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Actividad antifungica in vitro de mezcla de terpenos
de naranja contra Alternaria tenuissima
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RESUMEN

Antecedentes: El género Alternaria en cartamo es de ocurrencia natural y plaguicidas sintéticos son utilizados para su control. En susti-
tucion de estos compuestos el uso de alternativas de origen natural como los aceites esenciales, entre ellos los terpenos, puede ser viable
para el control de estos hongos.

Objetivos: Evaluar la actividad antifungica de una mezcla comercial de terpenos de naranja sobre el crecimiento in vitro de Alternaria
tenuissima aislada de cartamo.

Métodos: La composicion de volatiles de una mezcla de terpenos fue determinada por cromatografia de gases acoplado a masas. Pos-
teriormente se calculé la concentracion minima inhibitoria y la concentracion inhibitoria media a partir del crecimiento radial de A.
tenuissima y se evalu6 su efecto sobre la germinacion de esporas y parametros morfométricos.

Resultados y conclusiones: Se encontré una incidencia de 13.31+2.19 % de A. tenuissima en semilla de cartamo. Asimismo, se detectd 96
% de dextro-limoneno en la mezcla de terpenos. En germinacion de esporas a 538 ppm (concentracion inhibitoria media) de terpenos,
se observo inhibicion sobre crecimiento del hongo. La mezcla de terpenos de naranja puede ser una alternativa para el control del A.
tenuissima.

PALABRAS CLAVE: D-limoneno, extractos naturales, hongo fitopatégeno

ABSTRACT

Background: The genus Alternaria in safflower is naturally occurring and synthetic pesticides are commonly used. In substitution of these
compounds the use natural compounds such as essential oils (for example terpene) are alternative possible as antifungal in Alternaria.
Objective: To evaluate the in vitro antifungal activity of an orange terpenes mix against Alternaria tenuissima isolated from safflower.
Methods: The volatile composition of a terpene mixture was quantified with mass-coupled gas chromatography. The minimum inhibi-
tory concentration and mean inhibitory concentration were calculated from the radial growth in A. tenuissima and its effect on spore
germination and morphometric parameters was evaluated.

Results and conclusions: A. tenuissima showed an incidence of 13.31£2.19 % in safflower seed. A composition of 96 % D-limonene in
orange terpenes was determinate. Germination of A. tenuissima spores was inhibited at 538 ppm of terpenes. The orange terpenes can
be an alternative for the control of A. tenuissima.

KEYWORDS: D-limonene, natural extracts, phytopathogenic fungus
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INTRODUCCION

La presencia del género Alternaria en cartamo es de ocurrencia
natural (Mortensen et al., 1983). En México, en cultivos comer-
ciales de cirtamo, particularmente en el Valle del Yaqui, Sonora,
se ha aislado e identificado en la periferia de manchas foliares de
la enfermedad denominada falsa cenicilla (Quintana-Obregén
et al., 2011; Quintana-Obregon et al., 2013a). El género tam-
bién esta reportado en otros cultivos como manzanos, perales,
brocoli, y trigo entre otros, afectando la produccién y las ganan-
cias del agricultor (Tietjen et al., 1983; Mortensen et al., 1983;
Jones y Aldwinckle, 2002; Fraire-Cordero et al., 2010; Perell6
et al., 2015; Woudenberg et al., 2015).

En la actualidad, uno de los medios para controlar la pre-
sencia de hongos en campo, es la aplicacion de compuestos qui-
micos sintéticos, principalmente de la familia de los azoles
(Quintana-Obregén et al., 2013b). Sin embargo, los problemas
asociados a estos compuestos como lo son el desarrollo de resis-
tencia en cepas fungicas (Bader et al., 2015), han motivado a la
basqueda de alternativas con riesgos aceptables para el medio
ambiente y la salud humana. Los aceites esenciales son un grupo
de compuestos extraidos de fuentes naturales, de algunos de
ellos se ha demostrado su capacidad antifingica contra diversas
especies (Adeyinka y Richard, 2015). Los terpenos son com-
puestos quimicos entre los que se pueden encontrar hormonas,
pigmentos o aceites esenciales extraidos de algunos citricos. Los
aceites esenciales por lo general son monoterpenos, y los mas
comunes son el limoneno y el mentol (Avalos-Garcia y Pérez-
Urria, 2009). Generalmente son utilizados por sus propiedades
aromdticas, asi como en la medicina tradicional, en remedios
herbolarios, efectos antibacterianos y otros usos farmacéuticos
(Croteau et al., 2000). Por lo anterior, el objetivo de este estudio
fue evaluar la actividad antifungica de una mezcla comercial de
terpenos de naranja sobre el crecimiento in vitro de Alternaria

tenuissima aislada de cultivos de cartamo.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de Alternaria tenuissima
Para obtener un aislado de A. tenuissima se colectaron semillas
de un cultivo comercial de cadrtamo (CIANO-Oleica) del Valle del

Yaqui, Sonora, México. Las semillas se desinfectaron por remojo
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en una solucion de NaOCl al 0.5% durante 2 min, se drenaron y
lavaron por 3 min con agua estéril. Posteriormente se secaron en
el drea estéril de una campana de flujo laminar por 30 min. Las
semillas desinfectadas se distribuyeron en cajas de Petri de 90 mm
de didmetro que contenian 15 mL de medio Agar Papa Dextrosa
(ApD) solidificado y estéril (10 semillas por placa). Las placas se
incubaron a 25 °C hasta observar la formacion de las colonias
caracteristicas de A. tenuissima y se determind el porcentaje de
infeccion en semillas. Con las colonias obtenidas se hicieron
resiembras de las esporas en APD e incubaron a 25 °C durante
7-10 dias para hacer la identificaciéon de la cepa como lo reportan
Quintana-Obregén et al. (2013a). Finalmente, se prepararon sus-
pensiones de esporas agregando de 5-10 mL de Tween® 20 (0.1%)
estéril y se determiné la concentracién de esporas por mililitro de

solucion en una cdmara de Neubauer.

Aceite esencial

Se utilizé una muestra comercial de terpenos de naranja (Aldrich
W522708, Sigma-Aldrich, Francia), la cual se analizé mediante
cromatografia de gases de acuerdo al procedimiento descrito por
del Toro-Sanchez et al. (2010), para determinar su pureza a partir
de su estructura quimica. La identificacion de volétiles se realizo
con un cromatografo de gases GC-3400Cx, acoplado a un detec-
tor selectivo de masas Saturn 2100T (Varian®, México) (GC-MS).
La columna capilar utilizada fue DB-5 (30 m x 0.25 mm) (J&C
Scientific, Agilent Technologies®, Pennsylvania, UsA), dicha
columna se acondicioné con un incremento de temperatura de 55
a 65 °C (1 °C/min), manteniéndose la temperatura por 3 min.
Posteriormente, la temperatura se increment6 de 65 a 290 °C (10
°C/min) y temperatura final por 10 min. El gas acarreador utili-
zado fue helio a un flujo de 1 mL/min. Para la deteccién GC-MS se
utiliz6 un sistema de ionizacion eléctrico de 70 eV. Las tempera-
turas del inyector y de la linea de transferencia MS fueron de 100
y 290 °C, respectivamente. Los constituyentes se identificaron
mediante la comparacion de espectros con la base de datos del
sistema CG-MS llamado NIST 98 (National Institute of Standard

and Technology, Maryland, USA).

Crecimiento radial
Se prepararon medios de cultivos en APD mezclados con dife-

rentes concentraciones del aceite esencial (0, 10, 100, 500,
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1000 y 10,000 ppm). Para ello se esterilizé el medio APD con
Tween® 80 (1 %), dejandose enfriar hasta alcanzar una tempe-
ratura aproximada de 45 °C. Posteriormente se incorpor6 la
cantidad de aceite esencial requerida para obtener las concen-
traciones deseadas y se prepararon placas en cajas de Petri, con
15 a 20 mL de medio. La siembra del hongo se realizé mediante
inoculacién por siembra en pozo, perforando el centro de cada
placa con una pipeta Pasteur y en cada uno se adicioné 25 pL
de in6culo conteniendo una concentracion de 1 x 10° esporas/
mL de A. tenuissima suspendidas en Tween® 20 (0.1 %). Asi-
mismo, se preparé un control conteniendo tGnicamente APD e
indculo. Las placas se incubaron a 25 °C con fotoperiodo de 12
h luz-obscuridad. Se midi6 el didmetro de la colonia cada 12 h
hasta que en la placa del control, ésta cubrié del 80-90 % de la
superficie. Con los porcentajes de inhibicién obtenidos se cal-
culd la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y la concentra-
cién inhibitoria media (CI,) a partir de analisis Probit
utilizando el programa estadistico NCSS 2000 (Number Crun-

cher Statistical Systems, Utah, USA).

Germinacion de esporas

Con la CI obtenida se evalu6 el efecto sobre la germinacién de
esporas mediante inoculacion por siembra en placa. Para ello se
inocularon 1 x 10* esporas/mL distribuidas uniformemente
sobre la superficie del medio de cultivo en la placa. El medio se
prepar6 como se describié anteriormente en la prueba de creci-
miento radial, pero sin perforar el medio sélido. Las placas se
incubaron a 25 °C con fotoperiodo de 12 h luz-obscuridad. Pos-
teriormente se tomaron muestras aleatorias a las 4, 8, y 18 h
después de la incubacién. Las muestras se observaron en el
microscopio éptico y en cada placa de Petri se cont6 el nimero
de esporas germinadas y no germinadas, asi como el numero de
polos desarrollados. Se definié que una espora polarizada es la
que presenta pequefias protuberancias sobre su superficie, o
bien, la presencia de un tibulo germinal siempre y cuando este
sea menor que el didmetro de la espora (Harris, 1999). Final-

mente se calculd el porcentaje de germinacion.

Mediciones morfométricas
El ensayo de germinacién de esporas se realiz6 con la CI obte-

nida por Probit y controles, se tomaron entre 10 y 20 imagenes
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s

al azar en diferentes campos a magnificaciones de 400 y 1000x.
A cada una se le realizaron mediciones morfométricas de las
esporas hasta tener al menos 25 observaciones a 400x utili-
zando el programa Image-Pro Plus v. 6.3 (Media Cybernetics,
Inc., USA, 1993-2008). Se midi6 la longitud y el didmetro pro-
medio de las esporas. El ensayo se realizé por triplicado, obte-

niéndose de 75-100 mediciones por cada tratamiento.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos (promedios y desviacion estandar) de creci-
miento radial, germinacion de esporas y morfométricos fueron
analizados mediante andlisis de varianza (ANOVA) (a = 0.05)
para determinar diferencias estadisticas entre tratamientos
(concentraciones de mezcla de terpenos). Ademds, se realizaron
pruebas de rangos multiples de Tukey en intervalo de confianza
del 95 % utilizando el programa estadistico JMP versién 5.0

(SAS, 2002, Institute Inc., Cary, NC, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis cromatogréafico del aceite esencial de la mezcla de
terpenos de naranja mostrd como componente mayoritario a la
fraccion dextro-limoneno, y en menor proporcién otros com-

puestos (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados del cromatograma de mezcla de terpenos

Tiempo (min) % Compuesto quimico

de retencion en la mezcla identificado
6.500 0.623 3-Careno
8.177 0325 beta-Terpineno
9.109 1.316 beta-Pinene
11.186 96.807 dextro-Limoneno
15,519 0.329 beta-Linalol
16562 0.386 oxido de Limoneno
19.221 0.213 (+)-Carvona

Este resultado concuerda con lo reportado en estudios previos,
donde el D-limoneno fue el componente mayoritario en mez-
clas de terpenos extraidos de naranja (Kelebek y Selli, 2011).
El D-limoneno es considerado un compuesto de baja toxicidad

y es reconocido como un constituyente GRAS (generalmente
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reconocido como seguro) en los alimentos por la Administra-
cion de Alimentos y Firmacos de Estados Unidos de Norte-
américa (Food and Drug Administration, FDA), por lo que una
de sus aplicaciones ha sido como ingrediente activo para preve-
nir el desarrollo de algunas plagas (Sun, 2007; Ciriminna et
al., 2014). Por lo tanto, la mezcla de terpenos puede conside-
rarse para su evaluacién como antimicrobiano en la conserva-
cién de alimentos.

En el ensayo de porcentaje de infeccion interna de semillas
de cartamo colectadas, se encontrd una incidencia de A. tenuis-
sima del 13.3122.19 %, considerando que ésta se propaga siste-
madticamente en el interior de la semilla. Este porcentaje de
infeccion en semilla estd 6 % por debajo de lo reportado previa-
mente por Quintana-Obregdn et al. (2011), quienes encontraron
19.5 % de infeccion en la semilla. Con los datos anteriores, se
confirma el problema de infeccién sistémica del cartamo con A.
tenuissima, ya que la infeccion proviene desde el interior de la
semilla, por lo que es necesario buscar mecanismos de control
que rompan este tipo de cadena de infeccion sistémica.

En la prueba de crecimiento radial del hongo, el tratamiento
con medio APD cubri6 el 90 % de la placa a las 192 h de incuba-
cion. No se encontraron diferencias significativas en crecimiento
radial entre los tratamientos con APD y APD con Tween® 80. El
radio de la colonia de A. tenuissima en medio APD fue de 35+1.33
mm. La observacion de que el hongo no es afectado por la presen-
cia de Tween® 80 en el medio, nos permite sugerir que este surfac-
tante es un vehiculo adecuado para la aplicacion de aceites
esenciales en A. tenuissima, ya que no tiene efecto sobre la inhibi-
cion del hongo, ni favorece su desarrollo. Un efecto similar del
Tween® 80 se observo en cultivos en medio solido de Aspergillus
fumigatus sin embargo, en medio liquido si se report6 la inhibi-
cion de los hongos estudiados (Inouye et al., 2001). Lo anterior
se puede deber a la capacidad surfactante no idnica que presenta
el Tween® 80 (Ruiz, 2009). Ademis, los resultados diferentes
observados entre medios de cultivo liquido y solido, probable-
mente se deban a la interaccion que se da sobre la superficie de la
célula, siendo mayor el contacto en condiciones liquidas. Al utili-
zar medio sélido en nuestro estudio, el Tween® 80 no afectd el
desarrollo de las esporas. Por otra parte, a las 96 h de incubacion
se encontraron diferencias significativas entre la mezcla de terpe-

nos y los controles a partir de las 500 ppm en medio APD (Tabla
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2). Con estos datos se calcularon las CI,; y la cMI con analisis
Probit, siendo éstas de 538 y 80,946 ppm, respectivamente. No se
han encontrado reportes previos del uso de aceites esenciales para
el control de A. tenuissima, ni de inhibicién por el D-limoneno en
las bases de datos disponibles. En otros géneros de hongos si se ha
estudiado su capacidad antifingica, evaluando principalmente la
inhibicion en especies de Aspergillus en concentraciones de hasta
500,000 ppm (CMlI). Sin embargo, para el caso de especies mico-
toxigénicas como en Aspergillus flavus se requirié de una menor
concentracion, 62,000 ppm (Gomes et al., 2014), similar a la
obtenida en nuestro estudio. Esta informacion adquiere especial
interés, ya que se ha reportado la produccién de metabolitos
secundarios citotoxicos por especies del género Alternaria,
incluida A. tenuissima (Wu et al., 2014). Por lo anterior, es nece-
sario determinar el efecto de estos compuestos en la produccion
de metabolitos secundarios que pudieran considerarse como
micotoxinas, principalmente con presencia del D-limoneno para
descartar o confirmar la estimulacion de estos compuestos como
respuesta a la inhibicién causada por el aceite esencial como un

mecanismo de defensa.

Tabla 2. Efecto de la mezcla de terpenos a diferente concentracion
sobre el crecimiento radial de A. tenuissima a las 96 horas de

incubacién, a 25 °C

Concentracioén (ppm) Radio de la colonia (mm)

0] 20.75+0.43*
10 19.00 = 1.80"¢
100 16.67 +1.758
500 1217 + 0.15¢
1000 9.83+0.58¢
10,000 0+0P

*PPromedio de tres replicas y DE. Letras en superindices indican
grupos estadisticos en columna (P< 0.05).

En el ensayo de germinacion de esporas no se encontré diferen-
cia significativa entre el medio APD y el medio APD con Tween®
80 (1 %), corroborando que en la etapa de germinacion de espo-
ras, previa a la etapa de crecimiento radial, la presencia del sur-
factante no estimula ni inhibe el desarrollo de la espora. Con
respecto al tratamiento con terpenos, las evaluaciones con las

CI,, permiten dosificar el medio de cultivo a concentraciones
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donde es posible observar mecanismos de respuesta en un corto
periodo. En la Figura 1 se presenta la cinética de germinacién de
esporas de A. tenuissima con la CI, calculada. Se encontré dife-
rencia significativa a las 8 y 12 h, inhibiéndose la germinacién
con el tratamiento con la mezcla de terpenos. Después de las 24
h el hongo alcanzé un 100 % de germinacién de esporas. Con
respecto al niumero de polos inducidos o inhibidos por los trata-
mientos, solo se encontré diferencia significativa a las 8 h entre
el tratamiento control y el control Tween® 80, siendo el prome-
dio de polos de 0.97+0.11 y 1.60+1.00, respectivamente. Este
ligero aumento en el tratamiento con Tween®80 pudiera indicar
un incremento en la actividad de la divisién nuclear previo a la
polarizacién y a la elongacion del tabulo germinal.

No se observo ninguna tendencia en la evaluacion de los
pardmetros morfométricos que aportara pruebas contundentes
de alteraciones por la mezcla de terpenos (Tabla 3), siendo el
efecto solo en la disminucion de la germinacion y evidenciado en
el desarrollo posterior del micelio en crecimiento radial. Con
estos datos se puede concluir que la mezcla de terpenos con el
componente mayoritario D-limoneno, puede ser considerado en

estudios posteriores para el tratamiento de semillas y prevenir el

s

desarrollo de A. tenuissima. Por otra parte, el evaluar el efecto
de estos en fase de vapor, podria incrementar la actividad anti-

fangica del hongo (Laird y Phillips, 2012).

Tabla 3. Efecto de la CI, de la mezcla de terpenos en la morfometria de

esporas de Alternaria tenuissima

Tratamiento Ancho (pm) Largo (pm)
4 horas de incubacion
Control 34.09+ 7.62* 61.56 + 1534
Control Tween 32.06 + 7.63"8 53.19 +16.528
Terpeno 30.03+7.68° 47.21+12.898
8 horas de incubacion
Control 2552 + 6.66° 50.58 +12.89*
Control Tween 30.00 * 9.22A8 5226 +14.08*
Terpeno 2831+ 7.44A8 50.10 +12.00%
12 horas de incubacion
Control 30.00 £ 7.40¢ 53.58 +12.04*
Control Tween 36.26 £10.05* 56.25 +15.59*
Terpeno 34.60 +10.6278 54.83 +16.87*

*lPromedio de /5 datos y DE. Letras superindices indican grupos
estadisticos en columnas por tiempo de incubacion (P< 0.05).

100 -
80 -
g
g
2 60 -
7]
3
5
g 40 -
'E
E —e— Control Tween® 80 (1%)
&} —&— Terpenos (538 ppm)
20 A
0 L T L} T T T T
0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (horas)

Figura 1. Porcentaje de germinacion de esporas (promedio y DE) de Alternaria tenuissima a 25°C, control Tween® 80 y tratamiento con la mezcla de

terpenos.
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En conclusion, la mezcla de terpenos de naranja puede ser con-
siderada como una alternativa viable para el control de Alterna-
ria tenuissima. Sin embargo, antes de su uso experimental serd
necesario evaluar los efectos de su aplicacion sobre la posible
activacién o inhibicion en la produccidon de metabolitos secun-
darios, asi como determinar la actividad antifingica en otras

fases de aplicacion, como el vapor del aceite.
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