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RESUMEN

En esta investigacion se realiz6 la inhibicion del fusarium y alternaria presente en dos
variedades de Lycopersicon esculentum M. (tomate) donde determind la concentracion
Optima de aceite esencial Mentha spicata L. Una de las principales causas de
descomposicion del tomate es en la poscosecha, por la presencia de hongos que se
desarrollan, no sélo en la parte superficial al tener varios dias expuestos al medio sin ningdn
tratamiento de conservacion. El objetivo de esta investigacion es determinar la concentracién
Optima de aceite esencial de Mentha spicata L. en la inhibicién del Fusarium sp y
Alternaria sp presente en dos variedades de tomate, dando como resultado un alto potencial
antifiingico en todas las concentraciones inhibitoria minima prolongado la vida util de la
materia prima. La investigacion se realizd en los laboratorios de Microbiologia y Biologia
Molecular de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo. Para esto se plante6 una
investigacion en la que intervinieron 12 tratamientos y 3 repeticiones con concentraciones
de aceites esenciales de 0,5%, 1,5% y 2,5%. De lo cual se determing el crecimiento radial y
evaluacion del porcentaje de inhibicion de esporas. Con respecto al analisis estadistico se
empled un disefio de bloques completamente al azar con arreglo factorial A*B*C vy 3
repeticiones considerando como factor A (tipos aceites esenciales de Mentha spicata L.
Extraido en el laboratorio y comercial), factor B (Concentraciones de aceites esenciales de
0,5%, 1,5% y 2,5%) y factor C (hongos fitopatdgenos). En la evaluacién de los tratamientos
para el crecimiento radial no existié diferencia significativa dando como resultado 100% de
inhibicion. Con respecto a la evaluacion de inhibicion de crecimiento de esporas, al igual
que el crecimiento radial en todos los factores no se encontrd diferencia significativa
inhibiendo al 100%.

Palabras claves: Fitopatdgenos, extraccion aceite esencial, crecimiento radial, inhibicion de

esporas, concentracion inhibitoria.
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ABSTRACT

Inhibition of fusarium and alternaria present in two varieties of Lycopersicon esculentum
M. (tomato) where it determined the optimal concentration of essential oil Mentha spicata
L. One of the main causes of decomposition of the tomato is in postharvest, for The presence
of fungi that develop, not only in the superficial part to have several days exposed to the
medium without any conservation treatment. The objective of this investigation is to
determine the optimal concentration of essential oil of Mentha spicata L. in the inhibition of
Fusarium sp and Alternaria sp present in two tomato varieties, resulting in a high
antiphygetic potential in all concentrations inhibitory minimal prolonged life Useful of the
raw material. The research was carried out in the laboratories of Microbiology and Molecular
Biology of Quevedo State Technical University. For this, an investigation was proposed in
which 12 treatments and 3 repetitions with essential oil concentrations of 0.5%, 1.5% and
2.5% were involved. From this, radial growth and percentage of spore inhibition were
determined. With respect to the statistical analysis, a completely randomized block design
with factorial arrangement A * B * C and 3 replications were used, considering factor A
(essential oils types of Mentha spicata L. Extracted in the laboratory and commercial), factor
B (Concentrations Of essential oils of 0.5%, 1.5% and 2.5%) and factor C (phytopathogenic
fungi). In the evaluation of treatments for radial growth there was no significant difference
resulting in 100% inhibition. With respect to the evaluation of inhibition of spore growth, as

well as radial growth in all factors no significant difference was found inhibiting at 100%.

Key words: Phytopathogens, essential oil extraction, radial growth, inhibition of spores,

inhibitory concentration.
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INTRODUCCION

El Lycopersicon esculentum M. cuyo nombre comun es el tomate; es un fruto susceptible
a dafios fisicos que pueden ocurrir durante la cosecha y en los pasos de manipulacion
poscosecha, pero en la mayoria de los casos, el deterioro es causado por problemas
fitopatoldgicos causados por hongos y bacterias que se adhieren al producto al exponerse al

medio ambiente, sin aplicar técnicas de conservacion.

Es uno de los vegetales mas consumidos y cultivados en el mundo, generalmente es
consumido procesado (salsa, puré, zumo, deshidratado, enlatado). Este alimento
practicamente no posee calorias, por ejemplo 100 gramos de tomate aportan solamente 18
calorias caloricas, pero a su vez es proveedor de minerales beneficiosos para la salud como
el potasio y magnesio, también vitaminas como la B1, B2, B5 y la C, ademas de licopeno el
cual da la coloracion roja al tomate. El licopeno y la Vitamina C son antioxidantes

importantes que protegen el organismo del ser humano.

Los hongos Fusarium sp y Alternaria sp se presentan con gran frecuencia en las plantaciones
de tomates y pueden causar pudricion de cuello, raices y tallo de las plantas y del fruto de
tomate, también pueden causar marchitez de la planta. Las diversas enfermedades ademas
de disminuir la produccion del tomate obligan al productor a la utilizacion de fungicidas que
aumentan el costo total de la produccion que a largo plazo pueden causar problemas al medio
ambiente y a los consumidores. Para plantear soluciones viables y factibles a los productores,
es necesario realizar nuevas investigaciones que presenten métodos de conservacion

enfocados en métodos naturales que sean amigables al consumidor.

La importancia de esta investigacién es determinar la concentracion éptima del aceite
esencial de Mentha spicata L. (hierbabuena) como inhibidor del Fusarium sp y Alternaria
sp, evaluando el potencial antifungico para reducir las pérdidas de deterioro que estan

presente en dos variedades de tomate rifion (fortuna y chonto).



CAPITULO |

CONCEPTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de Investigacion

1.1.1. Planteamiento del problema

La descomposicion del tomate en su mayoria es causada por problemas fitopatoldgicos
causados por hongos y bacterias (pre y pos cosecha), que se manifiesta al verse expuestas a
los patdgenos del medio ambiente sin ningun tipo de conservante ademas de otros factores
como quemadura de sol, insuficiencia de calcio, dafios fisicos o dafios producidos por bajas
temperaturas. También se desarrollan en la fruta que se cosecha en estado rojo (maduracién
final) en particular en los que han caido de la planta o fueron expuestas al contacto con el

suelo de alguna manera.

Estos hongos, en la mayoria de los casos causan la presencia de microrganismos patégenos
que pueden modificar el color, sabor, olor y textura de la fruta, es decir sus caracteristicas
organolépticas, generando mala presencia al fruto que impiden la venta al consumidor,
ademas pueden generar problemas en sus propiedades nutritivas es decir eliminacion de
algunos componentes como vitaminas y minerales. El tiempo de consumo de todo alimento

esta delimitado por elementos de tipo quimico, fisico y bioldgico.

Diagnostico

Los hongos del Lycopersicon esculentum M., causa pudricion de cuello, raices y tallo de las
plantas y del fruto, se requiere una técnica de conservacion en post cosecha. Para esto se
pretende determinar la concentracion 6ptima de aceite esencial de Mentha spicata L. en la

inhibicidn del Fusarium sp y Alternaria sp presente en dos variedades de tomate.

Propositico

En este trabajo de investigacion es determinar la concentracion éptima de aceite esencial de
Mentha spicata L. en la inhibicion del Fusarium sp y Alternaria sp presente en dos
variedades de tomate empleando un método de conservacion en post cosecha evidenciado el

potencial antifungico.



1.1.2. Formulacion del problema

¢Lainhibicion del fusarium y alternaria presente en dos variedades de tomate dependera de

la concentracion Optima de aceite esencial Mentha spicata L.?

1.1.3. Sistematizacion del problema

No se dispone del requerimiento en estudio de la extraccion de aceite esencial de hoja

Mentha spicata L. (hierbabuena) por hidrodestilacion en el laboratorio.

Se desconoce el potencial antiflngico del aceite esencial Mentha spicata L. sobre los hongos

Fusarium sp y Alternaria sp aislados del tomate rifion (fortuna y chonto).

Se desconocen los niveles de inhibicion fangica de los aceites esenciales Mentha spicata L.

extraido en laboratorio y comercial.

No se dispone de la concentracién Optima de los aceites esenciales Mentha spicata L

extraido en laboratorio y comercial en inhibicion de hongos Fusarium sp y Alternaria sp.



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Determinar la concentracion dptima de aceite esencial de Mentha spicata L. en la inhibicion

del Fusarium sp y Alternaria sp presente en dos variedades de tomate.

1.2.2. Objetivos Especificos

. Extraccion de aceite esencial de hoja Mentha spicata L. (hierbabuena) por

hidrodestilacién en el laboratorio.

. Evaluar el potencial antifungico del aceite esencial Mentha spicata L.
(hierbabuena) sobre los hongos Fusarium sp y Alternaria sp aislados del
Lycopersicon esculentum M. (tomate).

. Comparar el efecto antifingico de los aceites esenciales Mentha spicata L.

(hierbabuena) del aceite esencial extraido en el laboratorio con el AE comercial.

. Establecer la concentracion inhibitoria del aceite esencial Mentha spicata L.
(hierbabuena) en la inhibicion de hongos Fusarium sp y Alternaria sp.

1.3. Hipotesis

La concentracion al 0,5 % de aceite esencial de Mentha spicata L., inhibira a los hongos

Fusarium sp y Alternaria sp aislados del Lycopersicon esculentum M. (tomate).



1.4. Justificacion

El tomate forma parte integral de las cocinas de todo el mundo tanto por sus beneficios a la
salud como su aporte al sabor de las comidas. Es una fuente importante de antioxidantes
como el licopeno el cual ayuda a combatir los agentes cancerigenos ademas contiene acidos
como el &cido cumarico y el acido clorogénico los cuales ayudan a contrarrestar el efecto de

la nicotina en las personas adictas al tabaco.

En la actualidad existen muchos métodos de conservacion pero aplicados al producto ya
procesados para el consumo masivo, no siendo asi aplicados en la conservacion del producto
en la etapa de poscosecha ocasionando en muchos casos una degradacion acelerada del
producto por efectos de hongos u otros patdgenos. Es por esto que se constantemente se

buscan nuevos métodos de conservacion especialmente con conciencia ecolégica.

Al determinar la concentracion Optima de aceite esencial de Mentha spicata L. en la
inhibicion del Fusarium sp y Alternaria sp presente en dos variedades de tomate, se
pretende dar una alternativa de solucion viable y factible que ayude al productor a maximizar
sus ingresos mejorando la calidad del producto por medio del uso de aceites esenciales como

métodos conservantes.

Los datos y resultados de esta investigacion seran de gran aporte tedrico y practico para el
desarrollo de nuevas investigaciones sobre conservacion de alimentos por medio de aceites
esenciales ya que se presentaran datos veridicos y comprobables que seran de referencia para

una mejor confiabilidad en los resultados de las nuevas investigaciones.

Al realizar la investigacion de la concentracion 6ptima de aceites esenciales de Mentha
spicata L. (Hierbabuena), como inhibidores del Fusarium sp y Alternaria sp se contribuira
con datos cientificos veridicos que aportaran con conocimientos actualizados al desarrollo
agroindustrial debido a que los aceites esenciales presentan una gran ventaja para los

productores debido su facilidad de acceso tanto material como econoémico.



CAPITULO II

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA
INVESTIGACION



2.1. Marco Conceptual

2.1.1. Aceites Esenciales
2.1.1.1.Generalidades

Desde la Edad Media, los aceites esenciales se han utilizado ampliamente para bactericida,
virucida, fungicida, antiparasitario, insecticida, aplicaciones medicinales y cosméticas,
especialmente hoy en dia en la industria farmacéutica, sanitaria, cosmética, industrias
agricolas y alimentarias. Debido a la modalidad de la extraccion, principalmente por
destilacion de plantas aromaticas, que contienen una variedad de moléculas volatiles tales
como los terpenos y terpenoides, componentes aromaticos fenolicos derivados y

componentes alifaticos. [1].

Algunos aceites esenciales de plantas, ampliamente utilizados como fragancias y sabores en
las industrias de perfumes y de los alimentos, desde hace mucho tiempo la reputacién de
repeler insectos. Recientes investigaciones en varios paises confirman que algunos aceites
esenciales de plantas no s6lo repeler insectos, sino que tenga contacto y acciones insecticidas
fumigantes contra plagas especificas y acciones fungicidas contra algunos patégenos de
plantas importantes [2].

2.1.1.2.Clasificacion de aceites esenciales

Los aceites esenciales se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes partes de las
plantas: en las hojas (albahaca, eucalipto, hierbabuena, mejorana, menta, romero, salvia,
otros), en las raices (jengibre, sandalo, sasafras, entre otros), en el pericarpio del fruto
(citricos como limén, mandarina, naranja, entre otros), en las semillas (anis, comino, otros)
en el tallo (canela, entre otros.), en las flores (lavanda, manzanilla, tomillo, rosa, entre otros)
o0 en los frutos (perejil, pimienta, entre otros). Se clasifican basandose en criterios como

consistencia y origen [3].

2.1.1.3.Serie de terpenos presentes en los aceites esenciales

Estan compuestos por hidrogeno y carbono. Se presentan como polimeros del isopropeno.
El isopropeno estd formado por cinco carbonos (Cs); es una estructura ciclica. Es la serie

mas volatil y de menor pero molecular [4].



Los grupos que mas se destacan son:

e Los monoterpenos: Es la molécula méas pequeria, ya que esta formada como maximo
por Cio -Hzs [4].

e Los sesquiterpenos: Formados por quince carbonos (Css); al aumentar el nimero de
ciclaciones y de modificaciones hace que aparezcan millares de compuestos
relacionados con una centena de esqueletos carbonados como el: a-zingibereno,
alcohol del pachuli, a-cisbergamoteno, longifoleno, camazuleno, B-cariofleno,

nerolidol, carotol, viridiferol, entre otros [4].

e Los diterpenos: Son los que contienen mas de veinte carbonos (Cz); el mas

abundante es el esclareol [4].
2.1.1.4. Antibacterianos y antifiingicos propiedades de los aceites esenciales

En los ultimos afios ha habido un creciente interés en el uso de sustancias naturales, y algunas
cuestiones relativas a la seguridad de los compuestos sintéticos han animado a estudios mas
detallados de los recursos vegetales. Los aceites esenciales, productos olorosos y volatiles
del metabolismo secundario de las plantas, tienen una amplia aplicacion en la medicina

popular, aroma y conservacion de alimentos, asi como en las industrias de fragancia [5].

Se informan Factores que influyen en la actividad antimicrobiana in vitro de los aceites
esenciales y los mecanismos de accion de los aceites esenciales en los microorganismos.
Este documento ofrece una vision general sobre las sensibilidades de las bacterias humanas
y transmitidas por los alimentos y los hongos hacia los diferentes aceites esenciales y sus
constituyentes. Se encontraron Aceites esenciales de especias y hierbas (tomillo, orégano,
menta, canela, salvia y clavo) poseer las propiedades antimicrobianas fuertes entre muchos
probado [5].

2.1.2. Aceite Esencial de Mentha spicata o piperita L. (Hierbabuena)

Destilado con vapor de las hojas y flores, el aceite de hierbabuena tiene una esencia aguda

refrescante que se reconoce por su contenido de mentol.



La hierbabuena es un tdnico general de pronta accidén que se usa tradicionalmente como
digestivo y remedio para la dispepsia, la ndusea el célico y la flatulencia y como enjuague
bucal y refrescante del aliento. Tiene propiedades antiespasmddicas y analgésicas que son
muy Utiles para aliviar las molestias del embarazo, el dolor de muelas, el dolor de cabeza y
el malestar de sinusitis. Despeja la mente y el proceso mental; sus cualidades revivificantes
son estupendas para los casos de mareo o desmayo [6].

Sus propiedades analgésicas funcionan bien en masajes para el dolor muscular y la neuralgia.
Su uso externo para dolores de la cabeza o de estdbmago, también es recomendable. La
hierbabuena es antiséptica y buen descongestionante de males respiratorios. Se mezcla bien
con otros aceites en tratamientos para catarros y gripe, ademas de que proporciona sus
propiedades sudorificas y su capacidad de atacar el malestar. La hierbabuena es parasiticida
y repelente de insectos y tiene fuertes efectos como inhalante ademas de ser un ingrediente

adicional en saunas o bafios de vapor [6].

2.1.2.1.Valoracién nutricional.

La racién usada en gastronomia para la menta fresca se aproxima a 1 g. Es ésta una cantidad
que no justifica el aporte de nutrientes a la ingesta diaria de cualquier persona. No obstante,
la menta es una de las plantas mas conocidas y utilizadas de entre las plantas medicinales.
Sus hojas contienen un aceite esencial cuyo compuesto principal es el mentol. Sus
propiedades principales son: antiespasmddica, antiséptica, calma la pared interna del
estdmago, ayuda a acelerar la digestion y estimula la secrecion de la bilis. La menta ayuda
a calmar los cdlicos o espasmos intestinales, las nauseas y las flatulencias. Es también una

buena ayuda contra los parasitos intestinales (vermifugo) y estimula el sistema nervioso. [7]

El aceite esencial es utilizado corrientemente en los dentifricos y bafios de boca, también en
inhalaciones o pomadas contra la gripe. En uso externo, es repelente de los mosquitos, y
mejora el dolor de cabeza en las migrafias y neuralgias de origen dental. Recientes
investigaciones han descubierto que tomar dos tazas de té de Mentha Spicata al dia
disminuye los niveles de androgenos en la sangre, lo cual beneficia a mujeres con hirsutismo

leve (exceso de vellos en cara, pecho, abdomen y pubis). [7]
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Tabla 1. Composicién Nutricional

| T |
43 1]

Energia (Keah 3.000 2.300
Praleinas (g) 3.4 a 54 |
Lipidas folales {g) 0.7 a 100-117 77-89
Alz sauuradas (g) —_— —_ 2527 18-20
Alz mancirsaiurocos () — — &oF |
Alz polireaturcdas { —_— —_ 17 13
wd (J)° - -_ 3,304 2851
C152 Lnoleico {w-d) (g0 —_— —_ 10 5
Colestenal {rmg/ 1000 koo 0 i =300 <230
Hidratos de carbono (g) 53 0,1 375413 2B2-314
Fibzra (g) — — =35 »23
Agua (g} 85,4 0.9 [ 2500 2000
Caleio (rmg) 210 2,1 1.000 1.000
Higma {mg) g5 01 10 12
Yodo (ug) - —_— 140 110
Magnesio {mg) —_ - 330 33D
Zinc (rmg) —_ — 15 15
Sodio (mg) 15 02 <2000 <2000
Polasio {mg) 260 2,4 3,500 3.500
Féslare (mg) 75 0.5 700 700
Selenio (uad 3 ] 7 s
Tiarnira {rmgd R i 1.2 a9
Ribofaving (rmag) 033 a 1.8 1.4
Equivalentes niocing (mgq) 1,1 a 20 15
Vitamina B, {(mg) - - 1.2 1.4
Folatos (qugd 110 1.1 400 400
Vitamina B, (ug) 0 i 2 2
Vitamina C {mg) 3l 03 &0 &0
Vitamina A: Eq. Refinol (ug) 123 1.2 1.000 200
Vitamina D (ug) H a 15 153
Vitamina E (mg) 5 —_ 12 12

Tablas de Composicion de Alimentos. Moreiras y col., 2013. (MENTA, HIERBABUENA, FRESCA).

2.1.3. Hidrodestilacion

En este método, el material a extraer esta completamente sumergido en agua, la cual es
calentada hasta ebullicion, bien sea a través de fuego directo o a través de algun método de
calefaccion (chaquetas o serpentines de vapor o resistencias eléctricas). La caracteristica
principal de este proceso es el contacto directo entre el agua en ebullicion y el material. Es
necesario mantener una agitacion constante en este proceso, pues se puede generar
acumulacién de material solido en el fondo y este degradarse térmicamente, lo que afectara

la calidad del extracto obtenido. [8]
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También es necesario determinar a través de ensayos de laboratorio si es necesaria la
disminucion del tamafio de particula del material a trabajar, lo cual es una de las grandes
ventajas de este proceso, ya que permite trabajar tamafios de particula pequefios sin el
inconveniente de la generacion de caminos por los cuales, en el caso de la destilacion con
arrastre de vapor, se pueden generar si el material es muy fino. En este caso, el material se
dispersa en el agua y se mantiene disperso bien sea por agitacién mecénica o por el mismo

movimiento generado por la ebullicion del agua. [8]

Fig. 1 Aparato tipo Clevenger, esquema general de
hidrodestilacion.

A nivel laboratorio el montaje es similar al de una destilacion simple, donde en el bal6n de
fondo se colocan tanto el agua como el material a destilar, también se puede hacer
recirculacion del agua condensada junto con el aceite esencial al baldn o calderin, teniendo
las mismas restricciones con respecto si se es de interés el hidrosol correspondiente. También
se recomienda el uso de sistemas Clevenger para este tipo de destilacion, para facilitar la

operacion. [8]

Es uno de los procesos de separacion de mas facil montaje a nivel industrial, ya que la
cantidad de equipos necesarios es menor en comparacion a la destilacion con arrastre de
vapor. Pero también sufre de desventajas, la primera y mas importante es que la calidad del
aceite esencial es diferente al obtenido a través del arrastre con vapor, segundo es que la
extraccion completa no es posible, algunos esteres se hidrolizan parcialmente y los aldehidos

tienden a polimerizar. [8]
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También requiere de mas combustible en proporcion a la cantidad de material a extraer. [8]

2.1.3.1. Ventajas

e Facil montaje a comparacion de la destilacion con arrastre con vapor.
e Féacil manejo de sustancias con tamafio de particula pequefio, como por ejemplo,

pulverizados. [8]

2.1.3.2. Desventaja

Algunos componentes de los aceites esenciales como esteres son sensibles a la

hidrolisis, algunos monoterpenos y aldehidos pueden polimerizar.

Compuestos oxigenados como fenoles tienen tendencia a ser solubles en agua, asi

que no pueden ser recuperados facilmente.

Es una operacion mas lenta que la destilacién con arrastre de vapor. [8]

2.1.4. ldentificacion de hongos

2.1.4.1.Caracteres utilizados

Caracteristicas como el tipo de esporas y las estructuras que los origina, y la presencia o
ausencia de reproduccion sexual son utilizadas para definir los principales grupos de los
hongos. El estudio de la ontogenia de los anamorfos (fase asexual) y de los teleomorfos (fase
sexual) es bésica en la identificacion, principalmente en lo que se refiere a género y especie.
No obstante, pueden utilizarse otros caracteres para complementar o reemplazar a los
puramente morfoldgicos y ayudar a clasificar e identificar este grupo de organismos. Entre
ellos destacan el estudio de caracteristicas fisioldgicas (crecimiento a diferentes
temperaturas de incubacion, asimilacion de sustratos), bioquimicas (detencion de
actividades enzimaticas), del perfil de metabolitos secundarios (micotoxinas) y otras técnicas

moleculares como las que se dedican al estudio de los acidos nucleicos [9].

Los hongos presentan basicamente dos tipos de morfologias: una multicelular denominada
filamentosa y otra unicelular denominada levaduriforme. Los hongos filamentosos

(miceliares 0 mohos),representan el crecimiento mas tipico de los hongos microscépicos [9].
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En medios de cultivo sélidos y también sobre cualquier superficie en la que se desarrollen,
por ejemplo frutas u otros alimentos, producen colonias algodonosas o pulverulentas que son

muy caracteristicas [9].

2.1.4.2. Reino Fungi

Son organismos eucarioticos, en su mayoria pluricelulares; las células forman generalmente
un micelio (masa de filamentos ramificados); todos son heterdtrofos y su modo de nutricion

es saprofito (descomponedores) o parasitario.

Recientemente se descubrid que algunos son parientes mas cercanos de los animales que las
plantas. Los hongos tienen una pared celular que constituye de polisacaridos, estan formados
por largas fibras ramificadas, hifas, integradas por células, las cuales forman el cuerpo

principal del hongo o micelio [10].

2.1.4.3. Fusarium sp

Fusarium es uno de los mas importantes géneros de hongos micotoxigénicos en alimentos y
piensos. Casi todas las especies son capaces de producir micotoxinas de los cuales muchos
estdn bajo la regulacion internacional. Conocidos micotoxinas de Fusarium son las

fumonisinas, zearalenona, deoxinivalenol y tricotecenos adicionales [11].

Precisamente, es en la especie Fusarium oxysporum donde la mayoria de los taxénomos
coinciden ya que, con escases variaciones, afirman que la seccién una de las originalmente

creadas por Wollenweber y Reinking (1935) [12].

2.1.4.4. Alternaria sp

Alternaria es un género de hongos comun que causa dafio pre y post-cosecha a los productos
agricolas, incluyendo granos de cereales, frutas y verduras. Ademas de estropear una amplia
variedad de alimentos, varias especies de Alternaria son capaces de producir metabolitos
secundarios considerados como ambos fitotoxinas, que desempefian un papel importante en
la patogénesis de plantas, y micotoxinas, que pueden ser perjudiciales para los seres humanos

y animales [13].
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Es un género de hongos ubicuos que incluye saprobico, endéfitos y especies patdgenas. Se
asocia con una amplia variedad de sustratos, incluyendo semillas, plantas, productos
agricolas, animales, el suelo y la atmosfera. Las especies de Alternaria se conocen como
patdgenos de las plantas graves, causando grandes pérdidas en una amplia gama de cultivos.
Debido a los efectos negativos para la salud significativos de Alternaria en los seres
humanos y su entorno, una correcta identificacion y rapida de las especies de Alternaria seria

de gran valor para los investigadores, los mic6logos médicos y el publico en general [14].
2.1.5. Lycopersicon esculentum Mill. (Tomate Rifidn)

2.1.5.1. Generalidades

El tomate es el cultivo horticola mas importante después de la papa. Tomate y los tomates
silvestres son nativas de América del Sur occidental y se distribuyen desde el norte de
Ecuador, a traves de Per( hasta el norte de Chile, en las Islas Galdpagos y también en
Colombia y Bolivia. El tomate se ha extendido por todo el mundo y ha experimentado una
gran diversificacion debido a la gran diversidad de usos y su adaptacion a diferentes sistemas
de cultivo. [15].

2.1.5.2. Origen

La forma ancestral del tomate cultivado se limitaba inicialmente a la zona de Peru - Ecuador.
Después de difundirse norte posiblemente como una mala hierba en la época precolombina
no fue domesticado extensivamente hasta que llegd a México, y de alli se difundieron las

formas cultivadas [16].
2.1.5.3. Informacion Taxonémica
Falcones (2001), indica que la taxonomia generalmente aceptada es:

e Reino; Plantae
e Division: Agiosperma
e Clase: Dicotiledéneas

e Orden: Solanales (Personatae)
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e Familia; Solanaceae
e Tribu: Solaneae
e Género: Lycopersicon

e Especie: Esculentum

2.1.5.4. Anatomia y fisiologia del tomate cultivado

El tomate es una planta perenne, de porte arbustiva que se cultiva como anual. Puede
desarrollarse de una forma rastrera, semierecta o erecta y su crecimiento es limitado en las
variedades determinadas e ilimitadas en las indeterminadas, y puede legar en estas Gltimas

en un afo. [17]

Los frutos pueden presentar una morfologia y un tamafio bastante diferentes en funcién de
las variedades: mas o menos gruesos, aplanados, ligeramente aplanados, redondeados,
rectangulares, cilindricos, elipticos, cordiformes, ovoidales, ovales, en forma de pera,

acostillados o lisos [18]

Tabla 2 Valores nutritivos de una porcion comestible de 100 gramos de tomates crudos
y elaborados

Nutrimiento Crudo Enlatado* Sopa Jugo
Agua (%) 94 94 69 94
Calorias 19 21 106 19
Proteina 0.7 0.8 1.8 0.8
Grasa (9) Trazas Trazas 0.4 Trazas
Hidratos de carbono (g) 4 4 25 4
Calcio (mg) 12 6™ 22 7
Fosforo (mg) 24 19 50 18
Hierro (mg) 0.4 0.5 0.8 0.9
Potasio (mg) 222 217 363 227
Vitamina A (U.1) 822 900 1399 798
Tiamina (mg) 0.05 0.05 0.09 0.05
Riboflavina (mg) 0.04 0.03 0.07 0.03
Niacina (mg) 0.7 0.7 1.6 0.8
Acido ascérbico (mg) 21 17 15 16

(*) Solidos y liquidos (**) Producto al que no se ha agregado sales de calcio
Fuente: USDA Home and Garden Bulletin, N°.72.
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2.1.5.5. Recoleccién del tomate

El tomate se recolecta a mano y se va depositando en cajas, siempre menores de 15Kg. La
distribucion y recogida de las cajas las puede hacer otro operario, que también las transporte
a la nave mediante una carretilla elevadora o transpaleta, existe la posibilidad de que las

pequenfias cajas sean apilables y no sea necesario volcarlas en otro contenedor mayor. [19].

Durante las fases de recoleccion mecanizadas suele ocurrir otro tipo de pérdidas: los dafios
al producto por golpes. No se aprecian a simple vista, sino que se manifiestan varios dias

después el suceso [19]. Se pueden clasificar en tres tipos:

e Golpes o impactos: de los productos entre si o con el envase.
e Compresion: cuando se comprimen los envases o se llenan demasiado.
e Abrasion: dafio sobre la piel de los frutos al rozarse contra otros o contra los sistemas

de transporte o envases.

Estos dafios producen un estrés en el fruto, que acelera su proceso de maduracion, por lo que
se ablanda y pierde la estructura. Los tejidos dafiados generan quimicas, que producen mal

olor, sabor y apariencia [19].

2.1.6. Hongos fitopatogenos del tomate

Dondequiera que el hombre ha tratado de cultivar tomates que ha tenido que lidiar con
numerosas enfermedades. Antes de la introduccion de variedades resistentes. El
marchitamiento por Fusarium fue tal vez el campo de la enfermedad mas destructiva de los
tomates. Los productores se ven obligados constantemente desde tierra marchitez a campos

recientemente talados para el cultivo de tomates [20].

En tomate, los hongos producen por otra parte estructuras especializadas, muy resistente a
los elementos desfavorables y perfectamente adaptadas para su conservacion. Las mas
corrientes son las clamidosporas, esporas con pared gruesa, que producen por ejemplo
Thielaviopsis basicola, Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici y Fusarium oxysporum f.sp.
radicislyopersici, Pythium spp. Los Pythium, como los Phytophthora, pueden conservarse

también en forma de huevos (zoosporas) procedentes de su reproduccion sexuada [18].
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Mas visibles, de dimensiones variables y también eficaces para perpetuarlos, los esclerocios,
masas micelanias densas, caracterizan bastante bien la presencia de ciertos hongos sobre y/o
dentro de los tejidos vegetales afectados: Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotina minor,

Sclerotium rolfsii, Botrytis cinérea, Rhizoctonia solani [18].

Se distinguen facilmente los hongos mas bien asociados a las raices y/o al cuello de los
tomates (Olpidium brassicae, Phythium spp., ciertos Phytophthora spp., Fusarium
oxysporum f. sp. Radicis-lycopersici, Pyrenochatea lycopersici, Thielaviopsis basicola) o a
los vasos (F. oxysporum f. sp. Lycopersici, Verticilium dahliae...), mientras que otras se
limitan Unica o esencialmente a los 6rganos aéreos (hojas, tallos, frutos, flores)
(Phytophthora infestans, Leveillula taurica, Oidium neolycopersici, Stemphylium spp.,

Alternaria tomatophilia) [18].

2.1.6.1. Estructuras vegetativas

Plasmodio: Se refiere al cuerpo o soma vegetativo de algunos hongos inferiores, el cual esta
constituido por una masa multinucleada, sin pared celular. Son escasos los hongos

fitopatdgenos que poseen soma vegetativo de tipo plasmodial [20].

Micelio: La mayoria de los hongos poseen cuerpo filamentoso provisto de pared celular. . A
los filamentos que constituyen el cuerpo o soma vegetativo se les denomina hifas. Al
conjunto de hifas se le denomina micelio. Cuando las hifas no presentan septas, el micelio
es denominado cenocitico o no tabicado y cuando las presenta el micelio se dice que es
tabicado [20].
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2.2. Marco referencial

2.2.1. Desarrollo de un sistema de extraccion de aceites esenciales

Se construye cada uno de los elementos, para posteriormente ensamblar el sistema y realizar
las respectivas pruebas de funcionamiento del equipo. Se prueba el equipo con eucalipto,
ciprés y menta, donde se obtiene el volumen de aceite extraido en funcion de la materia
prima procesada. Para saber la calidad de los aceites extraidos se desarrolla la
caracterizacion (indice de refraccion, PH y densidad), se utilizaron 5kg de menta para la

extraccion. [21].

Se expone la relacion entre el volumen de aceite esencial extraido por el tiempo, de la cual
se anota lo siguiente: Existe un tiempo muerto de extraccion, alrededor de los 10 minutos
que corresponde al tiempo transcurrido desde la inyeccion del vapor hasta la aparicion del
primer condensado de aceite esencial. Se observa que la extraccion del aceite es rapida a
partir del tiempo muerto hasta los 60 minutos donde se extrae alrededor del 91.6% del total
12 mL de aceite esencial extraido, donde duro todo el proceso 90 minutos para la extraccion
del aceite esencial de menta. [21].

2.2.2. Hidrodestilacién de aceites esenciales: modelado y caracterizacion

Se procesaron las siguientes 5 plantas aromaticas, representativas de dos matrices herbaceas
conocidas: hojas y flores; en un equipo piloto, con diferentes flujos del vapor de agua y
diferentes porosidades del lecho vegetal. Obteniéndose exitosamente sus aceites esenciales
y caracterizandolos positivamente segln la normativa técnica vigente o a estudios previos
publicados, mediante GC/MS, refractometria y picnometria donde el rango promedio de la
densidad es de 1,0095 g/cm3 de los aceites esenciales de las plantas aromaticas extraidas por
hidrodestilacion [22].

Las plantas fueron: Lavandin stper (lavandula angustifolia M. x latifolia M.), con un
rendimiento de 1,36 £ 0,138% g/g, en base humeda (53% g/g H20), en 12 pruebas
experimentales, con una carga fija por prueba; usando sus flores y tallos parcialmente
cegados. Romero espafiol (rosmarinus officinalis L.): Con un rendimiento de 1,35 = 0,104%

0/g, en base himeda (22,5% g/g H20), en 9 pruebas experimentales [22].
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Diferentes cargas de planta y usando sus flores y hojas enteras. Mejorana de Espafia (thymus
mastichina L.): Con un rendimiento de 2,73 £ 0,10% g/g, en base himeda (11,5% g/g H20),
en 9 pruebas experimentales, diferentes cargas de planta; usando sus flores, hojas y tallos
enteros Hisopo espafiol (hyssopus officinalis L. ssp. aristatus (Godr.) Brig.): Con un
rendimiento de 1,63 + 0,20% g/g, en base humeda (11,3% g/g H20), en 8 pruebas
experimentales, con una carga fija (1 kg) por prueba; usando sus hojas, flores y tallos enteros.
Lavandin abrial (lavandula angustifolia L. x latifolia L.): Con un rendimiento de 2,73 £
0,10% g/g, en base humeda (11,5% g/g H20), en 9 pruebas experimentales, con diferentes
cargas de planta; usando sus flores y tallos enteros. Dos plantas adicionales fueron
procesadas y caracterizadas: hinojo dulce (foeniculum vulgare var. dulce) y siempreviva
(helichrysum stoechas). Sin embargo, nohan sido consideradas para su modelado

fenomenoldgico [22].

2.2.3. Aplicacion de los aceites esenciales Mentha spicata (hierbabuena) y
Matricaria chamomilla (manzanilla) en la inhibicion de hongos en

dos variedades de tomate

El efecto de los aceites esenciales de Mentha spicata (Hierbabuena) y Matricaria
chamomilla (Manzanilla), en la inhibicidn de hongos en dos variedades de tomate rifidn, con
el proposito de adicionar aceites esenciales como método de conservacion [23].

Se utilizaron muestras de la variedad de tomate rifién, consiguiendo pequefios ejemplares
para la siembra de hongos, en este caso se estudié: Fusarium sp., y Alternaria sp., para esto
se planted una investigacion en la que intervinieron 12 tratamientos y 2 repeticiones con
concentraciones de aceites esenciales de 100 pl, 200 ul y 400 pl. De lo cual se determing el

crecimiento radial y evaluacion del porcentaje de inhibicién de esporas. [23]

En la estimacion de los tratamientos para el crecimiento radial se encontré diferencia
significativa en el factor A (Variedad de tomate rifion) y en el factor B (Tipos de aceites
esenciales), siendo los mejores tratamientos para el factor A, al (Tomate chonto), y en factor
B bl (A.E de hierbabuena), mientras que en el factor C (Concentraciones de aceites
esenciales), no existid diferencia significativa, siendo el mejor tratamiento, cl

(Concentracion de aceite esencial 200 pl) [23].
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Con respecto a la evaluacion de inhibicion de crecimiento de esporas, existié diferencia
significativa entre los tres factores, siendo los mejores tratamientos en el factor A (Variedad
de tomate rifion), al (Tomate chonto), en el factor B (Tipos de aceites esenciales), bl (A.E

de hierbabuena) y en el factor C (Concentraciones de aceites esenciales) c2 (400 ul) [23].

2.2.4. Estandarizacion de mentha spicata |. medicamento herbario con

actividad antiespasmodica

Se utilizaron muestras de Mentha spicata L. de 2 procedencias, que fueron secadas de forma
natural y artificial, ademas, se determinaron los pardmetros de calidad: porcentaje de
materias organicas e inorganicas extrafias, hojas ennegrecidas, tallos, humedad, cenizas
totales, sustancias extractivas en agua y en alcohol al 30 % y aceite esencial. Los resultados
obtenidos se encontraron dentro de los rangos que se reportan para las drogas vegetales. Se
realiza un estudio macromorfol6gico y micromorfoldgico, asi como el tamizaje fitoquimico.
En la identificacion del componente mayoritario del aceite esencial se compararon los
resultados de la cromatografia en capa delgada y la cromatografia gaseosa. Al mismo tiempo
se realizé un estudio de conservacion de la droga en condiciones de humedad y temperatura
ambiental durante un afio. Se concluye que el tiempo 6ptimo de almacenamiento fue de 8

meses en frascos de vidrio y latas compuestas [24].

2.2.5. Efecto in vitro de aceites esenciales sobre Alternaria solani Sorauer

Este trabajo tuvo como objetivo determinar la actividad antifingica in vitro de diez aceites
esenciales sobre Alternaria solani Sorauer, importante patégeno de las solanaceas. Se evalud
el efecto por contacto directo y por exposicién a los vapores. Los bioensayos se realizaron
segun disefio completamente aleatorizado, se utiliz6 el método de discos de papel inoculados
con los aceites, enfrentados a discos del fitopatdgeno y se evalu6 el crecimiento radial del
hongo [25].

Todos los aceites, excepto Citrus sinensis (L.) Osbeck (naranjo dulce), inhibieron el
crecimiento micelial hasta los 7 dias. A los 14 dias se observd inhibicion total en los
tratamientos con los aceites de Pimpinella anisum L. (anis), Ocimum basilicum L. (albahaca
blanca), Ocimum basilicum L. variedad genovese (albahaca genovesa) y Piper
auritum Kunth (caisimén de anis) [25].
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Los metabolitos volatiles de los aceites no mostraron efecto fungicida; no obstante se
observa inhibicidn del crecimiento micelial de A. solani en los tratamientos con los extractos
de Ruta chalepensis L. (ruda) y Piper auritum. Los resultados abren nuevas perspectivas

para el control de este patdgeno [25].

2.2.6. Efectividad de aislamientos de trichoderma spp. en el control de la

fusariosis del tomate en condiciones in vitro e in vivo

La marchitez vascular, causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, es una
enfermedad que afecta la zona radical de plantas de tomate y avanza en forma sistémica.
En esta investigacion se evaluo la efectividad de Trichoderma spp. para el control de la
fusariosis tanto in vitro como in vivo. Se usaron diez aislamientos del género Trichoderma,
es decir, cuatro de T. harzianum (B2, C3, 19, J10), cuatro de T. koningii (D4, E5, G7, H8),
uno de T. longibrachiatum (A1) y uno de T. atroviride (F6). Asimismo, se utilizaron cinco
aislamientos del patdgeno colectados en plantaciones de tomate. Para la prueba in vitro se
colocaron los antagonistas y los patdgenos en cultivos duales en platos de Petri, bajo un
disefio completamente aleatorizado, y se evaluaron los porcentajes de inhibicion de
crecimiento y de esporulacion. La evaluacion in vivo se realizd con la aplicacion de los
aislamientos de Trichoderma spp. en plantas de tomate de la variedad Rio Grande infectadas
con F. oxysporum bajo condiciones de umbraculo. Se evalu6 la severidad de la enfermedad
usando un disefio completamente aleatorizado. Los aislamientos Al, 19, H8 y J10
presentaron los porcentajes mas altos de inhibicion del crecimiento de F. oxysporum
f. sp. lycopersici, mientras que los aislamientos 19 y J10 correspondientes ambos a la
especie Trichoderma harzianum fueron los que, en general, presentaron un mejor control al

considerar el conjunto de las pruebas in vitro e in vivo [26].

2.2.7. Inhibicion del crecimiento in vitro de Fusarium sp. aislado de chile

habanero (Capsicum chinensis) con hongos antagonistas

Las especies de Fusarium sp. son agentes causales de enfermedades flingicas que ocasionan
sintomas en raiz, tallo y hoja en diferentes cultivos, incluido chile. Los hongos antagonistas
como Trichoderma son una alternativa en el control de hongos fitopatdgenos, por lo que
se determin0 el porcentaje de inhibicion del crecimiento de Fusarium sp. aislado de chile

habanero (Capsicum chinensis Jacg.) por medio de hongos antagonistas [27].
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Para los ensayos se usaron dos cepas de coleccion Trichoderma harzianum denominada
Thitver y Trichoderma sp. cepa H2; tres cepas nativas (L2, P3 y P4), aisladas de muestras
de suelo del estado de Yucatan, México, identificadas como pertenecientes al género
Trichoderma; y la cepa nativa H3, identificada como perteneciente al género
Aspergillus. La evaluacion de actividad antagénica se realiz6 me- diante ensayo de
confrontaciéon dual en medio papa-dextrosa-agar (PDA). Todas la cepas de Trichoderma
inhibieron el crecimiento del hongo fitopatdgeno Fusarium sp. entre el 40 y el 82 %. Con
base al area de inhibicion del crecimiento, el antagonista Trichoderma sp. cepa H2 causo
significativamente mayor porcentaje de inhibicidn (82,2 %). Las cepas de Trichoderma
H2, P3'y P4 presentaron la capacidad de crecer sobre el patdgeno, lo que mostré un proceso

de parasitismo [27].

2.2.8. Efecto de cuatro aceites esenciales sobre Fusarium spp

En este trabajo se determing la actividad antifungica in vitro, de cuatro aceites esenciales,
sobre tres aislados de Fusarium spp. (F2 y F5 de Fusarium solani (Martius) Appel &
Wollenweber emend. Snyder & Hansen y F3 deFusarium redolens Wollenweber),

patdgenos en el cultivo del tomate (Solanum lycopersicum L.) en Cuba [28].

El bioensayo se realiz6 segun un disefio completamente aleatorizado y se utilizé el método
de discos de papel de filtro inoculados con los aceites, colocados en contacto directo con los
discos de los aislados de Fusarium. Se evalué el crecimiento radial de los hongos hasta las
96 horas [28]..

El aceite de Piper auritum Kunth (caisimon de anis) provocé total inhibicion en el
crecimiento de los aislados del fitopatdgeno; por su parte, el aceite de Piper
aduncum subsp. ossanum (C. DC.) Saralegui (platanilllo de Cuba) demostr6 poseer alto
poder fungistatico. El aceite de Melaleuca quinquenervia (Cav) S.T. Blake (melaleuca)
produjo poca inhibicion del crecimiento en los tres aislados, y el de Citrus sinensis L. Osbeck
(naranjo dulce) (a la concentracion evaluada) no inhibié ningun aislado, lo que limita el
posible uso de estos en la practica. El aceite de caisimén de anis, resulto ser el mas destacado,

se recomienda continuar investigando sus propiedades para el control de fitopatdgenos [28].

2.2.9. Evaluacion in vitro de la actividad fungistatica del aceite esencial de
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mandarina sobre el crecimiento de Penicillium sp

Los hongos Penicillium digitatum y P. italicum representan mundialmente la principal
pérdida econdmica para el sector citricola durante la etapa de poscosecha. El uso de
fungicidas es cada vez mas restringido debido a sus efectos carcinogénicos, teratogénicos,
alta residualidad, periodo largo de degradacion, contaminacion ambiental y aumento de la
resistencia por parte de los patdgenos, entre otros. Los compuestos antimicrobianos de
origen natural pueden ser una alternativa viable y segura para minimizar las pérdidas por
enfermedades que enfrenta el sector. En este trabajo se evalué y comparé in vitro la actividad
antifungica del aceite comercial de mandarina, timol y carvacrol, a concentraciones de 40 y
50 ppm, usando el método de difusion en agar y pruebas microbioldgicas. Todos los
compuestos y aceites evaluados presentaron un porcentaje de inhibicion entre 50 £ 100%,
para ambos hongos, siendo mayor la inhibicion en dosis de 50 ppm. Carvacrol present6
mayor actividad antifungica sobre ambos hongos. P. digitatum mostré mayor sensibilidad
que P. italicum al efecto de los aceites esenciales evaluados. El aceite esencial comercial de
mandarina puede ser una alternativa para el control de enfermedades poscosecha causadas

por Penicillium sp., en productos vegetales [29].
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CAPITULO III

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
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3.1. Localizacion

3.1.1. Ubicaciéon de toma de muestras

La materia prima (tomate) utilizada en esta investigacion, provenientes de la ciudad de
Latacunga expendido en el mercado de la ciudad de Quevedo, lavados y desinfectados con
hipoclorito de sodio durante varios minutos, donde se extrajo con un bisturi, el pericarpio
para tomar la muestra del mesocarpio y dispensarlas en PDA en cajas Petri, 24 °C por 7 dias
previamente ubicadas en la para la proliferacién de los hongos.

3.1.2. Ubicacion de los aceites esenciales

Para ésta investigacion se extrajo aceite esencial de Mentha Spicata L. en el laboratorio de
Biologia Molecular ubicado en la Universidad Tecnica Estatal de Quevedo. Ademas se
adquirid de los laboratorios ISABRUK BOTANIK S.A aceite esencial de Mentha Spicata
L., empresa ubicada en la ciudad de Ambato, y cuenta con plantas cultivadas organicamente

para la fabricacion de los aceites esenciales.

3.1.3. Ubicacion de la investigacion

Se investigd en los Laboratorios de Microbiologia, Biologia Molecular y Cultivo de Tejidos
situados en la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, los que cuentan con equipos,

reactivos y materiales disponibles para la fase experimental de la investigacion.

3.1.3.1. Ubicacion Geografica del Canton Quevedo

Ubicacion Geografica

Altitud: 76 msnm
Longitud: -79.469305

Latitud: -1.012227
T° media: 26°C

Fuente: GoogleMaps.com
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3.2. Tipo de investigacion

Es considerada esta investigacion de tipo experimental, por lo que se realizé la investigacion
sobre determinacion de la concentracion Optima de aceite esencial Mentha spicata L.
(hierbabuena) en la inhibicion del Fusarium sp y Alternaria sp presente en dos variedades
de Lycopersicon esculentum M. (tomate) en Quevedo, donde se pretende dar una alternativa
de solucion viable y factible que ayude al productor a maximizar sus ingresos, mejorando la
calidad del producto o fruto por medio del uso de aceites esenciales como métodos

conservantes en el manejo de la poscosecha.

3.3. Métodos de investigacion

3.3.1. Método experimental

Se aplico el método experimental para comprobar los efectos de una intervencion especifica
de los factores de estudio, este método ubica al investigador como pieza fundamental para
esta investigacion ya que el que efectla el analisis estadistico se realiz6 mediante el
programa Statgraphics e infostat.

3.3.2. Método deductivo — inductivo

Los resultados obtuvimos del disefio experimental A*B*C vy se estableci6 la concentracion
Optima de aceite esencial Mentha spicata L. en la inhibicién del Fusarium sp y Alternaria
sp presente en dos variedades de Lycopersicon esculentum M. en Quevedo. Donde se pudo

concluir sobre las afirmaciones o negaciones de las hipotesis planteadas.
3.3.3. Método analitico.

Se analizaron todas sus partes para estudiar en forma intensiva cada uno de sus elementos,
asi como las relaciones entre si, a todos los resultados obtenidos de la concentracion 6ptima
de aceite esencial Mentha spicata L. en la inhibicion del Fusarium sp y Alternaria sp

presente en dos variedades de Lycopersicon esculentum M. en Quevedo.
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3.4. Fuentes de recopilaciéon de informacion.

En el presente estudio se fundamenta en la basqueda de la investigacion cientifica en: libros,
articulos cientificos, informacién electrénica con el fin de aportar con base cientifica y

respaldar este proyecto de investigacion con las respectivas bibliografias.

3.5. Disefio de la investigacion

3.5.1. Disefio estadistico de la investigacion

Factores de estudio

Se evalu6 dentro de la investigacion 3 factores de estudios en los que concierne al tema se

determinan los siguientes:

e Factor A: 2 (aceites esenciales)
e Factor B: 3 (concentraciones)

e Factor C: 2 (hongos fitopatdgenos)

Lo que corresponde a 12 tratamientos, con 3 repeticiones da un total de 36 tratamientos en

la investigacion.

Cuadro 1. Factores de estudios para la inhibicion de hongos en Lycopersicon
esculentum M. (tomate) que intervienen en el efecto del aceite esencial de

Mentha spicata L

FACTORES DE ESTUDIO SIMBOLOGIA DESCRIPCION
Factor A: Aceites Esenciales ao A.E Laboratério
a1 A.E Comercial
Factor B: Concentraciones bo 0,5%
b1 15%
b2 2,5 %
Factor C: Hongos Fitopatogenos Co Fusarium sp
C1 Alternaria sp

Elaborado por: Mendoza A. 2016
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3.6. Instrumentos de investigacion

En la actual investigacion se analiza la actividad antifangica para implantar cuél sera el

principal tratamiento con mejores caracteristicas, ya que los datos de cada uno de los

tratamientos fueron ingresados en un programa estadistico como es el Statgraphics que

permite conocer si es que existe 0 no diferencia significativa entre cada uno de los factores

estudiados.

3.7. Tratamiento de los datos

Cuadro 2. Combinacidén de los tratamientos propuestos para la inhibicion de hongos

en Lycopersicon esculentum M. (tomate)

TRATAMIENTOS SIMBOLOGIA

DESCRIPCION

T1 aoboCo
T2 aob1Co
T3 aob2Co
T4 a1boCo
T5 aibiCo
T6 a1b2Co
T7 aoboC1
T8 aoh1Cy
T9 aob2C1
T10 a1boCy
T11 aibiC1
T12 aibaC1

A.E Comercial + 0,5%+ Fusarium sp
A.E Comercial + 1,5%+ Fusarium sp
A.E Comercial + 2,5%+ Fusarium sp
A.E Laboratorio + 0,5%+ Fusarium sp
A.E Laboratorio + 1,5%+ Fusarium sp
A.E Laboratorio + 2,5%+ Fusarium sp
A.E Comercial + 0,5%+ Alternaria sp
A.E Comercial + 1,5%+Alternaria sp
A.E Comercial + 2,5%+ Alternaria sp
A.E Laboratorio + 0,5%+Alternaria sp
A.E Laboratorio + 1,5%+ Alternaria sp
A.E Laboratorio + 2,5%+Alternaria sp

Elaborado por: Mendoza A. 2016

3.8. Recursos humanos y materiales

3.8.1. Extraccioén de aceite esencial

Cuadro 3. Extraccion de aceite esencial de mentha spicata

MATERIALES EQUIPOS

REACTIVOS

e Hojas de Mentha

. e Hidrodestilador
spicata L.

Agua destilada

Elaborado por: Mendoza A. 2016

29



3.8.2. Preparacion del medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA)

Cuadro 4. Preparacion del medio del cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA)

MATERIALES EQUIPOS REACTIVOS

e Matraz de e Autoclave e PDA

Erlenmeyer
e Tubos de ensayo e Refrigerador e Sulfato de
e Varilla e Microondas Estreptomicina “GM”
e Cajas Petri e Balanza

desechables
e Espétula
e Algodon
[ ]

Papel aluminio
Marcador indeleble

Elaborado por: Mendoza A. 2016

3.8.3. Inhibicidén con los aceites esencial

Cuadro 5. Inhibicién con los aceites esenciales

MATERIALES EQUIPOS REACTIVOS
Cajas Petri de vidrio e Céamara de flujo laminar PDA
Asa de siembra e Incubadora Tween 20

Marcador indelible
Pipetas pasteur
Algodon

Cinta parafilm
Bisturi

Mechero

Micro pipetas
Puntas estériles

A.E Manzanilla

[
[ ]
e Alcohol
[ ]
e A.E Hierbabuena

Elaborado por: Mendoza A. 2016

3.8.4. Control de crecimiento radial

Cuadro 6. Control del crecimiento radial

MATERIALES EQUIPOS REACTIVOS
e Atomizador e Contador de colonia e Alcohol
e Algodon e Incubadora

Marcador indelible

Elaborado por: Mendoza A. 2016
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3.8.5. Control de porcentaje de esporas

Cuadro 7. Control de porcentaje de esporas

MATERIALES EQUIPOS REACTIVOS
e Microtubos eppendorf e Contado de Neubauer e Tween 20
e Probeta de 10 mi e Agitador Vortex e Agua destilada
e Marcador indeleble e Microscopio e Alcohol
e Pipetas pasteur
e Gasa estéril
e Mechero
e Micro pipetas

Puntas estériles
e Vaso de precipitacion

Elaborado por: Mendoza A. 2016

3.9. Manejo especifico del experimento

3.9.1. Determinacion del rendimiento

El rendimiento de aceite esencial se determind mediante la expresion:

p=ML 100%
= —X
M2 0

Donde:

M1: masa final de aceite esencial.
M2: masa inicial de follaje
100 = factor matematico.

3.9.2. Descripcién de la extraccion de aceite esencial de Mentha spicata L

por hidrodestilacion

e Recepcion: Se deben garantizar que las condiciones de transporte, no afectan las

caracteristicas fisicoquimicas de Mentha spicata L.

e Pretratamiento de la materia prima (limpieza): La limpieza la hoja Mentha

spicata L. consiste en separar materiales como polvo, raices tallo y otros.



3.9.3.

Deshidratacion: En el caso de material fresco, es necesario realizar un tratamiento
de deshidratacién previo hasta alcanzar un porcentaje de humedad 6ptimo.
Reduccion de tamafio: Como el vapor de agua penetra en los tejidos del material
vegetal y vaporiza la mayoria de las sustancias volatiles, para asegurar una mayor
superficie de contacto y exposicion de las glandulas de aceite, se requiere picar y/o
moler los vegetales segln su consistencia.

Extraccion hidrodestilacion: Se carga el material vegetal a procesar. De esta etapa
se obtiene como subproducto agua aromatica del proceso.

Condensacién: Al vapor generado en la cdmara de extraccion, el cual contiene vapor
de agua y aceite esencial, se le acondiciona mediante el cambio de fase para iniciar
asi un proceso de separacion.

Separacion del aceite: La mayor parte de los componentes de los aceites esenciales
son volatiles y relativamente inmiscibles en el agua, caracteristica ésta que permite
su separacion de la mezcla del destilado. En esta etapa del proceso se obtiene el
Aceite Esencial como producto principal y un hidrolato al que se le considera un
subproducto.

Envasado y Almacenamiento: Se deben seguir los lineamientos de las buenas

practicas de manufactura para recursos naturales vegetales (BPMRNV).

Descripcion de la inhibicion de hongos en Lycopersicon esculentum
M. (tomate)

Solucion de agar: Se pesaron 39g de PDA (Potato Dextrosa Agar), en un litro de
agua destilada, de lo cual se disuelve poco a poco el PDA (Potato Dextrosa Agar) en
el agua procurando que no queden grumos, adicionando Sulfato de
Estreptomicina”GM” con alcohol como antibidtico al .5% y diluyéndolo durante
varios minutos en el microondas y dejandolo enfriar.

PDA esterilizado: Se distribuy6 en varios envases de vidrio para una mejor
manipulacion y distribucion para llevarlo a esterilizar en la autoclave durante tres

horas, luego de estar esterilizado se almacena en refrigeracion para su conservacion.
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Lavado y desinfectado del Lycopersicon esculentum M: La materia prima se
desinfecto6 con hipo clorito de sodio al 0.1% durante dos minutos y lavando tres veces
con agua destilada estéril para retirar residuos del NaClO, secando el tomate con
papel toalla estéril.

Camara de flujo laminar esterelizada: La camara de flujo laminar se desinfect6
con alcohol y algodon antes y después de su uso para evitar cualquier tipo de
contaminacion al momento de trabajar en ella.

Cajas Petri Dispensadas con PDA: Se colocaron las cajas Petri esterilizadas en la
camara de flujo laminar dispensadas en cada una de ellas 10 ml de PDA, donde se
dejo6 solidificar la solucion por varios minutos.

Extraccion del epicarpio del tomate: Se escogio la zona del tomate afectada por
alguna enfermedad causada por hongo para retirar su epicarpio, con un bisturi, se le
hicieron pequefios cortes para colocarlos en las cajas con la solucion ya solidificada
y con una pinza se ubicaron cinco pedazos pequefios por caja sellandolas con cinta

parafilm y rotulando.

Incubacién de los hongos: Las piezas de tomate, se almacenaron en la incubadora
a 25°C durante siete dias, teniendo un control diario, verificando el desarrollo de los
hongos.

Identificacidn y repique de los hongos en tubos de ensayo: Una vez obtenido el
desarrollo de los hongos se repicaron en tubos de ensayo con solucion de PDA con
finalidad de tener un previo aislamiento y desarrollo de los hongos, almacenandolos
en la incubadora a 25°C por varios dias, luego se tomaron pequefias muestras de los
hongos que fueron identificados en el microscopio.

Aislamiento de los hongos: Identificados los hongos, se tomaron muestras de los
tubos de ensayo, que se colocaron en cajas Petri con PDA para un mejor desarrollo,
almacenéndolos en la incubadora a 25°C.

Dispensacion de la concentracién de aceite esencial en PDA: Desarrollados los
hongos, se prepararon las cajas Petri previamente esterilizadas, donde se colocaron
las diferentes concentraciones de los aceites esenciales adjuntando el PDA y tween
20, mezclandolos suavemente hasta tener una solucién homogénea, con pipetas
pasteur se hicieron pequefios circulos en el area del hongo para ser colocados en las
cajas petri, se sellaron las cajas con cinta parafilm y se las rotul6 segun los respectivos

tratamientos.
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e Evaluacion del crecimiento radial de los hongos: Se tomaron mediciones del
hongo sembrado durante siete dias observando si existié o no la inhibicién de los

aceites esenciales en Fusarium sp. y Alternaria sp.

Crecimiento micelial testigo — Crecimiento micelial tratamiento
k
Crecimiento micelial testigo

100

% de Inhibicion =

e Evaluacion del porcentaje de esporas: Se tomaron muestras de las cajas preti
adicionadas con agua estéril, colocando el liquido en microtubos eppendorff,
agitadas en un vortex, para luego contar las esporas en el contador de Neubauer

donde fueron observadas mediante el microscopio.

Numero de esporas testigo — Numero de esporas tratamiento
Numero de esporas testigo

* 100

% de Inhibicion =
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RESULTADOS Y DISCUSION
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41. RESULTADOS

4.1.1. Extraccion de aceites esencial de hoja Mentha spicata L.

(hierbabuena) por hidrodestilacion en el laboratorio

A partir de la hoja Mentha Spicata L. donde se utiliz6 5009 se logré la extraccion empleando
el método de hidrodestilacion, una vez en ebullicion durante 3 a 4 horas se logra obtener 1,2
mL de aceite esencial de un color incoloro o ligeramente amarillo claro con un aroma célido,
que recuerda a la menta, pero es mas dulce. Verificando una Densidad por el método del

picnometro de 0,8731 g/mL. Con un rendimiento de 0,209544 % de extraccién total.

4.1.2. Potencial antifungico del aceite esencial Mentha spicata L.
(hierbabuena) sobre los hongos Fusarium sp y Alternaria sp aislados

del en Lycopersicon esculentum M. (tomate)

Inhibicion del crecimiento radial de Fusarium sp durante 48 horas, 96 horas y 168

horas de medicién

El potencial antifungico del aceite esencial extraido por hidrodestilacién de hojas Mentha
spicata L. en las primeras 48 horas de medicion del crecimiento radial es 100% de inhibicién
en todas concentraciones al 0,5 %; 1,5 % y 2,5 % sobre el fusarium sp. El aceite esencial
adquirido en el laboratorio de Isabruk Botanic obtuvo el mismo porcentaje de actividad

antifungica de crecimiento radial con un 100% de inhibicién.

En las 96 horas la actividad antifangica del aceite esencial extraido de hojas de Mentha
Spicata no mostro diferencia con un 100% de inhibicion al igual que el aceite esencial

adquirido en el laboratorio de Isabruk Botanic.

Los resultados finales a las 168 horas presentan un porcentaje de inhibicion del crecimiento
radial de 100% en concentraciones al 0,5 %, 1,5 %, y 2,5 %. Por ultimo, para el aceite
esencial comercial se evidencio una actividad antifangica del crecimiento radial de 100% en

sus tres concentraciones como se aprecia en el Cuadro 8
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Fusarium sp

Testigos

Concentraciones

Fig. 2 Inhibicion del crecimiento radial de Fusarium sp. A). Testigos 1 y 2 en crecimiento
radial por 7 dias de medicién. B). Concentraciones al 0,5%; 1,5% y 2,5% de aceite esencial

de Mentha spicata L con un porcentaje de 100% de inhibicion.

Cuadro 8 Resultados porcentuales obtenidos de las medias de Inhibicion del

Crecimiento Radial de Fusarium sp

% de Inhibicion Crecimiento Radial para el Testigo

Descripcion 48 h 96 h 168 h
AE Laboratorio + 0,5 % + Fusarium sp 100 100 100
AE Laboratorio + 1,5 % + Fusarium sp 100 100 100
AE Laboratorio + 2,5% + Fusarium sp 100 100 100
AE Comercial + 0,5 % + Fusarium sp 100 100 100
AE Comercial + 1,5 % + Fusarium sp 100 100 100
AE Comercial + 2,5 % + Fusarium sp 100 100 100

Testigo (Fusarium sp) 0 0 0

Elaborado por: Mendoza A. 2016
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Inhibicién de germinacion de esporas del Fusarium sp, posterior a las 168 horas

El aceite esencial de Mentha spicata L, extraido por hidrodestilacion de hojas en el
laboratorio tanto como el aceite esencial del laboratorio de Isabruk Botanic de inhibio la
germinacion de Esporas, obteniendo un porcentaje del 100% en sus distintas concentraciones

al 0,5 %, 1,5 %, y 2,5 %. Mientras que el control obtuvo un 0% de inhibicion, Cuadro 9.

Fusarium sp

R | [
e 1
Testigo .-.hl A

Inhibicion

Fig. 3 Inhibicidn de germinacién de esporas del Fusarium sp. A). Esporas de control testigo

(fusarium sp). B). Inhibicién de esporas con un porcentaje de 100%

Cuadro9 Resultados porcentuales obtenidos de las medias de inhibicion de

germinacion de esporas de Fusarium sp.

Descripcion % de Inhibicion de Esporas
AE Laboratorio + 0,5 % + Fusarium sp 100
AE Laboratorio + 1,5 % + Fusarium sp 100
AE Laboratorio + 2,5% + Fusarium sp 100
AE Comercial + 0,5 % + Fusarium sp 100
AE Comercial + 1,5 % + Fusarium sp 100
AE Comercial + 2,5 % + Fusarium sp 100
Testigo (Fusarium sp) 0

Elaborado por: Mendoza A. 2016
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Inhibicién del crecimiento radial de Alternaria sp durante 48 horas, 96 horas y 168

horas de medicion

El potencial antifungico del aceite esencial extraido por hidrodestilacién de hojas Mentha
spicata L. en las 48 horas de medicion del crecimiento radial es 100% de inhibicion en todas
concentraciones al 0,5 %; 1,5 %y 2,5 % sobre el Alternaria sp del Lycopersicon esculentum
M. (tomate). El aceite esencial comercial obtuvo un porcentaje de actividad antifangica de

crecimiento radial con un 100% de inhibicién.

La actividad antifungica del aceite esencial extraido de hojas de Mentha Spicata en las 96
horas no mostrd diferencia con un 100% de inhibicién al igual que el aceite esencial

adquirido en el laboratorio de Isabruk Botanic.

En las 168 horas los resultados finales el aceite esencial extraido presenta un porcentaje de
inhibicidn del crecimiento radial de 100% en concentraciones al 0,5 %, 1,5 %, y 2,5 %. Por
altimo, para el aceite esencial comercial se evidencio una actividad antifingica del
crecimiento radial de 100% en sus tres concentraciones como podemos observar en el
Cuadro 10.

Alternaria sp

Testigos

Concentraciones
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Fig. 4 Inhibicion del crecimiento radial de Alternaria sp. A). Testigos 1y 2 en crecimiento

radial por 7 dias de medicién. B). Concentraciones al 0,5%; 1,5% y 2,5% de aceite esencial

de Mentha spicata L con un porcentaje de 100% de inhibicién.

Cuadro 10 Resultados porcentuales obtenidos de las medias de inhibicion del

crecimiento radial de Alternaria sp

% de Inhibicion Crecimiento Radial para el Testigo

Descripcion

48 h 96 h 168 h
AE Laboratorio + 0,5% + Alternaria sp 100 100 100
AE Laboratorio + 1,5% + Alternaria sp 100 100 100
AE Laboratorio + 2,5 % + Alternaria sp 100 100 100
AE Comercial + 0,5% + Alternaria sp 100 100 100
AE Comercial + 1,5 % + Alternaria sp 100 100 100
AE Comercial + 2,5 % + Alternaria sp 100 100 100

Testigo (Alternaria sp) 0 0 0

Elaborado por: Mendoza A. 2016

Inhibicién de germinacién de esporas del Alternaria sp, posterior a las 168 horas

El aceite esencial de Mentha spicata L, extraido por hidrodestilacion de hojas en el

laboratorio tanto como el aceite esencial del laboratorio de Isabruk Botanic de inhibio la

germinacién de Esporas del Alternaria sp, obteniendo un porcentaje del 100% en sus

distintas concentraciones al 0,5 %, 1,5 %, y 2,5 %. Mientras que el control obtuvo un 0%

de inhibicion, Cuadro 11.
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Alternaria sp

¥

Testigo

Inhibicion

Fig. 3 Inhibicion de germinacion de esporas del Alternaria sp. A). Esporas de control testigo
(Alternaria sp). B). Inhibicion de esporas con un porcentaje de 100%

Cuadro 11 Resultados porcentuales obtenidos de las medias de inhibicién de

germinacion de esporas de Alternaria sp.

Descripcion % de Inhibicion de Esporas
AE Laboratorio + 0,5% + Alternaria sp 100
AE Laboratorio + 1,5% + Alternaria sp 100
AE Laboratorio + 2,5 % + Alternaria sp 100
AE Comercial + 0,5% + Alternaria sp 100
AE Comercial + 1,5 % + Alternaria sp 100
AE Comercial + 2,5 % + Alternaria sp 100
Testigo (Alternaria sp) 0

Elaborado por: Mendoza A. 2016
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4.2. DISCUSIONES

4.2.1. Extraccidbn de aceites esencial de hoja Mentha spicata L.

(hierbabuena) por hidrodestilacion en el laboratorio

La extraccion por hidrodestilacion a partir 500g materia prima la hoja Mentha Spicata L. se
evidencia un total 1,2 mL aceite esencial, donde se asemejan con los resultados obtenidos
que segun [21] en el desarrollo de un sistema de extraccion de aceites esenciales donde se
utilizé 5 kg de menta a partir del tiempo muerto, hasta los 90 minutos donde se extrae

alrededor del 91.6% del total obteniendo 12mL de aceite esencial extraido.

Los resultados a la densidad del aceite esencial de Mentha spicata L obtenido por el
picnémetro fue de 0,8731 g/mL, aceite esencial con similar respuesta fue logrado por [22]
su densidad relativa (0,8924 + 0,0021) fue medida por picnometria en la hidrodestilacién de
aceite esencial de 5 plantas aromaticas. El rendimiento de aceite esencial de Mentha spicata
L de 0,209544 % se encuentra entre los rangos establecidos por [22] usando sus flores, hojas
y tallos enteros. Hisopo espariol (hyssopus officinalis L. ssp. aristatus (Godr.) Brig.): Con
un rendimiento de 1,63 + 0,20% g/g.

4.2.2. Potencial antifungico del aceite esencial Mentha spicata L.
(hierbabuena) sobre los hongos Fusarium sp y Alternaria sp aislados

del Lycopersicon esculentum M. (tomate)

Segun los resultados del potencial antifingico en crecimiento radial del Fusarium sp y
Alternaria sp, el aceite esencial Mentha spicata L. (hierbabuena) presenté un valor alto en
inhibicion para los dos patdégenos del00%. Por la aplicacion de aceites esenciales se
verificando un alto efectivo inhibitorio con una Mic de 0,5 %, 1,5% y 2,5% para los dos
hongos antes descrito. Resultados similares fueron obtenidos por [23] ella demostré que la
aplicacion de los aceites esenciales Mentha spicata (hierbabuena) y Matricaria chamomilla
(manzanilla) en la inhibicion de hongos en dos variedades de tomate el aceite esencial de
hierbabuena presentd el valor més alto de 100%, el mismo que se encuentra dentro del rango

segun [25].
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En la investigacion segun [27], de Inhibicidn del crecimiento in vitro de Fusarium sp. aislado
de chile habanero (Capsicum chinensis) con hongos antagonistas los testigo usados estan en

los rangos establecidos por los investigadores.

Las esporas es el mecanismo de propagacion del hongo para poder colonizar la planta
huésped, al inhibir la germinacion de las esporas estamos desarrollando un efecto para
combatir de forma efectiva el avance de la enfermedad. El aceite esencial, en la pared celular
del hongo estaria causando lisis. Impidiendo que el hongo alcance su ciclo reproductivo para
su propagacion. Esto se corrobora segun los resultados del germinacion de Esporas del
Fusarium sp y Alternaria sp, el aceite esencial Mentha spicata L. (hierbabuena) presento6
un valor alto en potencial antifangico para los dos hongos de 100% con aplicacién del aceite
esencial a 0,5%, %, 1,5% y 2,5%. Esto se corrobora con [23] en los resultados de inhibicion
de esporas el A.E Hierbabuena le dio un porcentaje 99,78% de inhibicion. En la
investigacion segun [27], de Inhibicion del crecimiento in vitro de Fusarium sp. aislado de
chile habanero (Capsicum chinensis) con hongos antagonistas los testigo usados estan en los

rangos establecidos por los investigadores.

4.2.3. Comparar el efecto antifungico de los aceites esenciales Mentha
spicata L. (hierbabuena) del aceite esencial extraido en el laboratorio

con el AE comercial

Segun los resultados de la comparacion del efecto antifungico de los aceites esenciales
Mentha spicata L. (hierbabuena) del aceite esencial extraido en el laboratorio con el AE
adquirido en el laboratorio de Isabruk Botanic, el crecimiento radial y esporas del Fusarium
sp y Alternaria sp, el aceite esencial Mentha spicata L. (hierbabuena) presento un valor alto
en porcentaje de inhibicion para los dos tipos de aceites esenciales con un 100% AE.
Laboratorio y 100% AE. Comercial, en la investigacion segin [29] Evaluacion in vitro de la
actividad fungistatica del aceite esencial de mandarina sobre el crecimiento de Penicillium
sp, son valores aceptables donde todos los compuestos y aceites evaluados presentaron un
porcentaje de inhibicion entre 50 + 100%, ya que los aceites esenciales pueden ser utilizados
sobre en cualquier alimento 0 materia prima y son considerados como substancias seguras
para el consumo humano o animal. También en la investigacion segun [23] presento un valor

de 100% de inhibicidn utilizando un aceite comercial de Mentha spicata L. (hierbabuena).
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4.2.4. Concentracion inhibitoria del aceite esencial Mentha spicata L.
(hierbabuena) en la inhibicibn de los hongos Fusarium sp y

Alternaria sp

En lo que respecta a las concentraciones de aceites esenciales en crecimiento radial y esporas
presentO valores altos con un porcentaje de 100% para la inhibicion del Fusarium sp y
Alternaria sp en las 3 concentraciones co 0,5%; c1 1,5% y c2 2,5%, valores aceptables de
concentraciones en la accion anti fangica de los aceites esenciales inhibieron los hongos,
segun [27] en la investigacion del crecimiento in vitro de Fusarium sp. aislado de chile
habanero (Capsicum chinensis) la base de area de inhibicién del crecimiento, el
antagonista Trichoderma sp. cepa H2 causé significativamente mayor porcentaje de
inhibicion (82,2 %). Segln [23] en la aplicacion de los aceites esenciales Mentha spicata
(hierbabuena) y Matricaria chamomilla (manzanilla) en la inhibicion de hongos en dos
variedades de tomate en sus concentraciones co (100 pL), c1 (200 pL), c2 (400 pL); la
Mentha spicata L. (hierbabuena) en la germinacion de esporas fue de ¢ (93,08) (400 ul)
siendo el de mas alto porcentaje puede ser usada como medicamento por su confiabilidad en
el potencial de inhibicion segun los investigadores [24]

4.2.5. Tratamiento de la hipotesis

La concentracion al 0,5 % de aceite esencial de Mentha spicata L., si inhibe a los hongos

Fusarium sp y Alternaria sp aislados del en Lycopersicon esculentum M. (tomate).

Por lo tanto; la hipdtesis presentada se aprueba seguin los resultados obtenidos en la
determinacion de la concentracion inhibitoria dando un porcentaje al 100% de inhibicién de

los hongos Fusarium sp y Alternaria sp en esta investigacion.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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5.1.

5.2.

Conclusiones

Para disponer del requerimiento para el estudio de 6 mL de aceite esencial Mentha
spicata L. se realizaron 5 hidridestilaciones, obteniendo de cada una 1,2 mL de 500g
de hojas.

El potencial antifingico del aceite esencial Mentha spicata L. (hierbabuena) es
excelente inhibidor de hongos Fusarium sp y Alternaria sp aislados del
Lycopersicon esculentum M. (tomate)

La comparacion del aceite esencial extraido en el laboratorio con el AE comercial de
Mentha spicata L. (hierbabuena) para efecto antifungico no mostro diferencia entre
estos aceites.

Las tres concentraciones inhibitoria estudiadas (0,5%; 1,5% y 2,5%) de aceite
esencial Mentha spicata L. (hierbabuena) inhiben al 100% a los hongos Fusarium

sp y Alternaria sp. aislados de Lycopersicon esculentum M. (tomate).

Recomendaciones

Implementar equipos de planta piloto para la extraccion de aceites esenciales en la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo.

En lo que respecta al potencial antifingico se recomienda el aceite esencial Mentha
Spicata L. (hierbabuena) es excelente inhibidor de hongos Fusarium sp y Alternaria
sp aislados del Lycopersicon esculentum M. (tomate)

En lo concerniente a la comparacion el efecto se recomienda utilizar el aceite esencial
Mentha spicata L. (hierbabuena) extraido en el laboratorio y el AE comercial ya que
tienen la misma inhibicion fungica.

La concentracién inhibitoria al 0,5% de aceite esencial Mentha spicata L. se
recomienda aplicarla para inhibir a Fusarium sp y Alternaria sp. por lo que no se
encontré diferencia con las deméas concentraciones mayores; recomendamos una

nueva investigacion con menores concentraciones para una mayor exactitud.
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ANEXO 1. Diagrama de bloques para la determinacion de la concentracion 6ptima de
aceite esencial Mentha spicata L. (hierbabuena) en la inhibicién de los hongos Fusarium
sp Y Alternaria sp presente en dos variedades de Lycopersicon esculentum M. (tomate).
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ANEXO 2. Total en % de Inhibicion del Crecimiento Radial en el potencial antifingico del Fusarium sp.

., . % de Inhibicién Crecimiento Radial para el Testigo
Descripcion Tratamientos | REPETICIONES 23 h % h 168 h
Fusarium sp + AE Laboratorio + 0,5 % T1 1 100 100 100
T1.1 2 100 100 100
T1.2 3 100 100 100
Fusarium sp + AE Laboratorio + 1,5 % T2 1 100 100 100
T2.1 2 100 100 100
T2.2 3 100 100 100
Fusarium sp + AE Laboratorio + 2,5% T3 1 100 100 100
T3.1 2 100 100 100
T3.2 3 100 100 100
Fusarium sp + AE Comercial + 0,5 % T4 1 100 100 100
T4.1 2 100 100 100
T4.2 3 100 100 100
Fusarium sp + AE Comercial + 1,5 % T5 1 100 100 100
T5.1 2 100 100 100
T5.2 3 100 100 100
Fusarium sp + AE Comercial + 2,5 % T6 1 100 100 100
T6.1 2 100 100 100
T6.2 3 100 100 100
Testigo (Fusarium sp) Test1F 1 0 0 0

Elaborado por: Mendoza A. 2016
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ANEXO 3. Total en % de Inhibicion del Crecimiento Radial en el potencial antifungico del Alentaria sp

% de Inhibicion Crecimiento Radial para el Testigo

Descripcidn Tratamientos | REPETICIONES
48 h 96 h 168 h

Alternaria sp + AE Laboratorio + 0,5% T1 1 100 100 100
T11 2 100 100 100

T1.2 3 100 100 100

Alternaria sp + AE Laboratorio + 1,5 % T2 1 100 100 100
T21 2 100 100 100

T22 3 100 100 100

Alternaria sp + AE Laboratorio + 2,5 % T3 1 100 100 100
T3.1 2 100 100 100

T3.2 3 100 100 100

Alternaria sp + AE Comercial + 0,5% T4 1 100 100 100

T4.1 2 100 100 100

T4.2 3 100 100 100

Alternaria sp + AE Comercial + 1,5 % 15 1 100 100 100

T5.1 2 100 100 100

T5.2 3 100 100 100

Alternaria sp + AE Comercial + 2,5 % T6 1 100 100 100

T6.1 2 100 100 100

T6.2 3 100 100 100

Testigo (Alternaria sp) Test 1R 1 0 0 0

Elaborado por: Mendoza A. 2016
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ANEXO 4. Evaluacion total de los tratamientos en el porcentaje de inhibicion de esporas del Fusarium sp

Descripcién Tratamientos REPETICIONES % de Inhib. de Esp
Fusarium sp + AE Laboratorio + 0,5 % T1 1 100
T11 2 100
T1.2 3 100
Fusarium sp + AE Laboratorio + 1,5 % T2 1 100
T2.1 2 100
T22 3 100
Fusarium sp + AE Laboratorio + 2,5% T3 1 100
T3.1 2 100
T3.2 3 100
Fusarium sp + AE Comercial + 0,5 % T4 1 100
T4.1 2 100
T4.2 3 100
Fusarium sp + AE Comercial + 1,5 % T5 1 100
T5.1 2 100
T5.2 3 100
Fusarium sp + AE Comercial + 2,5 % T6 1 100
T6.1 2 100
T6.2 3 100
Testigo (Fusarium sp) Test F 1 0

Elaborado por: Mendoza A. 2016
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ANEXO 5. Evaluacion total de los tratamientos en el porcentaje de inhibicion de esporas del Alternaria sp

Descripcién Tratamientos REPETICIONES % de Inhib. de Esp

Alternaria sp + AE Laboratorio + 0,5% T1 1 100
T11 2 100

T1.2 3 100

Alternaria sp + AE Laboratorio + 1,5 % T2 1 100
T2.1 2 100

T22 3 100

Alternaria sp + AE Laboratorio + 2,5 % T3 1 100
T3.1 2 100

T3.2 3 100

Alternaria sp + AE Comercial + 0,5% T4 1 100

T4.1 2 100

T4.2 3 100

Alternaria sp + AE Comercial + 1,5 % T5 1 100

T5.1 2 100

T5.2 3 100

Alternaria sp + AE Comercial + 2,5 % T6 1 100

T6.1 2 100

T6.2 3 100

Testigo (Alternaria sp) Test 1R 1 0

Elaborado por: Mendoza A. 2016
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ANEXO 6. Fotos de la fase experimental
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CRECIMIETO RADIAL DE LOS HONGOS FUSARIUM SP.

Testigos de Fusarium sp., con los tratamiento de 0,5%; 1,5% y 2,5% de aceite

esencial de Hierbabuena

Elaborado por: Mendoza A. 2016
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CRECIMIETO RADIAL DE LOS HONGOS ALTERNARIA SP.
= —— . ‘%

Testigos de Alternaria sp., con los tratamiento de 0,5%; 1,5% y 2,5% de aceite
esencial de Hierbabuena

Elaborado por: Mendoza A. 2016

CONTEO DE ESPORAS

Neubauef
improved
bright-line

Contador de Neubauer Conteo de esporas Esporas

Elaborado por: Mendoza A. 2016

61



ANEXO 7. Técnica de laboratorio para crecimiento radial

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

| b
TECNICA PARA EL CRECIMIENTO
RADIAL

« OBJETIVO

- Determinar el crecimiento radial de los hongos durante siete dias

e INSTRUMENTAL

- Contador de colonia
- Marcador indeleble

- Incubadora

Nota: Todos los procedimientos se deben ejecutar dentro de la cdAmara de flujo laminar;
ademas, deben cumplirse todas las condiciones de asepsia y esterilidad que se exigen
en un laboratorio. En otras palabras, se aplican siempre las buenas practicas

microbioldgicas (BPM).

e PROCEDIMIENTO

- Paso 1: Desinfectar las manos y el area de trabajo.

- Paso 2: Colocar el contador de colonia en un lugar amplio y estéril.

- Paso 3: Colocar las cajas en el contador de colonia y verificar su crecimiento
sefialando con un marcador.

- Paso 4: Se aplica la férmula correspondiente para verificar el porcentaje de
inhibicion.
T-Tr/T*100
Donde:
T = Testigo

Tr = Tratamiento
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ANEXO 8. Técnica de laboratorio para crecimiento de esporas

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

e
TECNICA PARA CONTAR ESPORAS

« OBJETIVO

- Determinar el nimero de esporas en los hongos después de los siete dias.

e INSTRUMENTAL

- Contador de Neubauer
- Microscopio

- Micropipetas

- Puntas estériles

- Pipetas pasteur

- Vaso de precipitacion

- Tween 80

- Gasa estéril

- Microtubos eppendorf
- Agitador Vortex

- Varilla de agitacion

- Mechero

Nota: Todos los procedimientos se deben ejecutar dentro de la cdAmara de flujo laminar;
ademas, deben cumplirse todas las condiciones de asepsia y esterilidad que se exigen
en un laboratorio. En otras palabras, se aplican siempre las buenas practicas

microbioldgicas (BPM).

e PROCEDIMIENTO
- Paso 1: Dependiendo del tipo de muestra medir, se ha de habra de preparar una
muestra con una concentracion apta para su recuento.
- Paso 2: Retirar con cuidado la tapa de la caja petri en donde se encuentran los
hongos.
- Paso 3: En una probeta de 10 ml colocar agua estéril, para adicionar sobre el

hongo.
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- Paso 4: Con la varilla esparcir el micelio del hongo.

- Paso 5: Con la micropipeta absorber el liquido de la caja petri para colocar en el
microtubo eppendorf previamente colocado una gasa estéril para evitar filtrar
micelio.

- Paso 6: Sellar y colocar el microtubo eppendorf en el agitador Vortex para tener
una solucién homogeénea.

- Paso 7: Finalmente la muestra se coloca en el contador de Neubauer para
observar en el microscopio la cantidad de esporas obtenidas del hongo.

- Paso 8: Para tener el porcentaje de esporas si se realizo el conteo en cuadros
grandes se multiplica por 2000 y en cuadros pequefios se multiplica por 50000,

aplicando la formula del crecimiento radial.

T-Tr/T*100

Donde:

T = Testigo

Tr = Tratamiento

64



ANEXO 9. Certificado de Actividades en el Laboratorio.
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