + 38,889 34,06 + 10,923
3 11,29 + 46,594 19,10 £ 10,276
4 17,30 + 76,387 16,12 + 50,381
5 -4,32 + 76,617 7591 * 21,332
Manzanilla 1 67,36 + 21,645 55,41 + 33,617
2 53,66 * 24,771 34,67 + 37,246
3 16,02 + 2,749 4264 + 49,133
4 30,18 * 56,275 58,88 + 13,765
5 31,00 * 38,686 72,93 + 23,178
Menta poleo 1 42,19 * 48,330 93,07 = 8,914
2 18,80 + 36,473 98,42 + 1,475
3 45,33 * 15,342 99,21 + 0,000
4 4570 % 8,331 94,16 + 4,567
5 -22,58 + 23,926 98,78 * 0,105
Milenrama 1 69,96 + 44,202 89,72 £ 7,745
2 66,59 + 46,444 85,77 = 10,532
3 66,91 + 33,167 63,87 * 9,211
4 69,37 * 23,491 47,69 = 61,555
5 79,20 + 5,740 6594 + 29,520
Ortiga 1 6,10 * 126,617 68,92 * 30,727
2 40,96 * 72,340 40,21 + 37,845
3 22,85 + 81,949 72,32 * 16,379
4 71,78 + 2,677 67,82 + 20,611
5 -24,90 = 60,269 56,39 * 34,088
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ANEXO J. (Continuacion)

Actividad fungicida contra R. solani

ggmg;e (Lf;?r?]cl_) Hidrosol Aceite esencial
Romero 1 24,40 * 57,588 27,19 = 62,243
2 4452 * 35,562 35,34 + 44,559
3 455 + 48,761 4580 + 28,193
4 46,70 * 30,173 53,22 * 22,449
5 68,00 * 15,735 66,06 = 18,039
Ruda 1 -0,73 + 31,420 92,21 * 9,746
2 37,14 + 49,825 96,17 = 3,011
3 -0,64 + 34,167 97,81 + 1,636
4 3,05 + 54,806 98,11 + 1,425
5 23,63 * 11,960 99,09 + 1,005
Tomillo 1 55,94 * 41,239 99,03 + 0,105
2 72,33 * 6,566 99,82 + 0,365
3 -19,39 + 54,587 99,15 + 1,295
4 37,41 % 96,379 99,88 + 0,823
5 49,39 + 58413 96,17 + 2,386
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vegetales

Actividad fungicida contra P. infestans

ANEXO K. Resultados de actividad fungicida de extractos de especies

Nombre

Conc

Comin (ug/mL) Hidrosol Aceite esencial
Ajenjo 10 26,31 =+ 11,138 6,39 + 25474
20 3503 + 2,749  -0,79 * 7,363
30 3165 + 2,063  -584 + 13,520
40 3454 + 6528 37,33 + 9,409
50 2785 + 9,091 -3362 + 53,529
Aji 10 3896 + 24714 -8,13 + 51,059
20 3550 + 8,168 11,68 + 25,999
30 1,59 + 26,943 32,83 + 15307
40 3391 + 4,044 1365 * 32,504
50 36,04 + 3,756 17,28 + 19,710
Ajo 10 59,98 + 33,752 4,03 + 24,312
20 30,83 + 7,585 6,47 + 29,309
30 10,39 + 31,859 27,47 + 5,102
40 2367 + 18272 -631 =+ 40,334
50 41,99 + 5448 14,36 * 22,924
Altamisa 10 39,11 + 4113 521 + 6,572
20 3949 + 3,806 33,15 + 13,858
30 21,79 + 32,129 21,94 + 14,506
40 32,42 + 21838 426 + 8,045
50 26,26 + 16,505 23,99 + 15092
Caléndula 10 51,52 + 22,496 14,84 + 13,542
20 66,76 + 5340 16,73 + 12,482
30 68,50 + 13,421 -4,66 + 37,642
40 62,39 + 25290 2928 =+ 5,337
50 7239 + 7,806 3536 + 5,787
Cebolla roja 10 20,59 + 27,603 18723 + 0,654
20 41,90 + 3,708 22,81 * 20,536
30 52,72 + 9,668 -2131 + 12,833
40 50,46 + 12,643 -19,65 + 64,754
50 3146 + 4,763 -1586 + 10,327
Cola de 10 3641 + 5066 12,94 + 26,681
caballo 20 794 + 17,55 2581 + 15077
30 1443 + 11,511 13,34 + 27,093
40 356 + 34,659 12,87 + 12,650
50 20,06 + 7,511 253 + 14,494
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ANEXO K. (Continuacion)

Actividad fungicida contra P. infestans

ggmg:]e (‘%%?]CL) Hidrosol Aceite esencial
Hierbabuena 10 43,00 + 8,727 489 + 18,373
20 41,32 + 1,660 13,10 *= 16,923
30 4416 + 9,222 18,31 + 18,257
40 4767 + 18510 13,26 + 7,571
50 62,05 + 2,218 23,76 * 10,529
Higuerilla 10 35,50 + 3,247 3,79 + 17,274
20 2588 + 2,166 -11,84 + 26,602
30 31,94 + 8,926 25,81 + 3,586
40 9,67 + 8,205 -1,50 + 34,393
50 -6,40 + 23,793 21,47 * 20,564
Hinojo 10 39,68 + 4,934 23,36 + 25,349
20 47,43 + 6,061 7,02 + 15,618
30 50,36 + 16,458 -14,29 <+ 46,732
40 47,52 + 15,207 8,76 + 12,215
50 20,20 + 39,488 3,95 + 23,335
Manzanilla 10 28,38 + 6,661 26,20 + 14,262
20 35,74 + 4,403 23,84 + 3,078
30 36,22 + 3,192 14,36 = 20,630
40 11,54 + 39,543 268 * 1,612
50 12,27 + 23,953 26,76 + 5,401
Menta poleo 10 42,47 + 7,724 14,84 + 2,967
20 4752 + 0,961 3,24 + 21,570
30 4454 + 1,583 43,80 + 23,395
40 41,41 + 5,374 11,92 + 10,038
50 29,34 + 14,841 23,76 + 11,297
Milenrama 10 27,80 + 19,219 40,33 + 4,738
20 12,17 + 41,865 16,73 + 18,084
30 2530 + 31,659 22,18 + 4,753
40 3795 + 15,027 18,78 + 19,483
50 47,28 + 3,546 19,02 + 11,061
Ortiga 10 49,40 + 43,304 21,23 + 4,108
20 24,00 + 1,093 21,70 + 0,710
30 20,35 + 2,625 -4,42 + 29,805
40 2525 + 0,803 38,91 + 10,338
50 38,86 + 2,113 -13,97 + 57,839
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ANEXO K. (Continuacion)

Actividad fungicida contra P. infestans

ggmg:]e (‘%725_) Hidrosol Aceite esencial
Romero 10 50,36 + 4,223 -395 + 32,612
20 19,72 + 43,624 -21,70 = 56,840
30 40,84 + 4,339 -2297 + 23,678
40 33,33 + 4,962 466 <+ 10,215
50 33,96 + 6,566 10,18 * 3,466
Ruda 10 36,27 + 9,463 21,78 + 8,578
20 57,67 + 34,305 -5,76 + 23,499
30 37,76 + 5,167 11,37 = 1,777
40 39,11 + 19,572 13,65 + 0,854
50 37,42 + 23,202 16,34 + 5,448
Tomillo 10 34,10 + 6,207 4254 + 9,880
20 31,31 + 11,974 36,78 + 4,796
30 -30,74 + 63,374 60,14 + 34,704
40 52,04 + 0,382 49,25 + 16,847
50 4531 + 6,975 78,22 + 29,259
Actividad fungicida contra F. oxysporum
ggmgae (@?;CL) Hidrosol Aceite esencial
Ajenjo 10 3591 + 21,707 12,38 + 11,213
20 6,42 + 7,826 301 + 11,773
30 37,21 + 24,409 12,84 + 3,409
40 843 + 22860 1395 + 3,975
50 20,29 + 12,555 17,55 + 3,442
Aji 10 16,21 + 1,608 42,44 + 47,389
20 16,10 + 7,832 583 + 9,263
30 -533 + 41,291 31,70 * 59,823
40 11,15 + 2,159 -19,32 + 43,293
50 16,76 + 9,285 -6,81 + 17,739
Ajo 10 20,18 + 3,208 6,16 + 5,699
20 12,13 + 1,336 20,10 + 5,128
30 21,16 + 8,355 15,19 *= 6,291
40 3,05 + 9,006 25,15 + 15,032
50 -5,06 + 22,048 17,16 * 3,266

164



ANEXO K. (Continuacion)

Actividad fungicida contra F. oxysporum

ggmg;e (L%?;CL) Hidrosol Aceite esencial
Altamisa 10 43,31 + 21,248 26,98 = 7,002
20 13,22 + 20,770 16,76 = 0,300
30 1534 + 16,925 15,06 + 1,935
40 31,83 = 21,287 24,62 = 7,610
50 28,62 = 14,654 31,76 = 1,679
Caléndula 10 62,51 = 8,515 7,33 = 10,848
20 55,22 = 4,948 537 + 2,214
30 38,41 * 6,553 223 = 5,476
40 52,67 = 9,060 -7,73 = 2,344
50 48,31 + 5,355 0,52 + 7,101
Cebolla roja 10 16,43 *= 3,204 485 + 9,209
20 15,67 + 7,700 -5,89 = 19,153
30 18,28 =+ 6,447 6,81 + 6,952
40 2,18 + 39,039 11,33 = 3,340
50 1365 *= 15,830 550 + 9,249
Cola de 10 38,79 = 13,347 28,95 + 17,378
caballo 20 15,89 + 8502 41,00 * 10,051
30 10,50 + 7,352 32,87 = 9,485
40 495 £ 0,490 25,34 £+ 22,760
50 16,92 + 4,347 40,86 = 7,182
Hierbabuena 10 11,59 + 11,162 40,80 = 5,119
20 9,09 + 8,976 61,62 *= 4,375
30 577 £ 8,302 77,28 * 5,613
40 7,02 + 8,466 87,43 = 7,492
50 7,62 + 4,408 74,26 + 11,876
Higuerilla 10 0,33 £ 6,850 20,89 *= 6,303
20 7,07 + 25,020 30,26 + 8,752
30 -14,42 + 63,273 47,61 = 34,609
40 10,01 + 42,737 48,46 * 25,257
50 12,24 + 53,705 19,71 *= 60,420
Hinojo 10 1355 + 1,790 33,01 + 13,205
20 550 + 6,639 26,98 + 6,132
30 7,13 + 14,383 10,15 + 8,045
40 2,23 + 2,310 9,17 + 17,452
50 -6,09 + 25,071 26,46 =+ 5,319
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ANEXO K. (Continuac

i6n)

Actividad fungicida contra F. oxysporum

ggmg;e (L%?;CL) Hidrosol Aceite esencial
Manzanilla 10 11,86 + 1,177 51,34 + 30,488
20 36,94 + 22,394 53,11 + 25,696
30 11,48 + 12,236 46,63 = 23,714
40 8,60 + 47,859 48,79 + 7,375
50 2650 = 19,468 72,17 + 0,494
Menta poleo 10 29,27 + 16,020 68,04 + 10,477
20 38,25 + 6,684 74,26 + 8,630
30 14,20 + 3,723 76,88 = 11,750
40 31,72 = 14,119 92,80 + 9,044
50 16,32 *+ 4,239 88,80 * 8,980
Milenrama 10 2252 + 16,472 93,06 + 3,542
20 26,44 + 28,008 68,63 + 7,302
30 19,97 + 17,416 54,49 + 11,433
40 3531 + 25,794 54,03 + 18,052
50 39,01 = 15,305 67,13 + 11,112
Ortiga 10 19,97 + 14,405 21,48 + 9,923
20 0,44 =+ 9,123 17,94 + 3,924
30 4750 + 14,100 17,35 + 4,645
40 51,80 *+ 10,865 29,14 + 17,092
50 -11,21 + 24,919 1755 + 4,389
Romero 10 38,41 =+ 6,887 24,62 * 5,018
20 42,76 + 17,624 17,29 + 4,346
30 38,96 + 22,733 26,85 + 2,414
40 22,74 + 26,811 29,80 + 2,894
50 4543 + 10,553 40,01 + 23,679
Ruda 10 4,73 + 4,859 54,94 + 9,266
20 -18,01 + 40,077 46,50 + 4,995
30 7,62 * 6,887 50,88 * 15,735
40 19,80 + 0,326 88,15 + 10,382
50 8,76 + 2,174 88,67 = 0,982
Tomillo 10 9,74 + 7,113 94,89 * 4,782
20 20,35 + 21,406 9856 + 2,599
30 16,38 + 19,815 94,56 + 0,632
40 33,73 + 20,089 96,46 + 1,394
50 34,71 = 9,232 91,16 %= 1,783
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ANEXO K. (Continuacion)

Actividad fungicida contra R. solani

Nombre

Conc

Comiin (ug/mL) Hidrosol Aceite esencial
Ajenjo 10 5152 + 32,834 11,50 + 48,026
20 6,74 + 55,060 16,18 + 17,751
30 -38,32 + 59,684 66,79 + 28,236
40 -16,75 = 96,124 38,08 = 31,749
50 39,96 £ 29,920 48,11 £ 28,202
Aji 10 25,40 £ 54,998 11,68 + 12,873
20 32,41 £ 33,115 31,57 £ 9,768
30 22,49 + 7,785 24,76 + 57,300
40 41,47 £ 21,502 32,97 + 9,881
50 2,78 + 58,217 30,78 + 5,736
Ajo 10 80,43 £ 16,478 42,52 = 27,781
20 -13,79 + 68,053 17,70 £+ 73,598
30 9,65 + 73,608 80,78 + 15,416
40 350 + 21,133 52,31 + 23,814
50 2895 + 31,136 58,82 + 13,917
Altamisa 10 61,45 + 20,624 55,23 + 12,556
20 42,33 = 34,563 26,64 + 22481
30 41,88 * 35,716 50,30 + 14,173
40 48,11 * 30,219 47,20 = 8,798
50 26,63 *= 72,663 49,39 + 8,676
Caléndula 10 71,37 + 3,892 17,82 + 24,198
20 74,47 + 4,617 21,47 + 47,815
30 69,96 + 1,575 38,87 + 21,058
40 79,93 * 10,856 57,91 + 23,349
50 74,15 + 1,025 38,87 £ 5,214
Cebolla roja 10 8,65 + 49,937 -9,00 + 88,820
20 -19,53 + 37,527 38,08 + 28,558
30 -4,19 £ 21,999 26,46 *+ 0,587
40 -13,97 = 67,604 14,17 = 79,720
50 41,83 + 34,425 34,25 + 30,489
Cola de 10 78,11 + 3,980 68,61 + 12,288
caballo 20 68,05 + 21,947 7372 + 17,603
30 37,87 = 12,642 72,45 + 18,942
40 66,82 + 18,893 76,58 = 10,159
50 69,14 <+ 14,733 81,93 + 11,958
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ANEXO K. (Continuacion)

Actividad fungicida contra R. solani

cN:gmBLe (L%?;CL) Hidrosol Aceite esencial
Hierbabuena 10 18,62 + 32,078 81,51 * 23,549
20 -3,14 + 35,509 97,08 + 2,887
30 -2,14 + 37,857 98,84 * 0,795
40 -6,24 + 42,840 100,00 * 0,527
50 34,55 + 24,549 97,38 * 1,741
Higuerilla 10 4584 + 31,439 53,22 *+ 15,867
20 56,76 = 21,137 65,51 * 1,425
30 17,98 + 28,637 50,36 * 29,503
40 32,13 + 12,846 50,36 * 65,761
50 -11,83 + 5,254 64,23 = 27,027
Hinojo 10 17,52 + 81,784 10,04 + 52,525
20 3555 + 38,889 34,06 = 10,923
30 11,29 + 46,594 19,10 £ 10,276
40 17,30 + 76,387 16,12 + 50,381
50 -4,32 + 76,617 7591 = 21,332
Manzanilla 10 67,36 + 21,645 55,41 + 33,617
20 53,66 * 24,771 34,67 + 37,246
30 16,02 + 2,749 42,64 + 49,133
40 30,18 = 56,275 58,88 + 13,765
50 31,00 + 38,686 72,93 + 23,178
Menta poleo 10 42,19 + 48,330 93,07 = 8,914
20 18,80 + 36,473 98,42 + 1,475
30 45,33 = 15,342 99,21 £ 0,000
40 4570 + 8,331 94,16 + 4,567
50 -22,58 + 23,926 98,78 * 0,105
Milenrama 10 69,96 + 44,202 89,72 £ 7,745
20 66,59 + 46,444 85,77 = 10,532
30 66,91 + 33,167 63,87 = 9,211
40 69,37 = 23,491 47,69 + 61,555
50 79,20 + 5,740 65,94 + 29,520
Ortiga 10 6,10 = 126,617 68,92 + 30,727
20 40,96 + 72,340 40,21 + 37,845
30 22,85 * 81,949 72,32 * 16,379
40 71,78 = 2,677 67,82 = 20,611
50 -24,90 + 60,269 56,39 * 34,088
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ANEXO K. (Continuacion)

Actividad fungicida contra R. solani

cN:gmBLe (L%?;CL) Hidrosol Aceite esencial
Romero 10 24,40 + 57,588 27,19 = 62,243
20 44,52 + 35,562 35,34 + 44,559
30 4,55 + 48,761 45,80 + 28,193
40 46,70 + 30,173 53,22 + 22,449
50 68,00 + 15,735 66,06 + 18,039
Ruda 10 -0,73 + 31,420 92,21 + 9,746
20 37,14 + 49,825 96,17 + 3,011
30 -0,64 + 34,167 97,81 + 1,636
40 3,05 + 54,806 98,11 + 1,425
50 23,53 + 11,960 99,09 + 1,005
Tomillo 10 55,94 + 41,239 99,03 + 0,105
20 72,33 + 6,566 99,82 + 0,365
30 -19,39 + 54,587 99,15 + 1,295
40 37,41 + 96,379 99,88 + 0,823
50 49,39 + 58,413 96,17 + 2,386
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ANEXO L. Curvas para determinar ICso de aceites esenciales de especies
vegetales contra P. infestans, F. oxysporum y R, solani
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ANEXO L. (Continuacion)
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ANEXO L. (Continuacion)
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ANEXO L. (Continuacion)
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ANEXO L. (Continuacion)
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ANEXO L. (Continuacion)
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ANEXO L. (Continuacion)
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ANEXO L. (Continuacion)
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ANEXO L. (Continuacion)
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